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RESUMEN

La vegetacién de México estéd siendo aceleradamente
perturbada, ocasionando en una gran mayorfa de especies una
erosién genética, lo cual presagia de continuar este efecto
devastador, 1la extincién de muchas de las especies. Un ejemplo
sobre la disminucién de las poblaciones me presenta en la familia
Orchidaceae (Orqufdeas), agudizandose en las de distribucién
restringida o endémicas y en la mayorfa de hédbite epifito ¥y
algunas terrestres gque dependen de la vegetacién arbérea para
subsistir, la que se ha estado sustituyendo por pastizales y
campos agricelas.

La utilizacién de las técnicas Biotecnolégicas de Cultivo de
Tejidos Vegetales, han sido fundamentales para propagar
orquideas mexicanas con diferentes status de alteracién, debido a
su dificultad en 1los métodos de propagacién por semilla o
vegetativamente., Ambos casos podrfan tomar varios afios de
propagacién. Ademds, en especies amenazadas de extincidén, se
cuenta por lo general con escaso material biolégico de campo.

Deapués de la utilizacién de varios medios basales ¥y
modificados para establecer el mejor porcentaje de germinacién,
se eligié el medio Knudson "C" (KC) enriquecido con vitaminas y
micronutrimentos (KC-E), el cual permitié 100X de germinacién
asimbiética de Lycaste skinnerj (Batem. ex Lindl.) Lindl. var.
skinperi. El medio KC-E fue utilizado posteriormente para la
germinacidén de més de 10 especies. Se desarrollaron sistemas de
propagacién masiva con la formacién de PLB's, a partir del

cultivo en medios l{quidos en suspensién de protocormos sexuales



(semillas germinadas) de Oncidium stramineum (Lindl.)Batem.,
generando un promedio de 50 brotes por protocormo.

Para el desarrolleo de plantas in vitro, se sujetaron brotes
de Bletia urbana Dressler, bajo un barridc hormonal auxina-
citocinina-giberelina, las concentraciones usadas actuaron
inhibitoriamcnte o desarrollaron plantas anormales en comparacién
del medio basal (KC), Por lo anterior; se explord el desarrollo
de plantas {30 mm) de L. sgkinneri var. sgkinneri germinadas in

vitro, wutilizando el medio KC con los micronutrimentos del medio

KC-E, &adiciondindole vitaminas+glutamina o extractos orgdnicos
{pldatano © agua de coco o tallos de nopal). El mejor desarrollo
de 1l1las plantas jin vitro, se obtuvo cuando el medio presentaba

extracto de pldtano verde o nopal.

Las plantas con los mayores avances en la investigacién in
vitro, fueron Lycaste aromatica (Graham ex Hooker) Lindl., L.

skinneri var. skinneri y 0. stramineum. Las dos primeras por

presentar habito epifito con adaptacién al terrestre se
transplantaron, aclimataron y desarrollaron por 3 meses en
condiciones de invernadero, en charolas con una mezcla 1:1 de

hoja de encino y agrolita. Posteriormente fueron liberadas en los

“Lagos de Montebello” Chiapas. Para 0. sgtramineum de hébito
epifito, sc dificulté su adaptacién en invernadero, por

ahogamiento de las raices, por lo anterior se liberd directamente
de condiciones in vitro al campo (habitat natural Huatusco Ver.),
no sin antes sujetarlas a un stress (alta intensidad de luz (3 a

4 mii lux), y bajo en humedad ¥ nutrimentos) en condiciones jin

vitro.



En las 3 especies, aunque disminuyeron las poblaciones
liberadas, un porcentaje ha sobrevivido y se ha adaptado al

ambiente silvestre.



I. INTRODUCCION

I.1 Biodiversidad y deatruccién de los ecosiatemas Naturales.

Desde hace 10 mil afios, la diversidad biclégica entré a una
nueva era en la turbulenta historia de la vida del planeta. La
actividad hunmana ha tenido un efecto devastador sobre la
diversidad de las especles, y la proporcién de sus efectos esn
acelerada sobre la induccidén de la extincién de distintas formas
de vida (Wilson, 19856, 1988).

Este hecho es particularmente dramético en 1los bosgues
tropicales. La Comisién Mundial 8obre Desarrollo vy Medio
Ambiente, ha indicado que cada afic se realizan desmontes en estos
ecosistemas de 7.6 a 10 millones de hectdreas (Wilson, 1985,
1989), lo cual es probable que se incremente si no se establecen
medidas conservacionistas. Esta alteracién de los ecosistemas
repercute en las especies bloldgicas estimadas en 1.4 millones,
de las cuales se registran 248,428 de plantas vasculares {(Wilson,
1889; Wolf, 1988). Actualmente 1 a 2 especies vegetales
desaparecen cada dfa. A principios de 1980 se estimaba que el 20%
de las especies conocidas estaban amenazadas de extincidn
{C.I.T.E.S., 1987). Se ha calculado que un 7% de estas se
extinguirdn a fines del siglo (Repetto,1990). Estos datos de
alteracién de los ecosistemas se recalcan en forma alarmante en
publicaciones proteccionistas de la naturaleza, aunque no existe
un criterio definido de estas evaluaciones, ¥y 8i una notable
diferencia en las apreciaciones del nimero de especies gque
posiblemente se extingan en los trépicos para fines del siglo,

que van desde menos del 10X, hasta un 80X (Lugo, 1988). Esto es



de esperarse debido a que es impredecible extrapolar sobre el
tiempo y las actividades humanas tan cambiantes, por lo que es
difficil sefalar cifras exactas.

Por otra parte, ae argumenta que las extinciones masivas do
egpecies son fendmenos naturales en la historia de la vida del
planeta. Existen evidencias geolégicas de que estos fenémenos han
dado paso a nuevas formas de vida (Wilson, 1989), resultando la
m&s reciente la desaparicién de los dinosauros (65 millones de
afios: fin del Cretédcico), esta fue menor comparada con la del
Pérmico (240 millones de aflos), cuando ee extinguieron entre el
77 ¥y 96% de todas las especies de animales marinoa. Se desconocen
las causas exactas de estes extinciones masivas (Wolf, 1988). Sin
embargo es imprescindible considerar que eastos eran desastres
naturales provocados por el proceso evolutivo mismo y no como en
el caso de la extincién actual de especies por efecto directo de
la interaccién del hombre.

Sobre un pogible cambio de clima qﬁe pueda acelerar el
proceso de alteracién y destruccién de la vida en el planeta,
algunos sugieren que este camhio se inicié hace 200 aifios (Graedel
and Crutzen, 1989), seguramente con el inicio de la Revolucién
Industrial de las Gltimas décadas del siglo XVIII (a partir de
1760-1780) en Inglaterra ¥y la liberacién de gases a la atmésfera
con la utilizacién de combustible fésil {carbén mineral y
petrélec) en las diferentes actividades humanas y en la expansién
de la agricultura, acarreando a su paso deforestacién (tala y
quema de bosques). En relacién con los bosques y selvas
tropicales, se reporta que estos ecosistemas representan el mayor

reservorio individual de carbono de las biétas y reportan



asimismo la mayor produccién primaria neta total. Se ha
comprobado que la mayor parte de la fotosintesis tiene lugar en
la tierra, ¥y no en los océanos como 8se creia anteriormente
(Woodwell, 1978)., Debido a loas cambios drésticos que han venido
suscitdndose en relacién al ambicnte, se ha observado un
incremento de diéxido de carbono, metano y otros gases en la
atméafera (Graedel and Crutzen, 1989 Woodwell, 1878; Bolafios,
1990; White, 1990). El observatorio de Mauna Loa, en la isla de
Hawaii, ha registrado un aumento de diéxido de carbona en la
atmésfera desde 1958, reportando ascensos de 0.5 ppa/afio
(Woodwell, 1978; Bolafios, 1990; White, 1990), Esto s8e atribuye a
varias causas, 8iendo la deforestacidn de los boaques y selvas
tropicales la que méAs contribuye, debido a la combustién de
carbono almacenado en estas regiones y en la desaparicién de los
organismos que son fijadores y almacenadores de carbonc en los
ecosistemas no alterados. Aunado a esto, la emisién adicional
producida por la descomposicidén del hiimus almacenado en el suelo,
y & otro  factor de igual magnitud que es la combustidn de
energéticos fdésiles (carbén mineral y petréleo}. Es importante
mencionar gque la vida promedio del diéxido de carbono y otros
gases en la atmésfera es mayor de 60 afioa, lo cual agudiza ain
mids el problema con la acumulacién y el aumento constante de
estos gases (Graedel and Crutzen, 1989). Ademds, la adicién de
otros gases como el metano, didoxido de azufre (SOZ), 6xidos de
nitrégeno (NO y NOZ) ¥ diversos clorofluorocarbonos (Graedel and
Crutzen 1989, Schneider 1989; Bolaifios) estén provocando el

adelgazamiento de la capa de ozono (03) en la estratésfera, la



cual evita la penetracién en un porcentaje alto de radiaciones
UV, siendo altamente peligrosas para cualquier forma de vida del
planeta cuando se presenta en altas intensidades (Stolarski,
1988; Bolafos, 1990).

El incremento de 002 en la atmésfera estd provocando el
llamado efecto invernadero que presagia un calentamiento general
del clima en las préximas décadas (Woodwell, 1978). Aunque hay
quienes indican que la acumulacién de gases en la atmésfera con
efecto invernadero, no se puede saber a ciencia cierta qué
repercusidén tendré con respecto al cambio de clima (White, 1990).
I.2 Situacién de la diversidad vegetal en México.

México debide a su situacién geogréfica, a 8u gran
diversidad de climas y a lo accidentado de su topografia, alberga
una flora que ha sido considerada de las mds ricas y variadas del
planeta (Rzedowski, 1978; Toledo, 1988), calculéndose
aproximadamente 30 mil eazpeciles de plantas vagculares,
prediciéndose hasta un 30X de endemismo (Toledo, 1988). Este pais
es considerado centro de evolucién de floras (Rzedowski, 1978). A
manera de ejemplo, sge puede decir que nuestro pais presenta una
flora mA8 diversa que la Unién Soviética; también que 1la de
Estados Unidos de Norte América y Canadd juntas y podria ser
mayor a la de la Repiblica de China (Gémez-Pompa, 1985; Toledo,
1988). Nuegstra flora no s86lo ez notable por su riqueza
floristica, s8ino también por su peculiaridad, despertando gran
interés cientifico, a finales de la década pasada se descubrié
una nueva familia (Lacandoniaceae) en la selva Lacandona _del
sureste mexicano, representada por la especie Lacapdonia

schismatica (Martf{nez y Ramos, 1989). De acuerdo a los estudios



anatémicos realizados, especialistas taxénomos P. Raven y A.
Cronquist expresan que la planta parece haber protagonizado
posibles procesos macroevolutivos, como lo demuestra la posicidn
inversa del gineceo y el androceo con respecto a las
aproximadamente 248 mil especies conocidas de plantas fanerégamas
(Ladislao, 1988; Mart{nez y Ramos, 1989).

Esta gran diversidad vegetal se ve amenazada, peridédicamente
aparecen listas con especies consideradas extintas y en peligro
de extincién {T.U.C.N., °'19883, 1985; Villa-Lobos, 1888a; Vovides,
1981, 1988). Los métodos de destruccidn y perturbacidn de la
vegetacién 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 1la expansidén de la
agricultura y ganaderia y la explotacidén selectiva e irracional
de algunas especies litiles econdmicamente; la quema de bosques
con fines de limpia; las indundaciones de grandes extensiones de
terreno para el desarrollo de presas generadoras de energia
eléctrica, ete, Los segundos tienen que ver con la modificacidén o
eliminacién del ambiente ecoldégico necesario para el desarrollo
de una determinada comunidad bidtica, factores secundarios como
la erosidén de los suelos, modificacién del régimen hidrico de la
localidad y a veces del clima mismo, ocasionado por los desmontes
masivos; la contaminacidn del aire y del agua, influide por la
quema, la contaminacidén por pesticidas y otros factores aportados
en la proteccidén de los cultivos agricolas.

En el caso de las especies silvestres con valor ornamental,



el factor esencial de destruccién han sido las colectas
exhsustivas, debido a 1la falta de un control eficiente ha

provocado sobrecolectas de plantas en los habitats naturales con

fines comerciales, que abastecen los mercados de Estados Unidos,
Japén ¥y Europa, con especies de orquideas, cicadas y
principalmente cactéceas. Este hecho condujo a que las

poblaciones de estas plantas disminuyeran en forma alarmante ¥y a
pesar de dictar leyes de prohibicién para 1la colecta v
exportacién, ésta ha continuado en forma de contrabando, es asf{
como algunas especies han sido prdcticamente exterminadas (Bravo-
Hollis, 1978; Sanchez-Mejorada, 1879, 1982a,b). Como se puede
observar fdcilmente, la influencia humana sobre la vegetacién de
México resulta en general altamente destructiva {(Rzedowski, 1978;
Toledo, 1988; Bolaiios, 1990).

I.3 Posibles soluciones para la Conservacidén de nuestros

Ecosistemas.

Acciones précticas y con posibilidades de establecerse como
medidas de conservacién de la naturaleza, se pueden dividir en
cinco tipos principalmente (Vdzquez y Orozco, 1989): 1} creacidn
de dreas protegidas, 2) aprovechamiento racional de los recursos
naturales, 3) establecimiento de bancos de germoplasma, 4)
emisién de leyes y reglamentos para proteger la naturaleza y 5)
acciones educativas que conformen una nueva mentalidad con
respecto a nuestra relacién con la naturaleza.

1) Creacién de Areas protegidas, En México, el gobierno
interviene por primera vez en la conservacidén de la naturaleza en
1786 con la proteccién oficial del bosque del Desierto de los

Leones para resguardar sus manantiales. Antes del Gobierno del



General LAzaro CArdenas se habfia hecho muy poco en lo que
respecta al establecimiento de parques nacjionales y reservas
naturales, este hecho sobre conservacién fue propuesto
principalmente por el Ingeniero Miguel Angel de Quevedo, creando
36 parques nacionales en 17 estados, con una superficie total de
800 000 hectdreas. Llegando en 1989 a constituir 58 parques o
reservas ecolégicas, de las cuales en varias de ellas no existe
1a debida proteccién y las diversas actividades humanas como ya
se han mencionado anteriormente siguen perturbandolas
continuamente.

Para que la proteccién de las especies en peligro de
extincioén ¥y reservas ecolégicas sea real, se requiere
participacién de 1la comunidad educandola y sensibilizandola,
mayor conocimiento de los recursos biolégicos, mejor vigilancia y
en ciertos casos establecimiento de barreras fisicas. Un ejemplo
de esta necesidad lo tenemos con la reserva ecolégica inafectable
del Pedregal de San Angel dentro de Ciudad Universitaria de 1la
U.N.AM., con 124 ha. {Carabias y Meave, 1987); aunque
recientemente‘ {20 de agosto de 1990) se publicé en 1a Gaceta de
la UNAM, el acuerdo firmado por el Rector Dr. J. Sarukhan,
incrementanda la superficie a 146.9 ha. En esta reserva, al no
existir una barrera aislante, cotidianamente esisten a la reserva

personas que extraen del lugar plantas de algunas especies

comerciales ornamcntales, medicinales, alimenticias, etc.;
ocurren igualmente incendios en época de sequias, ocasionados
probablemente por descuidos humanos (Carabias y Meave, 1887).

Ademds la reserva es utilizada por algunas personas como tiradero



de basura doméstica y desechos de construccién; estdn presentes
también especies no nativas {(ej. gatos y perros domésticos,
eucaliptos, etc.) que resultan agresivas a la vida silvestre. La
gsituacién de esta reserva aln con sus caracteristiéas propias se
repite en otras. La creacién de dreas de comunidades naturales
protegidas deben continuar ¢on base a los siguientes criterios
{Vdzquez y Orozco, 1989): 1) definicién de las dreas naturales
que por su composicién ¥y estructura sSe encuentren me jor
conservadas, 2) buena representacién de 1la diversidad de
ambientes existentes en el territerio de México, a este respecto,
se reporta que exlaten habitats que no han sido tomados en cuenta
para su conservacién, ¥ en otros se cuenta éon reservas muy
pequefias no representativas de 1la diversidad biolégica, wun
ejemplo claro para el primer caso son las zonas <costeras y
habitats marinos, para el segundo es8 importante extender la
superficie de las regiones con mayor diversidad, como las =zonas
templadas subhiimedas entre otras {Tolede, 1988; Toledo and Ordofiez,
1990), 3) superficies lo suficientemente amplias para permitir la
conservacidn de las especies representativas de todos los niveles
tréficos del ecosistema y de un cierto grado de variabilidad
genética intraespecifica, 4) énfasis especial en Areas idnicas,
que contengan especies en peligro de extincién © que sSean

especialmente vulnerables al deterioro y 5} proteccidén especial a

zonas como cabeceras de cuencas de rios, vegetacién costera,
cinturones forestales suburbanos, etc., cuya destruccién trae
serias consecuencias en el régimen de los rifes, cn la

productividad costera y en los factores que genperan contaminacién

atmosférica. Es importante, para mejorar eficientemente los



puntos anteriores, que las 4dreas circunvecinas cambien su sistema
de explotacién, 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 biolégico ecolégico profundo de su
composicién, dindmica 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 prohibicién total
del uso o explotacién de cierto recurso puede ser mds perjudicial
para su conservacién que la explotacién racional. En el caso de
plantas ornamentales es recomendable establecer metodologfas de
propagacién masiva, utilizando técnicas de cultivo de tejidos,
cuya aplicacién a especies nativas y en peligro de extincién es
reciente. En los 1inicios de la década de 1los ochenta Wochok
(1981} analiza los avances en la propagacién de especies
amenazadas utilizando las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales . La propagacién de estas especies por cualquler via
ayudaria a reducir las colectas de campo con fines comerciales y
servirfia como fuente de recursos econdémicos al establecerse
sistemas de comercializacién basados en métodos de propagacién
controlados.

Organizaciones internacionales han propuesto un acuerdo para
la comercializacidén de eBpecies silvestres que permita establecer
un posible equilibrio entrec los siguientes aspectos: 1) que los
paises aseguren el acceso a sus especies nativas, 2) que el

usuario o interesados de las especies paguen alguna forma de



derechos a los paf{ses poseedores de la biodiversidad y 3) que
dichos paises esten obligados a conservar las especies silvestres
en su medio natural (Villa-Lobos, 1988b)

3) Bancos de Germoplasma. Se definen como la conservacién de
la diveraidad genética. Esto puede lograrse en distintas formas:
en reservas ecolégicas in gitu. Pafses de Latinoamérics que
enfrentan una Bituacién econémica dificil, organizaciones
internacionales como: Conservacidén internacional (CI): el Fondo
Mundial para 1a Naturaleza (WWF); ¥y la Conservacién de la
Naturaleza (TCN), han canjeado parte de la deuda externa de
Bolivia, Ecuador y Costa Rica, con el compromiso fundamental de
proteger o mantener mayor vigilancia en sus propias reservas
(villa~Lobos, 1988c). También existen bancos de propdgules ex
pitu como semillas y eaporas; bancos de cultivo de tejidos ex
sity, un =sistema relativamente nuevo para conservar tejidos y
plantas. Para elle s8e han desarrollado diferentes vias de
preservacién del germoplasma, teniendo como meta principal el
establecer las condiciones experimentales que permitan un
crecimiento minimo o éste sea nule 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, 1985). La preservacién a corto-
mediano plazo va de unos meses hasta nmenos de 5 aflos (Schilde-
Rentshler et al., 1982), 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 dc bajas temperaturas (cercano a 4°C),
inductores de “stress" osmético, medios nutritivos con bajas

cantidades de nutrimentos, la utilizacién de fitohormonas

10



retardadoras del crecimiento, y entre otros de la combinacién de
varios de estos factores. La preservacién a largo plazo por medio
de 1la criopreservacién, a temperatura del nitrégeno 1liquido
(-196°'C), intenta congelar células y tejidos por 5 afos o por
tiempo indefinido, que para mantener la estabilidad genética bajo
eate proceso de almacenamiento, Karta (1981, 1982) establece gque
es posible utilizando tejidos meristeméticos. Establecimiento de
Jardines botédnicoa ex situ, durante afios han sido los mayores
centros para el estudio cientifico de la riqueza floristica, han
formado parte del mecanismo para la introduccién y evaluacién de
especies vegetales en la agricultura, horticultura, silvicultura
y medicina {I.U.C.N., 1987). Han constituido islas artificiales
de la diversidad que desempefian una funcién vital en 1a
conservacién de la variabilidad genética y en la educacién, con
mds de 1400 jardines botdnicos, 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 poaible almacenar toda la diversided
existente en cada una de las especies, por lo que sugiere 1la
conservacién {n situ. Los bancos de germoplasma de uno u otro
tipo, son y serén de suma importancia para utilizar la diversidad
genética en el momento que se reqguiera en beneficio del hombre y
la proteccidén o recuperacién de especies en peligro de extincién.

4) Emisién de leyes y reglamentos para proteger la
naturaleza. En México, actualmente existen leyes y reglamentos
destinados a mantener un equilibrio ecolégico, como la Ley

General del Equilibrio Ecolégico ¥y Proteccién al Ambiente,
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aprobada y publicada en el Diario Oficial (28 de enera de 1988).
El 29 de agosto de 1940, se dicté en el Piario Oficial un Acuerdo
para la conservacién y mejoramiento de las orquideas y cactéceas
silvestres, donde &me establecid suspender 1la recoleccién y
explotacién de plantaa, frutos y semillas de estas familias (ver
apéndice 12).

El aspecto mds diffcil de llevar a la prdctica a toda ley o
reglamento no es el idealizarlos y aprobarlos, sino hacer que
tengan una funcionalidad y validez en la pridctica ¥y que sean
respetados y ejercidos en la forma en que fueron concebidos.

