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RESUMEN

Se calectaron frutos de Laefia speciosa (H.B.K.y Schitr en la localidad de Coenembo,
Michoacan, se determiné ia viabulidad de las semilias de los frutos empleanda el método del
tetrazolio; y se utihzé el fruto gue presentd el mayor porcentaje de semillas viables (88%).
Estas semillas se culfivaron a0 vitro sebre un medio Murshige-Skoog, que contenia como
fuente de carbotudrato fructoss y glucosa; ambos carbohidratos se estenlizaron mediante
dos métodos: autoclave vy filtracion, Las semilas se mantuweran bajo el estimulo hmitado
de estos carbohidratos durante diferentes bempos (7, 15, 21, 3C, 38, 45, 52, 60 y el testigo
de 98 dias), para determinar el efecto sobre la respuesta merfogénica del embrién, asi
como para establecer ef hempo minimo requerido de las semiilas sobre estos carbotudratos
para inducir su respuesta morfogénica.

Los maximos porcentajes de germinacién que se cbtuvieron tanto en fructosa como
en glucosa esterilizadas por ambos métodos se encontraron en & rango de 94% y 100%. La
glucosa esteribzada por ambos métodos nduro una respuesta morfogénica en los
embriones; en tanto que la fructosa induce dicha respuesta sdlo cuando se esterdiza gor
fittracién. E! indice de desarrollo que se alcanzd al final det cuitrvo fue de 400 (estadic de
pléntula con una hoja) en ambos carboltudratos, excepto sobre fructosa esteriizada por
autoclave. €1 tiempe minimo requendo del estimulo por glucosa esterdizada por ambos
métodos y fructosa esterilizada por filtracidn para mducir una respuesia morfogénica en los
embriones de [aefia éspeciosa fue de 38 dias; dicha respuesta se incid a partir de los 42
dias de imciada la siembra. Al término del cuitive, ef mdximo porcentaje de plantulas en
estadio 6 (con al menos una raiz verdadera) se obtuvo en los testigos de fructosa
estersiizada por fittracidn (299,) y en glucosa esterilizada por autoclave v filtracién los cuales
fueron de 23% vy 21% respectivamente



INTRODUCCION

La familia Orchidaceae, estd considerada como una de las familias mas numerosas
representada por 35000 especies, icluidas en 900 génercs (Dressier, 1981; Ardith, 1992).
En la Replhlica Mexicana se conocen alrededor de 100C especies de orquideas, de las
cuales el 35% son endémicas {Soto, 1988). Se considera a varias especies de esta familia
como taxa vulnerables desde el punto de vista de la UICN, bdsicamente, por su valor
horticola, comercial y por la destruccidn de sus hibitats con mayor diversidad vy
endemismos (Soto & Hagsater, 1990).

Los frutes o cdpsulas de orquideas generalmente pueden contener entre 500 mul
hasta cuatro millones de semiilas, las cuales son desnudas y miden usualmente menos de
un milimetro de largo, su embrién estd rodeado por una testa trasparente, se encuentra
relativamente indiferenciade cuando maduro, no presenta cotileddn o endospermo; sus
pocas reservas energélicas, estan almacenadas en el propio embridn, presentes come
pequefios granulos de almidén y gotas de lipidos (Harrison 1977; Harrison & Arditt;, 1978;
Ernst & Rodriguez, 1984; Peterson & Currah, 1990; Arditti, 1992). Al respecto Harrson
(1977), Peterson y Currah (1990}, comentan que estas reservas s6lo pueden ser utlizadas
para iniciar su germinacion y ne son suficientes para continuar su desarrollo.

A diferencia de la mayorfa de las angiospermas, las semillas de orquidea deberan
llegar a un sustratc con condiciones dptimas de humedad, acidez, luz, ademds de
establecer una relacidn simidtica con un hongo micorrizico especifico que le proparcionard
los carbohidratos y otros metabolitos necesarios para su germinacion (Rao, 1977, De
Lapiner, 1973; Del Castillo & Ackerman, 1992). Por otra {ado, en condiciones asimbidticas
la asociacién micorrizica no es esencial para la germinacion y el desarrolio de las semillas
de orquideas, ya que se puede lograr con un aporte adecuado de azlicares simples solubles
(St-Arnaud et a/,1992), y asi pasar del estadio de protocorme (estadio considerado
intarmedio entre el embrién y plantula), al estadio de plantula (Richardson et al., 1992).

