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RESUMEN

Las orquidcas poscen variedad en su morfologia, caracteristica que cs cl resultado de grandcs
adaptacioncs ccologicas, son un grupo unico de plantas con especics de importancia orpamental y
comercial y, debido a csto sus hibitats sc han visto fucrtemente deteriorados y destruidos, por tal motivo
se les considera como un taxa vulncrable (Larson, 1988) A pesar de lo antes mencionado, hasta la fecha
no existen muchos cstudios gquc traten cl cultivo 1 vitra de las orquideas, en especial de Tachia spectasa

Para la aportacién de investigacion basica sobre esta cspecie se determind 1a condicion biologica
dc las semillas por moedio de 1a prucba de viabihdad, morfologia y desinfestacion  Sc evalud el cfecto quc
cjcreen la sacarosa, glucosa y fructosa sobre 1a germinacion de las scmuillas, ¢l desarrollo y crecimicnto de

plantulas de Laclia spreciosa cuttivadas 1 vitro, para tal cfucto se desinfestaron las sesmitlas con NaClO y

se cultivaron en un medio MS suplamentado, con 30 g/l de sacarosa para o

aluar ¢l porcentaje de
gernunacion y con diterentes carboludratos, sacarosa, glucosa y fructosa a diferentes concentraciones 1,
3. 5. 7 y 10% para cvaluar Jos cstadios de la sennbla durante ia

e mnacidn tas ultimas
concentracionces de carbohudratos sc criplearon para evaluars ¢l crccimicnto v desarrollo de las plantulas

Los resubtadas mucstran que las senullas de ésta orquidea ticnen un valor de viabilidad del 76%,
tas dumensiones de la senulla son de 0 53 a 0 57 mm de dargo v de 0 17 a 0 18 mm de ancho, v para cl
cbron de 032 a 0 34 mm de largo v de 0 12 a 0 13 oun de ancho, <l lipoclorito de sodio al 6 0%

resulio cfectivo para ba desinfestacion de las sennllas, los dferentes uctipos de exposic

Gu a Este no
resultaron 1oxicos para clilas ¥ se oblicnen porcentajes de germunacion entre 80 y 100%

Los analisis cstadisticos (ANDEVA) revelaron que la germinacion obtemda en las scmillas de

Laoclia s d 116 del carbohud

utihizado asi como de su concentracion. Con sacarosa a bajas
concentraciones (1, 3 » 39%) la tasa de goemunacion, ¢ indice de desarrollo s mas alta que en glucosa y
fructosa. En cl mcdio Murashige-Skoog conkrcial (MS-C) marea Sigma, la sacarosa a bajas
CONCCMMraciones promucye mayor longitud de Jas plintulas, mayor longitud de 1a raiz ¥ mayor samcro de
raices, la gl a bajas

ones (1. 3 ¥ 5%) promucve mayor namcro de raiccs y, 1a fructosa a
altas concentracioncs (7 y 10%) sicnipre exhibc una promocion mchor de ¢stos parametros

Sc concluye que, para la propagacion in vitro de Lacha speciosa ia a fe-?

de 1. 3, 5% resulta mads cficiente comparada con los otros cartbohidratos.



INTRODUCCION

La familia Orquidacecae cs una de las mias numerosas y diversas entre las plantas con
flores. Son un grupo de monocotileddnecas muy conocido y apreciado en el mundo botanico,
son notables por prescentar flores que poscen rasgos y caracleristicas interesantes, resultado
de grandes adaptaciones ccoldgicas (Marden, 1990)

Representan un grupo Gnico de plantas con especics de importancia ormamental y
comercial, debido a su extraccion, ¢l detcrioro y la destruccion de sus habitats se consideran
como un taxa vulnerable (Larson, 1988)

De las 35 000 especics de la familia Orchidaceac que se conocen, aproximadamente
1000 se cncucntran distribuidas en la Repablica Mexicana, de las cuales, un 35 % son
endémicas, un ejemplo de cllo es la especic Laclia speciosa, conocida comunmente como
“flor de mayo™ o "flor grande”, csta especic es endémica del Altiplano Central (Durango,
Qucrétaro, Zacatecas, Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Michoacan, Hidalgo, San Luis
Potosi y Tamaulipas) (Halbinger, 1993), la cual ha sido establecida como una especie
“vulnerable™ por la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
(Hemandez, 1992).

Las orquidcas son consideradas como un simbolo de 1a conservacion de especies en
peligro de extincion en ¢l mundo, puesto que muchas son altamente populares para los
coleccionistas;, por lo que muy probablemente las orquidecas silvestres continuaran
colectandose y comno resultado de esto, la mayoria de estas especies licgaran a ser cada dia
mas escasas y algunas sc extinguiran (IHoshi ez a/., 1994).

Recicntemente se han realizado  esfuerzos internacionales para la scguridad ¢
inventario de plantas con flores en peligro de extincion con el objetivo de salvar a las mas
susceptibles (Rubluo ¢ al, 1989), y las orquideas son uno de los ejemplos mas notorios
(IUCN, 1985).

El impacto dc la extincién en el cquilibrio ecolégico es enorme porque la
desaparicion de una planta pucde acarrear daflos a otras cspecies dependientes o
relacionadas. Al respecto Raven (1976) calcula que de 10 a 30 especics de plantas y/o

animales pueden resultar afectadas.



L.as semillas de las orquidcas son muy diminutas [miden desde 200 a 560 u en

longitud por 80-129 u de ancho] (Arditti, 1992, Shusha

1959) y se¢ forman de miles a
millones de ellas en un sdlo fruto Poscen un embrion poco diferenciado sin tejidos de

reserva para nutrir al embrion durante la germing

cion Durante este proceso ¢l embrion se
hincha, posteriormente se ensancha formando una masa globular de cdélulas de forma
redonda y aplanada cn su parte apical, denominada protocormo, a partir del cual sc forman

las primeras hojas, mientras que las primeras

ces aparecen despudés (Harrison y Arditti,
1978) En condiciones naturales, las semillas para germinar necesitan asociarse con un

hongo simbiante apropiado que le propor

one arucares simples, los cuales son esenciales
para que sc lleve a cabo la germinacion (Tyson, 1990) En ausencia de éste hongo las

semillas de orquideas pueden germinar y desarntollarse como plantulas cuando se culiivan en

un medio aséptico que contenga una fuente adecuada de casbohidratos simples (Ernst ef al |
1971, Harrison y Arditti, 1978) Cabe sedalar que bajo condiciones naturales, las plantulas

permanecen on ctapa de protocormo hasta que son

fectadas en sy paste basal por un hongo
simbionte apropiado  Despuces de la anfeccion, los apices del protocormo producen las

primeras hojas y posteriormente las primeras raices (Ardut, 1982)

Numerosas investigaciones rcalizadas con carbohidratos simples, han demostrado
que la adicion exdgena 72 virro provee una adecuada fuente de carbono para las semillas de
orquideas, obtenicndo una excelente germinacion vy crecimniento, of carbohidrato que ha dado

mejores resultados es la ghiv~nsa, seguida por la sa

osa y finalmente la fructosa (Withner,
1959, Larson, 1988). Sin embargo, Knudson (1922) (citado por Arditti, 1967) reporté que

para una germinacion satisfactoria de orquideas epi

tas ¢l mejor carbohidrato es la sacarosa,
seguido de fructosa y finalmente glucosa

Por otro lado, existen trabajos de micropropagacidn los cuales muestran que los
azucares tienen una influencia favorable en cl crecimiento de las plantulas, pucsto que éstas
asimilan los carbohidratos y algunas substancias nitrogenadas que estan presentes en el
medio de cultivo (Tyson, 1990)

Un vegetal esta formado principalmente por carbohidratos transformados y su

crecimi o depende de cea idad fotosintética para producir productos asimilables, y estos

determinan ¢l proceso morfogénico de las plantas, el cual incluyc tanto el crecimiento y




desarrollo. El primero csta caracterizado por un incremento cn la cantidad de protoplasma,

un incremento de tamaiio y en general esta relaci do con un

o de masa, mi as

que el desarrollo constituye los cambios de forma, asi como ¢l grado de difesenciacion y el
estado de icjidad al

dos por cl organismo, conformando con ello, un proccso

cualitativo (Bonner, 1969).

Como sc menciond anteriormente, existe una relacidn simbidtica entre las orquideas
y un hongo simbionte, por tal motivo sc han propuesto técnicas simbidticas y asimbioticas
para la micropropagacion de orquideas, esto debido a que existen muchas controversias
sobre ésta relacidn. Sin embargo, para orquideas cpifitas los requerimientos para la
germinacién de semillas son imuy especificos

El cultivo de Laelia speciosa es muy dificil fucra de su habitat natural (Fialbinger,
1993) y desafortunadamente sélo existen estudios de tipo poblacional (Hernandez, 1992).

En este trabajo se realizd un cultivo asimbidtico de Laelia speciosa para evaluar el
cfecto de una fuente externa de carbohidratos constituida por sacarosa, glucosa y fructosa

sobre la germinacion de semillas y el crecimiento y desarrollo de plantulas bajo condiciones
i vitro.



OBIJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
1. Determinar el efecto morfogénico de la sacaross, glucosa y fructosa sobre la
germinacion y desarrollo de pla las de Laelia specii cultivadas in vitro.
OBJETIVOS PARTICULARES
1.1 Determinar ¢l tipo y concentracién dc los carbohidratos scleccionados mas

adecuados para la germinaciéon.
1.2 Establecer cl tipo y concentracidon de los carbohidratos scleccionados mas
adecuados para determinar en que tiempo sc alcanza ¢l mayor indice de desarrollo de las

semiilas.

1.3 Determinar cl tipo y concentracion de los carbohidratos 1 i d mas
adecuados para especificar en cual de estos se alcanza mayor desarrollo y crecimiento en las

plantulas.




ANTECEDENTES
SEMILLAS DE ORQUIDEAS
En los frutos de las orquideas se producen de miles a millones de scmillas. Estos s
forman de los dos a los tres meses después de ser polinizadas las flores, son complectamente
concavos, triloculares y maduran alrededor de los 10 a los 11 meses, en ocasiones mas tarde
(Arditti, 1992).
Las semillas de orquideas en general son muy pequeilas, miden desde 200 pa 560 1

en longitud y desde BO i a 129 j1 de ancho (Shushan, 1959, Abraham y Vatsala, 1981,

Arditti, 1992); pcsan entre 0.3 y 6 3 ug (Abraham y Vatsala, 1981) Son de una estructura
muy simple, no poscen ningun icjido nutritive, poscen un embrion poco diferenciado,
carente de endospermo (Strasburger of <., 1988), este embridon s ovoide con una longitud
promedio de 2101 por 901 de ancho, excluyendo al suspensor, ¢l cual esta constituido por
células muertas, las células del embridn varian en tamaio dependidendo de su localizacion,
las de la punta meristemdtica son pequeilas, generalmente miden de 8-10 pum de diameiro,
las células mas ygrandes conforman ¢l resto del embrion y se hace referencia a ellas como
células basales. A pesar de que muchos autores mencionan que las semillas no tienen tejidos
de reserva para nutrir al embrion durante la germinacion, Harrison y Arditti (1978), Arditti y
colaboradores (1981), Arditti (1992), mencionan que todas las células del embrion contienen
reservas alimenticias. Los lipidos constituyen una gran porcion de material de reserva y estin
presentes como cucrpos lipidos También se pueden observir los cucrpos proteicos pero se
restringen a células situadas en las dos terceras partes del embridn cesto es, en ¢l arca
micropilar, el citoplasma es denso por la acumulacion de las proteinas, y ademis se
encuentran numerosos globulos de aceite

El embrién mide 210 um de largo y 90 pum de ancho, esta unido por medio de varias
fibras celulares a una membrana delgada llamada testa la cual es ligera, de color anaranjado
o amarillo. Esta rodeado por un gran espacio de aire interior (Arditti, 1967), lo cual
ocasiona quc la semilla tenga la capacidad de flotar, tanto ¢n el aire como en ¢l agua

(Abraham y Vatsala, 1981); por lo que estan bien adaptadas a la diseminacion por e viento y

el agua.
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El nimero de semillas producidas en cada capsula oscila de 5000 a 6000 en alpgunos
géneros y de 2 a 3 millones para otros (Rao, 1977) . El clevado namero de scmillas

T P las posibilidades de germinacion (Marden,

1990). En condiciones
naturales después de ser infectadas por el hongo es seguro que germinen (Arditti, 1982); sin

embargo, a causa del requerimiento del hongo simbionte, menos del 5%

de semillas
germinan en su ambicente natural (Rao, 1977)

L.a viabilidad de las semillas de orquideas s muy variable. Algunas la pierden a los
nucve mescs, y otras hasta 18 moeses (Arditti, 1967) E) almacenaje de las semillas durante
periodos prolongados  puede crcar lesiones celulares, ademids de que determina el
mantenmimicnto de la integridad molecular (Osborne, 1980). La viabilidad dc las scmillas
disminuye de acuerdo con su estado de madurez (Waces y Debergh, 1986) Ademas de que el

fenomieno de dormancia e estas semillas es comun (Arditti el 1981)

£l exito en la germinacion de laclia spoeciosa, puede estar relacionado con las
condiciones microambicentales L.a presencia de imanchones de liquenes sobre las ramas de los

arboles ofrecer un sitio favorable para la germinacion (Hernandez, 1992)
GERMINACION

1 proceso de germinacion, aunque con algunas diferencias, es similar entre la

mayoria de las orquideas (Arditti, 1992) Cabe mencionar que ©f crecimicento del embrién

solamente ocurre despuds de que la semilla ha sido infectada por el hongo, ¢l proceso de
germinacion seinicia con la absorcion de agua por ¢l embrion, éste se hincha y ensancha, sus
células se alargan, se vacuolan por 1o que el embridon asume una forma csférica (ctapa de

esferula pequeia), posteriormente estas células hacen presién constante con la testa la cual

sc estira y finalmente sc rompe, las células del embrién sintetizan clorofila, especialmente

en la region micropilar, se utliza el material alimenticio de la

scmilla y se inicia el
crecimiento, s¢ absorbe 1a mater

a1 organica del sustrato y se diferencian los arganos, se
desarrollan pclos absorbentes a partir de 1a cpidermis, a su vers se desarrolla una pequeila

papila hacia Ja basc (Shushan, 1959) Conforme csia estructura aumenta en tamafo sc forma
una masa globular de células (protocormo) con una depresion en su superticie superior. El
primordio foliar emerge a partir de esta depresion conforme ¢l protocormo continda su

desarrollo. Una segunda y una tercera hoja se forman precedidas por el desarrollio de la raiz,




s¢ forma clorofila en las hojas o cn otros Organos fotosintéticas y por ultimo la planta
madura y se desarrolla una inflorescencia  El tiempo requerido para cada uno de estos
eventos varia de acuerdo a las especies (Arditti, 1982; Bakcer ez al., 1987).