En nuestro pafs, por falta de un mejor conocimiento de
nuestros recursos naturales y al poco presupuesto que se destina
para su proteccidn, existen sagueos inmoderados de especies
vegetales amenazadas de extineidn (ver apéndices 7, 8, 9, 10 ¥y
11), violando leyes nacionales y acuerdos internacionales de
proteccidn a dichas especies.

5) Acciones educativas. Es tradicional la visién de que los
seres vivos han sido creados para nuestro usc y beneficio y que
no tienen otro valor que el que nuestra sociedad les atribuye.
Actualmente la divulgacién cientifica, utiliza diferentes medios
de difusién, 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 poblacién de México, logrando que
cierto nimero de gente muestre un respeto mayor a la naturaleza y
lo transmita a sus hijos.

Este punto es muy importante, del cual ain 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 & que en 1la actualidad su
situacidén econémica los presiona a actuar en contra del ambliente,
por lo que es importante sensibilizarlos a la problemdtica
existente, b4 paralelamente resolver sus problemas socio-
econdémicos.

1;4 Libro Rojo (IUCN) de especies vegetales amenazadas en la
naturaleza.

Existe una organizacién informativa denominada Unién
Internacional para la Conservacién de 1la Naturaleza y 1los
Recursos naturales (International Union for Conservation of
Nature and Natural Resources, IUCN), la cual edita periddicamente
el Libro HRojo de Datos con las categorias de alteracién de las
especies en forma individual en los habitats naturales, y se
aplican tanto para la fauna como para la flora; 1la perturbacién
de 1las especies en 1la naturaleza la definen de 1la manera
siguiente (Lucas and Synge, 1978):

EXTINTAS (Ex)

Esta categoria solo se usa para especies que se conoce que
no existen en el campo después de repetidas bliaquedas en las
localidades tipo ¥y en otras en las que se encontraban o en
lugares semejantes. Ademds ge incluyen especies que estén
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 contindan operando los factores
causales. Se incluyen taxa cuyos numeros de individuos han sido

reducidos a un nivel critico o aquelles cuyos habitats han sido
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tan drédsticamente reducidos que podemos juzgar que ashora estéin en
inminente peligro de extincién,
VULNERABLES (V)

Taxa que sé creée podrian pasar a la categoria anterior en un
futuro cercano si los factores causales contintan operando. Se
incluyen taxa en los que la mayoria de las poblaciones decrecen
debido a la sobreexplotacién, 1la destruccién extensiva del
habitat u otras formas de perturbacidn; taxa cuyas poblaciones
han sido seriamente disminuidas y aquellos en que existencia
posterior no ha sido asegurada; y también taxa con poblacioneas
que son todavia numerosas pero que estan bajo amenaza de factores
adversos serios a lo largo de su drea de distribucion.

RARAS (R)

Taxa con peqgueilas poblaciones que en la actualidad no estan
en peligro, ni son vulnerables, pero corren ese riesgo. Estos
taxa generalmente estdn muy localizados dentro de Areas
geograficas a habitats muy restringidos o sae encuentran
distribuidos en densidades muy bajas a través de su drea de
distribucién.

INDETERMINADAS (I)

Taxa con poca informacidn de la distribucién de la especie,
por lo que no es posible definir en cual de las cuatro categorias
anteriores deben ser colocadas.

Esta categoria es usada para especies reportadas como
"?Extinta” o "posiblemente Extinta" sobre la suposicidén de que
puede estar ‘Extinta' o 'En peligro de extincién'.

I.5 Tratados sobre Conservacién a nivel Internacional.

A nivel internacional existe una organizacidén para la
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proteccién de la flora y fauna silvestres amenazadas de
extincién, fue establecida en 1973 con la firma de 51 paises en
la Convencién de Waghington, firmada en Washington D.C. Estados
Unidos de Norte América y denominada Convencién Internacional
sobre el Trdfico de Especies en Peligro de Extincién (The
Convention on International rade in Endangered Species,
C.I.T.E.S.), en 1975, C.I.T.E.S. entré en vigor deapués de haber
sido ratificada por 10 pafses (Nigeria, Suecia, Suiza, Chipre,
Emiratos Arabes Unidos, Estados Unidos de Norte América, Ecuador,
Uruguay, y Tunez); en 1982 se adopté el reglamento en la
Comunidad Econémica Europea {C.E.E.); y en 1987, se contaba ya
con 96 paises miembros de C.I.T.E.S., la mayoria de los pafises
miembros de la C.E.E.,, han ratificado 1a Convencién. México es
uno de los paises que no han firmado la Convencién (C.I.T.E.S.,
1987)., Vovides {comunicacién persenal: oct. 1990) indica que se
estan desarrollando estudios por parte de SEDUE para analizar la
forma en que México se incorporard préximamente al C.I.T.E.S.

C.I.T.E.S., tiene como objetivo detener la desaparicién de
plantas y animales, mediante el compromiso de un gran mimero de
pafses para limitar o no autorizar el comercio de plantas vy
animales amenazados o de permitir un cemercio que no ponga en
peligro su sobrevivencia. La dindmica de 1la Convencidén de
Washington se basa esencialmente en la expedicidén de permisos vy
el control en las aduanas, ademfs de generar informacién al
piblico, su secretaria internacional actualmente esta situada en
Lausanna, Suiza (C.I.T.E.S., 1987).

Segin el grado de alteracién en la naturaleza, las plantas
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son clasificadas en 3 grupos, como anexos de la Convencifén de
¥Washington:

Anexo 1, comprende las especies que estan fuertemente
amenazadas de extincién 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
tejidoes o de esporas, pasan & ser consideradss como plantas del
anexo 2 (C.I.T.E.S., 1987); en relacién a las orguideas, Stewart

(1990) reporta que la C.YI.T.E.S., tnicamente incluye 10 especies

de orquideas en el anexo 1: Vanda coerulea Griff. ex Lindl.,
Renanthera bella F.F.Wood, Cattleys skinpneri Batem., ©C. trianae
Lindl. and Reichb., Laelin lobata Veitch., L. jongheapa Reichb,
Lvcagte virgipalis (L. sgkinneri) (Batem. ex Lindl) Lindl.,

Peristeria e¢lata Hook, PDidiciea cunninghamii Xing & Prain,
Paphiopedilum druryi (Beddome) Stein.

Anexo 2, comprende las especies susceptibles a ser
amenazadas de extincién como consecuencia de un comercio muy
intenso. La Convencién de Washington reglamenta este comercio,

donde la importacién y exportacidn se autoriza inicamente tomando

en cuenta los siguientes criterios. Las excepciones para
exportar plantas de este anexo sSon las siguientes: 1) las
semillas, las esporas y el polen de la mayoria de las especies

del anexo 2 pueden ser libremente comercializados, a excepcién de
las semillas de las cicadas; 2) para cultivos de tejidos y los

cultivos de plantas jin vitro, C.I.T.E.S. informa que no son

necesarios los permisos por parte de la Convencidn, siempre y
cuando se les compruebe que fueron propagadas por estas vias; 3)

los frutos de las cactédceas silvestres o cultivadas y de las
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orquideas cultivadas como Vapills spp. no estan tomadas en cuenta
por el reglamento de la Convencién, la flor de corte de las
orquideas cultivadas, pueden igualmente ser comercializadas sin
permisos de C.I.T.E.S. (C.I.T.,E.S., 1987).

Anexo 3, conprende lag eapecies silvestres que en un pais
determinado pueden estar amenazadas de extincidn como
consecuencia de un intenso comercio, aunque estas mismas especies
en otro pais sean abundantes y permitida su comercializacidén, se
prohibe su exportacién, pidiendo 1la ayuda de otros paises
miembros de C,I.T.E.S, (C.I,T.E.S., 1987).

El reglamento {3626/82) de la C.E.E., que entré en vigor el
1* de Jjunio de 1984, toma medidas mAs estrictas para la’
conservacién de las especies 1incluidas en el anexo 2 por
C.I.T.E.S. La C.E.E. estima que la proteccién actual de algunas
especies del anexo 2 de C.I.T.E.S. no es suficiente, las especies
ahi reportadas se han incluido en una nueva categoria "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 Convencién, donde todo comercio estd prohibido.
Para las especies retomadas en el Anexo C2, implantaron
condiciones suplementarias en relacidén a un permisoc de
importacién, es necesario que la colecta de estos especimenes en
medios silvestres no tenga influencia nociva sobre la
conservacién de las especies ahi existentes., Con esto se retoma
en detalle las condiciones de introduccién, de exportacién y de
tridnsito de los especimenes de los Anexos 1, 2, 3, C1 y C2 en los

paises de la C.E.E. (C.I.T.E.S., 1987).
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Existe menor vigilancia en los pafses en desarrollo sobre la
proteccién de especies en peligro de extineién, y son los paises
desarrollados que presentan una demanda en estas plantas con
valor principalmente de tipo ornamental. Se cuenta con ejemplos
de exportacién ilegal hacia los Estados Unidos y Europa (SAnchez-
Mejorada, 1579, 1982b; ver apéndices 7, 8, 9, 10 y 11}, de
especies mexicanas de cicadas, agaves, cactdceas, orquideas,
euforbias, etc,, que se introducen sin importarles su sanidad. A
pesar de que en ocasiones se han decomisado cargas valiosas de
especies silvestres, estas plantas en la mayoria de los casaos
nunca se regresan al habitat original. Debido a la gran cantidad
de plantas extraidas, es probable que se altera el equilibrio
ecoldgico.

Une de los motives por los que México no ha firmado el
tratado de C.I.T.E.S., se debe probablemente a que hay de por
medio intereses sobre exportacidén y captacién de divisas, fuente
de trabajo para los recolectores, Este sistema de explotacidn ha
provocado gque muchas de las especies se cataleguen con cierto
nivel de alteracidén en el habitat natural, obtienendo cuantiosas
sumas de dinero. Estas exportaciones son reportadas para el
dominio piitlice en columnas periodisticas {Balboa, 1987), citando
la fuente de obtencién de los datos en el Market New Division
Fruit Vegetable de los Estados Unidos de Norte América, donde se
asientan nombres de las personas, especies de plantas, cantidad,
periodicidad, precio, etc. Por citar un ejemplo, el mercado de la
palma camedor (Chamacdorea elegans Mart.) es acaparado por la
Jowel Foliage Co. y la Continental Wholesale Florists (Gonzdlesz,

1985; Oyama, 1987).



I.6 Consgervacién de especien vegetales.

El efecto de las actividades humanas sobre los ecosistemas
naturales; se expresa en la disminucién de las poblaciones o
erosién genética y en muchos casos repercute en la desaparicién
de especies. Se estima gque la desapariciém 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 dei planeta {Raven, 1976).

En un principio la conservacién de las plantas se ha hecho
a través de Jurdines Botdnicos, conservacidén ex gitu, de los
cuales, el origen de algunos es tan antiguo come el México
prehipdnico en que se establecié por ej. el Jardin Boténico por
Moctezuma en Oaxtepec (Vovides, 1979). Sin embargo la interaccién
de las especies bajo estas condiciones en relacidn con su medio
amblente se ve interrumpida, ademés de que no es ﬁuslble mantener
una gran diversidad biolégica en estas condiciones. Esto despertd
el interés de establecer 1la conservacién en los habitats
naturales en forma de reservas ecolégicas in situy que permitieran
salvaguardar la diversidad biolégica de las diferentes
comunidades {(Gegina, 1979; Hall and Rycroft, 1979; Vovides, 1979;
Wrigley, 1979).

Otro sistema de conservacién in gitu es el utilizado desde
hace algunas décadas en forma extensiva y selectiva en agronomfa
forestal; se desarrollan programas de cultive de drboles con
fines de explotacién maderera.y sus derivados. Este sistema dista

mucho de preservar 1la comunidad ahi existente, ademfs en 1la
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poblacién reintroducida en la mayoria de los casos no se
contempla la diversidad genética y 8i wuna seleccién de
individuos con caracteristicas econdmicamente importantes
{(Labelle, 1987; Mendoza, 1987; Nwonwv, 1987).

Ciertas =zonas perturbadas por las actividades del honmbre
que posteriormente toman interés para su proteccién Yy
recuperacidén de los habitats, han sido declaradas reservas
naturales protegidas, tal es el caso de la regidén de dunas del
litoral de) mar Mediterréneo en Francia, donde han restablecido
‘comunidades vegetales a partir de la wmultiplicacidn y
reintroduccidn de especies amenazadas, restringiendo el acceso a
las personas que con ciertas actividades (ej. automovilismo vy
motociclismo deportivo} perturban el ecosistema restaurado
(Oliver, 1979).

La wutilizacién del Cultivo de Tejidos ha tenido un impacto
en la agricultura desde la década de los sctenta, estableciendo
nuevas y mejores alternativas de mejoramiento genético, rescate
de embriones, hibridacidn, cultive de tejidos haploides,
obtencidén de plantas libres de patdgenos y répida propagacién
clonal (Murashige, 19798), La utilizacién de estas técnicas se
justifican cuando por los métodos tradicionales, germinacién de
semillas {propagacién sexual) b4 esque jes o propdigulos
(propagacién asexual), 1la produccién de nuevos individuos es muy
lenta y limitade o bien resulta dificil establecer sistemas de
propagacién masiva {(Murashige, 1974). Siendo el caso de los
miembros de la familia Orchidaceae, donde sus semillas son muy
pequefias  (<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 nutricién muy complejas, involucrando en la
manera de obtener sus recursos nutricionales, mécanismos como la
simbidsis, el saprofitismo o parasitismo (Hutchings, 1989);
ademAs, la propagacién asexual,; por métodos tradicionales (ej.
separacién de una colonia o pseudobulbos) puede llegar a tomar
hasta 10 afios cultivar de 6§ a 12 plantas de buen tamafio, igual =&
la que les dié origen {(Morel, 1974}.

Las técnicas modernas de Cultivo de Tejidos Vegetales que
han sido aplicadas intensamente con plantas ornamentales desde la
década de los setenta se presenta como una alternativa para ser
utilizada en la propagacién de plantas amenazadas de las cuales
existe escaso material biolégico y con dificultadea en su
propagacién por métodos tradicionales (Raven, 1978; Rao, 1977;
Arditti et al., 1981; Wochok, 1981; Snow, 1985; Stewart, 1989),
incluso se ha llegado a utilizar con buen éxito en la propagacién
de especies amenazadas (Martinez, 1989; Martinez and Rubluo,
1987; Martinez-VAzquez and Rubluo, 1989; Rubluo et al., 1989;
Iriondo and Pérez, 1990).

Yartin (1984) reporta que una vez establecida 1a
multiplicacién vegetativa in yitro, permite obtener 200 000 a
400 000 plantas (ej. rosales o perales o manzanos, etc.) en un
afic a partir de una scla yema, que en comparacién al método
tradicional de injerto o estaca, Solamente genera de 30 a 50
descendientes en un tiempo de dos aifios,

En la década de los ochenta, se intensificaron los trabajos
de cultivo in vitre de orqufdeas con valor comercial, también se

desarrollaron algunos con fines de investigacién con especiesa
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silvestrea gque aparentemente no presentan interés ornamental.
Estableciendose asi, 8sistemas de germinacién asimbidética de
orquideas terrestres de Norte América, germinacién simbidtica ¥
asimbiética de orquideas de Europa, germinacién asimbidtica de
terrestres y epifitas de Australia y Asia ({Arditti et al.,
1982c).

Lo anterior muestra que con las especiaes silvestres
terrestres y epifitas de Latincamérica, que no presentan un
interés comercial inmediato, no s8e han realizado trabajos
profundos en germinacién asimbiética y cultivo de tejidos, esto
es lamentable, debido a que en la actualidad se estan destruyendo
los habitats naturales, especialmente en los trépicos. Ademds ae
reporta que durante lag préximas décadas muchos miles de especies
se exiinguirdn o sus poblaciones silvestres se veran severamente
eroitionadas genéticamente, a4 menos8 Qque se tomen medidas
prevontivas (Heywood, 1987).

Debido a los factores antes mencionados, al poco interés
comercial de muchas de nuestras especies silvestres para
degsarrollar sistemas de propagacién y a la dificultad de
propagarse en forma tradicional que en general preasentan las
orquideas, es fundamental utilizar laa técnicas de Cultivo de
Tejidos en especies de orquideas mexicanas amenazadas de
extincién, para explorar su propagacién masiva, y poder iniciar
la reintroduccién de las poblaciones obtenidas in vitre, para tal
efecto se eligieron las especies descritas en la tabla A.

Sin embargo, nuestro trabajo se inicié primeramente con un
ejemplo de reintroduccién en el habitat natural (reserva

ecolégica de la U.N.A.M., Pedregal de San Angel, D.F.) de una
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TRBLA &, CRIUIDERS MEVIZANAS KARAS O SN PELIGSC DE EXTINCION, PROPAGADAS POR CLLTIVO IN VIR0,

S STATSS ER i
{3PECIE DISTRIBUCTON €N XEL, ¢ MEXICO . HABITC 3 TIPQ DE VEBETACION ¢ ta
Bietia urtanz Dressier 0.F.,0ar. : E (8} Terrestre Hatoreal werdfiloj b, (hosaue’ pinc-eacinz.
Encyclia aiata (Faten,) Schitr, Casp,Chis,Q.R.,Tab, Ver, Eplfits Manglar; selsa sediang subcagucifolia,
(i
E otitrira «Llave { Les.) Dressler Tlar,dal Mich, bro, Dax, Vi, Epifita B.tboscuet eacinoy satorral esclersfilo B, eesdiio;
VYer Nay,Sin, 8. ptno-encino.
Laelis acceps Lindl, Y30,N.L., Oax Pue, §.L. P, E1),143,4),¥(2).  Epthta Ecotonia selva baja casucifolia-k, cavuciisliop B, encino,
Tanps,Ver,
Leabogicrsum corcatua (Lindl.) Halbinger Ver,Chis,Pue,lar, Epifita Bosque aesbfilo de spataar . encinop B. ge oino-entite,
Lo ebepatercrr tlisk, K1, & Otto) Halbinger Hyo,Oar Pue,Ver, R (1,3 £pifite B, sestfilo de montaia; B. sixts de ping-encing,
Lycaste arzeatica (Grahaa es Hooker) Lindl, Cris,Hgo,04x Pue,5,L.P, 17), LRt Epté.~Terr, Selva alta persanifaliag B, sesdirlo de sontafa.
Taaps (), Ver.
L. shioner: iEatee, o Linol.d Lindl, var. skinnery, $¢ Chis, £ 12,4 Epif.-Terr, B. sesdfilo de aontaMa,
L. skisneri 1Bates, er Linl.) Lindi. var, glba Dosbrain. 93 his. £ 13,8 Eplt.-Terr, £, sesbfilo de sontaha.
Srcadiue saculatss Landl, Chis,ver,Dax. Epifats B. tropical seco; ecotono selva aediana subcadu-
ctfolra~encinog B, encino.
8. strasireua (Lingl,} Fates, Puel?),Ver, E(N,Vi2,8), 1140 Epihta Selva sediana subpereanifolia; ecatonia szlva ba2d caducifo-
- lia-B. caducifblio; Selva sedrana suttages: fol
Payncholael:a glauca (Lindl.) Schitr, Chs,Ver, Eptitta Selva alta perennifolia; B, de pino; selva aediana subpeream-
. ! foliaj 5. encinoj ecotona E. encing-selrsa sediata subtaducifolis,
Eplé.-Terr, Selva sedrana perenmiolia; B, caductfoliog . ercino.

Sobralia ascrantha Lindi.

Chts,Bro, Dax, Pue, Ver,

()= [uCN, 1985; (1=
(#)= Hertarios MEXU y AND

Vorides, 1981;  [3)= Willa-Lobos, 1988a; (D)= Vovides, 19985 (5)=

Rzedewski, 1979;

8= Jieenez, 1990; (7= Salarar, 1950

fenero 1991); (%)= de dudosa distribucitn, para 0. strasineus en Puedla citada por Scto (1988}, sin esbargo, Vovices (19881 y haenez (1990} lo npnru‘ para el
centro de Veracruzg (88)= incluldas en &l anexa ! de 1a C.1.T.E.S; tals los colectores usiron 2 tipos de clasi#icacadn de la vegetacidn: Miranda y Werndndez X. {1963) y Rzedowski U978),



poblacién de la orquidea, Bletia urbana Dressler considerada en
peligro de extincién, Las plantas liberadas disminuyeron en
nimero {aproximadamente a 15% del total), las cuales han
permanecido en condiciones naturales por mds de 3 anos (Rubluo et
al., 1989},

Existen trabajos fundamentados sobre reintroduccidén de
especies en peligro de extincién, como la iniciada en el Jardin
Botédnico del Desierto de Arizona, Estados Unidos de Norte
América, donde se realizan investigaciones en la propagacién

tradicional y liberacidén de especies de cactéceas las cunles son

propagadas a partir de semillas en sistemas de viveros. Las
investigaciones de los aspectos ecolégicos y herticolas, son
real izadas por easpecialistas en betdnica, ecologia y
horticultura, para poder Aascgurar el restablecimiento

(permanencia) de las poblaciones reintroducidas (Ecker, 1989).