Arditti y Ernst {1984), citan que el procedimiento de cultivo asimbidtico fue
propuesto por L, Knudson, en 1922, quien demostré que algunas semillas de orquideas
pueden germinar asimbidticamante en un medio adecuada, A partir de este descubrimiento
muchos investigadores usando el medio basal de Knudson se han dedicado a estudiar el
papel de los carbohdratos en la germinacion de semillas de orquideas epifitas y tropicales.
De asta manera, se han identificado carbohidratos capaces o incapaces de promover la
germinacion, ya que las orquideas varian dentro de especies y géneros de la misma familia
en sus requerimentos de distintos tipos de azdcares para este proceso; sin embargo, en
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algunos casos los problemas fisiolégicos son mas complejos que si una fuente de carbono
es apropiada ¢ no. La lista de los azicares capaces de disparar |2 germinacién no es nueva,
y las semillas de orquideas no son la excepcion a la regla, de que los organismos superiores
generalmente usan azlcares- D.

Los carbohidratos ademds de ser una fuente de carbonoe y energia para el embridn
son el estimule disparador para su desarrofio morfogémco durante la germinacion (Luna &
Barba, 1993). Es importante sefalar que en general se habla de carbohidratos
genéricamente sin sefalar la importancia del tipo, los requenmientos temporales de los
mismos (Arditt & Ernst, 1984), y la concentracién de estos disponible en el medio Estos
factores pueden afectar e crecmiento heterotréfice de los cultivos, debido a gque el azlicar
es la Onica fuente de carbén y energia para el crecimiento (Kubota & Toyoki, 1391).

Los carbohidratos pueden ser empleados estenlizados por filtracién, utifizando
membranas a baja presidn, y en autoclave (Arditt & Ernst, 1984; Judrez, 19%94). La
esterlizacién en autoclave del medic de cuitivo hidrcliza la sacarosa y posiblemente otros
azdicares y actualmente no esta cfaro come las semiilas de orquideas utilizan o les afectan
los oligosacaridos una vez que estos son estenlizados (Ernst et 3., 1971).

Par otro lado, ya que existen proteinas, vitaminas, aminodcidos, extractos vegetales,
hormonas; asi come algunos azlcares que son termolabiles y pueden descomponerse
durante la esterllizaciéon en autoclave, las soluciones gue los contienen, pueden ser
esterilizadas mediante el paso de éstas a través de filtros de estenillizacién muy finos que no
permiten el paso de partfculas més grandes de 0.45p (Abraham & Vatsala, 1981).

Es importante sefialar que muchas de las especies de orguideas mexicanas, debido a
lo atractivo de sus flores han estado sujetas a colectas exhaustivas y la alteracidn de sus
ecosistemas ha contribuido a la erosién genética v a la disminucién de las poblaciones
silvestres, esto ha ocasionado que un gran andmero de ellas estén amenazadas de extincién
(Currah et al,,1990; Martinez, 1991; Hoshi et al.,1994).

Laelia speciosa es una de las orquideas mexicanas mas vistosas y mas amplhamente
colectada. Esta especie epifita canocida con el nombre “Flor de Mayo” es endémica del
Altiptano Centrai de México, y presenta flores muy belias de gran tamarfio. Este atractivo la
convierte en una de las especies mas sobrecolectadas debido a la gran demanda que hay de
ellas. Por otra parte, es apreciada por presentar una floracién temprana y por ser resistente
a la sequia. Esta sere de consideraciones y la disminucién de sus poblaciones naturales la
han colocado dentro de la categoria de “vulnerable”. En esta categoria de acuerde con la
UICN se incluye los taxa que presenta poblaciones en decremento (Soto & Hagsater, 1990).



Algunas instituciones como la Asociacidn Mexicana de Orquideologia (AMO), se han
preocupado per la conservacién de las especies de orquideas mexicanas, por lo cual han
emprendido distintos proyectos tendientes hacia su preservacién. Ademés, la continga
pérdida de los bosques tropicaies y los problemas inherentes con la conservacion ex situ de
especies amenazadas, hace imperativo desarrollar métodos eficaces para la preservacién de
especies tropicales (Thornhill & Koopowitz, 1992). Uno de los métodos es germinar las
semitlas in vitro en favor de mantener fa vanabilidad genética (Zettler ef al,,1995) y mas
tarde reintroducirlas a su medio natural (Hernandez, 1992).

Para esta especie se cuenta ya con algunos estudios sobre la bioiogia de su
germinacion (Luna & Barba, 1993; Veldzquez, 1997), y algunos estudios preliminares sobre
los requenimientos temporales de carbohidrato al inicio de su germinacién (Buenteilo ef al.,
1997; Neyra et al,,1997).