GERDMINACION SIMBIOTICA DE ORQUIDEAS

Cuando las primeras scmillas de orquideas germinan, y antes de que 1odos jos
patrones del metabolismo pucedan desarrollarse completamente y funcionar, cl crecimiento
y/o la diferenciacion de las plantulas puede estar imitada verdaderamente por la falta o
carencia de un componente en particular, los experimentos han dado indicios del papel que
tienen los carbohidratos en la fisiologia de las orquideas (Withner, 1974)

Los primeros estadios de germinacion, que corresponden a la degradacion de los
matcriales de reserva de naturaleza lipidica del embrion y a la aparicién de almidéon dentro de
las cdélulas basales del protocormio, se efectan espontancamente, mas la progresion ulterior
y la germinacion de las scmillas depende de la presencia de un hongo simbidtico en la
naturaleza, el cual aparentemente es del género Huzoctenna, por lo tanto 1a presencia del
hongo es esencial para la germinacion de los embriones, ya que provee a las semillas de

pa de protocormo, que es un

axucares simples y por lo tanto cstas pueden pasar a la ¢
érgano intermediario entre el proembrion y la plantula (Leroux eral, 1995)

El papel del hongo en la germinacion de las orquideas no fuc apreciado hasta 1899,
cuando Nocl Bernard descubrio su importancia En 1903, tratd de germinar semillas de
orquidea. Tanto ¢él, como Burgefl en 1909 (citados por Arditti, 1992) concluycron que un
hongo especifico era nccesario para la germinacion de las semillas de orquidea. Después de
este descubrimiento, se utilizé el concepto de germinacion simbidtica y varios investigadores
utilizaron cultivos puros del hongo para cultivar semillas /s visre (Arditti, 1992)

Entrc 1839 y 1921, anicamente se conocia el método simbiatico no e vitro para la
germinacion de las semillas.

A principios de 1920, Knudson demostro que el hongo cstaba convirtiendo el
almidén en azicar y que las semillas la utilizaban para la germinacion (Martinez, 1981).

Han existido muchas controversias, sobre la especificidad de la relacion orquidea-
hongo. Algunos autores especificamente de Knudson (1922) y Curtis (1939) (citados por

Dressler, 1981), sostuvieron que csa relacion no es especifica y que la simbiosis puede



formarse con diferentes hongos, y que éste ©s un parasito no io para el cr

de la orquidca.

Estudios mas recientes demuestran que cuando las  semillas  encuentran las
condiciones adecuadas tanto abioticas (Juz, temperatura, humedad) como bidticas (relacion
simbidtica)., pucden germinar. Asi mismo, ¢l hongo no so6lo es importante para la
germinacion sino tambidén o es durante el crecimiento de las plantulas, juveniles ¢ individuos
adultos, debido al intercambio de sustancias (Handley y Pegyg, 1989) En las orquideas las

hifas no forman una capa conspicua en torno a la raiz, sino que invaden las células de esta

stos hongos obticnen compucestos organicos a partir de las plantas asociadas y suministran
minerales, agua y azicares sencillos aprovechables por las orquideas (Scagel ef af [ 1987) El

hongo ayuda a mantener un rango favorable de acides para las semillas de las orquideas y

puermite el desarrollo de plintulas con un suministro  principalmente de  carbohidratos
(Withner, 1959) .
La germinacion de las semillas en orquideas en condiciones naturales es un proceso

extremadamente lento, que al carccer de tepdo de rescrva se vucelve dependiente del

hongo, el contacto con este, ocasiona la estimulacion necesaria para la germinacion

(Abraham y Vatsa 1981) El papel principal del hongo es nutrir al embrion hasta que la
plantula sea capaz de fotosintetizar carbohidratos (Leroux of arf., 1905)

El contacto con cl hongo provoca la infeccion de las semillas, normalmente esta
ocurre a traveés de las eclulas del suspensor, el contacto inicial entre el hongo simbionte y las

semillas se ha observado que es al azar, ya que hasta fa fecha no hay evidencias de un

exudado o sustancia sinilar que sca producida por las semillas de orquideas para que el
hongo se adhiera En la secucncia de la germinacion, las hifas del hongo primero penctran en
la cubiena de la semilla por medio de los microporos de la testa UUna vez dentro de la testa,

las hifas son atraidas a la region del suspensor, donde una o mas hifas penctran en las

de las células del suspensor y

parcdes de las células Iistas hifas se expanden a travé
penctran las paredes de las células corticales adyacentes Postenior a fa infeccion del cortex,
las hifas fongicas sc ramifican por todo ¢l citoplasma y forman haustorios La presencia de
haustorios cn un embrion ¢s la primera indicacion de una compatibitidad hongo/orquidea y

que la germinacion ha comenzado. Inmediatamente después de la formacion de los



haustorios en fas cédlulas corticales, las células meristematicas empiezan a di irse y crecer.

La estructura resultante recibe ¢l nombre de protocormo. Algunas de sus células epidérmicas
comicnzan a clongarse y sobresalen protuberancias que originaran rizoides del cuerpo del
protocormo. El protocormo continua aumentando en tamaio, antes de la emergencia de la
primera hoja de su apice y posteriormente se desarrolla la primera raiz. L.os protocormos de
muchas especies epifitas contienen clorofila (Clements, 1988)

Durante ¢l desarrollo del protocormeo, al continuar la germinacion, nucvos tipos de
células aparecen: Células internas, mas pequefas que las del cdrtex, se desarrollan y forman
una capa entre la epidermis y éste, al desarrollarse completamente, éstas células nuevas, que
forman cl cortex mas externo, son invadidas por las hifas iniciales del mismo. Externamente,
los rizoides se desarrollan a partir de la cpidermis y pucden reconocerse como células

clongadas individuales y, después como estructuras multicelulares mas complcejas. Las hifas
ides hasta el apice de cada uno

ue se originan del cortex externo infectan cstos niz
8

(Clements, 1988)
GERMINACION ASIMBIOTICA in
Las semillas de orquideas al no poseer cotiledon m endaspermo son heterdtrofas y

irro

por lo tanto incapaces de cfectuar la gluconcogéncsis para transformar los lipidos en
tan de un

azucares. Esto explica la necesidad, de porque las semillas de orquideas nece:
suplemento externo de carbohidratos para coantinuar su diferenciacion y crecimiento. Por lo
que al suplemeniarle una fuente externa de azGicares a las semillas se estimula en los
protocormos la organogéncsis (Leroux eral., 1995)

Knudson (1922) entre otros, investigd los factores que influyen en la germinacion de
ticos (citado por Baker ez al, 1987

las semillas en cl laboratorio empleando métodos asimbi

y Arditti, 1992)
El desarrollo de métodos de germinacion asimbiotica, para las semillas de orquideas,

captd la atenciéon de los investigadores al realizar experimentos para dcemostrar que la
funcion principal del hongo es proveer a estas scmillas una fuente de carbono. La adicion de
azucar y soluciones minerales utilizadas en el medio de cultivo por ¢l profcsor PfetTer (1845-

920), sirvieron de base para desarrollar otros medios tales como ¢l Knudson B, Knudson C

y el Vacin y Went, entre otros. Algunos dc cllos son Gtiles para cicrtos géneros y especics



que tienen requerimicntos especiales, mientras que otros son formulaciones simplificad.

cuales son convenicntes para la mayoria de las orquideas (Arditti, 1992)

Utilizando un medio basal adecuado, la germinacidon asimbiotica ésr vitro acorta el

tiempo de germinacion cn las semillas, en condiciones naturales algunas especies requieren
de tres a scis meses para germinar y mas de scis meses para cl desarrollo de las plantulas, sin
embargo en condiciones i vitro el embrion de la semilla se hinchan aproximadamente
después de los 18 dias y empicran a germinar aproximadamente después de 36 dias en

cultivo Despucs de cuatro meses de la germinacian, algunos protocormos pucden presentar

cerca de 10 brote
(Hoshi ¢ral , 1994)

v 30 raices, después de seis meses se desarrollan plantulas completas

Los investipadores en ¢! area mediante la gernminacion asimbiotica de las semillas, el

crecuniento de los protocormos v plantulas 721 virreo, han sido capaces de mejorar la tasa de

sobrevivencia por encima de la que prevalece en la naturaleza, obteniéndose miles de
plantulas a partir de una sola capsula (Penmingsteld, 1985)

Lainv

tigacion basica ¢n la germinacion asimbiotica i virro es importante, ya que,
Ia germinacion simbiotica de una especie rara o en peligro de extincion puede ser muy dificil
o ¢n algunos casos imposible, debido a la dificultad de descubrir, aislar e identificar a los

hongos simbiontes especificos (Clements 1988, Muir, 1987, Chu y Mudge, 1994)

DESARROLLQO DE PLANTULAS

Las plantas de las orquideas, de fa misma mancra que otras plantas con flores, deben
alcanzar la madurez antes de que puedan florecer Sin embargo, la informacion relacionada a
la duracion y fisiologia de ia juvenilidad en orquideas es escasa (Goh y Arditti, 1985) El

conocimiento del crecimiento y desarrolio de la orquidea es crucial para  cualquier

mecjoramiento realizado y para optimizar su productividad (Hew y Yong, 1994)

El proceso de desarrollo, aunque con algunas diferencias, es similar entre o mayoria
de las orquideas, por tal motivo, al no encontrar trabajos que nos mencionen como ocurre el
desarrollo en Laclis spectosa se recurrid al trabajo realizado por Shushan (1959), quicn

describe el

miento de las plantulas de Canle

«r x Trimos, la autora
encuentra que entre Jos cuatro y seis meses, éstas se han desarrollado completamente, es

decir, con hojas y raices. Una plantula con 5 hojas tiene 2 raices visibles y al final de los 12




meses las plantulas miden cerca de 1 a 2 centimetros de alto, con 6 a 7 hojas y 3 a 4 raices.
Después de doce meses de cultivo, las plantulas que ticnen una altura de 0.5 cm a 2 cm de
altura sc transfiecren del cultivo inn vitro a macetas que contengan musgo, las plantulas se
mantienen en el sustrato de 14-16 meses.

Durante este tiempo las plantulas tiecnen un desarrollo vaniado, una plantula que tiene
22 meses de edad crece de 0.7 a 8 cm, ticnen de 6 a 9 hojas, cn algunos casos una rama ya
s evidente, las plantas exhiben un crecimiento vigoroso, su talla se incrementa de 5 a 10 cm
y su primera rama mide de 45 a 17 cm, csto permite que las plantas sc transplanten
individualmente en macetas. A los 4 aifos de cdad la planta esta constituida de 4-5 ramas, a
los 4 12 & 5 afios la altura de las ramas ©s de 15-24 cm y los pscudobulbos miden de 4-5 cm
En cada rama sucede un crecimiento terminal determinado y es aqui donde se inicia Ia
produccion de flores. Los pscudobulbos incrementan su talla y surgen las raices adventicias
ad¢reas de los nudos basales de cada rama. A los 5 afos de edad la planta sc transfiere a una
macecta de 4% pulpadas y las ramas adicionales alcanzan una altura de 35 cm y los
pscudobulbos miden aproximadamente 17 cm; a esta edad es ya scguro que sc de la
produccion de flores

Decspués de la floracion una rama madura permancce cerca de 5 aios, por este
tiempo la fotosintesis dc las hojas se deticne, se vuclven amarillas y caen, ¢l tallo finalmente
se marchita. De esta manera, si cualquicra de las ramas produce dos nucvas ramas, pucden

separarse dos nucvas plantas cuando la rama original decaiga y mucra La plantas entonces
muestran un método vegetativo de reproduccion.

EFECTO DE CARBOHIDRATOS EN ORQUIDEAS

Los estudios sobre el cfecto de carbohidratos en la Familia Orchidaceae han recibido
limitada atencion, a pesar de que, las investigaciones iniciales s¢ remontan aproximadamente
hacia el siglo XV11

Jonh Lindley, supuso que el "salep” (una preparacion de suclo hecha con tubéreulos
de Orchis maculata) de (). maculata contenia cantidades sub 1

les de almidon. En 1844,
Schmidt aislo un azucar fermentable, que identificd como glucosa y que ademas la incluyd

en el grupo de los carbohidratos (citados por Arditti y Ermnst, 1984).



Knudson (1916) (citado por Martinez, 1981), demostré que la nutriciéon organica de
las plantas estaba influcnciada por azdGcares, los cuales a su vez determinan el erecimiento,
sugirié que la germinacion de semillas de orquidea podria ser obtenida con el uso de cicrtos
azucares

Knudson (1921, 1922) (citado por Arditti, 1982) realizd una investigacion partiendo
del hecho de que las micorrizas proveen a las orquideas de azicares solubles, gque en
concentraciones adecuadas, no  cstan disponibles naturalmente para las plantulas de

orquideas, ya que en el suclo, sc establece una co

f 1a entre los org:

Knudson fue ¢l primero en cultivar raices en forma aséptica, esto le permitid
investigar la secrecion y ¢l metabolismo de los carbohidratos, tales estudios lo condujeron a
1a realizacion de experimentos de germinacion asimbiotica de semillas de orquideas /1 vitro
(Ernst y Rodriguez, 19843)

En 1930, Quednow (citado por Arditti, 1982) reporté que la D-galactosa s
altamente toxica para las orquideas, pues este carbohidrato contiene oligosacaridos quc
inhiben la germinacion de la semilla y el desarrollo de las plantas cn proporcion directa a la
cantidad acumulada de galactosa en ¢l medio de cultive

Burgelt (1936) y Thomale (1954) (citados par Withner, 1959)insisticron en que la
combinacion dec  glucosa y fructosa fuce necesaria para la germinacion del  género
Papiuopedilum y otras orquideas terrestres De 1970-1971, Ernst establecié evidencias de
que las raices de las plantulas producen la invertasa extracelular que hidroliza la sacarosa, la
glucosa y la fructosa. Se encontro que la galactosa es la causante del rompimicento de la
membrana vacuolar y anormalidades de la cromatina citado por Ernst y Rodriguez (1984),
del mismo modo Withner (1974) reporta efectos taxicos de la galactosa; sobre plantulas
jovenes

Los carbohidratos naturales son una fucnte para la nutricion de plantulas de
orquideas;, s¢ ha confirmado que solamente las series D-azicares son utiles durante la
germinacion, particularmentce la fructosa, y también la xilosa. Withner (1974), observo que
los carbohidratos preferidos por varias cpifitas son cn el orden siguiente. glucosa, fructosa,

sacarosa, maltosa, manitol, galactosa y lactosa.