1) Los estudios ecolégicos, indican <que es importante
analizar el clima de la comunidad, 1la topografia y 1la altitud
entre otros aspectos fisicos y plantas u otros organismes con ¢ue
se asocia para adaptarse y evolucionar en su ambiente natural.
Para lo cual se deberda tomar en cuenta fuctores como: a} la
capacidad reproductiva, lo que implica estudios cuidadosaos de
polinizacién y la biologia reproductiva de las plantas; b) el
tomar en cuenta la variabilidad genética, mediante la colecta de
plantas o material bioldgico seleccionado de diferentes sitios
dentro de una poblacién con variabilidad morfoldgica y dreas de
una poblacién; s5in  embargo recomienda gque hay que tener

precaucién en prever en 1a introduccién de otra poblacidn
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diferente de habitats distintos, ya que se pueden interrumpir los
complejos de genes coadaptandos de las poblaciones iniciales y
pueden llevar a la extincién de pequefins poblaciones; ¢} el
estudio wminucioso de las asociaciones coevolutivas como la
simbiésis y la presencia de polinizadores especificos que
presentan en forma natural, es necesario poder seguir eatos
procesos conforme se introducen las plantas al habitat natursal,
para evitar en algunos casos que por desconocimiento pueda
provocarse casos de herbivarismo, parasitismo e incluso la
muerte, etc.; d) la seleccién del sitio, junto con la seleccién
de los microhabitats son los factores mAs eriticos a considerar,
se recomienda que la reintroduccién deberd situarse en lugsares
donde crecfan en forma natural o lo mis cercano posible. Esto
ayudard a evitar problemas tales como la introduccién de
comple jos genéticos no adaptados, 1a falta de polinizadores,
tipos de suelo que no son apropiados y los problemas climédticos.
En estos sitios de plantacidn se deberd contemplar la presencia

de plantas nodrizas apropiadas si es que las presentan en forma

natural.
2) Sobre las précticas horticolas Ecker (1989) indica que
son también importantes para el éxito de la reintroduccidén. La

muestra de suelo para el desarrolle de los propédgulos o plantas a

reintroducir, deberd ser obtenida si es posible del mismo lugar
donde crecen o crecfan las plantas en forma silvestre, para que
la textura, concentracidn de iones Y cualquier otra

caracteristica del suelo sean las apropiadas parsa la
reintroduccién y mejor adaptacién al ambiente natural. La

aplicacién de fertilizante durante el desarrollo de las plantas
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en el vivero deberia ser adecuada, ya que se pueden desarrollar
muy rdapido, sin embargo sus experiencias en las plantas liberadas
de Mammillarija thornberi Orcutt (Cactaceae) de zonas dridas en
peligro de extincién, les mostréd una mayor mortalidad eon
comparacién con las que no se les adicioné o se les aplicaron
bajas concentraciones de fertilizante y ae les retird un mes
antes de la plantacién. Ecker {1989) indica que las plantas que
en forma natural se les ha detectado asociacidén con micorrizas,
se les deberd tener precaucién de no aplicar fungicidas; estudios
realizados en plantas perennes silvestres que fueron
preinoculadas con hongos micorricicos antes de ser transplantadas
y que no recibieron ninguna aplicacién de fungicida,
incrementaron su sobrevivencia, crecimiento y su reproduccién, en
comparacién a las que s8i se les aplicé. También sugiere regar las
plantas periédicamente desde su plantacién hasta qgue el sistema
radicular esté totalmente desarrollado y adaplade, comparandole
si es posible con los individuos silvestre de la misma especie,
Se  recomienda tLambién (Ecker, 1989}, que el sitio de
reintroduccién deberd estar relativamente indaccesible para que
los coleccionistas o los que destruyen la naturaleza, no hagan lo

mismo con el trabajo realizado.
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II. ANTECEDENTES

II.1 Diversidad de las orqufdeas. Las orquideas pertenecen a la
familia Orchidaceae de la clase Monocotyledonae. Son
cosmopolitas, crecen en casi todas las altitudes y latitudes,
aunque por lo general presentan mayor diversidad en los ambientes
tropicales y subtropicales, son perennes y de hédbitos terrestres,
epifitos, 1litéfitos, semiacudticos y muy raramente de hébito
subterrineo; seglin la especie tienen dos tipos de crecimiento,
simpodial y monopodial Se estiman entre 20 y 25 mil especies
agrupadas en mAs de 700 géneros (Dressler, 1981). Para México se
conocen 918 especies de 144 géneros, de las cuales un 35% son
endémicas (Soto, 1988}.

Muchas de las especies mexicanas, debido a lo atractivo de
sus flores han estado sujetas a colectas exhaustivas, aunado a la
alteracién y destruccién de los ecosistemas (con la tala y quema
de drboles que albergan a las de hébito epifito) se ha
contribuide a la erosidén genética o disminucidn de las
poblaciones =silvestres, lo cual es critico en las especies
endémicas; lo anterior ha ocasionando que un gran nlimero de
ellas esten en peligro de desaparecer (1.U.C,N., 1985; Villa-
Lobos 1988a; Vovides, 1981, 1988).

II.2 Importancia de laa orqufdeasa. Los atributos estéticos de
las orquideas, expresados en flores de caprichosas formas,
vistosos colores, y atractivos aromas ( ej. Stanhopea spp.,
Lycagste spp., Maxillaria spp.), son responsables de la estima que

se les tiene como flores de ornato (Garcfa y Pefia, 1981). Algunas
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especies poseen propiedades curativas, atribufdas por nativos
americanos (Garcfia y Pefia, 1981; Schultes, 1990). Todas las
especies silvestres forman parte de la complejidad ecoldgica
Jjunto con otros organismos, cabe mencionar que especies de
orqufdeas han coevolucionade con sus polinizadores, y con algunos
hongos establecen asociaciones simbidticas micorrizicas que son
de sBuma importancia para la germinacidn de semillas y desarrollo
de las plantas (Correll, 19507 Burgeff, 1959; Arditti, 1967;
Dressler, 1981; Hadley and Pegg, 198%; Wells and Cox, 1989;
Schultes, 1990).

II.3. Semillas de orquideas y la historia de su germinacién.

A. Caracteristicas morfolégicas de las semillan de
arquideas., Son muy pequeias, Ppesan menos de 15 microgramos b4
miden de 0.25 a 1.2 mm de longitud por 0.09 a 0.27 mm de ancho.
Los frutos producen un gran nimero de semillas, fluctlian de 1300
a 4,000,000 por cédpsula. La mayorfa de las especies tienen
semillas relativamente indiferenciadas, sin cotiledones o se
presenta incipiente, carecen de endospermo. Ante la ausencia del
endospermo, al suspensor se le atribuye el papel en la nutricidn,
que cuando no eata presente es asignado al contacto del saco
embrionario con el embrién; el embrién es simple e
indiferenciado formado por voluminosas células que almacenan
substancias de reserva y estd4 cubierto por una testa formada de
células transparentes, por lo anterior, al embrién de las
gsemillas de orquideas se le considera en un estadf{o rudimentario
(Correll, 1950; Arditti, 1967; Harrison and Arditti, 1970;

Veyret, 1974).
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B. Germinacién de las semillas de orquideaas. Hasta el miglo
XIX se crefa que las semillas de orquideas eran en su mayoria
estériles. Las investigaciones realizadas por Bernard en 1899
{Knudson, 1922} y de Burgeff en 1909 (Withner, 1959), permitieron
descubrir el papel de la micorriza en la germinacién aimbidtica
de 1las semillas de orquideas., Basado en estas investigaciones,
Knudson (1922) logrd la germinacién masiva en forma asimbidtica,
a partir del andlisis de sus investigaciones demostré qué
compuestos orgdnicos solubles podfan estimular 1la germinacién
(Knudson, 1922).

Basandose en la cantidad de semillas que pueden producir las
orquideas por fruto {>1000 y hasta 4 millones), Charles Darwin
estimé’ que si todas las semillas (6200/fruto, 186300/planta)
generadas por una planta de Orchis maculatsa germinaran, crecieran
las pléantulas y fructificaran, se podrfa cubrir un acre; y que
los descendientes en la cuarta generacidn de 1las plantas
cubrirfian todo el planeta (Arditti, 1966). Sin embargo, 1o
anterior no se cumple en la naturaleza, debido a que menos del 5%
germinnn y leogran alcanzar el estado adulto (Rao, 1977).

C. Germinacién simbiética. Bernard y Burgeff (Knudson, 1922)
demostraron que las semillas de orquideas para germinar dependen
de la infeccién de un hongo especifico, que generalmente vive en
las raices de las orquideas. Bernard (Burgeff, 1959) consideré
que el hongo causante de la infeccién pertenecia al género

hizoct + Ambos coincidieron en que el inicio de la infeccidn
ae establecia en el suspensor y la porcidén basal del embridén, que
con ¢l desarrollo de éste, el hongo es digerido o desintegrado

{Knudson, 1922; Burgeff, 1959). El cultivar orquideas por
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gemillas fue por mucho tiempo desconocido, y eran consideradas
estériles. Como resultado de los trabajos de Bernard en 1899
{Knudson, 1922), se establecid el método para germinar semillas
{conocido como simbiédtico), su investigacién consistié en
sembrar en tubos de ensaye inoculados con el hongo; encontrd que
de 15000 intentos, solamente se observé la germinacién de wunos
cientos. Posteriormente, una prédctica comin era el sembrar
semillas sobre musgo himedo alrededor de una planta de orquidea,
sistema utilizado por aficionados en esa época (Arditti, 1967;
Harrison and Arditti, 1970).

D. Germinacién asimbidtica. En 1916, Knudson (Knudson,
1922) demostré que en la nutricién orgédnica de plantas, varios
azlicares son muy favorables influyendo sobre el crecimiento, por
lo que sugirié que la germinacién de semillas de orquideas podia
ser obtenida con el uso de ciertos azicares,

En 1822, Knudson logré por primera vez la germinacién
asimbidtica de hasta 100X en semillas del hibrido Laelia Cattleya
(orquidea), con la utilizacién de azicares (glucosa y fructosa}
en un medio nutritivo con sales minerales y extracto orgénico,
registrando altos porcentajes de germinacién asimbiética
{Knudson, 1922, 1930).

La germinacidén asimbiética y el desarrollo jn vitro de
plantas de orquideas han sido desde 1922 ampliamente aplicados a
otras especies de esta familia y me han enriquecido y mejorado
los medios, registrdndose mejores sistemas para su propagacién
(Arditti, 1967, 1977; Arditti and Ernst, 1984; Murashige, 1974;

Rao, 1977; George and Serrington, 1984}).
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I1.4 Propagacién clonal. En 1960 se inicié la historia de 1la
propagacién clonal por cultivo de tejidos en plantas superiores,
con los estudios realizados por Morel (1974}, al utilizar por
primera vez tejidos meristem&ticos de Cymbidium sp. De esta forma
llegé a establecer un sistema de propagacién masiva con 1la
formacién de masas celulares que denominé 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 protccorme en el medio
basal adecuado., La utilizacién de tejidos meristemédticos de
Cymbidium sp. también permitié la obtenci6én de plantas libres de
virus a partir de plantas contaminadas (Morel, 1974, George and
Sherrington, 1984).

I1.5 Propagacién masiva a partir de tejidos sométicos no
meristemdticos. Las investigaciones realizadas por Knudson (1922,
1946) y Morel (1960), han servido de base para explotar con buen
éxito 1la regeneracién de plantas de orquideas a partir de otros
explantes como protocormos, Apices de rafz, Apices ?e tallo,
secciones nodales, Apices y bases de hojas, partes florales,
meristemos, entre otros (Arditti, 1977; Rao, 1877, George and
Sherrington, 1984},

La potencialidad de la micropropagacién asexual en orquideas
es analizada par Morel {(1974) para el género Cymbidium, tomando
en cuenta el establecimiento previo de PLB's originade de 1la
utilizacidn de diversos explantes somédticos, reporta que a partir
de un protocormc asexual que se secciocne en 4 partes, cada

fragmente genera en promedio 8 protocormos, es posible obtener
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més de un billén de plantas en solo 9 meses de cultivo. Arditti
{1877) utilizando este mismo sistema, indica que apartir de una
yema de una planta de Cymbidium se puede obtener 4 millones de
plantas/afio.

Se puede decir que el cultivo de tejidos en orquideas es
parte fundamental de 1la historia en la industria de plantas
arnamentales. Aunque cabe rmencionar que las monocotileddneas
presentan mayor dificultad en su propagacidn por eatas vias en
comparacién a las dicotiledéneas {Arditti et al., 1982a; George
and Sherrington, 1984}, no es la excepcién la familia de las
orquideas, debido al <c¢icle de vida largo (>5 afios} gque se
presenta en la naturaleza en mayorfa de las especies y a la lenta
respuesta morfogenética y de crecimiento de las plantas en
condiciones jpn vitro.

I1.6 Andlisis poblacional. Algunos estudios de dinédmica
poblacional, demostraron en el caso de orquideas terrestres de
Europa {ej. Ophrys sphegodes Mill.), que las semillas, al igual
que el estadio de protocormo, pueden permanecer arios en latencia
antes de germinar o emerger del suelo en forma de planta. Adem&s,
pueden tardar més de 4 afios deade el inicio del surgimiento sobre
la superficie del suelo, hasta alcanzar la madurez o floracién
{Hutchings, 1989). Aungue por cultivo de tejidos se acelera su
desarrollo, este vienc a ser lento debido al cicle de vida tan
largo que presentan en comparacién con otras monocotiledéneas
herbdceas, lo que justifica su aplicacién para la investigacién

cient{fica y explotacién industrial.
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I1,7 Aplicacién Industrial. El1 uso de estas técnicas en
orquideas han sido ampliamente utilizadas a nivel comercial,
desarrollando diversos sistemas de propagacidén masiva en muchas

egpecies e hibridos de 1los géneros: Arachnisg, Cattleya,

Cymbidium, Dendrobium, Eridendrum, Laelia, Oncidium,
Paphiopedilum, Phalaenopsis, Renanthera y Vanda. Estos nuevos

métodos de propagacién se han eatablecido en gran medida debido a
la importancia que tienen en la produccién de flor cortada {Rao,
1977; George and Sherrington, 1984; Sagawa and Kunisaki, 1984).
Ademds de esta presentacidén, también se expléta comercialmente la
venta de plAntulas en frascos con medio de cultive (in vitre),
prlantas Juveniles y en estados iniciales a 1la floracién
desarrolladas en invernadero y plantas de especiegs silvestres
colectadas continuamente en diversos paises de Latino América.

Hibridos del género Phalaenopsis en una presentacién de 40
pldntulas/frasco en condiciones in vitro es de $30.00 hasta
$80.00 ug, las cuales son originadas de la germinacién
asimbiética.

Para el caso de especies colectadas en el ambiente
silvestre, son vendidas por la compaiiia "BERGSTROM ORCHIDS" (CA.
U.S.A.), como Alamania punicea Llave & Lex. (de Méx.}, en un

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

P.N.Don. var. alba (de Méx.), en $12.00us/planta {Anénimo, 1985);

algunos hibridos de Paphiopedilum o Vanda en estadfo adulto,

cultivados en condiciones de invernadero, tienen precios de hasta
$75.00us/planta, vendidas por "STEWART INC. ORCHIDS" (CA. U.S.A.)

y "R.F.ORCHIDS" (Florida, U.S.A.) (Andénimo, 1985).
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IT.8 Avancea de investigacién in vitro de algunas especies
de orquideas amenazadas. Existenh trabajos aungue no tan extensos
o profundos en la investigacién in vitre, que sirvieron de base,
con especies y géneros propagados previamente a la presente

investigacién, los cuales se enlistan en la tabla B.
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LisLA B, CRQUIDEAS PROPAGADAS POR CUL

TI00 10 Y1100 7 RELACIONADAS oW Lu PRESESIL [NVESHIGACIOR.

GENERO/ESPICIE EIBLARTE T1R0 DX CELTIRD NOREOCEUESIS8/ EEFERENCIA
PROMGACION

Bletis nzbaa Dresaler Seatllu Prototorass Hatay Chirer, 1980,
Bo arkana Dressler Protocaracs Seccidn de prolo~  Brotacidn ad[tiple Naetlaes, 1885

corsan
3. wrbana Drevaler Saalilne Brotocetaor Plaatagt Rablso et al., 190,
Bicgelia vitellina (lindl.) Dressler  Senillas Frotacotace M g pluatas Raslrer, 1990,
Laelia 5p. S=ailhas Protocornos Platas Arditti, 1961,
L. apeepn tind]. Tallos de plas- fallo Huty lm, 182

tas ix vitre

Lycaste op. HITH I Protocorsar ¥ HY's 7 platas Rorel, 1510

dpicer de Lallor
Odonteglosss 1p. Seaiilas Frotorarwor y sec-  MA's 3 platas  Hdorel, 18M,

cidn de protocorece
0. frude Lidi.B Seniflas Protocorecy Arditti and Trmat, 1984,
0 weilieperinaan feichb. s+ Sevillay Protocoraas Aeditti ad Crast, 1980,
facidieg gp. Seaillas Prutocoraos Plaatu R0, 1811,
0, neicospa Liadl, Bals Apice de rale PLB's y platas  Terbaay, 1931,

(1= con 1a adaplacida en inversadero y teintroduccidn en el habitat natural,
88}z expecien da Sad Anérica, Jeparadur recientencate de [an del Borte y Ceatro fairica, ex féero

Lenbogiomamn (Balbizger, 1884},



III. OBJETIVOS

1) Modificar medios nutritivos que permitieran un mejor
resultado de las diferentes etapas de desarrollo jin yitro,
fundamentando la investigacidén con una revisién bibliogridfica del
cultivo asimbidtico en orqufdeas, innovando y acoplando a las

condiciones que se tenfan para su realizacién.

2) Establecer sistemas de propagacién masiva in vitro de

especies de orquideas endémicas de México y especies que ademAs

presentan una distribucién hasta Centro América (tabla A).

3) Regscatar jin yitro especies de orquideas silvestres

amenazadas de extincién, propagadas en el laboratorio.

4} Establecer los principios de un bance in vitro de
especies de orgufdeas amenazadas de extincidén para el desarrollo
de nuevas estratégias de propagacién masiva de futuras

investigaciones.

5) Recuperar poblaciones de orquideas amenazandas,
reintroduciendolas en el habitat natural, con un seguimiento de
su desarrolle hasta estados juveniles (2-4 afios después de su

liberacién).

6) Propagar en forma masiva bajo condiciones in vitro ¥

reintroducir en el habitat natural plantas de Lycaste sgkinneri
{Batem. ex Lindl.) Lindl. var. gkinneri, especie de orquidea que
habita para México en el bosque mesdfilo de montafia del Estado de

Chiapas, la cual era comin en esta localidad y debido
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principalmente a colectas exhaustlvas de que ha sido objeto se le
cataloga en peligro de extincién (reportada en el apéndice 1 del
CITES). Apoyando esta investigacién con los resultados en forma
simultédnea de Lycaste aromatica (Grahan ex Hooker) Lindl.,
especie colectada en ambientes similares y con afinidad
taxonémica y de hédbito epifito~terrestre . Sin embarge, aunque
tiene una amplia distribucidén es considerada en la categoria de

vulnerable (tabla A).

7) Propagar en forma masiva bajo condiciones in vitre vy
reintroducir en el habitat natural plantas de Opcidium gtramineum
{Lindl.) Batem., especie endémica localizada en el centro del
estado Veracruz, que debido al habitat restringido y a 1la
perturbacién del ecosistema donde crece, se ha catalogado en

peligro de extincién,

8) Desarrollar nuevas lineas de investigacidén {efecto del
GA , BA ¥y ANA en el crecimiento y formacién de raiz de brotes) en
Bletia urbana Dressler, especie con antecedentes de propagacién
{tabla B): establecimiento de la germinacién asimbidética, cultive
de tejidos (brotacién miltiple} a partir de secciones de
prol.ocormos y liberacién de plantas en su habitat natural

obtenidas por estas técnicas.

9) Propagacién (germinacién asimbiética y desarrollo hasta
estadfos de pldntulas) de otras especies de orquideas (tabla 2)
con diferentes status de alteracién, utilizando la metodologia
establecida en las especies anteriormente mencionadas (6}, 7},

8)), con el fin de mostrar la potencialidad de los medios
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nutritivos generados, ademds de lniciar su recuperacidn in vitro
¥y en un futuro cercano ¢ cuando se requiera, reintroducir a cada
una de ellas en sus respectivos habitats naturales o desarrollar
investigaciones de diversa indole que se desee {(ej. inducecién de
micorrizas, estudios anatdmicos, establecimiento de nuevas lineas
de ©propagacidn masiva y crecimiento in vitre, estudios de

nmetabolitos secundarios en orquideas y fisiolégicos en general).
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IV. MATERIALES Y METODOS

Iv. 1 Material biolégico.

El material inicial fundamental fueron semillas de orquideas
amenazadas de extincién {tabla 2), utilizando frutos ain no
dehiscentes y semillas liberadas de los frutes, estas iltimas,
almacenadas en frascos sujetos a temperaturas 4°-8°'C, obscuridad
¥y baja humedad relativa (utilizando sal de cloruro de <calcio
anhidro). Los lugares de colecta fueron en los estados de
Chiapas, Oaxaca y Veracruz (tabla 2), con excepcién de 1las
semillas de Bletia urbana Dressler, las cuales se obtuvieron de
poblaciones en el Pedregal de San Angel D.F. y se almacenaron
{(durante 6 afios) en frascos bajo las mismas condiciones aﬁtes
mencionadas. Las semillas de frutos aun no dehiscentes, fueron el
resultado de la colecta en campo, de plantas con frutos y de la
polinizacién artificial realizada en invernadero. Las semillas
maduras fueron obtenidas de frutos dehiscentes colectados en
campo o directamente de las flores polinizadas en invernadero
(tabla 2},

A. Almacenamiento de semjillas.

Algunos frutos aun no dehiscentes {cdpsulas verdes)
colectados en campo se envolvieron en papel hiimedo,
conservéndolos en lugar fresco (20 a 25°'C) durante la
transportacién al laboratorio, para ser sembradas todas las
semillas en el cultivo asimbidtico.

Los frutos maduros (dehiscentes), se almacenaron en un
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lugar fresco y seco (15’ a 20'C), dentro de una bolsa de papel
hasta que liberaron la totalidad de las semillas.