En esta investigacidn se estudiaron los efectos de la exposicion hmitada con
fructosa y glucosa al inicic de la germinacisn de semillas de Laelia speciosa en un medio
aséptico, asi como también el efecto del método de esterilizacién de los carbohidratos sohre

la germinacidn y desarroilo de las sermllas,






ANTECEDENTES
GENERALIDADES DE ORQUIDEAS

Los atributos estéticos de la mayoria de las orquideas, expresados en flores de
caprichosas formas, vistosos colores, y atractivos aromas, son responsables de {a eshma
que se fes tiene como flores de ornato. Sus expresiones bicldgicas son extremadamente
interesantes; sus mecamsmos de polinizacion, en dénde el lenguaie de atraccién hacia
abejas, mariposas y colibries es sorprendente; sus ascclaciones simbiéticas con hongos,
indispensables en muchos casos para sobrevivir durante las etapas criticas de la
gerrminac:dn; sus caracterisficas cosmopolitas por ser habitantes de rios, pantanos, selvas,
bosques y desiertos; sus caracteristicas de colonizadoras secundanas, como por ejemplo de
reciente actividad volcdnica, o hien de cortezas arbéreas de muy diversos tipos y colores;
son s6!o algunas de sus muchas peculiandades (Pefa & Peda, 1981).

Las orquideas se distinguen de las demds plantas principalmente por sus flores, sus
rafces, su sistemna vegetativo, sus semillas y por presentar una ampiia variedad de formas v
tamanos.

Las flores por diferentes que parezcan siempre presentan la misma estructura,
poseen un céliz formado por tres sépalos verdes o de color, corola constitvido por tres
pétalos alternados con los sépafos. E! pétaio dorsal con frecuencia estd sumamente
modificado, tanto en color como en forma, generalmente s mas grande y lamativo y tiene
la finahdad de atraer o gusar a los insectos polinizadores, este pétaic se conece también
come labio o labelo y ie da a la flor upa simetria biiateral lo que se conoce como
zigomorfismao.

Internas a los sépaios y pétalos se encuentran las partes fértiles que constituyen un
aspecto dnico en esta familia. En ef centro de la flor se encuentra la ¢ojumna, ia cual es la
fusion de los drganos reproductoras femeninos y masculinos,

En fa mayoria de las arguideas el ndmero de las anteras estd reducido de tres a uno
(que es el nimero usual en las monocotiledéneas). La antera, usuaimente se encuentra en el
dpice de la columna, Justo encima o debajo del estigma. A diferencia de practicamente
todas las otras plantas floriferas, el polen esta agregado en unas masas llamadas polinios,
estos pueden ser granulares, duros, suaves y cerosos. Los polimos con sus estructuras

ascciadas constituyen fos polinarios.



Otra estructura 1mportante es el rostelo que sirve come un chque para evitar la
autopolimizacion. £l wscidio sirve para adhenr el polinario al cuerpo del nolimzador. En
alguras orquideas, unas caudiculas relativamente débiles v aldsticas, adhieren los rolinos
al viscidio, mientras que en otras especies los adhieren al estipite.

El érgano final de [z columna es el ovano que es infero, esto es, se inicia doénde los
sépalos y pétalos se unen en ta base de )a flor, y produce numerosos &vulos dimiautos.
Después de la fertilizacidn, el ovario se converte en el fruto, que serd una capsula, o una
baya, cuando se trate de fas vainillas (Vanila sp.). Los Gvulos fecundados se convierten en
dimtnutas sermillas, semejantes a polvo, compuestas solamente por el embndn gque ests
envuelte por una cubierta fina y transparente, conocida como testa. En algunas orquideas el
fruto puede contener millares y en muchos casos hasta millones de semillas (Del Castilo &
Ackerman, 1992; Mittelstaedt, 1993).

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS SEMILLAS DE ORQUIDEAS

Las orquideas constituyen un c¢aso Omco en la naturaleza, ya que tras miilones da
aftos de evolucién, lograron abandonar ef suelo del bosque y desarrcllaron una nueva clase
de semilla tan diminuta y Iviana que flotara en el aire, Lo cual las provee de un medio
eficiente de dispersién para asf caer en drboles lejanos perpetuando la especie (Mitieistaedt,
1993; Hollingswortht & Dicksan, 1997),

Las semillas son extremadamente pequefias, miden entre 0.08-0.7% mm de ancho
por 0.3-5 mm de longitud y pesan entre 1.5- 14 ug (Archtti, 1992).

Presentan un pequefto embrién (constituido por 4 6 5 tipos de célufas), suspensor,
epidermis, cortex y menstemo; que se encuentra suspendido dentro de un reticulo o testa
transparente constitwida por una soia capa de células (Clements, 1988; Smreciu & Currah,
1989; Peterson & Currah, 1990; Ardith, 1992; Del Castillo & Ackerman, 1992).

Los embriones de orquideas son pequedos cuerpos elipscidales (Nistimura, 1981) y
pueden medir entre 30-100 um de ancho par 150-300 um de largo y ocupan sdlo una
proporcion muy pequefa del espacio interne de la semilta. Como resultado, éstas podrian
consistir de 70 a 95% de aire (Arditti, 1992) lo cual la da gran flotabilidad por fargas
periodos de trempo y la capacidad de dispersarse a grandes distancias tante en el are como
en el agua (Abraham & Vatsala 1981; Ardith, 1992).