Las micorrizas de orquideas transportan los carbohidratos de manera inversa a otro
tipo de micorrizas, segin Smith (1969) (citado por Dijk, 1989), menciona que los azicares
son transportados desde el hongo hacia la orquidea hasta el estado de protocarmo,; en ctapas
posteriores de desarrollo el transporte pucde cesar Clements (1988) reportd que cuando la
orquidea s¢ cncuentra en cstado de protocormo la hifa penetra en los filamentos epidérmicos
desde las células corticales adyacentes y crece dentro del sustrato

Yates y Curtis en 1939 (citados por Withner,

sacarosa en la diferenciacion de

1959), cstudiaron el cfecto de la

es y brotes de plantulas de epifitas, encontraron que a
altas concentraciones de

acarosa (3-1 2-51 3 g/1) existe un crecimiento o6ptimo de 1a raiz
Sugineron que la relacion brote-raiz €s una respuesta directa de la concentracion del azocar
en la planta y que otros factores afectan esta relacion a través del metabolisino  dei
carbohidrato

La sacarosa es probablemente ¢l carbohidrato mas amphamente usado en cultivo de
tejidos vegetales, ya que reportes anteriores han confirmado que 1a sacarosa una fuente
aceptable de carbon, caracteristica que también ha sido reportada para maltasa y xelobiosa
Segin Millan y Davidson (1992), estos carbohidratos son capaces de mantencr y promover
el crecimicnto y desarrollo morfogenético de ciertas lineas celulares, Withner (1959) reporta
quc 1a sacarosa se ha empleado para la diferenciacion de raices y brotes de semillas de
orquidceas epifitas

EFECTO DE CARBOHIDRATOS EN Laclia

Existe un numero reducido de investigaciones sobre el cfecto de carbohidratos
durantc la germinacion y desarrollo en ¢l género Laelia. Arditti en 1992 cita que los
primeros reportes corresponden a Bernard (1909), relacionados con la’ capacidad de
germinacion de ¢ésta‘orquidea utilizando sacarosa y a Knudson (1922), quien obtiene Ia
germinacion asimbiotica de semillas de un hibrido de laeclia-Carntleya, con fa v

zacion de
azucares (glucosa y fructosa) en un mcdio nutritivo con sales minerales y extracto orginico.
No cs sino hasta después de cincuenta y siete afos, cuando lchihashi (1979),
estudio de la germi ion y cr

reporta el

o ¢n la pecie Lacla anceps, con cl efecto de
difcrentes medios nutritivos suplementados con 2% de sacarosa. En cl cual menciona que los



protocormos  desarrollaron hojas  a  las  nueve  semanas  de  cultivo,  obteniéndose
aproximadamente un 50% de germinacion

Lee y coluboradores (1982) llevan a cabo ¢l estudio sobre ¢l efecto de sacarosa en
semillas de Lacha briegers en diferentes medios nutritivos mencionandoe que ¢l crecimiento
optimo de las plantulas resulta ser con 3 y 4% de

sacarosa

Luna y Cosmes (1989) seportan ¢l desartollo ontogenico del embrion de L speciosa
utilizando dos medios nutritivos suplementados con diferente:

concentraciones de sacarosa,
obteniendo un micjor desascollo al utilizar 1 5246 de siacatosa

Valeancia (1992) repornta que el mayor crecimientao de los Organos vegetales de Lacla

speciows se oblienen en el medio

v Shoog adicionado con

NMusashig

»sa a una
concentraciaon de 75 o1

Sancato y Faia (1990) realizaron un expenmenta con plantulas de  Laclia

Cinnabar mia para obseevar ol clecto de vanios medios nutnitivos suplementados con 20 g/1 de
sacarosa v especularon que posiblemente Lercha crnmchbaring muestra una correlacion entre
la acumulacion de peso seao y la dispomibilidad de nutnientes 2 vitror

ASPECTOS GENERALES DE LAS ORQUIDEAS

Bl namero de especics por las cuales esta conformada 1a familia de las orquideas,
fluctua entre 17.900 y 35,000 especies de divtnibucion cosmopohta, ¢l auténtico toral
posiblemente nunca se sepa pero Hernandez (1992) estima éste namero en 35,000 especies
Muchos  autores NMarden  (1990)0 Strasburger v colaboradores (1J988)  y  Weier vy
de las

randes adaptaciones mortolagicas, tales como  formacion

colaboradores  (1983) consaderan a este grupo como el mas  avansado

monocotiledOneas, pues presenta

de polinias, diferenciacion tardia de ovulos, reducaion del gametofito temenino, v diferentes
formas de poliembrionia

Sc trata de plantas herbaceas tertestres, con mayor frecuencia epititas, se distrnibuyen

principalmente on los tr1opicos, con algunos g

NCros existentes en zonas templadas y frias
(Strasburges ¢f o/ . 1988) Piesenta dos diferentes hiabitos de crecimiento, ¢l simpodial v ¢l
monopodial, ¢} pranero se caractenza por presentar un tallo o pseudobulbo de crecimiento

definido, de la base del cual se origina un nucvo talla, el monopodial presenta un tallo de

crecimiento indefinido (Caneva, 1978) Los tallos; tienen de una a miuchas hojas, las cuales



son simples, paralclinervas, sésiles, alargad radicales o terminales, solitarias o en grupo;
generalmente de color verde (Cancva, 1978).

Las flores por lo regular son cpiginas, con simctria bilateral (Weberling, 1987), su
tamafo varia dec pocos milimctros a 25.5 cm de diametro (Orquideas, 1980) bi o tricolores,
fragantes o inodoras El perigonio csta integrado por dos verticilos, ¢l verticilo interno se ha
transformado en un labeio (Weier ef al., 1983), que va desde la superficie estigmaitica hasta
el ovario; sc caracteriza por presentar una consistencia cerosa  El polen se encuentra
limitado por masas largas Hamadas polinios, los cuales se adhieren al agente polinizador el
cuil los retirade fa flor (Larson, 198K)

De los estambres, solo son fértiles los das laterales del verticilo interno, algunos
pucden quedar en forma de estaminodios (estructuras no fertiles similares a estambres), cada
sace polinico o media antera posce formaciones accesorias, como cl pedicelo y el rostelo
(Weier of a/ | 1983), éste tsltuno esta situado en ¢l enveés de la columna, entre el casco de la
antera y la superficic estigmatica s una glandula formada en la punta del estilo y aparece
COMO una proyeccion puntiaguda entre ef estigma y ¢l casco de la antera (Larson, 1988)

El fiuto s una capsula dehiscente con muchas semillas diminutas, ¢! cual deriva de
un ovario infero, tricarpelar, generalmente untlocular, con una placentacion parictal, el fruto
esta dividido abajo de ta linca media de cada carpelo, las valvas estan conectadas por fibras
transversales (Dressler, 1981)

Las semillas pesan entre 0 3 y 6 3 microgramos, miden entre 200 y 560 micras de
largo por 80 a 129 micras de ancho (Arditti, 1992). Consisten de un embrion indiferenciado
(sin cotiledon, ni endospermo), diminuto y clipsoide, unido a una membrana delgada llamada
testa, por medio de varias fibras celulares, rodeado por un gran espacio de aire interior
(Arditti, 1967)

ASPECTOS GENERALES DE LA ESPECIE Laclia speciosa (H.B.K.)
SCIHLTR.

DESCRIPCION BOTANICA

L. speciosa s considerada como una de las plantas mis bellas de su géncro, ademas
de que representa a la especie tipo del género al que pertencce. Las plantas son cpifitas

perennes pequeilas de afinidad xerofila. Sus 6rganos de perennacién son los pscudobulbos,




éstos, sc caracterizan por ser homoblasticos, subglobosas a ovoides (de aproximadamente 6
cm de largo y 0.3-5 cm de diametro), estrechamente agrupados

Presentan una o raramente dos hojas terminales, lanceoladas, suculentas, coriaceas,
de 0.5-25 cm de longitud y 0 3-5 cnide ancho
B Yy

La inflorescencia es de tipo termunal (de 12 a 20 cm), expone de 1 a 2 flores que
miden 10-15 cm de diametro, de color ro

<laro hasta oscuro Los sépalos son
lanceolados y los pétalos son del doble de ancho, ¢l labelo es blanco y se halla en el centro
con lincas rojas. ol lobulo medio del labela es cas redondo de color rosa-lila, en los bordes
Cuando la flor ¢s pohituzada se constituye un fruto clipsoide

El habito de crcamiento es simpodial, compucsto por una sucesion  de brotes
similares (pseudobulbos)y, tos cuales se dividen en una segion basal-rizomatosa y una erecta

La primera region es de crecimiento mientras que la segunda s un tallo suculento engrosado

(figura 1) ] periodo de tloracion abarca de mayo a junio (Hernandez, 1992, Halbinger,
1993)

CLASIFICACION TANONOMICA

laclia specrssa es una de las prumeras orgquideas miexicanas citadas en la literatura
cicntitica. En NMeéxico, e¢s conoacida comunmente con los nombres de “flor de mayo”, “flor
grande”, “Thcuxochii”,

"Deantaza™, "Chichiltictepetzacuxochitt™

“itzamahua®™ v
(Hernandez, 1992, Hlalbinger, 1993)

Karl § Kunth, colaborador del Baraon Alexander Von Humboldt, en 1815, describio
a la planta como Blena speciosa En tanto que las botanicos mexicanos Pablo de la Llave y
Juan Lexarza, la describicron como Blena grandiflora en 1825, v 1 Lindley la describid
como Laclia majalis  Actualmente, esta orquidea es conocida como faclia spectosa. cuyo
nombre sc debe a Rudolf Schicchter cn 1914, (Halbinger, 1993)

La sistematica del género Jaelia ha sido revisada por Schlechter y entre muchas cs 1a

clasificacion mas importante, aunque en la actualidad esta no es muy aceptada. Schlechter,
ubica a fas especics de México y Centroamérica on tres secciones
1) Calolaclia, con Laclia superbicns.

2) [Eullaclia, con lacha speciosa



3) Podalaelia, con sicte especies: /.. albicda, I.. ps, L. lis, L. furfuracea,
L. I L. pech laris y I.. rub (Hialbinger, 1993).
Cronquist (1981) y Dressler (1993) prop la siguiente clasificacio omi

para la especic Laelia speciosa:
Reino: Vegcetal
Divisién: Spermatophyta
Subdivision: Angiospermae
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliidae
QOrden: Orchidales
Familia: Orchidaceac
Subfamilia: Epidendroideac
Tribu: Epidendreac

subtribu- Laecliinae

Géncera: Laclia
Especie: Laelia speciosa H.B K. Schitr.

i
i
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Figura 1. Planta complcta de Laelia speciosa mostrando  raie, pscudobulbo y flor ( tomado
de Halbinger, 1993)



MATERIAL ¥ METODO
RECOLECTA Y ALMACENAMIENTO DEL MATERIAL BIOLOGICO
Se utilizaron semillas de Laclia speciosa contenidas en capsulas de aproximadamente
10 meses de cdad colectadas en una comunidad de pino-encino ubicada en Coenembo,

Mich. 4an. Para el al i o de los frutos se siguid el método propuesto por Oliva y

Arditti (1984), éstos sc colocaron dentro de una bolsa de plastico, perfectamente cerrada y
etiquetada. Una vez en el laboratorio las ciapsulas se mantuvieron en un desecador con

cloruro de calcio anhidro como agente d y sc al ron en cl refrigerador a una

temperatura de 4° C.
Cuando se requirid el uso de semillas se recurrio al método propuesto por Arditti y

Ernst (1993), ¢l desccador se saco del refrigerador y se dejoé de dos a tres horas para que

1 ala peratura del bicnie; evitando que el agua del aire se condensara sobre las

semillas y, asi climinar 1a posibilidad de contaminaciéon por hongos y/o bacterias.

SEMILLAS

Prucba de Viabilidad

Para realizar la prueba de viabilidad se utilizaron semillas de dos frutos, de cada uno
sc tomaron 4 muestras de 100 semillas, y cada muestra s¢ coloed en un sobre de papel filtro
de 2x2 ¢m y se asegurd con una pinza mctalica. Posteriormente, sc colocd en un vaso de
precipitado, agregando una solucion de hipoclorito de sodio comercial (Clorox) al 6% v/v
(0.6% de cloro activo, esto es 10 ml de éste clorox comercial diluidos en 100 ml de agua
destilada) durante 5 minutos, pasado este tiecmpo sc decantd esta solucion y las semillas se
enjuagaron dos veces con agua destilada, después se remojaron en una solucién de 2,3,5
trifenil-tetrazolio (TTC) al 1% p/v durante 24 horas en la obscuridad; las semillas se
cubrieron totalmente con ¢sta solucion para que fa exposicion al colorante fuera uniforme.

Después de este ticimpo se decanto 1a solucidn y se abrieron los sobres para observar,
con la ayuda de un microscopio estercoscopio, las semillas coloreadas (viables) vy no

coloreadas (no viables) (Moreno, 1983)



Morfometria
La determinacion morfométrica de las semitlas se realizo al tomar ocho muestras de

semillas de cada uno de los frutos empleados con la prucha de viabilidad y fueron sometidas a

dos tratamientos, utilizando ¢l método propucsto por Waes y Debergh (1986)

El primero consistio en colocar dos muestras de semillas de cada uno de los frutos en
un vidrio de reloj, agregandoles una solucion de hipoclorito de sodio camercial (Clorox) al
6% v/v, dejandolas en esta solucion durante 5 minutos, posteriormente se realizaron tres
enjuagues con agua destilada para luego agregarles unas gotas de Verde Malaquita al 0.01%
p/v, mantenicadolas on exposicion a éste durante 10 y |5 minutos cada una de las muestras,
pasado este tiempo se decanto ¢ colorante y las semillas se depositaron en un portaobjetos,

climinar el exceso de colorante

agregandoles unas gotas de glicerol para
En el segundo tratamicnto s¢ siguiao ol procedimicnto anterior, exceptuando la

exposicion dec las semillas a la solucion de hipoclorito de sodio, es decir, se agregd

directamente el colorante
Una vez realizados los tratamientos, se observaron 90 semillas (de cada muestra) y sc

hiciecron mcdidas del largo y ancho de las semillas y del embrion con la ayuda de un
fotomicroscopio estereoscopio, previamente calibrado con un micrometro y equipado con
una lentilla graduada, para calcular el factor de calibracion (cuyo valor fue de 0.05128),

O a 30 aumentos, al igual que las mediciones correspondicntes para

dicha calibracion sc reali
realizar las mediciones del contorno del embrion y las semillas Se calculd el tamado

promedio del embrion y de las semillas de Laclia speciosa.