Los frutoa que iniciaban la dehiscencia, s8e abrieron, se
retiraron las semillas con una espdtula y se guardaron en bolsas
de papel, en un lugar fresco y seco durante aproximadamente 1
semana, con el propésito de que disminuyera la humedad de las
semillas antes de ser almacenadas. Ademés, de etiquetar
debidamente cada uno de los sobres con semillas, anotando los
datos del nombre de la especie, numero de fruto y de planta, tipo
de polinizacién (autopolinizacién, polinizacidn cruzada o natural
{desconocida)) nimero de colecta, origen, habitat, habito, lugar
y fecha de colecta, época de floracién y observaciones, se
procedié a guardarlos de la misma forma inicialmente descrita,

w. 2 Medios nutritives para el cultive in vitro de
orquideas.

A, Germinacién asimbiética. Para la exploracién de la
germinacién en orqufdeas se utilizaron semillas de frutos aln no
dehiscentes de L. gkinpneri var. gkinneri, empleando 3 tipos de
medios nutritives (tabla 1): 1)} Knudson "C" (KC) (Knudson, 1946;
ver apéndice 1); 2) Vacin y Went (VW) {(Knudson, 1951; apéndice 2}
¥y 3) Murashige y Skoog (MS) {Murashige y Skoog, 1982; apéndice
3}, con diferentes modificaciones como la adicién de
fitorreguladores del crecimiento: 1 uM ANA, 65 pM BA y 5 puM de
GA3; reduccién al 50X de la conceélrncién de las sales minerales
(ver tabla 1); enriquecimiento del medioc Knudson "C" (KC-E)} con
una fuente de micronutrimentos minerales y vitaminas del medio BS
(Gamborg et al., 1968) y adicién de sacarosa al 2 y 3% (tabla 1).

En las sicmbras posteriores de semillas de L. gakipneri var.
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skinneri y otras especies trabajadas (tabla 2), se utilizé el
medio KC-E (apéndice 4).

Para 1la preparacién de los medios KC, KC-E, VW y MS, se

hicieron soluciones concentradas {apéndices: 1, 2, 3 y 4). Las
sales de calcio y hierro para los medios KC y VW, se pesaron en
el momento de realizar el medio nutritivoe, 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 suspensién de protocormos y de PLB’s de Q.
stramineum. Para el desarrollo de PLB's a partir de protocormos,
g8e utilizdron matraces erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio
KC-E liquido con 0 (control) y 10u¥ de BA, a pH de 5.0 {(figura 1
B y C). En la proliferacién contfnua de PLB's se realizédron
subcultivos en medios de la misma composicién, con c¢iclos de
subcultive de 3 a 4 meses. Para inducir ¢l desarrolle de
brotacién miltiple,. los PLB’s se subcultivaron a frascos de 125
ml con 25 ml de medio sélido KC-E + agua de coco (10% v/v) para
ambas combinaciones (0 y 10pM de BA); (figura 1 C y D).

C. Cultivo de brotes de B. urbana. Se utilizaren brotes de
20 mm, obtenidos por Martinez (1985) en el desarrollo de 1la
brotacidén miltiple a partir de secciones de protocormos. Los
brotes se sembraron en tubos de ensaye de 2.5 cm de didmetro por
15 cm de largo con 12 ml de medio nutritivo KC-E (apéndice 4)
como medio bédsico a pH 5.3, se establecieron 12 combinaciones
posibles con GA3 (0 y 5 uM), (BA 0y 5 uM) v (ANA O, 1 y 5 uM);

(apéndice 5: tratamientos A a L). Ademds se establecié otro
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tratamiento con medio bdsico a pH 5.0 (apéndice 5: tratamiento
H).

D. Medio de cultivo para el desarrollo de plantas in vitro
de L. skipperi wvar. gkinperi. Se utilizé el medio KC y se
enriquecié con extractos organicos, tales como: agua de coco
{endospermoe liquido), extracto de pldtano y extracto de nopal
(apéndice ©6A), para el desarrollo de diferentes tratamientos.
Para permitir el crecimiento de las pléantulas a tallas de 10-15
em, Se utilizaron frascos de boca ancha de 500 y 1000 ml de
capacidad con 100 y 200 ml de medio respectivamente.

E. Elaboracién de los medioa de cultivo. Se llevaron a cabo

los giguientes pasos: 1) elaboracién de 1las soluciones
concentradas (sols. stock) y/o pesaje de los componentes del
medio (apéndices 1 a 4), 2). A un vaso de precipitadoa de la

capacidad necesaria se agregd el 30 o 40X de agua destilada del
volumen total a preparar y se colocé en una parrilla de agitacién
para la disolucién de los componentes al ir adicionandolos, 3) se
wezclaron 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, <¢) fuente de hierro, y d) micronutrimentos. 4)
Los componentes orgénicos: a) inosital, b) vitaminas, ¢)
aminodcidos, d) fitohormonas, e) sacarosa y f) extracto orgénico
(apéndice 1, 2, 3, 4 y BA), 5) posteriormente se aforé el medio
con agua destilada, 6) se midié el pH y se ajusté con KOH y/e
HC1 a 0.1 y/o 0.5 N., 7) para el caso de los medios 1liquides,
éste se agregd a los matraces Erlenmeyer de cultivo, se taparon
con papel aluminio y se sujetaron con ligas para esterilizarlos

en el autoclave, En los medios sélidos después de medir el pH se
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adicioné el agar, agitando constantemente y calentandolo para
disolverlo {hasta inicio de ebullicién). Posteriormente se agregé
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 utilizacién de fitohormonas termoldbiles (ver apéndice 6}, el
medio 8e eaterilizé en un matraz Erlenmeyer de mayor capacidad
que la cantidad de medio preparado, para evitar que se derramara
dentroc del autoclave al ser esterilizado, para este medio .se
esterilizaron los frascos o tubos de ensaye previamente. También
se esterilizé el filtro millipore con membrana de 0.45 micras de
porosidad, El material ya esterilizado (medio de cultive, frascos
o tubos de ensaye, filtro, etc.) se trasladé a la campana de
flujo laminar {(zona aséptica). Se limpiaron cuidadosamente con
alcohol todas las superficies externas del material conforme se
colocaban dentro de 1la campana. Se dejé enfriar el medio
nutritivo aproximadamente a 60°'C cuando ailin estd lfquido y podia
fdcilmente agitarse para incorporar 1la fitohormona. Esta
previamente se habia esterilizado por filtracién y se adicioné al
medio, agitando con ayuda de una varilla de vidrio paras
homogenizar la solucién, después se agregd a los frascos o tubos
estériles.

Todo el material se esterilizé en el autoclave a 1.4 Kg/cm?
(20 Lb/pulg?} durante 15 minutos.
1V. 3 Procedimiento de Siembra en Condiciones de Amepsia.

La siembra de semillas jn vitro, subcultivo de protocormos y

subcultivo de plantas jpn vitro (ver figura 1), se llevé 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 limpié utilizando alcohol
etflico de 896%, asimimmo se procediéd con el instrumental,
con la superffcie externa de los frascos a sembrar, al igual que
manos Yy antebrazos del usuario, esto permitidé garantizar que
dentro del medio de cultive no se desarrcllaran bacterias y/u
hongos. El instrumental, espidtulas, pinzas, agujas de diseccién,
etc,, se mantuvieron dentro de un fraace con etanol 96X
flameandolos antes de utilizarloes.

Para destapar loa frascos con medio esterilizado y
sembrarlos en la campana de flujo laminar, primero se limpiaron
con un algoedén con alcohol a 96%, se flameS con ayuda del mechero
toda la superficie de unién entre el frasco y la tapa, se retiré
momentAneamente el papel aluminio o la tapa del frasco, se
introdujo el explante o material biol6gico a cultivar jip vitro ¥y
se 8ellé nuevamente. Una vez sembrado Be incubé en la cédmara de
cultivo.

IvV. 4 Siembra y subcultivo de semillas y otros explantes.

A. Semillas almacenadas, fueron desinfectadas
superficialmente en un vidrio de reloj, con una solucién al 7X de
hipoclorito de calcio Ca(0Cl), (Knudson, 1948) durante 30 minutos
dentro de la campana de flujo laminar, agitando a intervales con
una aguja de diseccién para romper la tensién superficial y
asegurar de esta mpanera la eaterilizacidn superficial.
Posteriormente con una Jeringa estéril se extrajo toda la
solucién desinfectante y con otra se lavaron las gemillas dos

veces con agua deatilada esterilizada y con una tercera jeringa

42



estéril se retiré el agua en las dos ocasiones, con el fin de
eliminar la solucién desinfectante y evitar que afectara o
interfiriera en la germinacién de las semillas {(Martinez, 1985).

Una vez que las semillas fueron desinfe;tadas se tomaron con
una espatula y se depositaron en los matraces o frascos
germinadores con medio nutritivo.

B. Semillas de frutos aun no dehlscentes. Los frutos o
cédpsulas verdes se desinfectaron superficialmente en los
siguientes pasos: a) se lavaron con Jjabdén y agua corriente, b)
se desinfectaron en alcohol a 70% durante 2 minutos, agitando
dentro de un vaso de precipitados en una parrilla de agitacién,
retirando el alcohol al término del tiempo, c) se agregd una
solucién de hipoclorito de sodio (Na0OCl) de uso doméstico
{cleralex) al 50% (3% de cloro activo). Se adicionaron unas
gotas de tween 80, se tapé el vaso de precipitades con papel
aluminio ¥y se agitd durante 20 minutos. Pasteriormente en 1la
campana de flujo laminar, se limpié con alcohol 396% y se flamed
la tapa de aluminio. Por otro lado se extrajec el frutoc con pinzas
de diseccién y se introdujo en agua destilada esterilizada de 3 a
5 minutos, al término del cual se abrid el fruto
longitudinalmente en dos partes en una caja de petri con bisturi
¥y pinzas de diseccién, se extrajeron las semillas con una
espatula y se sembraron en los frascos de cultivo. Para
establecer el porcentaje de germinacidén se sembraron de 50 a 75
semillas por frasco, se conlaron las semillas germinadas
{protocormos} ¥y las que no lo lograron, esto se detecté con un

microscépio estereoscépico; ademds se registrd el tiempo de
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germinacién por siembra, fruto y especie.

C. Propagacién masiva in vitro a partir del cultivo en
suspenalién de protocormos de Q. gstramineun. Protocormos
provenientes de la germinacién asimbidtica de Q. stramineum
(tabla 2, figura 1 B) se sujetaron a cultive en medio liquide
KC~E {apéndice 4); (control) y medio KC-E mds 10uM de BA.

Para la siembra se utilizaron protocormos de 2 meses de edad
y de 1! a 1.5 mm de didmetro, se sembraron un promedic de 200
protocormos por matraz con 2 repeticiones por combinacién, se
etiquetaron y s&e incubaron sobre una mesa de agitacién a 100
r.p.m., durante 3 meses (figura 1 C) para la formacién de PLB's,
estos se subcultivaron en nuevos medios de igual composicidén al
inicial. Para estimular la brotacién miltiple en los PLB’s, estos
se subcultivaron en medio sélido KC-E méAs agua de coco (10X wv/v)
¥y utilizando frascos de 125 ml. Se sembraron 4 PLB's por frasco
(figura 1 D, tabla 3).

E. El efecto de fitohormonas en brotes de B. urbapa (20 mm
de longitud). Los brotes provenientes de la brotacién miltiple de

protocormos seccionados {material obtenido del trabajo realizado

por Mart{nez, 1985), fueron separados con un bisturi vy
sembrados, un brote por cada tubo de ensaye con 12 repeticiones
por cada tratamiento, utilizando 13 tratamientos en las

combinaciones de BA, GA3 ¥ ANA de acuerdo al apéndice 5.Se
registré 1la longitud del brote {tabla 4) y de las rafces (tabla
5), para lo cual las plantas fueron extrajdas de los tubos de
ensaye de cultivo a las 7 semanas de incubacién.

D, El desarrollo de pldntulas ln vitro, se establecidé con
pléntulas de L. gkinneri var. gkinnerji de aproximadamente 30 mm
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de largo {(figura 1 E y H). Se sembraron 20 pldAntulas por frasco
con dos repeticiones, sumando 60 pldntulas por tratamiento. La
longitud de 1las plantas de 3 cm de largo de L. skinneri var.
skinuneri se tomé de la unién de la rafz con el tallo (corona) al
Apice de la hoja méAs alta, el desarrolloc de raiz se clasificé de
la siguiente manera: {-) ausencia; {+) incipiente, de 0.1 & 3 cm}
{++) bueno, de 3.1 cm a 10 cm, con hasta 4 raices ; y (+++) muy
bueno, més de 10 cm.

v, 6 Métados Estadfiaticos.

A los datos obtenidos del desarrollo de plantas de B.
urbana, a partir de brotes cultivados en KC mds un barrido de
fitohormonas (apéndice 5), s8e 1les sometiéd a un a&8ndlisis de
varianza y andlisis de intervalo miltiple de Duncan y Tukey
(realizado mediante el paquete estadfstico SPSS del <centro de
cémputo de la UNAM), para encontrar el mejor tr#tamiento en el
incremento del brote y formacién de rais.

IV. 8 Condiclones de incubacién,

Después de la siembra los diferentes cultivos se mantuvieron
en una cAmara de incubacién a 28°t 3°C.

En la exploracién de la germinacién se utilizaron diferentes
reg{menes: A) fotoperiodo 16 h luz (500 lux)~ 8 h obscuridad; B)
obscuridad contfnua, C) luz contfnua (1000 lux), D) luz indirecta
natural, con su mayor intensidad (1000 lux) de las 10:00 a 1las
15:00 hre del dia.

Los protocormog de O. stramineum cultivados en medio
l{quido, 8e incubaron sobre una parrilla de agitacién (100

r.p.m.), 16 h luz (300 a 500 lux)- 8 h obscuridad,
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Para el desarrollo de los brotes de B. urbang se incubaron a
fotoperfodo de 16 h luz {1000 lux)- 8 h obscuridad.

Desarrollec de 1las plantas in vitro: fotoperiodo 16 h

luz (1500 lux)- 8 h obscuridad.
v, 7 Aclinmatacién de plantas en condiciones de invernadero.
Las plantas desarrolladas ip vitro con una talla de 8 ¢cm o
més de longitud, fueron llevadas a condiciones de invernadero
(figura 1 H, 1I), para tal efecto se eatablecieron los ajiguientes
pasos: Aa) se prepard una mezcla 1:1 de tierra de hoja y agrolita
esterilizada previamente en autoclave, b) la mezcla se depositéd
en charolas de plé&stico (25x40 cm x 8 cm de altura), fijando en
sus esquinas estacas de 25 cm de largo para cubrir la charola
con plastico de polietileno transparente y formar un poligono
rectangular (25x40 cm x 25 cm de altura). Esto con el fin de
mantener un microclima con alta humedad relativa; c¢) las plantas
ge lavaron con agua corriente eliminando loe residuos de agar
adheridos a 1las raices. Posteriormente, las plantas de L.
skinneri var. gkinneri vy L. aromatica se plantaron en hileras (3
cm entre planta y planta), sembrando 98 plantas por charola, se
regaron y se taparon con el pléatico 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 retiré el pléastico
Y B8e 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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v. 8 Reintroduccién de plantas a los habitats naturales.

Después de una aclimatacién en invernadero (figura 1 H->1 -3

J), las plantas de Lycaste skinneri var. skinneri ¥y Lycaste
aromatica, un total de 2403 y 1188 respectivamente, fuercn

reintroducidas en julio de 1988 (a partir semillas gernminadas
el 12 de octubre de 1985 y 29 de junio de 1988 respectivamente
para las especies antes mencionadas} {tabla 7) en el '"Parque
Nacional Lagos de Montebello" (bosque meséfilo de montafia), en el
Estado de Chiapas. Las plantas se transportaron envueltas en
papel periédico hlimedo y dentro de bolsas de plAstico, con el fin
de ahorrar espacio. Se procuré mantenerlas a la sombra, a 20-
25°C. Ambas especies se plantaron en troncos caidos, en ramas
principales de encino que acumulaban materia orgédnica y en rocas
con abundante sustrato orgénico.

Lags plantas de Oncidium stramineum se pasaron directamente
de las condiciones in vitro al campo (figura L H —>J), s=sin
Pasar por una aclimatacién 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 B). Las plantas se sujetaron a ramas
lisas, carentes de la acumulacién de materia orgénica y se

sostuvieron con tiras de tela de algoddén.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

Para la presente investigacién el material biocldégico
inicial fueron semillas de frutos ain no dehiscentes (scmillas
dentro de la cédpsula) y semillas maduras de frutos ya dehiscentes
(ver tabla 2). La utilizacién de semillas fue conveniente debida
a varios factores, los mds importantes: a) generalmente son
escasas las fuentes de explantes sométicos de las orquidess, més
alin en aquellas en peligro de extincidén, b) la gran variabilidad
genética que nos proporciona la reproduccidén sexual (Poehlman,
1983), de suma importancia para recuperar poblaciones y no
individuos idénticos con 1la clonacidén y c¢) la utilizacién de
semillas almacenadas adecuadamente y s8semillas de frutos o
cdpsulas verdes ain no dehiscentes, debido a que Se reportan
buenos resultados en uno y otro estado fisiolégico, se ha
observado que las diferencias en respuesta dependen de ' las
especics, del hédbito terrestre o epifito y de las condiciones
ambientales de germinacién, fotoperfodo: horas luz u obscuridad
contfinua, fitohormonas, tipo de medio nutritive, temperatura
{Arditti, 1967; Arditti et al., 1981, 1982a, 1982b, 1985; Oliva
and Arditti, 1984).

El sistema de almacenamiento de las semillas de B. urbana
Dressler a temperatura 4-8°C por més de 6 afos, en donde se
presentd alto porcentaje de germinacidén asimbiética, sirvid de
modelo para las otras especies trabajadas (tabla 2), Arditti
{1967) report6 este sistema de almacenamiento de semillas de

orquideas que en algunas especies se mantuvieron viables por 18
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afios, aunque también indica que algunas especies pueden perder su
viabilidad en unas cuantas semanas de almacenamiento.

Para el caso de los frutos verdes (adin no dehiscentes)
colectados en campo, que fueron sembrados después de 4-6 dias de
su cseparacién de la planta madre, ,se registré en algunos 90 y
100% de germinacién asimbiética, tal es el caso de algunos frutes
de las especies de Laelia apceps Lindl. Lemboglossunm ehrenbergii
(Link, Kl. & Otto) Halbinger, Oncidium stramineum (Lindl.) Batem.
y Rhyncholaelja glauca (Lindl.) Schltr. (tabla 2); cuando el
tiempo fué mayor de 10 dias separades de la planta donadora,
manifestaron notorios cambios de deshidratacién, lo que
probablemente repercute en la germinacién de las semillas.

V.1 Germinacién asimbiética de semillas de Lycaste skinneri
(Batem. ex Lindl.) Lindl., var. gkinneri.

Se utilizé un fruto ain no dehiscente colectado en campo,
para la siembra 8se emplearon diferentes medios nutritivos,
fitohormonas, etc. {tabla 1). Los resultados obtenidos en medios
bAsicos KC y VW no mostraron diferencias dando ambos un buen
porcentaje de germinacién (50%X). Egtos medios son dos de los més
utilizados para tal fin (Arditti, 1967, 1977; Morel, 1974; Rao,
1977; Murashige, 1974; Hartmann and Kester, 1983),

La respuesta en el medio Murashige y Skoog {(MS) fue de un
porcentaje de germinacidédn menor a 10% (tabla 1}, aebido a que es
uno de los medios con mfs altas concentraciones de nutrimentos
minerales actuando probablemente de una forma inhibitoria en la

germinacién de las semillas de L. gkipneri var. gkinneri,

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

germinadas} a los 4 meses después de la germinacién. El1 medio MS
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es rico en sales y fue desarrollado para producir un crecimiento
midximo de callo de tabaco, pero para ciertos tipos de tejidos es
posible que represente una concentracién de sales muy elevadas
(Hartmann and Kester, 1983). Las observaciones se pudieron
confirmar con los resultados obtenidos en el medio M8 modificado
con la reduccién de las sales minerales a la mitad de la
concentracién original (tabla 1), habiendose obtenido hasta un
60X de germinacidn, superior avdn a lo registrado en los medios KC
Yy VW.

v.2 Efecto de los reguladores del crecimiento en la
germinacién de semillas de L. gskinneri var. skinneri. El GAz ., ANA
¥ BA, han sido reportados como aceleradores o activadores de la
germinacién en especies horticolas e incluso en algunos trabajas
con semillas de orqufdeas (Arditti et al., 1981; Arditti and
Ernst, 1984; Flamée, 1978; Hartmann and Kester, 1983; Strauas and
Reisinger, 18767 Weaver, 1976), sin embargo para esta especie
resultaron ser inhibitorios a las concentraciones utilizadas
(tabla 1), como se puede observar en los porcentajes de
germinacién, 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 germinacién (Arditti, 1967; Arditti et
al., 1981), llegando a ser incluso diffcil de predecir su accién
¥ siendo influida por factores como la presencia o ausencia de
luz para incrementar o disminuir la germinacién de las semillas
{Arditti et al., 19881). Por lo general, deacuerdo al andlisis de

los reportes bibliogriaficos, las auxinas, citocininas Yy
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giberelinas su accién es inconsistente y por lo tanto no
concluyente (Arditti, 1967; Arditti and Ernst, 1984; Withner,
1959, 1974). La razén de resultados inconsistentes, Arditti and
Ernst (1984}, 1lo atribuyen a 6 factores: (1) puede existir una
interaccién al combinar varias hormonas o substancias o con las
condiciones de cultivo, (2) formas diferentes y anAlogas de las
hormonas que sSon usadas, (3) las condiciones de cultivo pueden
ser diferentes en cada caso, (4) un amplio rango de las
concentraciones de désis son usadas, (5) respuestas fisiolégicas
¥ requerimientos entre especies y géneros pueden variar y (6) la
edad de 1las pléantulas germinadas in vitro puede afectar su
respuesta.

V.3 Enriquecimiento del medio basal Knudson "C" (KC). Este

medio, debido & que es mwmuy simple, carente de varios
micronutrimentos y de un complejo vitaminica, se enriquecié con
ambas fuentes (apéndice 4), siendo entonces denominando KC-E.

El cual dié excelentes resultados en 1la germinacién de las
semillas de frutos aidn no dehiscentes de L. skinneri var.

i ri, obteniéndose entre 90X y 100% de germinacién (tabla 1).
La utilizacién de las vitaminas en la germinacién de semillas
Juega un papel muy importante, Miller (1981) informa que los
embriones de las plantas son en parte heterotrofos con respecto a
ciertas vitaminas, tal afirmacién se basa en el hecho que el
embrién depende de los cotiledones en cuanto a la tiamina y no
crecerd s8i no se 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 orquideas por
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carecer de cotiledones y de endospermo (Arditti et al.,, 1981), se
sugiere gque un compuesto especifico, posiblemente una vitamina o
precursor o derivados de los mismos, puede ser la contribucién
del hongo, para la germinacién asimbiética (Arditti, 1967}, Se
tienen evidencias de algunos casos, donde las semillas no han
germinado en presencia de azicar sin la adicién de vitaminas o de
un extracto fungal., La deficiencia de vitaminas puede llegar a
ser una limitante en la germinacién de semillas de orquideas
(Noogle and Wynd, 1943; Arditti, 1967), aunque también existen
reportes de germinacidn 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 pequefias
cantidades de vitaminas y otros compuestes en concentraciones
adecuadas o requeridas por los tejidos o plédntulas, enmascarando

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

investigadores han reportado que la tiamina me jora la
germinacién y crecimiento en orquideas (Arditti, 1967; Arditti
and Ernst, 1984; Arditti and Harrison, 1977; Withner, 1974). Se

ha encontrado gque las sales minerales y las vitaminas aceleran la
germinacién de las semillas de Malus sp., Rosaceae {Raghavan,
1977). Los micronutrimentos no siempre estan incluidos en medios
para la germinacién de semillas de orquideas, debido a gque pueden
encontrarse presentes en cantidades suficientes en los azdcares,
agar y sales minerales. Sin embargo, se ha reportade que la
adicién al medio nutritivo de micronutrimentos como: cobalto,
boro, yodo, cobre, manganeso y molibdeno han mejorado el

crecimiento de pléntulas germinadas in yitro. Por lo tanto, la
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adicidn de micronutrimentos es usada bajo el supuesto de que no
dafia a la planta y 3f podria ser benéfico en concentraciones
apropiadas (Arditti and Ernst, 1984; Harrison and Arditti, 1970
Thompson, 1977). También se sabe que las sales minerales,
sacarosa y agar, actualmente son més puros que los reactivos
ugados hasta 1la década de los sgetenta (Miller, 1981). Esto
aconsejaria no aventurarse en utilizar los medios sin
micronutrimentos, que podrian ser de suma lmportancia en 1la
morfogénesis in yvitro, con 1la precaucién de no aplicarlos a
concentraciones altas para evitar una inhibicién.

V.4 Tiempo de germinacién de semillas de L. skinneri var.
akinneri. No s8e observé una diferencia en el tiempo de
derminacién (tabla 1), y el criterio utilizado fue el
hinchamiento muy notable de la semilla (establecimiento de los
primeros estadioa de protocormo), presentandose a los 45 dfias en
forma homogénea. Unicamente en el tratamiento con MS existié un
retraso de 5 dfas (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 1luz. No se registré una diferencia
notable en los porcentajes de derminacién de las semillas
inmaduras de L. skinnerj var. gakinneri sometidas a distintos
tratamientos (tabla 1}. Sin embérgo. se observd una diferencia
en la coloracién de los protocormos, siendo de color verde los
expuestos a la 1luz y blanco amarillento aquellos sujetos =a
obscuridad continua, debido probablemente a la falta de pigmentos
porfirf{nicos que requieren de luz para su sintesis (Bidwell,

1979}, Se utilizaron diferentes condiciones de luz, debido a que
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se reporta que algunas especies epifitas de orquideas pueden
germinar en luz y/u obscuridad, pero se ha observads que algunas
de hébito terrestre, requieren de obscuridad para gernminar
{Arditti and Ernst, 1984; Harvais, 1973; Stoutamire, 1974).

V.6 Germinacién asimbi6tica de gsemillas de oarquideas en
medio KC-E. Ya establecido el medio KC-E y las condiciones
ambientales adecuadas para la germinacién asimbiética de semjllas
de L. skinneri var. gkinpneri (tabla 1), =se generalizé la
utilizacién de estas condiciones con las otras especies aguf
estudiadas (tabla 2). En B. urbana donde se utili;aron semillas
de dos frutos de la misma fecha de colecta y con aproximadamente
6 afios de almacenamiento a temperatura 4-8°C; en las semillas
del fruto 1 se registrd un 100X de germinacién asimbidtica a los
6 dfas, mientras que para el fruto 2 fue nula después de 3 meses
de incubacién (tabla 2). Este efecto probablemente se debié a la
latencia en que pudieron entrar las semillas, a la pérdida de
viabilidad, o a la posible malformacién de las semillas del fruto
2, en ambos casos provienen de frutos autopolinizados, y se
carece de estudios anatdmicos, fisioldgicos y bioquimices que
permitan analizar la ausencia o pérdida de la germinacién que se
presenta en las semillas de orquideas.

A, Utilizacién de semillas almacenadas y de cédpsulas
verdes. Los resultados de la germinacidn de semillas de 1los
distintos frutes (tabla 2}, muestran que es necesario investigar
mis detalladamente el desarrollo de los embriones dentro de los
frutoa; ademds, es necesario un mayor nimero 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 semilias almacenadas}
registraron resultados muy diversos, debido probablemente a las
distintas etapa de desarrollo en que se encotraban los embriones
o0 al tiempe y condiciones de almacenamiento de las semilles. Un

ejemplo claro se presenté en L. skinneri var. gkinneri (tabla 2},

en el cual varié el porcentaje de germinacién, llegando a ser
nulo en el fruto 4 {(tabla 2), en el cual se congsidera que las
semillas estaban en un estadio muy avanzado, pues al abrir el
fruto, las semillas se separaban facilmente unas de otras (en
contraste a los mAs inmaduros donde 1las semillas estaban
agrupadas ¥y muy hidratadas); esto indicé poca humedad y que el
fruteo de color verde amarillento se abriria (dehiscencia) en
pocos dfas. La falta de respuesta se pudo deber a varias causas,
entre ellas: a) al "stress" que pudo haber tenide la planta
durante el desarrollo del frute {(en la estacién invernal), debido
a la falta en el control del riego en el invernadero, b) a las
altas temperaturas ¢ intensidades luminosas que prevalecfan en el
invernadero. <¢) al posible desarrollo anormal o aborto de los
los embriones en las semillas por provenir de una flor
autopolinizada, lo cual sugiere la existencia de barreras pre o
post-cigética que pude generarse para este fruto, siendo
posiblemente el mismo caso del fruto 2 de B. urbana: d) al manejo
no muy adecuado que pudieron haber tenido los sobres con semillas
durante el tiempo de almacenamiento como la posible hidratacién y
a la elevacién de temperatura (>25°C) gque en repetidas ocaciones
se extrajo semillas del sobre para ser sembradas

asimbidticamente. Los resultados de los frutos autopolinizados

55



contrastan con el fruto mimero 2 de L. skinneri var., alba (tabla
2), obtenido de polinizacién y desarrollo en condiciones
naturales in situ. Su apariencia y su morfologia antes de la
siembra de las semillas era posiblemente de madximo desarrolle con
una coloracidn verde, sin el cldsico matiz verde-amarillento que
se manifiesta con la cercana iniciacién de la dehiscencia. Lo
anterior muestra que se necesita conocer mds sobre la fisiologia
de la germinacidén en las semillas de orqufdeas, con énfasis en la
posible pérdida de viabilidad y/o la probable entrada en latencia
durante la maduracidn de las semillas y en su almacenaje (Arditti
et al., 1982a); ademds de estudiar las condiciones de cultivo
adecuadas a las plantas y evitar una sobreproduccidén de frutos
por planta gque puede ocasionar un consecuente desarrclle anormal
de estos. Esto sSe sugiere pues se observé que en una planta de L.
skinneri var. k eri ocurrié 1la necrosis del pediinculo de
algunos de los frutos cuando fueron polinizadas mds de 3 flores,
fenémeno debido probablemente a una sobre demanda de nutrimentes
por los frutos, dando como resultado la Buspensién de la
nutricién de algunos frutes. Esto posiblemente es una
consecuencia de que las condiciones de cultiveo no le permitieron
a la planta, soportar el deggaste energético que significaba
generar mds de 3 frutos.

Se observé una disminucidén en el tiempo de germinacién de
las semillas inmaduras y pudo deberse a que en este estadio la
cubierta de la semilla esta hidratada, 1lo que probablemente le
confiere una mayor permeabilidad a la entrada de los nutrimentos

para activar la germinacién de forma inmediata o permite
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continunr‘el desar*ollo de los embriones recién formados, asdemés
de una posible ausencia de inhibidores de la germinacidén en este
estadfo.

V.7 Propagacién masiva de Opcidiunm gtrémigeum (Lindl.) Batem., a
partir de protocormos cultivados en medio 1liquido. De los
protocormos de O, stramipeum obtenidos de la germinacién
asimbidtica (tabla 2; figura 1 B), después de dos meses de la
germinacién, una parte se utilizé para el desarrcllo a plantas
(figura 1 BE} y la otra se le sujeté a cultivo en suspensién en
medio lfquido KC-E (apéndice 4; figura 1 BC) con dos
tratamientos: O y 10 puyM de BA. En ambos casos los protocormos se
desarrollaron en didmetro de 1-1.5mm a 7 mm en promedio,
respondieron favorablemente 92X el control ¥y 90X con 10 uM BA,
necrosandose menos del 10%, durante 3 meses de cultivo en
suspensién a 100 r.p.m. En este estadio de 7 mm en lugar de
continuar su crecimiento en didmetro, se observé un incremento en
el ndmero, lo cual mostré 1la potencialidad de propagacién
continua, a estas estructuras se les ha llamado cuerpos en forma
de protocormos ("Protocorm Like Bodies", PLB's}. Los PLB's al
final de cada subcultivo en suspensién {3 a 4 meses) presentaban
una coloracién amarillenta y el medic de cultivo se habia tornado
de color obscuro.

A. Formacién de Brotacidén Miltiple en PLB's de O,
gStramineum. Se tomé una muestra al azar de PLB's a los 3 meses de
iniciado el cultivo en suspensién, 36 PLB's por tratamiento (0 y
10 uM de BA). Se subcultivaron en forma separada en medio sélide
KC-E adiciondndole agua de coco 10% v/v y fueron sembrados 4

PLB's por frasco de cultivo. A los 45 dfias se analizdé el niimero
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de pequeifios protocormos y brotes generados por cada PLB's (tabla
3; figura 1 D), los cuales fueron fAcilmente separables unos de
otros., En el tratamiento con 10 puM de BA aungque se observaron las
primeras respuestas de brotacién miltiple no se incluyen en la
tabla 3, por presentarse un alto indice de contaminacién,

Los PLB's provenientes del control, presentaron un 36% de
respuesta, con un 100X de brotacién miltiple (tabla 3) en un
intervalo de 4 a 154 protocormos y brotes formados en cada PLB's,
intervalo influenciado por el tamaio de algunos PLB's originados
de los primeros PLB's formados, estos presentaban tallas de 1 o
2 mm, encontrandose estos en el inicio del desarrolle .
Analizando los resultados de la tabla 3, se puede obtener en
promedio la formacién de 50 (1669/33) protocormos mds brotes por
respuesta de PLB's.

B, Cultivoa contfnuos de PLB's en medios lfquidos. A los
PLB's generados a partir del cultivo de protocormos en medios
lfquidos, fue necesario subcultivarlos c¢ada 3 6 4 meses, debido
a que ademds de agotar los nutrimentos del medio, se incrementaba
el material o PLB's {(figura 1 C). Se subcultivé y dividiéd cada
matraz & 4 matraces en medios nuevos, bajo el mismo tratamiento.
Los PLB's mostraron un gran potencial al subdividirse en medio
liquido, siendo 1insignificante (mencs del 5%) el desarrollo a
estad{os més avanzades (brotes o pldntulas) en los cultivos en
suspensién.

Extrapolando s8e 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 l{iquido se tendrd un total de
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64 PLB's a un afo con tres meses de subcultives, lo cual
ccrfesponde a 3200 explantes (protocormos més brotes) o s8i se
desea incrementar la formacién de PLB’s en medio 1lfguido este
puede ser en forma exponencial durante el tiempo deseado (figura
1 C), vy como se indica en los resultados reportados con otras
especies utilizando este sistema (Morel, 1974; George and
Sherrington, 1984). ’

Con respecto a la proliferacién de PLB's en cultivos
lfquidos en agitacidén constante, no existe una explicacidén clara
‘de este efécto. Es posible que la agitacién impida el desarrollo
de polaridad, con lo cual se inhibe el desarrollo de rafz y del
brote. Ademds los medios liquidos en agitacién mejoran 1la
aereacién, incrementan el 4rea de superficie y permiten la
dilucién homogénea de metabolites los cuales podrian ser toxicos
(Arditti, 1977; Hoppe and Hoppe, 1988).

Protocormos somiticos, Apices de tallos y otros explantes
pueden ser proliferados en medios liguidos, desarrolldndose =a
PLB's ¥y al ser subcultivados en medio sélido desarrollan
plintulas sin la aplicacidn de fitohormonas en ambos cultivos
(Intuvong and Sagawa, 1974, 1975; George and Sherrington, 1984).
También se sabe que altas concentraciones de citocininas y bajas
en auxinas o en ausencia de éstas iltimas, se estimula la
proliferacién de PLB's {Morel, 1974; Tanaka and Sakanashi, 1977;
Kusomoto, 1978, 1979b) y la formacidén de brotacién miltiple en
protocormos seccionados, sin formar PLB's (Martinez, 1985).
Aunque existen reportes Que airibuyen 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. Formacién de PLB's en el subcultivo de protocormos en medio KC
con nopal en las diferentes especies germinadas. En fresces de
desarrollo de plantas in vitro se observé en forma exponténea el
potencial de algunos protocormos para desarrollarse a PLB's
{figura 1 F) en las diferentes especies trabajadas, este sistema
de propagacién no se analizéd en cuanto &al porcentaje de
incidencia y el poder establecer un sistema de propagacidn
continua de estos explantes, el cual ya ha sido wutilizado
para Laelia ancepg Lindl. var. alba (Luna, 1982)}. Rubluoc et al.
(1989) reportan esta potencialidad de generar PLB's8 en medio
sélido, aunque en forma esporddica.

V.8 Efecto de los reguladores del crecimiento y el pH en el
desarrollo de brotes de Bletia urbana Dressler.

Utilizando las mismas plantas, se hicieron las evaluaciones
por separado, a) desarrcllo del brote (tabla 4; (figura 1 Z} Y
b) la formacién y crecimiento de raiz (tabla 5; figura 1 Z), 1lo
cual permitié analizar y encontrar un medio nutritive propicio
para el desarrollo de las pléntulas jn vitro de esta especie.

A. Efecto de la interaccién de fitohormonas en el
desarrollo in vitro de los brotes de B. urbana. El efecto de las
fitohormonas en el crecimiento de los brotes de B. urhana
(apéndice 5) en los 12 tratamientos, A-L {tabla 4; figura 1 Z) se
analizaron hgju pruebas de significancia estadistica. El andliasis
de varianza registrd una F altamente significativa (tabla 4A). un
anélisis posterior de intervalo miltiple de Duncan y Tukey (tabla
4B) mostré que para ambas pruebas la diferencia notable era del

tratamiento E (5uM de BA + 1pM de ANA) con respecto a los otros
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i1 tratamientos; sin embargo, el andlisis de Tukey revela no
significatividad entre el tratamiento E y C (tabla 4B}; por otro
ladeo, se sabe que en general, el andlisis de prueba de Tukey es
mids estricto en su clasificacidén; donde 5% de este andlisis es
casi igual a 1% del andlisis de Duncan (Reyes, 1980). Por 1lo
tanto, para fines de rentabilidad en la utilizacién de
fitohormonas usadas, serfa recomendable el tratamiento C econ 5pM
de ANA, debido a que las auxinas son de 1as de mds bajo precio en
comparacién a las citocininas. Es importante sefialar que el
coeficiente de variacidén es mayor del 15% (tabla 4) dentro de
cada uno de los tratamientos donde existié respuesta, lo cual
indica alta variabilidad (Reyes, 1980; Snedecor y Cochran 1978},
debida probablemente a doslf&ctores en relacién al origen de los
brotes: &8) por provenir de varias semillas y b) estos brotes
fueron obtenidos de la brotacidén miltiple a partir de secciones
de protocormos, sujetoes en un barride hormonal de altas
concentraciones de BA (1, 5 y 10 puM} y bajas en ANA (0.01, 0.1 y
1 uM) derivados del trabajo realizado por Martinez (1985).
Probablemente los explantes estaban alterados fisioldgicamente lo
que pudo haber estimulado una respuesta heterogénea; ademds, no

puede descartarse que hayan sufrido cambios genéticos in vitro,.

En cuanto al efecto de las fitohormonas, Kuscmoto {1978 ¥y
1979b) informa que la interaccién auxinaicitocinina {(2,4-D 0.1
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 pldantulas del género Cattleya. El ANA a 0.1 mg/l,
estimula el crecimiento de plantulas de Bletilla sp., Cyirbidium

madidum Lindl. e hibridos de Lycaste aromatica {(Graham ex Hooker)

Lindl. X Chondrorhyncha discolor (Lindl.) P.H.Allen. El AIA
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(lmg/l) mejora el desarrolle de pldntulas y el nimero de hojas de

Vanda roxburghiji R.Br.; el ANA a esa misma concentracidn
disminuye 1la respuesta (Bose and Mukherjee, 1974; Strauss and

Reisinger, 1976).

B. Efecto de 1la interaccién de las fitohormonas en la
formacién de ra{z inp vitro, en brotes de B. urbana Dressler. El
efecto de las fitohormonas en la formacién de rafz en los brotes
de B. urbana (tabla 5; figura 1 Z) de los 1Z tratamientos, se
analizdé estadisticamente de la misma forma que el crecimiento del
brote discutido anteriormente. El andlisis de varianza registré
una F altamente significativa (tabla 5A)}. Esto permitid sujetar a
los datos & un anAlisis de rango miltiple de Duncan y Tukey
{tabla 5B); mostrando ambos al tratamiento A (medio basal: sin
fitohormonas) como el mejor con respecto a los tratamientos B-L
(tabla 5B). Sin embargo, existen reportes sobre el efecto
benéfico de los reguladores del crecimiento en la formacién de
rafiz en concentraciones de 0.01-0.6 ANA mg/l o 10 mg/l de K en
obscuridad o 1 uM de BA en plantas del género Cymbidium; 1 o 1.25
mg/1 de ANA en Vanda; 1 mg/l de GA30 0.1 mg/l ANA, promueven la
formacién y crecimiento de raices (Arditti, 1977; Mukherjee,
1974; Kusomoto 1978; Rao, 1977). Como se puede observar, no
existe wup patrdn definido para el desarrollo de ralces promovido
por estas fitohormonas (auxinas, citecininas y giberelinasg).
Ademfis el utilizar una concentracién de la{s) fitohormona{s) por
arriba del requerido, puede inducir in vitro otra respuesta
morfolégica no deseada. Para tener un conocimiento mis amplio del

efecto de una fitohormona con respecto a la formacién de rafz en
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brotes de B, urbana, es necesario realizar un barrido méds amplio
ya que los reportes bibliogrdficos muestran diferencias de
respuestas entre una especie y otra, y en algunas ocasiones en la
misma especiec Arditti et al., 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 rafces muy incipientes (11.5 mm
de largo en promedio por respuesta}, a diferencia del control, en
donde se registro el 100% de respuesta de formacién de raiz (32.4
mm de longitud por brote) (tabla 5). La respuesta de
enraizamiento entre los tratamientos es similar al caso anterior,
donde existe un coeficiente de variacidén muy alto entre los
tratamientos (>15%; tabla §5).