MEDIO DE CULTIVO
El medio nutritivo que se empleo fue ¢l Murashige-Skoog (MS), el cual se mancjo en

dos modalidadcs:
1.- Preparado con rcactivos analiticos en ¢l laboratorio.
2 - Una mezcla comercial de sales basicas marca Sigma.

1 aron con sust. ias or i y agar como agente gelificante

Ambos se sup

(Cuadro 1 del anexo).
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El pH del mcdio se ajustd a 5.7, con la ayuda de un potencidmetro digital, u rando
soluciones IN de IICl o de NaOH segun sc requiricra (Manzanares, 1987). Una vez
preparado el medio de cultivo se vaciaron 15 ml en tubos de ensaye, los que se esterilizaron
en autoclave a una tempcratura de 121°C y a una atmodsfera de presion durante 15 minutos;

que cs ¢l método propucesto por (Han y Stephens, 1992; Leifent er al,, 1992).

PRUEBA DE DESINFESTACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Para la desinfestacion se tomd una mucestra al azar de scmillas de Laclia speciosa y
se colocd en sobres de papel filtro de 2x2 cm, los que se ascguraron con una pinza metalica,
posteriormente, los sobres se colocaron en un vaso de precipitado que contenia una solucion
de ctanol al 70%, durante un lapso de 10 minutos para posteriormente decantar, después sc
le agregd a las semillas una solucién de hipoclorito de sodio comercial (Clorox) al 6.0% viv
% como agente desinfestante adicionandole detergente al 0.05% p/v para romper la tension
supcerficial, éstc método es el propucsto por Manzanares (1987), las semillas se dcjaron en
ésta solucion a diferentes tiempos de exposicion (5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos), cada
tratamiento con tres repeticiones, posteriormente se decantd y se realizaron tres enjuagues
con agua destilada estéril

Pasado ¢l tiempo de exposicion al desinfestante y ¢l de los testigos (tratados con
agua destilada) los sobres que contenian las semallas se sembraron en tubos con ¢l medio MS
comercial, adicionado con 30 g/l de sacarosa y 10 g/l de Agar Bioxon bajo condiciones
asépticas en una campana de flujo laminar, cuidando que las semillas quedaran al descubierto

y cerciorandose de que ¢l papel estuvicra en contacto con el medio (Arditti, 1990, Larson,

1988). Los tubos fucron sellados con papel plastico autoadherente y al tercer dia de
efectuada la sicmbra sc registro la contaminacion producida por hongos y/o bacterias

seiialando ¢l lugar en el que se presenta

SIEMBRA
Antes de realizar la siembra, ol material biologico se¢ desinfesto, y cristaleria e

instrumental sc¢ cster

izaron, todas las superficies de la campana de flujo laminar se

limpiaron perfectamente con una solucién de etanol al 70% y se dieron dos 1 heros

21




Bunsen para brindar un arca totalmente aséptica Posteriormente se colocaron en dicha arca
todos aquellos materiales que sc requirieron para realizar la siembra (frascos, tubos, cajas de
Petri, paquetes de semillas, pinzas de punta roma)
Cada sobre con scmillas se sujeté con la ayuda de dos pinzas previamente
esterilizadas (flameadas con ctanol y frias) y se les retird la pinza mctalica para colocarlo
dentro del tubo de ensayo sobre el medio de cultivo, cuidando que las semillas quedaran al

descubierto y cereiorindose de que el papel estuvicra en contacto con el medio (Arditti,
1990; Larson, 1988)

CONDICIONES DE INCUBACION

Durante la fase de incubacién, se utilizo ¢l método sugerido por KolefT (1988); él

cual consiste en Hevar los tubos de ensayo a una sala de incubacion con luz blanca y
Nuor con una i idad tumi

de 4670 L.ux (4 focos dec 75 W ) y se mantuvo un
fotopcriodo de 16 horas de luz por 8 de obscuridad a una temperatura de 25 £2° C.

GERMINACION
i) Efecto de 1a Exposicidn al Desinfestante

Los tratamicntos emplecados en la prucba de desinfestacién que no presentaron

contaminacidn sc mantuvicron en cultivo ¥y a los 14 dias se evalud cl porcentaje de

germinacion (semiflas hinchadas, amarillas y verdes) asi como l1a viabilidad de las semillas de
manera directa A cstos resultados se les aplicé un analisis de varianza (ANDEVA)
unifactorial con un intervalo de confianza de 0.05% factor, para determinar ¢l mcjor ticmpo
de exposicion al desinfestante

ii) Efecto de los Carbohidratos

Una scgunda prucba de germinacion consistié en sembrar semillas en el medio de
cultive MS preparado (Cuadro 1 del anexo) suplementado con diferentes tipos y
concentraciones de carbohidratos (Cuadro 2 del ancxo)

Para ello sc tomaron 100 semillas con tres repeticiones para cada tratamiento y se
colocaron en sobres de papel filtro asegurandolos con una pinza metalica, posteriormente se

desinfestaron utilizando ¢l mejor tiempo de desinfestacian resultante en dicha prucba, se
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d 6 el desi ante y sc reali on tres cnjuagues con agua destilada estéril y sc

tomaron los sobres con unas pinzas previamente esterilizadas para retirar la pinza metalica;
cada sobre sc colocd en un tubo de ensayo con medio de cultivo.
Para la cvaluacién dc esta prueba, se observo quc las scmillas tuviceran la siguiente

apariencia: que estuvicran hinchadas amarillas y/o de color verde (proceso de imbibicidon de

agua por las semillas), o incluso cuando ya sc hubieran cstablecido como pld I
(constituidas por hojas verdaderas y con una a dos raices)
El porcentaje de germinacion se evalud cada 7 dias después de realizada la siembra

hasta completar 63 dias. A los resultados obtenidos se les aplicd un (ANDEVA)

multifactorial, con un intervalo de confianza de 0 05%

INDICE DE DESARROLLO DURANTE LA GERMINACION.

Para evaluar los estadios de desarrollo de las semillas durante la germinacion se
realizaron observaciones cada 7 dias durante 63 dias, iniciando a los sicte dias de realizada la
siembra.

A los cstadios de desarrollo del embrion, durante la germinacion i visro, se le asignéd
un valor correspondiente a cada fase de desarrollo (Cuadro 3 y figura 2 del anexo)

El indice de desarrollo (1 de D) se calculd para cada repcticion, siguicndo el
método sugerido por Pritchard (1989) ¢l cual consiste en: multiplicar ¢l namero de semillas
que sc encontraban en una fase de desarrollo determinado, por cien y dividiendo entre cl
namero total de semillas; este resultado se multiplico por el valor correspondicnte a dicha
fasc de desarrollo y se sumaron cada uno de los valores abtenidos para las diferentes fases;
esto s¢ hizo con la finalidad de seguir cuantitativamente el desarrollo normal de las semillas y
por lo tanto los resultados pueden facilmente sujetarse a un analisis de varianza

Sec realizé un ANDEVA multifactorial, con un intervalo de confianza de 0.05%, a los
1. de D. de cada observacion para determinar ol cfecto del tipo y concentracion del
carbohidrato sabre ¢l desarrollo del embrion durante ¢l proceso de la germinacion.

CRECIMIENTO Y DESARROLIL.O -»

Las plantulas obtenidas de la germinacion asimbiotica, con al menos una raiz y hojas

verdaderas, se emplcearon para evaluar su crecimicnto y desarrollo. Para esto sc utilizaron las
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dos modalidades del medio MS (cuadro | dcl anexo) y los tratamientos con carbohidratos
(Cuadro 2 dcl anexo), sc considerd una mucstra aleatoria de 15 plantulas con una repeticiéon
(30 plantulas en total) para cada tratamiento

Después de los tres meses se cvaluaron los siguientes parametros: altura de la
plantula, nimero de raices, longitud de la raiz mas larga y namero de brotes

A los datos obtenidos se les aplicd un ANDEVA de factorial maltiple con un
intervalo de confianza de 0.05%, para camparar la efectividad de los medios nutritivos
{comercial y preparado), del tipo y concentracion del carbohidrato sobre el crecimiento y

desarrollo de las plantulas de Laelia speciosa
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

VIABILIDAD

Esta prucba permite estimar en una forma rapida la condicién biolégica dc las
semillas, Es también cs Gtil para ¢l analisis de semilla latente, asi como para complementar
los datos obtenidos en una prucba de germinacion

La prucba de viabilidad esta basada en la actividad enzimitica de la parte embrionaria
de las scmillas. Sc pucde demostrar mediante ¢l uso del reactivo denominado tetrazolio
(2,3,5 trifenil-tetrazolio) (TTC). este producto es un indicador de éxido-reduccidn que en
contacto con el tejido vivo se reduce a un pigmento rojizo (Association of Official Sced
Cenifying Agencies Certification Handbook, 1971)

La actividad de los sistemas enzimaticos decrece paralelamente con la viabilidad de
las semillas; por lo tanto una coloracion rojo-intenso es indicadora de la presencia de células
vivas del embrion En cambio, ta falta de coloracion o coloracion rosa-palido son
indicadoras de 1a mucrte o poca viabilidad de las células embrionarias (Moreno, 1984)

En los resultados el fruto 1 presento un porcentaje de viabilidad de 55% en tanto que
el fruto 2 presentd un porcentaje de viabilidad de 76%, por lo que para las prucbas de
desinfestacion y germinacidn se utilizaron las semillas del fruto 2

La viabilidad se evalaa como ¢l porcentaje de semitlas o embriones coloreados que
reaccionan con ¢l TTC. Las diferencias en ¢l porcentaje de embriones tedidos se deben a las

var de perr

fad que tienen las semillas Después del remojo en agua, las
semillas revestidas se vuelven penmeables a los nutrientes y al agua (Waes y Deberg, 1986)
Se sabe que el hipoclorito climina la suberina ¢n los tegumentos y que la testa es
degradada por alcalizacion y oxidacion, de esta manera sc incrementa la difusion y la
permeabilidad por el agua. Trabajos preliminares, revelan que el TTC no puede ser aplicado

dir cnte a las

éstas deben de remojarse en agua y posteriormente desinfectarse
con hipoclorito de sodio; ya que esto permite una mayor permeabilidad de las semillas al
colorante y por lo tanto aumenta ¢l porcentaje de embriones teilidos Por lo que se sugiere
que las semillas permanezcan mas tiempo en el agua, hipoclorito y posteriormente en ¢l

TTC. Kano en 1968 (citado por Hoshi ¢7 af.. 1994) comenta que la desinfestacion en una
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soluciéon de NaClO por un largo periodo de ticmpo ha demostrado que incrementa la
geminacion de semillas de orquidea

Por tal motivo Laclia speciosa al poscer semillas que ticnen una testa que s poco
permeable al agua (revestidas) las cuales sc remojaron en agua y se trataron con hipoclorito
con un buen periodo de tiempo, exhibid un alte porcentaje de embriones coloreados,. El uso
de un agente desinfestante y e TTC asi como el mantener las scrnillas en este por 24 horas
resultd efectivo para cvaluar la viabilidad dc las semillas de ésta especie

Con respecto al tiempo de duracion en el TTC existen reportes los cuales mencionan

que ¢l tiempo cn éste no es un factor determinante en ¢l porcentaje de embriones

colorcados; St-Amauld y colaboradores (1992) menciona que no hay una diferencia de
viabilidad entre las 48 y 96 horas

Sin embargo, la prucba del tetrazoho no es inlalble, ya que existen circunstancias en
las quc aparentemcente las semillas viables no germinan (y esto se debe a que algunas
semillas, como las de orquideas presentan latencia), por 1o que existe ¢) método directo para
medir la viabilidad de las semillas basado en el porcentaje de germuinacion (Waes y Debergh,
1986), ademas de que existen muchos otros factores que determinan el que una semillas sea

viable 0 no, por ejemplo, Shoushtari (1993), encuentsa que la viabididad depende de la

especie, la edad de ¢sta y el tiempo de almacenaje y que los tiempos prolongados de
almacenaje puede crear lesiones celulares, ademas de que esto determina el mantenimiento
de la integridad celular y molecular (Osborne, 1980, Seaton y Hailes, 1989)

Aunque los resultados muestran que hay un alto porcentaje de viabilidad (76%),
existen reportes, Waes y Debergh, (1986), Hoshi y colaboradores (1993), los cuales
mencionan que las semillas de orquideas son muy poco viables, y es por esto que no se
desarrollan métodos de propagacion de orquideas debido a la poca viabilidad de las mismas.

MORFOMETRIA DE LA SEMILLA Y EL EMBRION

La morfometria de la semilla y el embrion puede aportar datos importantes para la
ubicacién taxonémica de una especie, aunque es importante remarcar que pucden ocurrir
variaciones importantes en estas medidas a nivel dc género y especie debido a las

condiciones ambicntales (Chase y Pippen, 1990).
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Dressler (1993) engloba la estructura de las scmillas del género Laclia dentro de las
estructuras de las scmillas del tipo Fpidendrum o variantes cn mas géncros con cl tipo
Pleurothallis, como en la mayoria de las semillas de orquidea las del tipo Fpidendrum son
de oblongas a alargadas, como polvo, miden de 0.5-1.0 mm de longitud y generalmente son

de color amarillo palido. Las di

de las illas de Laclia speciasa cacn dentro de

los rangos establccidos por este autor, ya que en pr dio las dim q de las ill

del fruto | y cl fruto 2 fucron de 0.53 y 0.57 mm dc largo y de 0 17 y 0.18 mm de ancho
respectivamente (cuadro 1). Aunque Dressler no menciona caracteristicas sobre ¢l embrién,
las medidas morfométricas del embrién de las semiltas de dichos frutos fucron de 0.33 y 0.34

mmde largo y de 0. 12 y 0.13 mm de ancho

Cuadro 1. Tamado Promedio de 1as Semillas de Laclia speciosa (11.B_.K.) Schitr.

MEDIA SEMILLA EMBRION

Largo (mm) Ancho (mm) Larpo (mm) | Anche (mm)
FRUTO 1 0.5343 0. 1658 0.3239 I 0.1156
FRUTO 2 0.5783 1814 03418 l O.1285

En general, esto coincide con varios autores (Arditti, 1967, 1992, jlarrison y Arditti,
1978, Abraham y Vatsala, 1988, Strasburger ¢r o/, 1988) en cuanto a que las scmillas de
ésta especie son de una estructura muy simple, son pequciisimas, la testa es ligera,
transparente y reticulada, de color amarillo y esta ocupada por espacios de aire; y ya que las
observaciones realizadas en este trabajo son de cariacter externo sc sugicre que para una
informacion mas detallada y completa se recurra a otro método mas especifico para realizar
la obscrvacion ultraestructural tanto del embridn asi como de las semillas de lLaelia
speciosa.

DESINFESTACION

a) Efecto del tiempo de exposicion al Desinfestante

Las semillas de las orquidcas, p | ser las en la superficie T esporas
q pel P

de bongos o bacterias cuando se les expone a el airc atmosférico. Para la desinfestacién de
las semillas es necesario utilizar una técnica donde sc emplec un buen agente desinfestante
(Abraham y Vatsala, 1981).
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desinfestacion de las millas  disminuye ¢l riesgo  de

Por igui la
contaminacién por microor i tas
contaminacién (cuadro 2), mientras que en las tratadas con agua destilada estéril hubo

il cxpucstas al hipoclorito no presentaron

proliferacién principal de h (cuadro 3)

Cuadro 2. Evaluacién de la Desinfestacion de Semillas de J.aelia speciosa (H. B, K.)
Schiltr., { Tratamicnto con NaClO)

Ticmpa de HONGOS BACTERIAS
e i NaClo
SIP S/IMS SIS S7P SIMS SIS
5° - - - - - -
10° - - - - N -
157 - - - - - -
20° - - < - - -
I 35 - - - - - -
30° - - - - - -
P (Comianunacron woiwe <l paret) NRIN(C mcdwe ol mmeddon s o TR (C b e semiiany

(=) Contanunacion suscite

El hipoclorito de sodio al 6 0% y ¢l tiecmpo de exposicion no parecen ser toxicos para

las semillas de laclia speciosa. l.os resultados muestran que el hipoclorito de sodio
realmente es cfectivo para [a desinfestacion de las semillas.
Por lo tanto, es recomendable la utilizacion previa de un agente desinfestante para

disminuir el riesgo de contaminacion, ya que en los tratamientos donde se empled éste no

hubo presencia de hongos.

tas de Laclia speciosa (11. B. K.)
il (Testigo).

Cuadro 3. Evaluacion de Ia Desinfestacion de Ser
Schitr.,, Tratadas con H;O Destilada Es

Ticmpo de HONGOS DBACTERIAS

exposicion H;O

Vd
<
‘a

S/IMS S/ s SIMS

5
10°
15
20°
258°
30°
() Comtannnacen promcme
() Comtaminacion suscrie

+|eleeftle (8
,
,
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Aunque algunos autores (Waes y Dcbergh, 1986) reportan que el exponer las
semillas a altas concentraciones (6-10%) y durante tiempos prolongados (5-30 minutos) al
hipoclorito de sodio dafia la testa y el embrion de las semillas de orquideas, sin embargo, los
resultados de esta investigacion muestran que para las semillas de Laelia speciosa no resulta
téxico y esto concuerda con varios autores (Yanagawa ef al., 1995, Tsutsui y Tomita, 1990;

Emst, 1967; Hoshi er al., 1994; Anderson, 1991 y Zettler e al., 1995), quienes han probado

el hipoclorito de sodio como ag desi ante para illas de orquideca a diferentes

concentraciones que van desde 0.1 hasta 14%, a diferentes tiempos de exposicion; sus
resultados demuestran que no es taxico y al contrario ayuda a que las semillas queden libres
de agentes patogenos y por lo tanto se puedan utilizar para realizar una propagacion exitosa
de ésta especic

b) Efecto Sobre la Germinacion

El anilisis estadistico demuestra que en los ticmpos de S, 25 y 30 minutos la
germinacion de las semillas es mayor y diferente que en los tiempos de 15 y 20 minutos, sin

embargo en el tiempo de 10 minutos la germinacion de las semillas de Larlia speciosa

P asacld festante es igual a todas las concentraci antes i das (grafica
1.

Aunquc cxisten diferencias significativas (ps0.05) en la germinacion a difcrentes
tiemp de exposicién al desinfestante, se observa que cn general, las scmillas rebasan el
80% de germinacion, esto sugiere que cl ag desinfe e real c ayuda a que sc
incr la germi ion cn semillas de Laelia speciosa(grafica 1), porque éste ocasiona

gue se elimine la suberina y que la testa sc degrade por oxidacion, de esta forma la difusion y
la permecabilidad por cl agua cn las semillas sc incrementa.

Por lo que se sugicre quc se utilice un agente desinfestante para promover la
germinacion y que ésta sc tome como una medida directa para calcular la viabilidad, ya que
vemos que aunque en ¢l fruto 2 se obtiene mcenos viabilidad (76%) hay mayor porcentaje de
semillas germinadas (de 80 al 100%%) lo cual es indicativo que el uso del TTC no es un
método confiable para medir la viabilidad dc las semillas de Laelia speciosa, por presentar
inconveniencias, en semillas que tiencen problemas de permeabilidad es muy dificil que éste

penetre a través de Ia testa y por lo tanto la coloracién del embrion es poca o nula.
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Las semillas que se cultivan en un medio nutritivo o esterilizadas con hipoclorito de
sodio por largos pecriodos de tiempo aumentan su germinacion (St-Arnauld er al., 1992);
también Lin y colaboradores (1994), mencionan que en semillas de Blerilla formosana
pretratadas con perdxido de hidrogeno al 3% por 5 minutos aumentan su tasa de
germinacion por arriba de un 98%.

En los resultados se puede apreciar que al poncer a remojar en agua y en una solucion
desinfestante las semillas revestidas de Laclia speciosa se vuclven permeables al agua y a
otros nutrientes, y la presion osmotica generada por la concentracion del medio pucde
modificar la permeabilidad de las semillas y por lo tanto aumentar el porcentaje de
germinacién en un medio quc contiene nutrientes y sacarosa, comparado con el porcentaje
que ggermina cn su ambiente natural, ya que segun Rao (1977) cn 1a naturaleza solamente
germina ¢l 5% de todas las semillas provenientes de una ciapsula., lo cual quiere decir que las

diferentes concentraciones utilizadas cn éste trabajo no ticnen efectos toxicos para las
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semillas, pero esto no significa que en caso de una germinacion pobre de las semillas estas
no scan viables ya que ellas pucden verse afectadas por latencia (St-Arnauld er al., 1992).
Rubluo y colaboradores (1989), Waes y Dcbergh (1986) mencionan que las

difercncias en la madurcz de las semillas, caracteristicas intsi de las i

P .

condiciones ambicntales de cultivo y compaosicion del medio de cultivo son algunos factores
frecuentemente involucrados y que influencian el grado de éxito en los procesos de
germinacion de las semillas de orquideas, o que simplemente cllas ticnen un requerimiento
mayor por otros factores

Las semillas pueden germinar asimbidticamente pero no sicmpre lo hacen, esto sc
debe quiza a las condiciones de almacenamicento, condiciones ccologicas asi como a su
grado de madurez o a la variacion de las condiciones de cultivo (Anderson, 1991). Existen
reportes, como ¢l de Hoshi er al,, (1994) en el cual sc reporta que las semillas de

Cypripedium japornicum mucestran relativamente un alto porcentaje de germinacion (65.4%),

pero por lo gencral hay una baja viabilidad y germi iOn en éstas y esto puede atribuirse al
uso de semillas inmaduras (100 dias de edad)

EFECTO DE LOS CARBOHIDRATOS
1) Influencia del Tipo de Carbohidrato Sobre la Germinaciéon
A los 7 dias dc iniciado el cultivo no hubo diferencias significativas (p=0.05),

disti € en ni

guno de los tres carbohidratos las illas pr aron germi io
(grafica 2).

A los 14 y 21 dias de cultivo, en la glucosa se alcanza entre un 89-91% resultando
mayor y significativamente diferente a los porcentajes de germinacion obtenidos en sacarosa
y fructosa. Sin embargo, a partir de los 28 dias y hasta los 63 dias de cultivo los porcentajes

de germinacion obtenidos en glucosa y sacarosa son iguales estadisti b

e, cn

tipos de carbohidratos se alcanzd un 95% de germinacion siendo mayores y diferentes
estadisticamente a la fructosa en la cual sélo se llegd a un 85% (grafica 2)
Estos resultados concuerdan con Arditti (1992), Levi y Sink (1992);, Whitner (1974)

quicnes mencionan que en la sacarosa la tasa de germinacion es mas alta que en glucosa y
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fructosa y en cfecto esto se cumple en los resultados de esta investigacion ya que a menor
tiempo la glucosa promueve mas la germinacidn y a mayor ticinpo lo hace 1a sacarosa.

Sc pucde asegurar Qque la germinacién ocurre con cualquier carbohidrato utilizado,
pero existe una diferencia cuantitativa en la respucsta asociada con €s1os y su concentracion,
con el medio y algo muy importante es la especic con la cual se trabaja

Arditti (1992) reporta que la mayoria de cspecies de orquideas germinan y crecen
mcjor en fructosa y glucosa, lo que sugiere quce 1al vez a mayor ticmpo de cultivo los 3
carbohidratos se comportarian igual estadisticamente, ya que al paso del tiempo la sacarosa

NFLUENCIA DEL TIPO DE CARBOBIDRATO SOBRE LA

GRAFICA 2
GERMINACION DE Laclia s
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-e- Glucosa

—— t - — 1

35 42 49 56 63
Tiempo (Dias)

No exisicn difemencias significatvias on 1os villores acircados con Ly nesana lein (p=0.03)

es estadisticamente igual a la glucosa, coincidicndo con Mezzetti y colaboradores (1991)
quienes reportan que cn el balance de los tres carbohidratos en ¢l sistema medio-explante la
utilizacién de estos continua en todo el periodo de cultivo

Sc observa en general, que la germinacion de /.. speciosa obtenida on sacarosa
glucosa y fructosa a los 63 dias en este estudio es alta (85-95%), comparada con ¢l estudio

que realizaron Zctiler y Mclnnis (1993) en <l cual reportan que las semillas de todos los
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de P, hera imtegrilabia germinaron a los 50 dias en un medio asimbidtico y

obtuvicron una tasa dc germinacion alta (32 8 a 54.4%), pero esta tasa de germinacion
dependié del tiempo y del carbohidrato utilizado, lo cual nuevamente concuerda con

nuestros resultados pucsto que ¢l alto porcentaje de germinacion obtenida en L. speciosa
dependié del carbohidrato uti

zado asi como de su concentracion (grafica 2).

La germinacion de las semillas de L. apeciosa se dio en un periodo corto (14 dias) y
como se menciond anteriormente se¢ obtuvo una germinacion hasta los 63 dias en los 3
carbohidratos, por arriba dcl 80%, sin embargo, ¢n otras especics este proceso es mis lento,
para citar un cjemplo, los embriones de semillas de Cypripedinm acaule de 60 dias de edad
empiczan a hincharse después de 18 dias y después de 4 meses, ¢l 15 3% de las semillas
Berminaron La germinacion de las semillas en un medio asimbidtico empezo después de 3
meses de cultivo y solo el 3 4% germinaron despuds de los 6 meses (St-Arnaud ez al., 1992)

Aunque los tres tipos de carbohidratos estan promaviendo la germinacion de las
semillas, con un solo carbohidrato. ¢n este caso la sacarosa, se obscrva mayor y mecjor
estimulo para ¢l embrion y se pueden alcanzar porcentajes de germinacion hasta del 100%,
lo cual concucrda con Hernandes (1992) quién comenta que en campo, cl porcentaje de
germinacion es muy bajo (4 B y 2,2%%) y en cambio en el laboratorio en condiciones 1 vitro
el porcentaje de germinacion es cercano al 100% (grafica 2), pero €sto no sugicre que la
glucosa y la fructosa resulten toxicos para las semillas, solo podetnos asegurar Que existe
una respuesta diferente para cada carbohidrato y que, la sacarosa, glucosa y fructosa son
excelentes fucnte de energia para Laelia speciosa, los cuales promueven la germinacion.

2) Influencia de la Concentracion de los Carbohidratos Sobre la Germinacion

A los 7 dias de que sc inicio ¢l cultivo, 1as semillas de /.. speciosa permanccieron sin
germinar (grafica 3).

A partir de los 14 dias de cultivo los porcentajes de germinacion obtenidos en las
concentraciones de 3 y 5% son iguales cntre si y diferentes a las demias concentraciones,
mientras que en la concentracion de 1% es mayor (79%) y significativamente diferentc a las
concentraciones de 7 y 10% (gratica 3) )

A los 21 dias de cultivo ¢l porcentaje de germinaciéon obtenido en la concentracion

dec 10% es igual a la de 7%, pero menor (63%) y estadisticamente diferente a las demas
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concentraciones, micntras que cn la concentracidn de 5% déste es mayor (94%) y
estadisticamente diferente a las concentraciones de 7 y 10% (grafica 3)

A los 28 dias de cultivo ¢l porcentaje de germinacién obtenido en la concentracion
de 3% cs cstadisticamente igual que en todas las demais concentracionces, micntras quc en la

concentracion de 5% éste porcentaje ¢s mayor (94%) y estadisticamente diferente a todas las

demas concentraciones (grafica 3)

IA DE LA CONCENTRACION DE LOS CARBOINIDRATOS
SOBRE LA CERMINACION DFE Lacliu specinsa

GRAFICA 3. INFLUEN
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A los 35 dias de cultivo los porcentajes de germinacion obtenidos en las
concentraciones de | y 3% son iguales que en todas las demas concentraciones, y cn la
concentracion del 5% éste porcentaje aumenta (95%) y es diferente ostadisticamente que ¢l
obtenidos en las concentraciones de 7 y 10% (grafica 3)

A los 42 y hasta los 63 dias de cultivo los porcentajes de germinacion resultan ser
iguales estadisticamente en todos los tratamientos; sin embargo, en las concentraciones de 7
y 10% sc obtienc cerca del 90% de germinacion y en concentraciones de 1, 3 y 5% se

obtiene entre un 91 y 97% (grafica 3)
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Podemos observar que concentraciones altas y bajas de los carbohidratos no resultan
scr toxicas para la germinacién de las semillas de /.. speciosa.