Ce. Morfologia de brotes de B. urbana, sujetos a diferentes
fitohormonas para la formacién de plantas completas (crecimiento
del brote y formacidén de rafz). Un andlisis morfoldgico de las
plantas regeneradas a partir de explantes sometidos al efecto de
las fitohormonas en el crecimiento de brotes y formacién de rafz
en B. wurbana (tablas 4 y 5; figura 1 Z), en general se pudo
observar que los brotes presentaban una elongacidn de las hojas y

tallos, siendo éstos muy frigiles les cuales se doblaban al estar

fuera del tubo de ensaye. Ademds, se observé que estas plantas
carecian o era muy incipiente la formacién de raices, a
diferencia de las plantas en el medio control, donde se
observaban normales y robustas, con desarrollo significativo de

raices, esta observacidén visual indicé que el tratamiento A
(control; tabla 4 y 5) fué el de mejor respuesta. ESs necesario
utilizar otras fitohormonas y ampliar el barride en futuras

investigaciones relacionadas con el tema, para poder establecer
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la concentracién mds adecuade en el desarrollo de brotes de B.
urbana, ademds de enriquecer con compuestos orgdnicos (vitaminas,
amincdcidos, etc.). Esto permitiria tal vez que la planta sujeta
al efécte hormonal respondiera adecuadamente y no se de una
activacién del crecimiento en medios nutritivos que no
proporcionen los regquerimientos demandados, Para estos estudios,
debido & que 1las condicicnes fisicoquimicas jin vitro estan
altgmente controladas, se eliminan en cierta forma errores. Por
otro lado, para tratar de obtener una respuesta homogénea ({lo
cual no es le recomendable para una especie que esta amcnazada)
se tendria gue reducir la variabilidad genética que presentan los
brotes wutilizados (debido a que su origen es de varias semillas)
¥ emplear para tal efécto clones (material biolégico de un solo
individuo), reduciendose de esta manera la varianza entre los
datos que se presentan dentro de los Lratamientos. Sin embargo,
pera los fines planteados de recuperar poblaciones, es importante
toda la variabilidad genética que pueda presentarse,

D. Respuesta del crecimiento y formacién de raiz en brotes
de Bletis urbana sembradoe bajo condiciones ip vitro, en medio
KC-E a pH 5.0 v 5.3. A los incrementos en longitud registrados de
los tratamientos A (pH 5.3) y M (pH 5.0}, (apéndice 5; tablas 4 y
5; figura 1 Z) se les sujeté a up endlisis de varianza y en ambos
cas0s, crecimiento del brote y formacién de rafz, no se
observaron diferencias significativas debidas a este cambio de
pPH. En los datos preseptados en las tablaes 4 y 5 en los 4 casos
se manifienta una poblacién muy wvariable denlro de los

tratamientos (tabla 4 y 5: coeficiente de wvariacién >15%),
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similar " a lo que sucede en los cultives édjetos‘¥a ;8iferentes
fitoﬁormonas, discutido umplinmeﬁte en ei pﬁnto nﬁterior {v.8 =

o).
El incrementar el pH a 5.3 para el crecimiento de pléantulas

in vitro de orquideas, citado por Arditti (1977), no mostré ser

favorable. Por lo cual, no se alteré en las siguientes
investigaciones, el pH 5.0 originalmente reportade para el medio
KC {Knudson, 1948). Sin embargo para un mayor conocimiento del
efecto de pH en el crecimiento de brotes y formacién de rafz en
B. urbana, seria recomendable ampliar los intervalos de pH {ej.
4.4, 4.7, 5.0, 5.3, 5.6 y 5.9) para establecer una mejor
aseveracién a este respecto, probablemente menores de pH 5,
debide a que se ha comprobado que muchas de las orquideas, al
igual que algunas plantas ornamentales,. musgos (Sphagnum) ¥y

algunas Gimnospermas prefieren un pH 5 o menor (Millar et al.,

1975); ademés, B, urbana crece en un suelo rocosoc de lava
volcédnica, basalto extrugivo (Pedregal de San Angel, D.F.), 1lo

que le confiere un suelo Acido. Por otro lado, el desarrollc de
esta investigacién retrasaria el cumplimiento del objetive
principal de recuperar especies en peligro de extincién, al
trabajar dichas especies casi siempre se cuenta con poco material
biolégico. Ademéds de poco apoyo econédmico y humanc para realizar
estas investigaciones.
V.9 Efecto de compuestos orgénicos en el desarrollo de pléantulas
de L. gkinperi var. gkinneri en condiciones in vitro.

Debido a que en el medio basico KC las plantas respondieron
inicialmente de una forma lenta en el crecimiento y que existen

reportes donde medios mids complejos favorecen el desarrolle de
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las pléntulas in vitre (Ernst, 1967; Arditti, 1977; Chee, 1981

Huang, 1984); se procedid a explorar extractos orgdnicos que
fueran accesibles de conseguir y que ademds su utilizacidn
permitiera establecer un rapido desarrollo y vigor de las
pldntulas (tabla 6; figura 1| EH)., Para tal situacién se planted
la utilizacidn del medio KC para ser utilizado como testigo. Las
pldntulas de L. skinnerj var. skinneri con tallas de 30 mm de
longitud promedio Se cultivaron durante 20 semanas, al término
de las cuales, se registré un incremento en longitud de 30 mm en
promedia, con pobre presencia de raices y ausencia total de
pseudobulbo (tabla 6). Comparando estos resultades con la
utilizacién del medieo KC-E adicionado con 30 mg/l de glutamina,
se logré observar un incremento neto de 40 mm de longitud en
promedio, es decir 10 mm sobre los resultados en el medio basal
{control); un crecimiento significativo de rafz y la formacidn de
pseudobulbo definido (tabla 6). La presencia de vitaminas en los
cultivos in yitro promueve el crecimiento de tejidos y o6rganos
{Arditti, 1967: Arditti and Ernst, 1984; Gamborg, 1982), ademis
la glutamina, por ser uno de los aminodcidos que han sido
encontrados en cantidades relativamente altas en muchas plantas y
por su probable funcidén como agente de transporte y de almacenaje
de nitrégeno (Devlin, 1980), favorecieron el crecimiento de las
plantas jn vitro.

A. Extracto de pldtanoc (Musa paradisiaca Lour.). El platano
presenta Acidos orgédnicos, proteinas, aminodcidos, lipidos,
pigmentos, compuestos nitrogenados, azicares, etc., (Stover and

Simmonds, 1987). La wutilizacidén del extracto de pldtano en sus

66



dos estados, maduro e inmaduro (tabla 6), promovié resultados

muy contrastantes. El inmaduro dié mejor respuesta en el
crecimiento de la planta (incremento neto 70 mm), desarrollc de
rafz (muy bueno (+++), 4 o més rafces y con una longitud total

>10 cm) y en formacién de pseudobulbo de 12 mm de longitud, a
diferencia de la utilizacién de plédtano maduro, con el cual se
presenté una inhibicién clara en el desarrollo de las pléntulas,
8% se comparan con los resultados del medio control. Esta
respuesta se debe probablemente a que las frutas en el proceso de
maduracién presentan alto contenido de etileno y precursores de
éate, dicha hormona se reporta como un potente inhibidor del
crecimiento de las yemas o zonas meristemdticas (Devlin, 1980).
Ademés la concentracidn de azicares en el pldtano se incrementa
con su maduracién (Stover and Simmonds, 1987), se reporta que el
azicar a altas concentraciones en el medio de cultivo jimn yitro
actda inhibitoriamente en el desarrcllo de las pléantulas
(Arditti, 1977).

B. El agua de coco, endospermo liquido Cocos pucifera 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 formacién de rafz y en la presencia
de pseudobulbo, mostrando una mayor respuesta con el estado
maduroe. El agua de caco, asf{ como otros extractos pueden prover
compuestos orgénicos que mejoran la tasa de crecimiento de las

células in vitro (Gamborg and Wetter, 1975; Dodds and Roberts,

1982; Gamborg, 1982). Estos productos son poco usados y
dnicamente se recomiendan cuando fallan las mezclas quipicas

definidas para producir los resultados deseados (Gamborg, 1982).
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En orquideas debido a su dificultad en la respuesta morfogenética
en mediocs bédsicos con hormonas y al lento crecimiento de las

pldntulas bajo condiciones jin vitro, el agua de coco y otros

_complejos orgédnicos han sido ampliamente utilizades {(Ernst, 1967;
Morel, 1974; Arditti, 1977; Chee, 1981; Huang, 1984). El agua de
coco es rico en aminodcidos, Acidos organicos, Acidos nucleicos,
vitaminas, sustancias del crecimiento, etc. (George and
Sherrington, 1984), qQue estimulan muy eficientemente la
morfogénesis y el crecimiento de las plantas de orquideas.

C. Extracto de Nopal (Opuntia ficus-indica (L.) Miller). Los
cladodics jévenes de nopel resultaron ser el complejo orgénico
que permitié los mejores resultados (tabla 6), igualando el
desarrollo del brote y raiz con el extracto de plAtano inmaduro y
lograndose tallas de pseudobulbos hasta de 15 mm de longitud.
Este hecho sefialé al nopal como el mejor complemento aplicado al
medio para el desarrollo in vitro de pléntulas de L. skinperj
var. gkinneri. Aunque no habfa sido reportada su utilizacién en
cultivos Ain vitro, se decidié su eleccidén en un estadio de
desarrolle o crecimiento activo, considerando que las zonas
meristemdticas, que son abundantes, se presentan en la planta
como regiones de mayor crecimiento (Devlin, 1980) y los cladodios
presentan un meristemec apical o cono de crecimiento muy grande,
formado por un conjunto de zonas meristemiAticas (Bravo-Hollis,
1878). Andlisis biogquimicos muestran la presencia de vitaminas,
lf{pides, proteinas, compuestos nitrogenados, aminodcides, etc.,
ademé&s de bajas concentraciones de azicares (Borrego y Burgos,

1986). Estos complejos orgdnicos pueden ser ricos en compuestos
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que la planta puede incorporar mids rdpidamente a su metabolismo.
La presencia de reguladores del crecimiento naturales, pueden ser
los requeridos por las pléntulas, en concentracién y combinacién
adecuada, debido & que el cultive de tejidos, érganos y pléntulas
bajo condiciones in yitro dependen en cierta forma de uns
nutricién heterétrofa (Dodds and Roberts, 1982; George and
Sherrington, 1984)., Demostrada al utilizar sacarosa en los medios
de cultivo como un sustituto de la fuente de carbono natural o de
diéxido de carbonoc y el crecimiento celular {calloc) en ausencia
de luz. Aunque también, se ha comprobado la nutricidén autétrofa
(fotosintesis) de células y tejidos cultivados bajo condiciones
in wvitro, en presencia de luz y didxido de carbono (1-2% v/v)
adicionado al medio en lugar de utilizar sacarosa u otra fuente
de azicar (Hiisemann, 1984).

Después de la germinacién en medio KC-E, los protocormos y
pléntulas de las especies Lycagste aromatica y Oncidium stramineum
se sujetaron igualmente a crecer en el medio con extracto de
nopal, en el cual respondieron favorablemente, llegando hasta el
desarrollo de plantas completas y robustas (8 cm de longitud de
las hojas), con méds de 3 rafces (>10 cm de la longitud total) y
presencia de pseudobulbo (para el caso de la primera especie}
bajo cultivo in vitro, facilitando su aclimatacién en condiciones

de invernadero. Para los casos de oxidacidén in yvitro de los

explantes, se adiciond al medio de cultivo 1-2X de carbén
activado. Este sistema de crecimiento de las pldantulas en el
medio nutritivo KC mAs extracto de nopal, también se aplicé 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, no se realizaron mediciones
de crecimiento de las plAntulas, debido a que el tiempo en medir
gse utilizé en otras actividades como la adaptacidén de plantas en
condiciones dp invernadero y liberacién de 3 especies en el
habitat natural, ademds de que las pléntulas respondieron
satisfactoriamente bajo el tratamiento in yitro.

V.10 Aclimatacién de las plantas de condiciones jin yitre a
invernadero. En las plantas completas (raiz, pseudobulbo (para el
género Lycaste) y hojas) que presentaban mds de 8 cm de longitud

{pseudobulbo y hoja més larga} en L, skinneri var. gkinneri y L.

aromatica, no existié ninguna pérdida bajo las condiciones de
aclimatacién a que se sujetaron en el invernadero (figura 1 H
I}, Q. stramjneum bajo estas condiciones registré ahogamiento de
las rafces por lo tanto, pérdida total en la aclimatacién (muerte
de las plantas), respuesta debida probablemente a que se
encuentra creciendo en la naturaleza con hédbito 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 1la
variacién registrada en la temperatura {hasta de 40°C en 24 h).
Este paso fué desfavorable, 1o que llevd a buscar nuevas
alternativas como el 1lijberarlas directamente en el habitat
{figura 1 HJ), utilizando ramas lisas.

Durante el dltimo mes previo a su traslado y relntroduccidén
las plantas de Q. stramineum se mantuvieron en condiciones in
vitro de alta intensidad de luz (16 h luz, 3000 1lux) vy
agotamiento casi total del medio nutritive, de tal forma que se

presentaban baja humedad relativa dentro de los frascos y las
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hojas con 1inicios de deshidratacién. Esto se aplicé con 1la
finalidad de que pudieran adquirir cierta resistencia a 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 Liberacién y sobrevivencia de 1las plantas en el
habitat natural. Después de su adaptaciédn a condiciones de
invernadero, <das plantas de L. aromatica y L. skinhneri var.
skinneri fueron transportadas al habitat natural (figura 1 IJ).
De L. skinneri var. skinneri fueron liberadas 2403 plantas en 6
lugares (que se les denominé estaciones) alrededor de la laguna
de bosque azdl, del Parque Nacional "Lagos de Montebello", en el
Estado de Chiapas, 1la localidad se escogidé debide a que era en
las fechas de liberacién la zona més protegida del parque y a que
en esta franja que colinda con la laguna presenta encinos y es
mas himeda que la 2zona de pinos existente mdAs retirada de 1la
laguna, ademds de que ahi existen colonias silvestres de L.
aromatica en algunas de las localidades escogidas. La
sobrevivencia a los 6 meses de evaluacidén fue muy variada en las
diferentes estaciones (tabla 7), sobreviviendo un total de 1677
plantas (69 %).

De L. aromatica se liberaron 1188 plantas en el mismo bosque
y fecha, pero inicamente en 4 de las estaciones escogidas al azar
{tabla 7) sobreviviendo 708 plantas después de 6 meses de
reintroducidas, llegando a un promedio general de 60% de

sobrevivencia.

En ambos taxa, L. skinneri var. gkinncri y L. aromatice en
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la estacién 6 existié una disminucién notable .de 1las plantas-
{aproximadamente un 27%) en comparacién con los resultados de las
otras estacienes, dondc el porcentaje de sobrevivencia fluctuéd
entre 68X y 96%. Lo anterior fue debido probablemente & que en la
estacién 6 las plantas estuvieron mids expuestas a las corrientes
de aire que ahf prevalecen, ademds que la plantacién se hizo en
tronces o eje principal de los encinos que presentaban poco

sustrato organico acumulado.

Las ©plantas de Q. stramineum, liberadas en el habitat
natural (bosque de encino}, Huatusco, Veracruz; se colocaron en
ramas (por ser una especie epifita), sujetdndolas con tiras de

tela de algodén, debido a que este material no oprime demasiado
(no estrangula) las raices con los cambios de temperatura ;
humedad, ademids que se biodegrada en aproximadamente 6 meses,
tiempo suficiente para que sus rafces se adhirieran al tallo de
la planta {sustrato) y continuaran su desarrello.

Las plantas de 0. stramipneum fueron reintroducidas en el
habitat natural en 3 fechas, abril y julio de 1987 y julio de
1988 (tabla 8), en esta dltima se liberdé mds del 90X de las
plantas. Las 1llevadas al campo en abril de 1987 fueron 38 ¥y a
poco was de un afio de evaluacién (julio de 1988) presentaron una
dréstica disminucidn a 7 plantas, muy probablemente debide a que
las plantas no tuvieron una preadaptacién en condiciones de
invernadero, ya que salieron directamente del frasco al campo,
ademds las lluvias no se habian establecido en la regidn., Esto
pudo haber actuado como una limitante cn la adaptacién. En julio

de 1989 sc¢ registrd un promedio general de 40% de sobrevivencia
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de 1las plantas liberadas en las 3 fechas {tabla 8). El sustrato
utilizado {(ramas y tallos centrales)} fueron de 5 tipos para esta

especic: 2 silvestres o nativas {(Quercus sp. y Yucca sp.} y 3

introducidas en la regidén (Citrus ginensis (L.) Osbeck, JInga sp.
y Mangifera ipndica Mill.}. En los tallos de JInga sp. no existié
sobrevivencia, mientras que en los otros 4 tipos de sustrato no
se abservaron problemas de adherencia Y crecimiento,
probablemente este rechazo esté relacionado con la ausencia de
liquenes y otras ep{fitas en la corteza de estos, aunque fué
notorio observar algunas epifitas {orquideas y bromelias} en las
beses de 1las primeras ramificaciones de estos Arboles. En los
sustraetos en que si ge fijaron las raices de las plantas al
menos existian liquenes,

Por otro ladao si fue notoria una inhibicién del crecimiento
en cuanto a l1las plantas sujetas a mayor intensidad de 1luz
{orientadas al s8sur), éstas a pesar de haber sobrevivido por 2
afios, su crecimiento ha sido muy lento en comparacién con las
orientadas al norte y las gque no recibian luz directa en forma
prolongada, las cuales presentan tallas superiores al 100% de
crecimiento con respecto a las sujetas & 3-5 h de luz directa. A
ninguna de las 3 especies liberadas se les regd en el momento de
la plantacién o posterior a ésta, En la mayoria de los casos,
exigtia humedad en el ambiente y sustrato en el momento de 1la
liberacién.

El mapa sobre la distribucién de las localidades exactas de
liberacién de 1las 3 especies, no se¢ presents con el fin de
proteger en cierta forma las plantas liberadas.

Es posible que la mejor época de liberacidn de las plantas
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pueda ser cn el verano y cuando las lluvias se han establecido,
debido a que los habitats presentan las condiciones més adecuadas
en humedad y temperatura, aunque probablemente sean mis
susceptibles a la abundante presencia de sus depredadores en las
estaciones de lluvias (verano y otofio). En el Estado de Veracruz
se observéd sequfa muy larga, con lluvias muy tenues en la
primavera (abril y mayo) en ambos afioes posteriores a la
liberacién de las plantas (1988 y 1989), A 1 afio de liberadas
algunas plantas de 0. stramineum se encontraron muertas por
deshidratacién, s8in mostrar danos mecdnicoes por herbivorismo,

éstas eran plantas con mds de 10 cm de largo, con crecimiento de

rafz y adherencia al sustrato (rama). Otras plantas en el mismo
gitio, gse perdieron posiblemente por herbivorismo de larvas de
lepidéteros, 1las cuales fueron observadas en gran cantidad

adheridas en ramas y ejes centrales de 1los A4rboles, algunas
plantas ddnicamente presentaron pequefias heridas. Se sabe, por
anédlisis quimicos que las orquideas presentan metabolitos
secundarios, los cuales pueden resultar de sabor desagradable a
sus depredadores, funcionando como medio de sobrevivencia (Erlich
and Raven, 1967; Liining, 1974; Pierson, 1969; Hausen, 1984). La
heterogeneidad de regpuesta puede ser debida a que el origen de
las plentas fue a partir de la germinacién de semillas, Al
parecer prueba que actué la seleccién natural en el campo en cada
momento de su adaptacién y desarrollo, son las observaciones de
algunas plantas fueron deveoradas en su totalidad, a diferencia de
otras que Unicamente.presentaron pequefias heridas, sin que esto

afectara criticamente su sobrevivencia y crecimiento. Ademéds
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tampoco fueron depredadas el afio siguiente aldn cuando estuvieran

presentes nuevamente las larvas de lepiddpteros. Igualmente,
plantas liberadas que han permanecido por mds de un afio, sus
hojas presentaban una coloracién café-rojizo, la coloracién es

también comin observarla en las plantas silvestres del género
Oncidium que crecen en esta regién. Este efecto puede ser
respuesta al ‘"stress" a la época de secas {diciembre-mayo) en
que pueden presentarse algunos dfas o incluso 1 o 2 semanas sin
lluvias relevantes, ademds de manifestarse las temperaturas mAs
bajas de todo el afio {temperatura minima registrada 12°C) vy
maxima (26-28°'C) en el mes de mayo. Las hojas nuevas de estas
plantas liberadas, que se formaban en el verano, surgian de color
verde.

Por 1lo anterior es fAcil notar que existe mucho por hacer,
ademds de desarrollar un censo de la poblacién silvestre gue se
desea trabajar. Siendo la variabilidad génica de la poblacién
para tomarse en cuenta en la propagacién in vitro y liberacién de
poblaciones representativas, lo cual aseguraria su recuperacidn.
Es importante también, establecer mejores condiciones horticolas
pre-reintroduccién de las plantas, una preadaptacién paulatina y
as{ poder protegerlas de la deshidratacién y plagas que puedan
atacar a las plantas durante los primeros meses de adaptacién en
el habitat natural (probablemente 1 afic), ¥y eliminar cualquier
cardcter anormal que haya desarrollado durante su cultivo in
vitro e invernadero, ejemplo fisiolégico (falta de capas cerosas,
apertura y cierre adecuado de estomas, etc.),; bioquimicos
(desconocimiento del sustrato, el tipo de sueleo, pH, dureza,‘la

microflora, establecimiento eficiente de los mecanismos
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bioguimices (metabolitos secundarios) que pueden actuar en
defenza de radiaciones solares, de sus depredadores naturales
coma los herbivoros (larvas de lepiddépteros) o el establecimiento
adecuado de la simbiosis de micorrizas, sin que desemboque en su
inicio en un paragitismo. Lo anterior es fundamental para
establecer el equilibrioc ecolégico. Esto garantizaria una mayor
gsobrevivencia y un restablecimiento de la poblacién {crecimiento,
fructificacién y progenie fértil por varias generaciones). Estas
experiencias servirdn de modelo para futuras recuperaciones de
especies en peligro de extinciédn,

Observaciones recientes en campo (2 de noviembre de 1980),
de las plantas liberadas de Q. gtramineum en Huatusco Veracruz,
muestran una sobrevivencia general del 10X de la poblacidén total,
las cuales han continuado su crecimiento con la formacién de
nuevos hrotes, hojas y raices. Las plantas liberadas en abril de
1987, han permanecido creciendo en el habitat natural por un
tiempo de 3 afios y 6 meses.

Se realizé un censo el 2 de enero de 1991 en las plantas
liberadas en el Parque Nacional "Lagos de Montebello” Chiapas, el
cual mostré, para },. skinneri var. skinperi una scbrevivencia
general del 12X y 77X en L. aromatica. Ambas especies han
permanecido por espacioc de 2 afios y 6 meses.

Uno de los problemas que ocasiond la mayor pérdida en los
microhabitats en posicién horizontal, fue la caida de hojas de
los érboles del bosque, sepultando a la mayorfa de las plantas.