A partir de los 21 dias, siecmpre a concentracion de 5% sc obtiene el mayor
porcentaje de germinacién, sin embargo al paso del tiempo podemos ver que en todas las
concentraciones los porcentajes de germinacion son altos (grafica 3).

Por lo que podemos cstar scguros que con altas concentraciones de carbohidratos (7
y 10%) hay menor porcentaje de germinacion y que a bajas concentraciones de éstos (1, 3 y
5%) existe mayor porcentaje de germinacion y por consiguicnte estas concentraciones
estimulan la germinacion de las semillas de Lo speciosa, sin embargo sc cita (Rubluo e al.,
1989) que altas concentraciones de sacarosa (4%) reducen la germinacion cn Betlia urbana
¥ que también existe un cfecto osmotico con sacarosa y una reduccion del crecimiento a
altas concentraciones de este mismo carbohidrato al 5%

Se puede observar, que las semillas de /.. speciosa inician la germinacidn en poco
tiempo (14 dias) y que 1a tasa de germinacion es alta (49 al 79%) (grafica 3) comparada con
otras especics, ya que como reportan Zecttler 'y Mclnnis (1992) para las semillas de
Platanthera. pucgrilabia, las cuales germinaron a los 50 dias en un medio asimbiatico y se
obtuvo una tasa de germinacion alta (32 8 a 54.4%), pero ésta dependid del tiempo y del
carbohidrato utilizado

Sin embargo, hay especies las cuales sus semillas germinan en corno tiempo (un mes),
pero aunque la germinacion ocurre cn todas las condiciones hay una diferencia cuantitativa
en la respuesta a asociada con ¢l medio, ¢l tipo de carbohidrato y 1a concentracidon de este

(Rubluo er a., 1989).

Por 1o 1anto podemos ver que las concentra,

quc sc jaron, no resultan ser
toxicas para las semillas de Laclia speciosa, sin embargo para muchas otras especics estas
concentracionces si parecen scrlo, ya que la acumulacion de los productos toxicos depende de
la concentracion del carbohidrato (Scott y Lyne, 1994)

La composicion del medio también tiecne una influencia marcada en el
comportamiento dc las semillas para que se

nicie la germinacion, Tremblay y Tremblay
(1991) mencionan, que una concentracion del 6% de sacarosa es éptima para ¢l desarrollo

de las semillas y que la sacarosa, glucosa y fructosa a difcrentes concentraciones en los
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diferentes tratamientos muestran patrones gencrales de respuesta para ambas especics (ficcea
mariana (Mill) y Picea rubens Sarg.), tal y como sucede en los resultados obtenidus cn

Laclia speciosa en éste trabajo al final de los 63 dias dec cultivo.

En el indice de Desarrollo (I. de D)

3) InNluencia del tipo de carbohidrato sobre el indice de desarrolto

Los analisis de varianza realizados para cada tiempo de observacidn muestran que a
los 7 dias de iniciado el cullivo no hay diferencias significativas, todas las semillas se
encontraban intactas, sin germinar (grafica 4).

GRAFICA 4. INFLUENC1A DEL TIPO DE CARBOHIDRATO SOBRE EL INDICE DE
DESARROLLO DE Laclia speciosa
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A partir de los 14 y 21 dias de cultivo la mayoria de las semillas ¢stan notablemente
hinchadas, de color amarillo o verde (estadio 11) en todos los tratamientos con los tres
carbohidratos; los indices obtenidos en la sacarosa y fructosa son iguales estadisticamentc y
diferentes al de la glucosa, sin cimbargo en este carbohidrato se observa el mayor indice de

desarrollo (189-192), en tanto que ¢l menor sc obtiene en la fructosa (148-173), por lo que
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g 4 apid
mas rap al

podemos obscrvar que en glucosa las semillas estan di
estimulo cnergético que les esta proporcionando éste carbohidrato y por consiguiente

alcanzan mas rapido cl desarrollo, observandosc mas tempranamente scmillas hinchadas, de
color amarillo o verde {(con o sin testa)

A los 28 y hasta los 49 dias de cultivo los indices obtenidos cn la sacarosa y la
glucosa son estadisticamente iguales pero, a los 49 dias en la sacarosa sc obticne el mayor 1.
de C. (196) y nucvamente en la fructusa se observa ¢l menor (181). Por lo que sc pucde
observar que cn éste ticmpo, en sacarosa las scmillas se desarrollaron mas rapidamente
alcanzaron mas rapido ¢l estadio de semillas hinchadas, de color amarillo o verde, que en
glucosa o fructosa

A los 56 dias y 63 dias de cultivo el indice de desarrollo obtenido en glucosa es igual
estadisticamente al de sacarosa y de fructosa, sin embargo cstas son diferentes entre si,
observandose ¢! mayor indice cn la sacarosa (203) (grafica 4)

A menor tiempo la glucosa promueve mas el indice de desarrolio y a mayor tiempo
lo hace la sacarosa, y esto coincide con Whithner (1974) y Arditti (1992), sin embargo, los
indices en la fructosa aunque scan significativamente menores & estos dos carbohidratos, no
quiere decir que 1a fructosa no promueva ¢l desarrollo del embrion durante 1a germinacidon,
ya que probablemente los cmbriones requicten de mayor

tiempo para que pucdan
metabolizar éste carbohidrato

Aunque puede haber un tiempo en que tal vez el embrion pueda aprovechar y
metabolizar las reservas de glucosa y fructosa y ¢l indice de desarrolio en estos aumente, o
pudiera ser que ja fructosa se mictaboliza en una taza mas lenta que la glucosa y la sacarosa
durante ¢l desarrollo del embrion cn la germinacion, tal ver si ¢l desarrollo del embrion de la
semilla durante la germinacion se hubiera calculado ¢n un tiempo mayor quc 63 dias, se
hubieran observado indices mucho mayores que los obtenidos hasta estos 63 dias en cultivo

De lo anterior podemos ver que la probabilidad de que las semillas, al ser
heterotrofas, se desarrollen y crezcan hasta plantulas sin carbohidratos es nula, ya que éstas
son incapaces de sintetizar la sacarosa o algian otro carbohidrato, esto se ha observado en
medios de cultivo que contienen tres carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa), y se ha

visto que al paso dcl tiempo éstas son habiles para sintetizar estos carbohidratos y crecer
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hasta plintulas completas y por lo tanto se vuclven autdtrofas, ya que el papel principal de
los carbohidratos es justamente que ta plantula sc desarrolle (Leroux e al., 1995).

Se ha tomado como un indicio de esto, que si la sacarosa ¢s un requerimiento para el
crecimiento de las plantulas, esta pucde scr sintetizada por las mismas a partir de 1a glucosa
o 1a fructosa. Trabajos con otras especics de orquideas también han demostrado la facilidad
que tienen las plantulas para sintetizar la sacarosa de otros carbohidratos (Smith, 1967)

Por 1o tanto en éste trabajo se pucde observar que la sacarosa, glucosa y fructosa son
una fuente aceptable de cnergia para la germinacion de la especic estudiada. Y que como lo
mencionan Harrison y Arditti (1978) la sacarosa cs necesaria por un periodo largo de tiempo
{21-60 dias) y no actia solamente en un corto tiempo como estimulante.

En Ia sacarosa se han obtenido los mayores indices de desarrollo (420), en glucosa
400, y finalmente cn fructosa, 250, después de los 60 dias y hasta los 70 cn este carbohidrato
¢l indice de desarrollo se manticne constante en tanto que ¢n sacarosa y en glucosa aumenta

(Harrison y Arditti, 1978)

4) Influencia de la concentracion de los carbohidratos sobre el

indice de
desarcollo de I- speciosa

El analisis dc varianza reveld que a los 7 dias de cultivo no hubo diferencias
significativas (p=0 05) entre ninguna concentracion, 1odas las semillas estan en el primer
estadio (semillas sin germinar) (grafica §)

A partir de los 14 dias de cultivo ¢l indice de desasrollo en la concentracion al 1% cs
mayor (179) y diferente cstadisticamente al obtenido en la concentracion de 7% quc es de
(148)

A los 21 dias de cultiva los indices en las concentraciones de 1, 3 y5 % fucron de
181-194, resultaron iguales entre si y diferente al indice de desarrollo obtenido en la
concentracion de 10% (grafica 5).

A los 28 y 35 dias de cultivo, los indices obtenidos en las concentraciones de 1 y 5%
resultaron iguales entre si pero diferentes a los obscrvados en las concentraciones de 7 y
10% donde sc obticne ¢l menor indice de desarrollo, entre 174y 177 (griafica 5).

A los 42 dias de cultivo cl indice de desarrolfo en la concentracion de 1% es mayor

(200) y diferente a los obtenidos en las concentraciones de 7 y 10% (182) (grafica S)




A los 49 dias de cultivo los indi btenid

en las

de 1 y 5% son
iguales entre si, sin embargo cl mayor indice (204) sc observa con la concentracion al 1%, cl
cual fue diferente estadisti

(grafica 5).

b

c a los

idos en las cc i de 3, 7y 10%

A partir de los 56 y hasta los 63 dias de cultivo los indices obtenidos en las

concentraciones de 1, 3, 5 y10% son igualcs entre cilas, y en la concentracion al 7% éste
indice es diferente y menor (187) al ob id

en la acion al 1% quec fuc de 206 a
207 para cada uno de los tiempos (grifica 5).

GRAFICA $. INFLUENCIA DE 1.LA CONCENTRACION UOF, LOS CARBOIIDRATOS SOBRE
Fi. INDICE DE DESARROLLO DE Laclin speciasa
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Al principio pucde observarse que a bajas concentraciones (1, 3 y $%) hay mayor
indice de desarrollo y que a altas concentraciones (7 y10%) éste indice es menor. En gencral
el indice de desarrollo refieja que la mayoria de las semillas estan hinchadas, de color verde o
amarillo (estadio 11) y que solo algunas cuantas alcanzaron los siguientes estadios (cuadro
4), esto sc debe quiza a que las semillas necesitan de mas tiempo para que se de mas rapido
este proceso de desarrollo del embridn y éste pueda iniciar mas rapid,

1a morfoge
y se obtengan mayores indices.
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Como se podra constatar mis adcl , real

si cs io mayor ticmpo para
que se disparen todos los procesos de desarrollo del embridn durante la germinacion y asi

poder observar todos los estadios de éste. También podemos decir que realmente nuestros
indices de desarrollo son bajos porgque en estudios realizados se ha visto que a los 63 dias, ya
hay protocormos donde el indice de desarrollo es de 300, y que scgun Beyrle y Smith
(1993a) reportan que en un medio suplementado con carbohidratos, a las 22 scmanas se
desarrollan protocormos con dos hojas pequeilas y una raiz, sin cmbargo este tiempo es
diferente para cada especice, ya que nos reporta Smith (1967), quce las semillas Cartleya en un
medio dc cultivo suplementado con sacarosa estaban totalmente hinchadas después de 12
dias con un indice de desarrollo de 200 y aproximadamente a los 30 dias estaban en la etapa
de protocormo (con un indice de 300), en gencral no hubo presencia de hojas ni de raices
(Smith, 1967) pero esto depende de la especie que se este trabajando, las condiciones de
cultivo, tipo y concentracion del carbohidrato  £n un medio suplemientado con sacarosa al
2%% las senutlas de esta mismia especic alcanzan la ctapa de protocorimo entre los 30-40 dias

Como podemos obscervar en los resultados de ésta investi

concentraciones (1, 3 y

cion, nuevamente a bajas
5%%) se promucve mas ¢l desarrollo de la semillas de laclia

especiosa durante la germinacion y a altas concentraciones (7 y 10%) sc observa menor
promocion en cste indice de desarrollo (grafica S),

y esto
realizados por Whitnher

coincide con los estudios
Q9749 y Arditti (1992), quiches mencionan que, a bajas
concentraciones de carbohidratos se observa mayor promocion en la germinacion de las
orquideas

En general, hasta los 63 dias de cultivo, fos 1 de D obtenidos reflejan que la mayoria
de las scmillas de L. spe

1osa emplcadas en este estudio solo llegaron al estadio de
protocormo, con brote en la parte apical. Sin embargo, ¢l resto pasaron a los siguientes
cstadios de desarrollo. Esto se puede observar en el cuadro 4 En éste tiempo, en la sacarosa
unicamente el 1% dcl total de semillas, cn el testigo (0%6) llegaron al estadio de protocormo,
con meristemo en la parte apical Como podemos obscrvar cn ¢l trabajo que realizaron St-
Arnauld y colaboradores (1992) en un medio que contiene 2% de sacarosa las semillas de

Caitleya alcanzan la ctapa de protocormo sdlo entre los 30-40 dias
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En d¢ste mismo carbohidrato en la concentracién de 1% ya se puedc observar
claramente el clccto morfogénico de los carbohidratos, ya que hasta los 63 dias cultivo se
obtiencn del 1 al 25% dc semillas en estadio de protocormo, en la parte apical, pero a
medida que la concentracién de los carbohidratos aumenta, la proporcion de scmillas cn éste
estadio disminuye. Sin embargo, aunque esta proporcion disminuye, sc observa que a los 49
dias en la concentracion de 19 hay una induccion morfogénica del embrion alcanzandose del

1 a) 6% de semillas en estadio de protocormo con primordio de hoja

Cuadro 4. Estadios de desarrollo 11, IV y V, obtenidos durante la germinacion de /-
speciosa (H. B. K.) Schitr., con diferentes concentraciones y tipos de
carbohidratos.

Estadio Ticmpo de
culivoddias)

Glucosa Fructosa

n: 0o 106 n= 100

T 10

16

il
inrare

16

a8 I 1
a2z 1 1
39 1 2
=0 o T o 1 2
o3 2 2
63 1 Ll 1 1 13

T T e e (Lo e s 5 b A s

e trpe
Ve ru..m a2 con dem hunan

A diferencia de a sacarosa v la fructosa, en la glucosa en la concentracion de 1 y
10%% Onicamente sc observa entre 1 ¥ 3% de semillas en estadio de protocormo, con brote
en la parte apical

En la fructosa aunque ¢l cfecto morfogénico de las semillas se observa
tempranamente (14 dias), en la concentracion de 1%; solo entre 1 y3% de semillas totales se

encuentran en ¢l estadio antes mencionado, y éste porcentaje disminuye conforme la
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acibn del cast

hidrato a. S6lo en fructosa en la concentracion del 1%,
observamos ¢l estadio de plantulas con dos hojas distintas, aunque éste estadio sc observa
hasta los 63 dias y s6lo en ¢l 1% dc scmillas totales.

Como podemos ver, en la fructosa sc inicia mas tempranamentc (14 dias) el
metabolismo por éste carbohidrato y, que solo en éste las semillas llegaron al estadio de
plantulas con dos hojas distintas, comparado con glucosa y sacarosa, sin cmbargo en éste
aliimo hay mayor porcentaje (hasta 25%%) de semillas en cl estadio de protocormo, con brote
en la parte apical. Por lo que podemos sugerir que ¢n sacarosa se nccesita de mayor tiempo
para que sc inicie I induccion morfogénica en el embridn, sin embargo, aunque en la
fructosa se observan estadios posteriores, podemos concluir que en siacarosa se observa
mayor 1. de D (graficas 4 y 5)

Aunque no obtenemos estadios mas alla de protocormo discoide, con primordio de
hoja, al menos hasta los 63 dias de concluidas las observaciones, los cmbriones conservaron
SiCMIPrC sU VIgOoTr ¥ NO COMO ocurre cn otras investigaciones ¢n las cuales se obliene un alto

porcentajc de germinacion (33 8%) en el medio MS y el desarrollo de protocormos es
satisfactorio (Ozkoc y Dalci,

993), sin embargo las semillas de algunas especies requicren
de wres meses para germinar (presencia de protocormos) y mas de seis meses para el

desarrollo de plantulas otras, scis meses para germinar pero en todos los casos llegan o no a
{a ctapa de protocormo pero finalmente muceren (Hoshi ¢f af . 1994) tanbién mencionan que
la presencia de carbohidratos y otros nutricntes no afecta Ja formacion de protocormos
(Kerbauy, 1991) Sin embargo, Mczzetti y colaboradores (1991) realizaron un balance de
estos tres carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) en el sistema medio-explante y
liegaron a la conclusion de que la utilizacion de éstos continua en todo el periodo de cultivo.

No obstante cn los resultados de algunas investigaciones (Conner ¢f al, 1993) la
glucosa y la sacarosa a altas concentraciones de 1, 3 y 5% son superiores a la fructosa,

adicionando sacrosa y glucosa cn el medio incrementa 1a proliferacion de protocormos y el
indice de desarrollo

DESARROLLO Y CRECIMIENTO
Influencia del Tipo de Medio de Cultivo sobre:

1) La Longitud de Plintulas y Raices de L. speciosa.
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Los andlisis de varianza muestran que después de tres meses en cultivo las plantulas
tienen una longitud de 0.4 cm en ¢l medio preparado y de 0.5 cm en el medio comercial y
que no hay diferencias significativas estadisticamente (pz0.05) para la longitud de la plintula
en ningun tipo de medio, sin embargo, las pla 1 1 una longitud mayor en ¢l medio
MS-Comercial, 10 mismo sucede cn la longitud de la raiz mas larga ya que en el medio
preparado al una longi

d de 0.3 cm mientras que cn el medio comercial ilegan hasta
0.5 cm, sin embargo, cstadisticamcnte no hay difercncias significativas para estos dos
parametros (grafica 6).

GRAFICA. 6. INFLUENCIA DEL TIPO DE MEDIO DE CULTIVO SORRE LA LONCITUD
PLANTULAS ¥ RAICES DE  farlia specima
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Como podcmios obscrvar en los resultados, se obticnen tamafios mayores en cuanto a
longitud de plintulas y raices en €l medio MS-Comercial marca Sigma que en el medio MS-
Preparado, aunque los dos medios tienen los mismos componentes, podemas sugerir que lo
que influyc para observar éstas diferencias en las longitudes en sin duda el modo dec
claboracion de cada uno, ya que el medio preparado, como s¢ indica s¢ prepara en el

laboratorio y al pesar las cantidades tanto de micro y macronutricnentes, asi como medir las
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cantidades dec agua para disolver éstas hay menor exactitud y, en ¢l medio comercial éstas

medidas scan mas exactas.
Los macro y los microel os
desarrollo de las plantulas de orquideas. Sin embargo, en condiciones naturales se¢ observa

que las orquideas ticnen también un crecimi > pero, éste esta restringido por Ia

disponibilidad de los nutrientes, aan asi los mccanismos morfolégicos, fisiolégicos y/o

j un papel fund al en el creci oy

ecoldégicos deben de estar presentes para posibilitar el crecimiento en esas condiciones
nutricionales (Stancato y Faria, 1996).
Un medio de cultivo adecuado debe estar constituido por macro y micronutrientes,

demas de co vit hormonas, carbohidratos, entre otros, para el desarrolio y

crecimiento vigoroso de las plantas (Manzanares, 1987)

Los resultados dec éste trabajo pueden estar relacionados con las diferentes respuestas
que ticnen las plantulas de orquidcas en diferentes medios de cultivo, ya que un medio puede
promover mas el enraizamicnto y otro no lo hace Algunos autores como Stancato y Faria
(1996) han encontrado que las plantulas de Jaclia cumabarinag en el medio con pocos
nutricntes y azdcares resultan fragiles con hojas pequeilas y cloroticas, y que cuando sc
omiten los micronutricntes ocurre una reduccion significativa en el crecimiento de las
plintulas.

Zettler y colaboradores (1995) reportan que en plantulas de Sprrarthes odorata en
un medio asimbiotico, la diferenciacion de raices ocurre después de 2% meses y también
durante este ticmpo aparcce el primordio de hoja Aunque ¢! desarrollo de protocormos a
plantulas es variable no todas las scmillas germinadas Hegaron a la ctapa de plantula.
Algunas plantulas se tornan negras y no ticnen progreso. Sin embargo, en otros casos todos
los protocormos cultivados se desarrollan hasta plantula, esto es debido quizi al tipo de
medio o las condiciones de cultivo (Rubluo er a/.. 1989) Lo cual pudo cstar afectando en
cultivo de laclia speciosa

i.os resultados demuestran que el medio MS$ comercial marca sigma suplementado
con carbohidratos es una excelente fuente de encrgia y que promueve tanto la longitud de la
plantula asi como de las raices, y cstos concuerdan con los reportados por Gaya y Suner

(1995) para Bletilla striata en donde en ¢l medio MS mas del 95% de las plantulas 8. swriata
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enraizaron y alcanzaron una longitud de 3 cm; al igual que Rubluo y colaboradores (1989)
encontraron que después de 90 dias en cultivo en el medio MS y Knudson C las plantulas de
Bletia urbana en general alcanzan la ctapa adulta (plantulas con hojas de al menos 3 cm de
largo, psuedobulbos y raices).

Los dos mecdios de cultivo promueven la proliferacion de las estructuras y esto
concuerda con un estudio quce realizaron tHarrison y Arditti (1978), donde observaron que
{as plantulas de Cattleya aurantiaca ¢l medio Knudson C enraizaron a los 28 dias de cultivo,
sin embargo, no dcsarrollaron hojas y en el medio Knudson-Sacarosa las plantulas
continuaron su desarrollo.

II) El NbGmero de Brotes y Raices de I- speciosa.

El analisis de varianza muestra que no existen diferencias significativas (p20.05) en
cuanto a2l nimero de brotes en los dos medios, aunque en el medio comercial la proliferacion
de brotes ¢s mayor (1.6) comparado con el medio MS-Preparado (1 4) (grafica 7)

GRAFICA 7. INFLUENCIA DEL TN DE ) TODE CTLTIVO SONRE EL NUMERO DE
BROTES V RALCES DF facho specrore
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embargo, estos autores coinciden con nosotros al decir que en ¢l medio MS suplementado

con carbohidratos ocurre un incr o pro o de for: dc brotes y también

ocasiona que haya menos potencial osmético, lo cual ocasiona que 10s brotes adquieran una
tonalidad verdosa en Lolium ternulentam (Dalton y Thomas, 1992).

En cuanto al numero de raices tampoco existen diferencias significativas
estadisticamente (p20.05), sin embargo hay mis proliferacion de raices en el medio
comercial (2.0) que en ¢l medio preparado (t 8) (grafica 7)

Estos resultados sugicren que el medio de cultivo MS-Comercial marca Sigma y cl
Preparado utilizados estan favoreciendo ¢l crecimiento y desarrollo de las raices en Laelia
speciosa y que el ticmpo en el cual ocurren cstas eventos es significativamente corno (tres
meses), comparado con ¢l de otros trabajos en los que las plantulas requicren de un tiempo
mayor para tener raices, tal como reportan St-Arnauld (1989) y colaboradores que las
plantulas de Cypripedumm acanle cultivadas en el medio MS, a los 6 meses genecralmente
comprenden de las siguientes estructuras un protocormo, 1 6 2 raices del protocormo, 2 6 4
brotes con 1 & 4 raices adventicias, también podemos observar que las semillas de Carrlcya
mossiaco germinan y se diferencian en el medio Prefler, que contiene 1% de sacarosa, en la
auscncia de csta carbohidrato los embriones no presentaron desarrollo después de 1a ctapa
de esférula

El medio MS-Comercial marca Sigma es el mejor para ta diferenciacion de raices,
brotes y desarrollo de hojas en Laclia speciosa o cual concuerda con Nagashima (1993)

quién nos menciona que ¢l medio MS es mas eficiente para ¢l desarrollo y crecimicnto de

plantulas
Nucstros resultados coinciden con varios autores (Dalton y Thomas, 1992 y
Nagashima, 1993) aunque con otros no y esto se debe quiza a que no se esta trabajando con

la misma especic y por lo tanto cada especie tienc un patron de comportamiento distinto en

cada medio nutritive
Influcncia del Tipo de Carbohidrato Sobre:

111) L.a Longitud de Plintulas y Raices de /. speciosa
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El anilisis de varianza mucstra que para la altura de las plantulas la glucosa es igual
cstadisticamente a la fructosa y sacarosa, mientras que entrc estas dos si hay diferencias
significativas.

Sin embargo, en la sacarosa se observa que las plantulas alcanzan la mayor longitud
(0.6 cm) y en la fructosa la menor longitud (02 cm) (grafica 8) Como podemos ver
nuevamente la sacarosa es la promucve mas la Jongitud de la plantula sin embargo esto no
quicre decir que los otros dos carbohidratos no lo hagan, tal vez cstos necesitan un poco
mas de tiempo para que pucdan alcanczar los niveles de sacarosa, y esto concuerda con lo
reportado por Beyrle y Smith (1993b), quicnes han observado que una fuente externa de
carbohidratos a diferentes tiempos aumenta la longitud, nimero y el erecimiento de raices y

aumenta ¢l porcentaje de plantas fotasintéticas de (rclusmaorio
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En ¢ésta investigacion, fue evidente que las carbohidratos son necesarios tanto para la
proliferacion de plantulas como de raices. Harrison y Arditti (1978) han estudiado la relacion’
que tiene el tipo de carbohidrato en el desarrollo y crecimiento de las plantulas de orquideas,

encontrando quec las semillas de Cartleya crecen y se desarrollan hasta la etapa de primera
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hoja en ¢l medio que contiene sacarosa y quc las plantulas enraizaron a los 28 dias, sin
embargo, ninguno dc los protocormos transferidos a carbohidrato alcanzaron la etapa de
primera hoja. EBos lcgaron a la conclusion de quc la presencia de hojas y de raices pucde
ocurrir durante los primcros 28 dias de subcultivo Aunque estudios posteriores demostraron
que cn efecto 1a sacarosa se requiere por un periodo largo de ticmpo (21-60 dias) y no actaa

en un corto tiempo solamente como estimulante

Los resultados para la longitud de la raiz mucstran que la glucosa es igual
estadisticamente a la fructosa y sacarasa, sin embargo estas dos son diferentes entre si
cstadisticamente

Nuevamente en la sacarosa se vuelve a observar una longitud mayor para la raiz mas
larga (06 cm) y la menor en la fructosa (02 cm) (grafica 8), aunque algunos autores
Withner (1974) mencionan que la glucosa que es un azicar simple que se introduce en el
tejido de las orquideas y €s ¢l que mas se ha utilizado para la diferenciacion y crecimicnto asi
como fuente de encrgia para las orquideas por ser ¢l mejor estimulante de ia proliferacion
tanto de hojas como de raices

Se puede observar que 1a glucosa esta promoviendo esta proliferacion pero 1o hace
en menor grado que la sacarosa, por lo tanto cambios en la composicion de azucares
(sacarosa, glucosa y fructosa) ¢n ¢l medio promueven la proliferacion i vitro de raices, y
fongitud de las plantulas, tal y como reportan Mezzctti y colaboradores (1991) en Acunidia
deliciosa, estos cartbohidratos promucven la proliferacion de callos, estambres y hojas. Sin
embargo muchos otros autores Levi y Sink (1992) mencionan, que el tipo de carbohidrato
afccta la tasa crecimicnto y desasrollo y, por lo tanto, la fructosa en ¢l medio de cultivo
aumenta 1a formacion de brotes, mientras que la glucosa los suprime, pero aumenta la
proliferacion de plantulas con brotes y raices

En Potato tuber \a sacarosa promueve solamente fa formacion de raices (Levi y Sink,
1992), esto sugicre que la fuente de carbohidratos puede influenciar el tipo de organo
diferenciado, pero nosotros realmente estamos viendo que ¢en lacha speciosa todos los
carbohidratos estan promoviendo tanto la longitud de plantulas como 1a longitud de raices,

aunque la sacarosa cs la fuente de energia que promueve mas la proliferacion de estos.
1V) El Nimero de Brotes y Raices de [ speciosa
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Podemos observar que estadisticamente fa sacarosa cs igual a la glucosa y fructosa,
pero estas dos son difcrentes entre si. Sin embargo, el carbohidrato que promucve mis la
proliferacién de brotes cs la glucosa (2.0) scguido de la sacarosa (1.8) y finalmente la
fructosa (0.7) (grafica 9)

Nuestros  resultados concuerdan con Bach y Pawlowska (1993) los cuales
observaron quc la sacarosa y glucosa son supcriores a la fructosa en la induccidn de brotes
de Hyacinthus orientalis L.