En el Jardin Botdnico del Desierto de Arizona, Estados

Unidos de Norte América grupos interdisciplinarios han iniciado
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la reintroduccién de plantas de Mammillaria thornberi Orcutt,
cactdcea en peligro de extincidén de zona 4drida; propagada por
métodos tradicionales (germinacién de semillas) (Ecker, 1989).
Este grupo de investigadores establecen prioridades para este
tipo de investigaciones, como el trabajar interdisciplinariamente
entre horticultores, ecélogos y botdnicos en la multiplicacién,
desarrolle y reintroduccién de las plantas amepazadas, para
garantizar la sobrevivencia a largo plazo de las poblaciones
liberadas, argumentando que es importante tomar en cuenta la
ecologia de la planta en cuestidén y las prdcticas horticolas.
V. 12 Consideraciones finales.

A, Consideraciones finales de los medios nutritivos
eatablecidos para la propagacidén masiva in vitro de las 12
easpecies trabajadas y discutidas en forma independiente. Se

egstablecid la germinacién asimbidética de 12 especies de orquideas

tropicales mexicanas (tabla 2), generalizande la aplicacién del
medio nutritivo KC-E y metodologia desarrollada en esta
investigacién, La cual resulté ser adecuado para alcanzar

porcentajes de germinacién hasta del 100%, cabe aclarar que para
cumplirse eficientemente esta afirmacién es de suma importancia
tener en cuenta el estadio en que se encuentren los embriones o
semillas, debido a que este factor resultd ser una limitante en
la germinacidn de semillas de algunos frutos, el porcentaje de
germinacién puede estar en relacién directa con la inmadurez o
con el tiempo de almacenamiento de las semillas a temperaturas de
8°C.

El desarrollo de pléntulas in vitro se presentd con méaximo

crecimiento cuando el medio KC se enriquecié con 15% de extracte
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de nopal aplicade inicialmente para Lycaste ‘skinperi var.
skipneri, estas condiciones de cultive (medio nutritivo vy
condicicones de incubacidn) se repitieron para L. aromatica vy
Oncidium stiramipeum, alcanzando las pléntulas en las tres
especies, tallas de mds de 8 cm de longitud, también se utilizé
en otras especies como Bletia urb , Laelia anceps, Lemboglossum
ehrepbergii vy  Lycaste skinneri vsr. alba registrando la
efectividad del medio nutritive hasta estadfios mAs juveniles (3-7
cm de longitud), esto debide a la terminacién del registro de
datos de esta investigacién. Para el caso en que se requeria
mantener los frascos saturados de plantas sin ser subcultivadas
debido a8 que no se contaba con apoyo humano parsa hacer este tipo
de trabajo, &l medio nutritivoe antes mencionado se la adicioné
carbén activado (1-2 g/1) con la finalidad de retener o atrapar
las substancias que pueden llegar a ser téxicas {(liberacién de
alcaloides, antocianinas, cumarinas, flavonoides, glucédsidos,
compuestos fendlicos, terpenos, etc. (Hausen, 1984; Sakuta and
Komamine, 1987)) con la acumulacién constante, su presencia es
notoria cuando los cultivo entran a la fase estacionaria o de
lento crecimiento, presentandese mds rApidamente cuando los
frascos de cultivo son saturados de material biolégice (células o

tejidos o pldntulas),.
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ESTA TESIS MO DEBE
SALIR D 14 BIBLIOTECA

¥,13  Recomendaciones del Conocimiento Adquirido a través de

experiencia.

A Material biolé6gico., Lo més recomendable es sembrar las
semillas inmediatamente después de su colecta, sobre todo cuando
se desconoce la duracidn del estado de latencia de las semillas y
los factores pares mantener por un periodo de tiempo méds largo.
Para el caso de que se utilicen frutos verdes es necesario
que esten en un estado cercano a la dechiscencia, si las semillas
estan muy hidratadas recomendable sembrarlas todas, ya que se ha
reportado (Arditti, 1967) que bajo estas condiciones pierden la

viabilidad rédpidamente al ser conservadas a temperaturas de 4-

8'c.

B, Desarrcllo de plantas in vitro. Este puede acelerarse si se
hacen cultivos contfinuos, que para orquideas pueden realizarse
cada 1 o 2 meses, ademds de sembrar aproximadamente 20-40

pldntulas por frasco (con 100 ml de medio nutritivo), el nimerc

variarid con la talla de la planta, 1lo que implica que a mayor
talla menor nimero de plantas, de lo contrario agotan el medic
de cultive, 1lo que provocaria una competencia por luz, espacio y
alimento.

Con subcultivos continuos se puede garantizar la obtencidn
de plantas en condiciones in vitro, desarrollandolas a tallas de
8 o m&s cm de longitud, en un tiempo menor de 8 meses. Para todas
las especies investigadas, existidéd una relacién directa en 1la
rdpida respuesta de la germinacién y desarrollo acelerado de las

plantas, siendo los casos mas notables los de B, urbana Dressler
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¥y 0. satramineum (Lindl.) Batem. (6 y 10 dias para germinacidn
respectivamente; tabla 2), las cuales mostraron una mejor
respuesta en el desarrclleo de las plantas en comparacién de L.

skinneri var. gkinneri y L. aromatica.

C. Conservacién de germoplasma. Es posible almacenar material
biolégico en estadio de protocormos en medio de cultivo KC~E més
la adicién de 1-2 g/l de carbén activado, esto se pudc comprobar
cuando los frasces germinadores estaban saturados de estos
explantes, ocurriendo posiblemente un agotamiento de los
nutrimentos que tal vez provocé un crecimiento minimo, el carbén
activado pudo haber actuade fijando las sustancias que liberan
los explantes en condiciches in vitro, que por acumulacidén o a
concentraciones elevadas pueden llegar a ser téxicas ]
inhibidoras del crecimiento. El crecimiento limitado se presentd
en las especies aqui reportadas, frascos germinadores en
estadios de protocormos {(1-2 mm) y de pldntulas (0.5-2 cm), que
se mantuvieron en el medio inicialmente sembrados, sin realizar
subcultives por 3 aidios, no mostraren crecimiente ni dafio
aparente, en las condiciones de luz (16 h 1luz, 1500 Jlux) ¥
temperatura (28° & 3°C) empleadas. Cuando algunos protocormos
fueron subcultivados a medios frescos, estos continuaron su
desarrolle a pldntulas. Lograndose plantas de 10 o mds cm de
longitud cuando fueron subcultivados continuamente. De tal forma
que del mismo fruto inicialmente sembrado, llegé a tenerse
estadios de protocormo y plantas de tallas adecuadas para su
adaptacidén en invernadero Cuando en el transcurso del tiempo de
cultivo se presenté una coloracién amarillenta en los explantes,

esta fue senal inequivoca de 1la necesidad de realizar
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subcultivos para evitar su posible necrosis. Cuando no fue
posible realizar el cambio a medio fresco ocurridé la muerte de
algunas pldntulas. Estos resultados muestran la necesidad de
investigar sobre medios nutritivos mds propicios para la
conservacidn del germoplasma de orquideas amenazadas de
extinecidn, ademéds de feducir la temperatura y encontrar las
condiciones adecuadas de luz.

D. Desarrollo de plantas en invernadero. El sustrato a utilizar
para la adaptacién de las plantas a invernadero depende mucho del
hédbito 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 O, stramineum en gue no se
observé crecimiento de las raices bajo el sustrate, y si 1la
muerte de la mayorfa de ellas dias después del transplante al
invernadero. Esto contrasté con la respuesta de esta especie al
ger liberada en el habitat natural, donde en ramas lisas de
diferentes Arboles, existié buen crecimiento y adherencia de las
rafces desarrolladas in vitre. Por lo anterier se sugiere que en
condiciones de invernadero la base de las plantas y raices se
sujeten a porciones de ramas de drboles que en forma natural
albergan epifitas, lc que evitaria utilizar tallos de plantas
alelopdticas o con presencia de sustancias téxicas que no
permiten el establecimiento de organismos de hébito epifito
(liquenes, musgos, orquideas, bromelias, etc.). Las especies de

hibitos epifito~terrestre y las terrestres no presentan ningin
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problema al ser plantadas en una mezcla l:l1 de hoja de encino
triturada y agrolita, como lo demostraron las dos especies
aclimatadas, Lycaste aromatica {Graham ex Hooker) Lindl. vy
Lycagte gskinneri (Batem. ex Lindl.) Lindl. wvar. gkinneri, donde
el hébito epifito-terrestre es una caracteristica de este género
{Ames and Correl, 1953), con rafces gque pueden crecer ocultas en
el substrato. Un factor importante en el establecimiento de las
plantas en condiciones de invernadero es no saturar de agua al
suelo al ser regadas periodicamente, debido a que se corre el
riesgo de ahogamiento o pudricidén de las rafces. Es también
significativo que en la aclimatacién 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 crecimiente, Otro factor gque hay gue tomar
en cuenta es el investigar cuales son las condiciones del(os)
microhabitat{s), donde crecen en forma natural, lo cual serfa de
mucha utilidad para simularlos en las diferentes etdpas de su
cultivo.

Respecto a la liberacién de las plantas ya se discutiéd sebre como
incrementar la sobrevivencia en la reintroduccién en el habitat
natural, Es importante hacer notar que las que fueron plantadas
en sustratog horizontales (ej. troncos caidos), deberfan
revisarse periodicamente, para evitar que no sean cubiertas por
la acumulacién de hojas que desprenden los Arboles, tomando més
cuihado en la egstacién de otofio. Lo anterior ocasionéd perdidas en

las plantas colocadas bajo estas circunstancias.
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FIGURA 1. DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL ESTABLECIMIENTO DE LA PROPA~
GACTON MASIVA IN VITRO DE ORQUIDEAS AMENAZADAS DE EXTINCION.
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Figura 2. Cultivo in vitro y establecimiento en condiciones
de invernadero dé orquidcas mexicanas dmenazadas de extin--
cién. (A,B) Germinacién asimbidtica (>90%) de semillas de -
0. stramineum y L. skinneri var. skinneri. (C) Propagacién

masiva de Q. stramineum 2 partir de protocormos (1) cultiva-
dos en medio liqulido (2, después de 3 meses), originando bro
tacién miltiple (3). (D) Desarrollo de pldntulas in vitro --
(»8 cm longitud). (E,F) Establecimiento y crecimiento en con
diciones de invernadero de las 2 sp. del género Lycaste.



" TABLA 1. EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS SOBRE LA GERMINACION MASIVA IN VITRO DE
SEMILLAS TINMADURAS DE L. SKTNNERI VAR. SKINNERI, A 28° & 3°C.

MEDIO NUTRITIVO GERMINACION GERMINACION CONDICIONES
(X) T (dlas) DE LUZ
RNUDSON "C" (KC) 50 45 A,B
VACIN & WENT (VW) 50 45 A
HURASHIGE & SKOOG (MS) <10% 50 A
MS5/2 60 45 A
KC + 1 pM NAA 15 45 A:B
KC + 5 pM BA 20 45 A
KC + 5 uM GAy 15 45 A
MS/2 + 5 uM GA3 25 45 A
YW + 5 uM GA3 30 45 A
KC-E (2X SACAROSA} >90 45 A.B,D
KC-E {3X SACAROSA) 80 45 A,B,C

A: 16 h luz (500 lux), 8 h obscuridad; B: 24 h obscuridad; C: luz con-
tinua (1000 lux); D: luz indirecta natural (1000 LUX); (*): necrosis
{100%) de los protocormes {120 dias).



TABLE L. GELRIEACICH IF WITEO SN R3O (C-E, 100 (520 162) 1 K, ORSCTRITAD, 287 ¢ 1°C, 1T SCNILLAS DE €A3RISTAS MEICANAS

ANDELTANLS

(i i iv B

ISHEELE L1 S 11 4 SERILLAS CIENMCIOR  rRninacicn
oo WOUNICIE  ist. il H t {dtu)
Hetin arbans fresyler 1 1 A 1] W
H i i 4] i
Inzgslis alata {Bates.] Schite, i x 3 (] 1"
1 K i 1 L]
K. citeian {Llave § Lot} Bremler 1 M I} i 1
Laslin ascygs Lindl, 1 4] 3 k] b1
H ] i Hj bi
feadaplossre cardsten (Lindl,) Halbiager i 4 ] it [H
Lo ebreadergii dling, €1, & Otto) aldiager i n ) 1 L]
H ] 1 it 0
Lycuste aroaaties (Sradan er Bocker} Lindl. 1 (] 13 1 11
Lo rdingerd (haten. ex Liadll) Lindl, war, 3dba desbnain 1 13 1] i 4]
1 n 1) E [H
L stinneri thiten, ex Liadl) Gladhe woey abingeri 1 K s it [}
1 1] } 1ee [H
1 K i (1} L
i X ] [} b1
Oazidits ascxhutae Lizil, 1 n ] L n
0. atrua {liadl.) haten ! " 3 14 1t
Bpchalaelia ghanes {Liddll) Seble, i " H 0 i
1 " i " i
Sehralin maerantis Lhad), 1 1\ ] 10 L)

4= sewiffan lidecaden de los fratcs g aloacenndas; B seaillag de fratos vy mo debiscentes; APs Iato polinisacida; ¥z doli-

aisezife crasedy de flozer de 1o nimns inflorescen
2 In srgalina,

PAz Bolinisacide matural, dedida prebablentate 2 ivvectss en el habitat



TABLA 3. BROYACION MULTIFLE EN PLB's D O, gtramineum (LINDL.} BATEM., DESARRO-
LLADOS A PARTIR DE PROTOCORMOS CULTIVADOS EN HEDIC KGC-E EN SUSPENSION,
A 16 W LUL {S00 LUX), & H ODSCURIDAD, 28" & 3°C.

TRASCO  RESPUESTA No. PROTOCORNOS No. REOTES PROTOCORMDS *
No. ) (INTERYALD) (INTEZRVALO) BROTES/FRASCO
a =a
1 4 28 (00-14) 152 (04-57) 180
2 4 82 (10-3T) 211 (28-117) 293
3 4 45 (08-15) % (10-38) 121
) 3 53 (09-33) 151 (42-62) 204
s ¢ 26 (00-13) 3% (06-19) 62
& 4 6T (02-21) 188 (39-611 285
7 3 31 (08-14) 131 (25-59) 162
8 3 46  (10-21) 94 (24-38) 140
] L 50 (08-18) 202 (07-75) 252
9 31 428 (00-37) 1245 (4-11T) 1689

(®)a 8o sembraron 4 PLA’s/frasco (36/2 framcos: 96X de respuesta); (fa)s res-
Pusste por frasco; KC-Ex var apéndice 4.



1ABLA {. EFECTO DE LAS FITORORMONAS {Chy, BA Y ANA} ¥ BL pH® SOBRE EL CRSCIYIERTO
EN BROTES (20 wn) DE Bletis urbana DRESSLER, DESPUES DE 7 SEHANAS (%
CULTIVO, A 287 ¢ 3°¢, 16 # LUZ, 1000 LUX.

REPETICION TRATAXIENTOS {incremento neto xm).
*y 4 $ 8 ¢ 0 B F G & 1 ELN

1 3 1 20 2 20 00 00 &5 16 00 20 00 SO
H 00 102 4 T 2 00 05 3 2% 00 15N
3 2% 3 S0 e 7025 M0 05 1T 18 B 00 1)
L] 00 25 0p s 01 ¢ 30 00 U5 60 00 O
H 10 30 35 00 00 01 2 o6 o0 00 &0 S0 0
§ 00 00 35 20 S5 05 00 14 v {0 15 2 40
7 0 M 32 1y 1 10 3% 40 00 10 00 15
] 300025 16 00 2 00 ¥ ks e 33 00 330
$ 6 00 35 0 30 00 30 ¢ 15 03 00 ¢ 15

10 06 00 15 40 40 s o T 4 g0 )} om
1 I T L L A L | L L A I 3
12 22 s 3§ [ YA 1] 12 8¢ sy 10 ¢ L1}
Y= 1% 17 28 41 48 12 13 19 1T 10 16 8
LT I U RN N R D PR L D T 1 S B | Y
€= 19 82 %0 62 5T [o8 32 8¢ B2 80 131 100 56
BE = L5 4t 17 02 8.8 33 5 3 28 8 8 Al

()= ver apéndice 5 pars concentracidn de fitohormonas y pk;
[$3]= suerte del brote; {%als cadn repeticidn inplich un brote
per tubo de ensaye.



IN VITRO DE BROTES DE

TABLA 4A. ANALISIS DE VARIANZA DEL INCREMENTO [N

B. urbana, SUJETOS A DIFERENTES FITORREGULADORES DEL CRECI-

MIENTO (GA3‘ BA, ANA}.

F

FUENTE DE VARIACION SC GL CM F SIGNIFIC.
TRATAMIENTO 11796.3 11 1072.4 4.081%xa  0.000
ERROR 27854.3 106 262.8
TOTALES 39650.6 117
a: Altamente significativo <0.001



TABLA 4B. ANALISIS DE INTERVALC MULTIPLE DE DUNCAN Y TUKEY EN EL
EFECTO DE LAS FITOHORMONAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE BRO-
TES DE Bletia urbana DRESSLER.

TRATAMIENTO DUNCAN* X TUKEY#*
J a 9.6000 X
D ab 11.0000 x
F ab 12.4545 X
G ab 13.0000 X
K ab 16.0000 x
1 ab 16.7500 X
B ab 17.1000 x
L ab 18.0000 x
A ab 19.09809 x
H ab 19.1250 X
o] b 26.0833 Xy
E c  48.7000 y

*

= 0.05 nivel de confianza.



TABLA 4C. ANALISIS DE VARIANZA DEL CRECIMIENTG DE BROTES DE B, urbana,
SUJETOS A pH 5.0 y 5.3,

F
FUENTE DE VARIACION sC GL CH F  SIGNIFIC.
TRATAMIENTO 210.182 1 210,182 1,011a 0,327
ERROR 4157.091 20 207.85
TOTAL 4367.273 21

a= No existe diferencia significativa



TABLA §. ZPECTO DR LAS PIP0R0RMOMAS (Chy, BA ¥ ANA) ¥ BL ps  SOBRE LA FORMA-
CION DR RATZ BM BROTBS (20 an} DB Bletia urbana DRESSLER, DESPUES DE 1
SEMANAS DE CULTIYO, & 28" & 3°C, 16 R 1O, 1000 1AL

RERETICION TRATANTENTO0S [longitud sw).
L1 LY S | 2 S O |

! 6 00 00 o0 00 0 00 10 06 00 0T 00 ¥
] B 0b o0 46 30 00 G0 B0 00 00 3 00 89
3 1006 00 e 2% 00 13 00 00 00 13 00 0
{ S0 00 00 04 % 00 v 90 00 00 00 00 00
H 500 00 00 00 00 00 00 00 32 00 03 2
§ W03 00 00 15 00 D0 00 se Q0 00 00 12
1 S0 06 00 02 00 ¢0 00 00 00 00 00 000 00
] 1500 00 00 05 G0 & e% s B0 M) O ¥

' W00 00 00 06 00 00 es b 00 00 es 25
10 02 00 00 00 00 st es 00 e G0 Q0 e
1 o 00 er s 00 03 01 et sy O 00 B0
11 W ¢ 00 st 10 k5 00 9% % QO 6% ¢ 10

T= 3 LT 00 0 69 00 4 14 0 L6 22 0l 8
$= 16 L2 60 L5 LT 00 63 38 20 39 43 1
CV=10 30 00 20 0 T 19 2 W N oM
B4 1.0 00 05 & 00 21 12 67 12 13 08 1

{#)= ver apbudice § pata concentraciones de [itohorsomes y pi; (%)= nyerte
del brote; {¢a]: cady repeticiln inplict un brate yor tube de emyaye.



TABLA 5A. ANALISIS DE VARIANZA DE LA LONGITUD TOTAL DE RAIZ [N VITRO,
EN BROTES DE B. urbana, SUJETAS A DIFERENTES FITOREGULADORES
DEL CRECIMIENTO (GA3. BA, ANA).

F
FUENTE DE VARIACION sC GL [} F SIGNIFIC.
TRATANIERTO 9818.8 11 892.6 22.996%¢a 0,000
ERROR 4114.5 106 38.82
TOTALES 13933.3 117

a: Altamente aignificativo <0.001



TABLA 5B.  ANALISIS DE INTERVALO MULTIPLE DE DUNCAN Y TUKEY EN EL
EFECTO DE LAS FITOHORMONAS, SOBRE LA FORMACION DE RAIZ
EN BROTES DE Bletia urbhana DRESSLER.

TRATAMIENTO DUNCAN* X TUKEY*

[ a 0.0000 X
F a 0.0000 X

: )] ab 0.7500 X

| 1 ab @.7500 X

; L ab 0.8000 X
H ab 1.3750 x
J ab 1.6000 x
B sb 1.7000 x

‘ X ab 2.1818 X

: G ab 2.4444 x

: E b 6.9000 X
A c 32.4545 b4

* = 0.05 nivel de confianza,




TABLA 5C. ANALISIS DE VARIANZA DE LA LONGITUD DE RAIZ EN BROTES DE
B. urbana, SUJETOS A pH 5.0 Y 5.3.

F
FUENTE DE VARIACION 3C GL v, ] F  SIGNIFIC.
TRATAMIENTO 2004.55 1 2004.54 1.892a 0.1840
ERROR 21189.45 20 1059,47
TOTAL 23194.00 21

a= No existe diferencia significativa.



TABLA 6. DESARROLLO ¥ VITRO DE PLAHTAS.. 30 W, DE Lycaste skioneri (BATEM. BX LIKDL,) LINDL. VAR,
skisneri, DESPUES DR 20 SEKAKAS DE CULTIVO, A 16 H. LUZ, 1500 Lux, 23° & ¥°¢.