Sin embargo. Tacb y Alderson (1990), observaron quc el namcro dc brotes esta
influenciado significativamente por la interaccion de los niveles de sacarosa y el tiempo de
incubacion, al 3% de Sacarosa disminuye el ndiero de brotes, en sus reportes manificstan
que la sacarosa estimula ¢l mayor porcentaje de brotes (18 3%6) y en la glucosa a esta
concentracion se reduce ¢l porcentaje de brotes (7.1 %)
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Esto hace suponer que ¢l medio que contiene sacarvusa (agente osmotico) induce mas
intensamente la produccion de brotes, ¢sto sugicre que esta estimula y sincroniza la

morfogénesis a través de condiciones osmaticas en los subcultivos (Leva y Mulco, 1993).



En el numcro dec raices obscrvamos que la glucosa es igual estadisticamente a la

sacarosa y fructosa, pero estos dos altimos son diferentes entre

L.a sacarosa es cl
carbohidrato quc promucve mias y mejor la proliferacion en el namero de raices (2.8)

seguido de la gl (2.2) y final la fructosa (0 7) (grafica 9). Estos resultados
sugicren quc incrementando los niveles de sacarosa en ¢l medio aumenta cl desarrolio de
brotes, tal y como lo mencionan Yves y colaboradores (1987), que cn este carbohidrato a
altas concentraciones hay un incremento significativo en la proliferacion de raices despudés de
9 meses del transplante original, mas raices 5% sc forman a una concentracion 6ptima de
sacarosa 7%

Sin embargo otros autores sugiceren que para la propagacion i vitro de Oca (Qxalis
mherosa), en un medio que conticne 30 y 60g/1 de sacarosa no afecta

multiplicacion de raices

la tasa de
La unica diferencia que se observa ¢s que a altos niveles de
sacarosa promueve entrenudos mas cortos y se promueven
(Conner eral, 1993)

mayor cantidad dec raices

Podemos observar que tanto en la glucosa como en la sacarosa ¢l numero de brotes y
raices es alto y por lo tanto cstos azacares promueven la proliferacion de los mismos, 1o cual
concuerda con Karhu y Ulvinen (1995), quiencs reportan que ¢ namero de raices y el
subsecucnte crecimiento de brotes ©s alto en el medio suplementado con sacarosa; en el
medio que contiene carbohidratos el porcentaje de brotes y raices es alto (Beyrle y Smith,
1993a)

Podemos sugerir que en realidad Jos tres carbohidratos utilhizados ¢stan promoviendo
los brotes y raices, aunque la fructosa siempre lo hace en menor grado Pero algunos autores
estan de acuerdo en que la sacarosa y 1a glucosa realmente inducen ia proliferacion de estos,
pero que la fructosa no lo hace, cllo nos hace sugerir que los requerimientos de los
carbohidratos dependen de la fase de cultivo, todo lo antes mencionado concuerda con
Romano y colaboradores (1995), los cuales encontraron un alto numero de raices en cl
medio que conticne glucosa, y que ¢l namero de raices adventicias se incrementa con la
concentracion de glucosa y fructosa

Estos resultados mucestran que los requerimientos de los carbohidratos durante la

micropropagacion dependen de la fase de cultivo. La sacarosa al 3% y la glucosa al 4% son
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1a mejor fuente de carbén durante la fase de proliferacién de raices. Sc producen brotes y
raices en fructosa. Solamente hay produccién de raices on glucosa y sacarosa (Okezic er al.,
1991). -

Sin embargo, nuestros resultados muestran quc la sacarosa fuc la fuente de carbon
preferente ¢ induce una tasa alta de proliferacién de raices, pero también favorece la
clongacidén de brotes, la fructosa si estimula la proliferacién de brotes, y de raices; pero lo
hace en menor grado, y en csta investigacién la sacarosa fue 1a mcjor fuente de carbén para
la promocidn de raices scguido de la glucosa y finalmente la fructosa.

Efecto de 1a Concentracién del Carbohidrato Sobre:

V) La Longitud de Plintulas y Raices de I- speciosa

El analisis dc varianza para la altura de las plantulas mucstra que cn la concentracion
de 1% es mayor (0.8 cm) y significativamente diferente a las concentraciones de 0,10 y 7%.

En los resultados podemos observar que a bajas concentraciones (1, 3 y 5%) se
promueve mayor longitud de las plintulas y que en realidad fas plantulas si necesitan de
azycares para continuar su crecimiento hasta la etapa adulta, puesto que a la concentracion

de 0% sc obtiene una menor altura (0 3 cm) (grafica 10)
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Esto resultados concuerdan con Levi y Sink (1992), quienes en su estudio comentan
que las conccntraciones de sacarosa, glucosa y fructosa tienen un cfecto marcado en la
formacidn dec callos, esto nos dice que para ¢l éxito en la formacidon y maduracion de
embriones requicre cantidades altas de carbohidratos (4-10%) y para la germinacidon y
crecimicnto niveles bajos Sin cmbargo los resultados obtenidos muestran que la induccién y
maduracidén de etapas puede tener diferentes requerimicntos para cada tipo y concentracion
de carbohidrato.

El! analisis de varianza para la longitud de la raiz mas larga muestran quc la
concentracion de 7% cs significativamente igual a las demas concentraciones, mientras que
en la concentracidon de 3% es mayor (07 cm) y significativamente diferente en las
concentraciones de O y 10% (0 7 e¢m). Por lo tanto a bajas concentraciones (1, 3 y 5%) sc
obtienen raices mas largas (gratica 10)

Esto concuerda con el estudio que realizaron Beyrle y Smith, (1993a), con plantulas
de Orcius morio, cllos observaron quc con la adicion de sacarosa al 196 las plantulas
presentan mayor altura y desarrollan raices grandes. Micentras Tacb y Alderson (1990)
encoatraron que las plantulas de orquideas alcanzan alto niimero de raices en el medio que
contiene glucosa (1-6%)

Al parccer la fructosa se metaboliza en una taza mas fenta que la glucosa y la
sacarosa dutante la formacion de brotes, y de otras estructuras. Nucstras observacioncs
muestran quec la induccion y maduracion en diferentes etapas puede tener diferentes
requerimientos para cada tipo y concentracion de carbohidrato.

V1) F1 Namero de Brotes y Raices de Laclia speciosa.

Los resultados muestran que en ¢l analisis de varianza para el nimero de brotes la
concentracion de 5%4% es significativamente igual a todas las demas concentraciones, micntras
que la concentracion de 1% <5 mayor (3.0) y significativamente diferente a las
concentraciones de 0, 7 y 10% Por lo tanto a bajas concentraciones (1, 3 y 5%) sc obtiene
mayor nimero de brotes y a altas concentraciones (7 y 10%) el menor (grafica 11)

Estos resuliados concuerdan con Rice (1984), quien reporna que para el tulipan, en
un medio suplementado de 3 a 6% dc sacarosa aumenta ¢l nimero de brotes, mientras que

concentraciones muy altas (7 y 10%) inhiben la proliferacion de brotes al igual que Taeb y
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Alderson (1990) i que incr ando los niveles de sacarosa en cl medio (3 a 6%%)
aumenta progresivamente ¢l desarrolleo de brotes micntras que Balaizi y Boxus (1995)
obscrvaron un alto nimero de brotes en Quercus suber con glucosa, sacarosa y fructosa a
1.5 y 3%. En glucosa al 3% hay un clevado nimero de brotes, pero sin embargo en la
sacarosa estc namero de brotes es mayor que en la glucosa y sacarosa. Aunque la glucosa al
3% fue la mejor fuente de carbohidrato que promovié no solamente la tasa de propagacion
sino también la calidad de brotes, csto apoya la hipotesis de que un alto contenido de
sacarosa in vitro es importante para cl desarrollo de brotes

STRACION DE 1.OS CARBOHIDRATOS SOBRE EL NDUMERO
Y RANCES DE Larlia speciana
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En general a todas las concentraciones sc observo la proliferacion de brotes, sin
embargo a bajas concentraciones (I, 3 y 5%) esta proliferacion fue mas acentuada (grafica
11), algunos autores sugieren que incrementando la concentracion de azicar en el medio
aumenta el dcsarrolio dc brotes;, y que cl desarrollo de brotes depende del tipo de
carbohidrato. Altos niveles de glucosa y sacarosa estan asociados con un alto nimero (4.5) y

un alto porcentaje (20.7%) en la proliferacién de brotes (Tacb y Alderson, 1990). En los

brotes cultivados in vitro de Rosa ltiflora a concentraci de 0, 1, 3 y 5% la talla de los



estos se incrementa con los niveles de sacarosa en ¢ cultivo. El nimero de brotes cn

sacarosa al $% fue muy alto (por arriba del! 1.3%) en tanto que al 3% (por arriba del 0.45%)
y al 1% (cerca del 0.27%) (Capellades, 1991).

El analisis de varianza para el namero de raices de Jaelia speciosa muestra que las

concentraciones de 7 y 1% son significati i lcs a las ciones restantes,
B 8

que la concentracion de 3% cs mayor (4) y significativamente diferente a las concentraciones
de 0 y 10%

Podemos observar que a bajas concentraciones (1, 3 y 5%) hay mayor
proliferacion de raices y que a altas concentraciones { 7y 10%%) esta proliferacion disminuye
(grafica 11).

Estos resultados concucrdan con varios autores que nos mencionan que con la
adicion de sacarosa al 1% las plantulas de Orclus miorio desarrollan raices grandes (Beyile y
Smith, 1993a), mientras que Tacb y Alderson (1990), nos mencionan ocurre un alto namero
de raices cn el medio que contiene glucosa (1-6%) y que la sacarosa al 3% y la glucosa al
4% son la mejor fuente de carbon durante la fase de proliferacion de raices.

Sin embargo, todo ello nos hace sugerir que en nuestros resultados las diferentes
concentraciones utilizadas estan promoviendo la proliferacion tanto de brotes como de

raices, siendo mas cfcctivas a bajas concentraciones (1, 3 y 5%) csta proliferacidon sca mas
acentuada



CONCLUSIONES

Las scmillas con mayores dimensiones (0.57 mm dc largo y 0.18 mm de ancho) y el
cmbrién (0.34 mm dec largo y 0.13 mm de ancho), tuvieron mayor porcentaje de viabilidad
(76%).

El hipoclorito al 6.0% y el tiempo de exposicién a éstc no parecen ser toxicos para

las semillas de Laclia s i este ag desinft nte es efectivo para las semillas de
dicha especie.

La germi ion de las illas de Lalelia speci. se ve incr da por el efc
de la exp ion al desinfe e, observand una germi ion por arriba del 80% en todos
los tiempos de exposicion.

La sacarosa es cl mcjor carbohidrato promotor de la” germi ion de ill

seguido de glucosa y finalmente sacarosa.

A concentraciones de (1, 3 y 5%) de carbohidratos hay mayor estimulo para la
germinacion de las semillas de Laelia speciosa.

La sacarosa, es el mecjor carbohidrato promotor del desarrollo de las semillas,
seguido de la glucosa y finalmente la fructosa.

A concentraciones de (1, 3 y 5%) dec carbohidratos se observa un mayor desarrollo
en las semillas de Laclia especiosa.

El medio MS-Comercial marca Sigma a comparacion del preparado, promueve
mayor longitud areca y longitud de la raiz, asi como también es ¢l mejor para la promocién de
brotes y de raices

La sacarosa ¢s ¢l mcjor carbohidrato para promover la longitud tanto de los vastagos
asi como de las raices, seguido de glucosa y finalmente fructosa.

La glucosa e¢s el mejor carbohidrato que promueve la proliferacién de brotes y‘raiccs.
seguido de la sacarosa y finalmente la fructosa.

A concentraciones de (1, 3 y $%) de carbohidratos se promucve mayor Jongitud de
los vastagos y raices, mayor niincro de brotes y raices.

En ¢l medio MS-Comercial las plantulas obtenidas pr aron yor vigar en la

germinacion, crecimiento y desarrollo, asi como apariencia que, las del medio MS-
Preparado. -
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ANEXO

Cuadro 1. Componecutes del medio de cultivo MS, Preparado y Comercial.

SALES INORGANICAS SALES INORGANICAS
MS - PREPARADO MS-SIGMA COMERCIAL®
(Mcscla de Sales )

MACRONUTRIENTES mpn MACRONUTRIENTES

MgSO4 7 HaO 3700 | MgSO; 7 H30

NHNO3 1650 0 | NHNOy

KiZPOg 170.6 | Ki1;PO,

KNOj 1900.0 KNOjy

CaCly 4300 | CaCly

MICRONUTRIENTES mpn MICRONUTRIENTES

ZnS0O4 7 HO RG ZnSO4 7 H,,0

CoCl3 6110 0025 | CoCly 6H20

13805 6.2 1,80,

MnSO, 11,0 723 MnSO; H,0

CuSOy. 5 HaO 0025 | CuSO, 5 HL0

NakoOyg 2 H30 025 | NaMoOy 2 1150

K1 os3] Wi

NarEDTA 373 NagEDTA

FeSO, 7 H,O 27 R FeSOy 7 HLO
CONSTITUYENTES ORGANICOS mp CONSTITUYENTES ORGANICOS
Mo - Inositol 100 0 Myo - Inosiial

Tiamua BC (B ) 0.4 Tiamuna BCL (B))

Nincina o Ac_Nicotimco os Niacina o Ac_Nicotimica

Piridosina (8,) o1 Pindoxina (13,,)
CARBONIDRATOS. CARBOUIDRATOS®®

Glucosa Glucosa

Fructosn Fructosa

Sacarosa Sacarosa
AGENTE GELIFICANTE g AGENTE GELIFICANTE wman
Agar Bioxén 100000 | Apar ihoson 1000 0

“Sc requicren 4.3 g de éste para preparar 1 Litro de medio

**Sc supl




Cuadro 2. Tratamientos para germinacion y desarrollo de semillas de /. speciosa.

Carbohidratos / Concentracién (%) 03 35710

12345 6"
Giucosa 123456
Fructosa 123456
“Teatamertos

Cuadro 3. Valores correspondicntes a los Estadios de Desarrollo durante Ia
Germinaciéon de Semillas de Orquidea.

Valor Estadio
1 Semillas sin germinar
1 Scmullas hinchadas y dc color amarillo o verde (con o sin testa)
111 Protocormo_temprano (sin testa) con meristeino cn la parte apical
1V Protocormo discoide con primordia de hoja
v Plantulas con dos hojas distintas
Vi Plantulas con dos hojas y al menos una raiz verdadera i

@/’ f

%
7

vi

Figura 2. Estadijos de desarrollo durante ia germinacién del género Laclia sp. (Tomado
de Arditti, J., 1967; Luna S. y A. Barba, 1994).
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