NEDID NUTRETIVO PLANTA RATZ PSEUDOBULBOS
(increseato neto ma) (lorgitud 28)
1} Epudson "0 {ICH 0 [} -
+ wiersnutriaentos {IC-E|
2) IC-B # Glutamira {30 ag/t} {0 t 08
3] 5C ¢ Plitaso iomadure (10% P/Y}
+ sicragutisenton {KC-B) 1 i 12
1) 18 + PHitano andure {10% P/¥}
+ sieroautrinentos (IC-E} 10 [} -
§}EC ¢ Agen de coco ismadure (20% V/V)
+ micronutrineatos {KC-E) 40 i 8
6} KC ¢+ Atua de coco mdure (20% ¥/V)
t micronutrinentos {IC-B) 50 H 1t
1) BC ¢ extracto de napal, tallos jovenes i
{15 F/V) 4 aicrorutrinentos (EC-E} b} H [L I

(~)+ avsencia; {#)= pobre; (#4)s buena; (++4)= muy buens.



TABLA 1. EVALUACION DE SOBREVIVENCIA DB L. skinneri VAR. skinmeri y L. sroastica, A & KESES
{Jul. a Dic. 1988} DE REINTRODUCIDAS EN EL PARQUE $ACIOMAL *LACOS DE NONTERELLO*

CHIAPAS.
ESTACION  Lycaste ghinmeri var, skisneri Lycagte sromatica

%o BEIFTRIOUCIOAS  SOBREVIVEATES REIMTROBUCTORS  SORREVIVIENTES
1 511 118 Wi
: s 0 S
3 n B %0 .
{ m s ;
3 81 i
§ i 1
Totsl 10 1,61




TABLA &,

EVALUACION DE  SOBREVIVEMCIA DE PLANTAS DE 0. stramipeva {LIUDL.} BATEM.

REUKTRODUCIDAS BN BL BABITAT WATURAL, BOSQUE DE ENCINO, BUATUSCO VERACRUL.

PLANTAS FECHA §0BREYIVEYCIL ADAPTACION
L REINTRODUCCION (Jal. 83) % {Jel. 19} 1 AROS
8 abril-193% 01 18 0} K] i
& Julie-1987 1] 69¢ n 5 1
131 Julio-1338 w it 1

$: & un adg de reintroduciday,



VI. CONCLUSIONES

- El sistema de almacenamiento de las semillas (baja humedad
utilizando para tal efecte clorurc de cnlbio anhidro b
temperaturas de 4-8'C}) resulté ser favorable para el
almacenamiento a corto-mediano plazo {de dias hasta 0 afios) de
las especies trabajadas.

- Con la transportacidn de los frutos del campo al
laboratorio que permanecieron separados de la plants madre por 6
dias, es probable que no afecte en la germinacién de las
semillas, debido a que algunos frutos bajo estas circunstancias
registraron 90-100% de germinacién asimbiotica (ej. 0.
stramineum, R. glauca ¥ L. anceps).

- El sistema de desinfeccién desarrollade para frutes aun no
dehiscentes no interfirié notoriamente en la germinacién
asimbibdtica y sf mostrd gque las semillas dentro del fruto se
encuentran libres de hongoes y bacterias.

- La desinfeccidén de las semillas almacenadas fué efectiva
en cuanto & que no existid contaminacién, utilizando la
metodologia reportada en la bibliografia. Aunque probablemente
pudo ser el factor para que no todas las semillas germinaran o
qQue no germinara ningune de algunos de los frutos.

- Es necesario profundizar en la investigacién sobre el
estadfo fisioldgico del embrién {su maduracién dentro del fruto y
el tiempo de almacenamiento) para poder obtener altos porcentajes
de germinacidén asimbidtica {>50%) en cada una de las especies

trabajadas.
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- Se establecidé el medic nutritivo KC-E, constituido por el
medio ‘KC méds la adicién de vitaminas y micronutrimentos, dando
una mejor respuesta que los medios basales utilizados (MS, VW ¥
KC) este medio nutritivo fue utilizado posteriormente en la
germinacién asimbiética de 12 especies de orquideas silvestrcs,
obteniendo en el mejor de los casos hasta 100X de respuesta.

- Fue observable una répida respuesta en el tiempo de
germinacién al sembrar semillas de frutos aldn no dehiscentes, en
comparacién con las obtenidas de semillas almacenadas.

~ El efecto de las fitohormonas a las concentraciocnes
utilizadas, resultaron inhibitorias tanto en el porcentaje de
la germinacién asimbidtica as{ como en el desarrolloc normal de
las pléntulas en condiciones jin vitro, por lo que se
establecieron alternativas eficientes para gser susbtituidas.

- Se establecieron sistemas de propagacién masiva y clonal
de Q. stramineum, con el cultive de protocormos sexuales en
medios liquidos en suspensidn.

- E1 incrementar el pH a 5.3 no mostré ser favorable en el
desarrollo de plédntulas in wvitro.

- El mejor desarrolle de plédntulas de orquideas en

condiciones jn vitro se presenté cuando el medio KC se enriquecié
con extractos orgdnicos de nopal (0. ficus-indica) o plétano

verde (M. paradisiaca).

- Las especies epifitas con tendencia al hdbito terrestre
(L. arowetica y L. skinnerl var. skinpneri) no presentaron ningin
problema en su adaptacién (100X de sobrevivencia) a condiciones
de invernadero, plantandolas en sustrato 1:1 de agrolita y hoja

de encino triturada.

84



- Para las especics de hdbito estrictamente epifito (ej.

stramiggum) se
en

debido a que

condiciones de invernadera (ecj.

0.
requiere desarrollar nuevos sistemas de adaptacidn

utilizar tallos de encino),

el sustrato ulilizado para el género Lvcaste no

results ser favorable para esta especie.

~ Se recuperaron jin vitro 12 especies de orquideas mexicanas

con diferentes
Se logré

afios

de protocormos y pldntulas en

"status” de alteracidn.

detener o disminuir el crecimiento por 3 o mds

condiciones in vitro, sin

utilizar subcultivos.

- Fueron reintroducidas en los habitats naturales 3 especies

de orquideas:
stramineum,

L. paromatjca, L. skinneri var. gkinneci y 0.

de las cuales las dos dltimas especies se consideran

en peligro de extincidn.

-~ Se le
posibilidades
sobrevivencia
reintroducidas
- Aunque
debido a

todo adecuados

que

acumulacidn de

hizo un seguimiento en la medida de las
8 las 3 especies liberadas, registrando 1la
de estas después de 2-3 afios de haber sido
en ¢l habitat natural.
disminuyeron las poblaciones liberadas, efecto
algunos microhabitats seleccionados no fueron del
ocasionado principalmente &l sepultamiento por 1a

hojas ademds de estar sujetos constantemente a una

selececidén natural por depredadores existentes en el lugar {(ej.
larvas de lepidépteros}) y a las condiciones extremas que
prevalecieron en la época de secas (abril-junio de 1988 y 1989)

después de su liberacién,

una simbiosis

aunado a la posibilidad de la falta de

de micorrizas o al posible parasitismo por los
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hongos simbiontes y otros organismo, ademds a la posible falta de
un equilibric fisioldgico y/o genético, esto era de esperarse, ya
que las plantas se desarrollaron de la germinacién de semillas de
las cuales existe una gran diversidad genética, las condiciones
controladas del laboratorio {cultivo jn vitro) se llega a obtener
la germinacién vy desarrollo de plantas que en forma natural no
hubiera sido posible expresarse (ej. plantas albinas), las cuales
al ser 1liberadas en campo es dificil que exista un equilibrio
ecolégico, 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, ademds las orquideas se
caracterizan por crecer en suelos empobrecidos, siendo esto
posible a la adecuada simbiosis de micorrizas que presentan con
hongos cspecificos para cada especie., Este andlisis nos muestra
§ue las plantas reintroducidas estan sujetas en cada momento a
una seleccidén de los génes mds adaptados a las condiciones
extremas a la que fueron sujetas en el habitat uatural., Por lo
tanto, es importante desarrollar estudios mds profundes en 1la
parte de horticultura {desarrcllo y cultivo de las plantas en
condiciones de invernadero y liberacién en campo) y en 1la
ecologia de las plantas silvestres ain existentes en el habitat
natural donde se desea reintroducir las poblaciones obtenidas del
cultive in vitro.

- Se requiere de mayaor investigacién sobre el
establecimiento de la simbiosis de micorriza en plantas obtenidas
in vitro: induccién en invernadero o al ser liberadas en su

habitat natural o analizar el establecimiento natural de 1la
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gimbidsis en campo.

- Es ‘dec suma importasncia generar clonacidn jin  yitre.
utilizando material somdtico de plantas existentes en el habitat
natural o reserva ecolégica protegida donde Be desea
reintroducir, le cual permitiria asegurar el genoms de las
plantas gilvestres, para evitar perdidas por colecta de plantas
adultas y que en cierta manera han estade sujetas a una seleccidn
por las condiciones naturales, plantas que muy posiblemente han
estade dejando descendientes fértiles desde su wmaduracidn. Lo
anterior, con el tiempo permitirfa cl intercambio de material
gendtico con las plantas originadas de semillas que logren
alcanzar el estado adulto.

- Eg importante que las plantas a liberar se les sujete a
adaptaciones paulatinas para eliminar la mayor cantidad posible
de anormalidades fisjoldégicas que pudieran haber adquiride 1las
plantas durante su cultive ia witro v en invernadero, lo gque
permitiria a las plantas, reaccionar ante las condiciones fisico-
quimicas y biolégicas del habitat natural; deberan ser capaces
entre otras muchas funciones dei regulacién hidrica, apertura y
cierre de estomas, formacidén de capas cerosas, el establecimiento
de los mecanismos bioquimicos de la sintesis de compucstos que de
diferentes maneras puedan jugar un papel importante en contra de
sus depredadores o de clertas condicioncs abidticas.

~ Para ¢l caso de trabajar con especies gque atin es posible
encontrar poblacidén(es) en condiciones silvestres, es importante
conocer la ecologfa de la especie en cuestién, 1las cuales

facilitaran 33 cultive in yitro, en invernadero ¥y su
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reintroduccién y crecimiento en el habitat natural.

- Es posible que el tamafio {10 a 20 cm) de las plantas
reintroducidas sea el adecuado, ya que se puede liberar un nimero
mayor y en un tiempo menor, que el utilizar tallas mayores gque
incrementarfan el costo por planta, ademds es importante tener
una adaptacién y seleccién nalural de los diferentes factores
naturales que interfieren con la sobrevivencia de la planta en
edades mAs 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 o revisar
periodicamente {(por un tiempo no menor de 2 afios, para el caso de
las orquideas de lento crecimicnto} las plantas en el campo, para
evitar que las hojas, ramas que se desprenden de los Arboles o la
caida de estos las cubran en estados juveniles. Otro factor que
puede ser el mAs importante genéiica y ecoldgicamente es el que
al liberar plantas que alcancen el estado adulto (floracién} en
unos cuantos meses (<1 o 2 afos) después de su reintroduccién,

podria permitir la posible aportacidén de genes para caracleres

que resulten en detrimento de 1la especic (ej. anormalidades
genéticas heredablesn de tipo morfolégicas, anaténicas,
fisiolégicas, biocquimicas, ete.) Y que puedan ocacionar la

extincién de poblaciones generadas del intercambio genético entre
ellas mismas o con las poblaciones silvestres.

-~ Se requiere de la participacidén de ecélogos, botdnicos,
fisidlogos, horticultores y personas amantes de la naturaleza
{principalmente de 1la regién de su liberacién), lo anterior
permitirfa mayor colaboracién y un mejor conocimiento de cada

especie a recuperar (ej. ciclo de vida, relacién y magnitud de su
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coexistencia con otros organismos y condiciones abidticas del
sitio, control de plagas y deshidratacidn en las primeras etapas
de su adaptacién y desarrollic de las plantas en campo) esto
ayudarfa a establecer una participacién interdisciplinaria y
garantizaria la recuperacidén de las poblaciaones.

- Es importante 1la aportacién de este trabajo en 1la
recuperacidén de orqufdeas amenazadas de extincién,
reincorporandolas a la vida silvestre en el habitat natural. Pero
es mAs valioso establecer mejores procedimientos para proteger
los ecosistemas declarados reservas naturales, lo que permitirfia
no incrementar las listas rojas de especies amenazadas, siendo
dréstico en orqufdeas epifitas que dependen de otras especies

para su supervivencia.
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APENDICE 1. MEDIO DE CULTIVO KNUDSON "C" (KC) 1946.

SOL. CONCENTRADA

NUTRIMENTOS ug/1 10 x
Ca(NO3 )y« 410 1000.0 *
KH, PQy 250.0 2500
Mg8Qy7 H,50 250.0 2500
(N 4}, S04 500.0 5000
MnS0,4-4H,0 7.5 75
FeS0,- 71,0 25.0 x
Sacarosa 20,000,0

pH 5.0

SOLIDIFICANTE

Agar 8000. 00

APENDICE 2. MEDIOQ DE CULTIVQ YACIN & WENT (VW) 1949,

50L. CONCENTRADA

NUTRIMENTOS mg/1 10 X
Cay(POy) 200.0 *
KN?) 472 525.0 5250
KH, PO, 250.0 2500
Mg80; - TH0 250.0 2500
(Nll:)zsﬂq 500.0 5000
MnS04-iH,0 7.5 75
FefCql1 Ogl3 . 2H 0 28,0 *
{Tartrato ferrico)

Sacarosa 20 000.0

pH 5.0

SOLIDIFICANTE

Agar 8000.0

El pH 5.0 se ajusta despues de aforar y antes de agregar el
agar con {ICl y/o KOH a 0.1 y 0.5 N.; (*) pesar y agregar en
orden al preparar el medio.



APENDICE 3. MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE Y SKOOG (MS) 1962,

SOLUCION CONCENTRADA NUTRIMENTOS wg/l 10X {mg/1}
MACRONUTRIMENTOS
NH4 NO4 1,650.0 16,500.00
{1 KNO. 1,900.0 19,000.00
10 1ts X 200 =l WgS0, . Ty O 370.0 3,700.00
KHZPQ! 170.0 1,700,00
{11) 10 lts X 100 ml CaC].z.ZHzO 440.0 4,400.00
(111} FeS0,.THy0 27.8 2,780.00
10 lts X 100 ml Na5EDTA 37.3 3,730.00
MICRONUTRIMENTOS
S 0,83 8.30
H 3803 6.2 62.00
MnS03. 4Hy0 22.3 223.00
{Iv) InS04. 70 8.3 83.00
10 1ts X 100 ml NaMoOd.Zl 0 0.25 2.50
Cus0,.5 0.025 0.25
CoC 2.2?120 0.025 0.25
{V} 10 1lts X 100 ml I{NOSITOL 1006.0 1,000.00
VITAMINAS
(Vi) Ac. nicotinico 0.5 §.00
10 its X 100 =l Piridovina.HCl 0.5 5.00
Tiamina.HCl 0.1 1.00
AZUCAR
Sacarosa 30,000.00
SOLIDIFICANTE
Agar 8,000.00

Despues de aforar y antes de agregar el agar, ajustar el pH a 5.7 con KOH y/o HC1

a0.100.5N.



APENDICE 4. KC-E = MEDIO KNUDSON "C" {(1946) ENRIQUECIDO EN LA PRESENTE

INVESTIGACION PARA LA GERMINACION MASIVA DE ORQUIDEAS.

No COMPONENTES ng/l
1 MACRONUTRIMENTOS
a Nitrato de calcio, Cn(NO_; k-ﬂlz() 1000.00
b Fosfato monobdsico de potasio, KHZE’O4 250.00
c Sulfato de magnesio, MgSO;.7H,0 250.00
d Sulfato de amonio, (NH,) SQ' 500.00
e Sulfato de manganeso, ﬁn 0, .4H20 7.50
f Sulfato ferrosc, Fesq‘.7H2 25.00
2 MICRONUTRIMENTOS
a Acido bérico, H 0.056
b Acido molibdico; Mo 0,016
, c Sulfato cdprico, anhidro, Cus0, 0.040
‘ d Sulfato de Zinc, Zn804.7H20 0.331
e loduro de potasio, KI 0.083
f Cloruro de cobalto, CoClz.GHZO 0.0025
\
a 3 VITAMINAS B5 {Gamborg et al.,, 1968)
a Acido nicotlnico 1.00
b Piridoxina-HCi 1.00
[ Tiamina-HCl 10.00
4 Myo-inositol 100.00
5 Sacarosa 20000.,00
6 _Agua destilada * aforar a 1000 =l
7 Agar bacteriolégico 8-12 gr

+ Después de aforar y antes de agregar el agar, ajustar el pH a 5.0 con KOH
y/o HCL a 0.1 y 0.5 N.



APENDICE 5. BARRIDO HORMONAL Y pH PARA LA INDUCCION DE ENRAIZAMIENTO
Y DESARROLLO DEL BROTE (20 mm) DE Bletia urbana DRESSLER.

TRATAMIENTO REGULADOR  DEL  CRECIMIENTO
* GA 3uM BAuM ANAPN
A 0 0 4]
B 0 1] 1
c o 0 5
D 0 5 0
E 0 5 1
F 0 5 5
G 5 0 0
L] 5 0 1
1 5 0 5
J 5 5 0
K 5 5 1
L 5 5 5
M o 0 0

{*¥)= Todos los tratamientos estaban a pH 5.3, a excepcidn del
M {(pH 5.0}.



APENDICE 6.

-3
Preparacién de fitohormonas, solucliones concentradas 10 M.

Para preparar las soluciones concentradas de cada una de las
fitohormonas, fue importante conocer el pesoc molecular, por lo

tanto: -3 3
Fitohormona P.M. [ Stock 107
g/1 g/100 ml

ANA 186.2 0.1862 0.01862

BA 225.2 0.2252 0.02252

GA3 346,38 0.34638 0.034638

Auxinas, ej. ANA: una vez pesado 18.62 mg, para l53 M en uns
solucién concentrada de 100 ml, primceramente se disolvié en unas
gotas (1-2 ml) de etanol 100%, se calenté ligeramemte {(40°~50°C),
v diluyé gradualmente con agua destilada hasta 40-50 ml, se aforé
en un matraz volumétrico de 100 ml, se guardé en un frasco
obscuro y se conservd en refrigeracidn (4° a 10'C}.

3 Citocininas, ej. BA!: una vez pesado 22.52 mg., para preparar
10 M en una aolucidén concentrada de 100 ml, primeramente se
disolvié en unas gotas (1 ml) de HCl 0.5 N, se agité y calentéd
(40°-50°C) y se diluyé gradualmente hasta 40 o 50 ml, s8e aforé
con agua destilada en un matraz volumétrico de 100 ml, se guardé
en un frasco obscuro y se conservé en refrigeracidn (4°-10°C).

Giberelinas, ej. GA,: 34.638 mg para preparar 153 M en
solucién concentracién de 100 ml, la hormona se disolvié en agua
destilada, calentando ligeramente y agitando durante 15 minutos,
se aforéd y se almacend de igual manera gue auxinas y citocininas.

Esta fitohormona no se almacend por mds de 30 dias, debido a
que reduce su efecto, s8e guardé en obscuridad por ser fotoldbil.
Se agregd por filtracién después de que el medio se autoclaved
y registraba una temperatura de 60°C aproximadamente, debido a
que la fitohormona es termoldbil (Dodds y Roberts, 1982).

Forma de adiclionar la fitohormona al medio de cultivo.
Para calcular las alicuotas de fitoreguladores,
correspondientes a los medios de cultive, se usé la formula:

Vi C1 = v2 c2

V1l = cantidad (ml) a agregar .gde la hormona,

Cl = seolucidén concentrada 10°M,

V2 = volumen {ml)} de medio nutritivo a preparar, y

C2 - concentracién hormonal que se desea en el volumen de medioc a

preparar. EJj. si se prepara un litro de medio con 5 [uM] de
BA, se ticne:

(1000 ml) {5 x 15° ) -3
VI = —eemomooogee oo = (1000 ml} (5 x 10 "M} = § ml



APENDICE BA.

F. Preparacién de Extractos Orgédnicos.

Los medios nutritives se enriquecieron con uno de tres
diferentes extractos organicos: pldtano, a&agua de coco y nopal,
para el caso de los dos primeros, se utilizaron en sus dos
estadios fisiolégicos, inmadure y maduro, en todos los casos los
vegetales fueron adquiridos en el mercado local.

F.1l El agua de coco (Cocos npucifera L.), endospermo
liquido, se explord con 2 estadios fisiolégicos, inmaduro y
maduro; el criterio de estadio inmaduro fue basade en la

condicién del endospermo totalmente liquido, y para el maduro,
cuando presentaba una capa consistente de 0.5 cm de grueso.

El coco se abrié y se extrajo el liquido, el cual se filtréd
con gasa, posteriormente se calenté en una parrilia hasta su
ebullicién durante 10 minutos, se dejé enfriar a temperatura
ambiente para permitir la precipitacién de las proteinas.
Finalmente se filtré con papel Whatman 1 (Dodds and Roberts,
1982} ¥ se midié en una probeta la cantidad adecuada para lograr
la concentracién deseada en los medios de cultive (20 por ciento
v/iv).

F.2 El plidtano Tabasco (Musa paradisiac¢a Lour.), se utilizé
en dos estadios fisiolégicos, inmaduro y maduro; el primera,
aunque del mismo tamafic del segundo presentaba la cédscara o
cubierta de color verde, diffcil de desprender y el fruto de
consistencia dura y pegajosa; el pldtano maduro con cascara de
color amarille sin manchas de una madurez muy adelantada.

Del plétano, se retiré la cédscara, se pesd en una baelanza
granataria lea cantidad necesaria para lograr en el medio de
cultivo, la concentracién de 10 % p/v, se licué adicionando agua
distiladn. y se agregd en ésta forma al medio nutritive (tabla
3).

F.3 Extracto de Nopal (Opuntia ficus-indjca (L.} Miller, se
utilizaron tallos (cladodios) jévenes de menos de 6 meses de
edad y con 15 cm de largo, se lavaron con agua destilada, se
licuaron en 100 a 200 ml de agua destilada por cada 100 o 200 gr
de nopal y el extracto se adicioné al medio de cultive en 15X p/v
{tabla 3).
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