El embridn se encuentra relativamente mdiferenciado cuando madura, sin cotifeddén
ni endospermo; contiene una cantidad limitada de reservas (Harnsen & Arditti, 1978; Ernst
& Rodriguez, 1984 Arditt, 1992; Harnson 1977; Peterson & Currah, 1990).

GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE ORQUIDEA

El proceso de germinacidn es similar en todas ias especies de orquidea (Ardith,
1992), éste comienza con & himchamiento det embrién (imbrbicién) y rompimiento de la
testa (estadio 2), e embridn se elonga para formar una estructura globular ilamada
protocormao (estadio 3) (Harrison, 1977, Leroux et al,, 1995) en éste, se forma una depresion
en la superficle mds alta y los pelos absorbenies cormienzan a crecer de la eptdernmis. Un
primordio foliar (estadia 4) emerge de esta depresidn a medida que el protocormo sigue
creciendo y una segunda (estadin B) y tercera hoja se forman precedidas por ef desarroilo
de Ia raiz (estadio 8). EI tiempo requendo para cada uno de estos estadios varfa de acuerdo
2 la especie de orquidea (Knudson, 1922 en Baker ¢f a/,,1987) (Tabla 1).

ESTADIC FIGURA DESCRIPCION
1 [@ Semilla
2 Q Semilfa hinchada
Protocormo
3
Plantula con
a una hoja
5 Plantula con
dos hojas
Pldntula con

raiz verdadera

Tabla 1. Estadios de desarrolio durante la germinacion de orquideas
{Harrison & Arditti, 1978).



ASOCIACION MICORRIZICA DE LAS SEMILLAS DE ORQUIDEA

Arditti (1992), menciona que Bernard (1909) descubrid de forma accidental que {os
hongos juegan un papel importante en la germinacion de las semiilas de orquidea ya que,
ésta reiacién da comienzo a este proceso (Harrison, 1977; Arditti & Ernst, 1984; Leroux et
al.,1995) y una vez que la plantula es capaz de fotosintetizar y satisfacer sus proplos
requisitos energélicos, la asociacidn simbidtica con el hongo deja de ser necesana, pero, a
pesar de esio, la relacién frecuentemente se mantiene (Lesica & Antibus, 1990).

La penetracidn det hongo, ocurre a través de las células basales del suspensor
(Hadley, 1982}, el cual consiste de células muertas y es ef primer punto de entrada, hacia
{as células corticales del embrion. La entrada también puede occurnr a través de las células
eprdermates. Ei hongo se expande a las células adyacentes a través de una sola hifa. Esta
hifa (filamentos fOnmicos) se ramifica, anastomosa, y forma una estructura tridimensional
llamada pelotén. En varias capas de las células de la planta puede comenzar la infeccisn,
pero algunas porcrones de plantuias jovenes permanecen libres del hongo.

E! desarroilo generalmente se da después de que el hongoe inicia su establecimiento
en e embrion de la orgquidea (Arditti, 1992). También se establecid, alrededor del afio 1900,
que ias hifas penetran en los pretocormos, y éstas son “digeridas”, suministrando a la nueva
planta nutnentes y otros materiales (Pienk, 1990).

Pierik (1920), cita que Hadley en 1975 y Harley en 1969, mencionan que los hongos
mas importantes que tienen relaciones simbigticas con las orquideas, pertenecen al género

Rhizoctonia,

GERMINACION SIMBIOTICA DE LAS SEMILLAS DE ORQUIDEA

La nvestigacién desarrollada por Knudson alrededor de 1922 provocd una
conmocidn entre los propagadores y estudiosos de las orquideas, ya que demostrd gque las
semiltas de Caltleya, Laelia, Epidendrum, entre otras, eran capaces de germinar
asimbiGticamente in vitro. A pesar del descubrimiento de Knudson, pronto se pudo
comprobar que no siempre era pesible obtener un medio de ciltivo en & que determinada
especie de orquidea pudiese germinar y desarrollarse. Debido a esto, se propusieron
diversos medios nutritivos para muchos géneros y especies diferentes (Ardith, 1967; Ardith
& Ernst, 1984; Arditti ef a1.,,1982; Piarik, 1990).



El descubrimiento de que las semiflas de muchas especles tropicales y subtropicales
pueden germinar asimbidticamente en el laboratorio usando medios simpies de cultivo para
su germinacién proves una herramienta que ha sido usada para estudiar la morfologia y la
fisiologia del procesc de germinacién y su desarrollo (Smreciu & Currah, 1989; Arditt et
al.,1990; St-Arnaud et al,,1932),

EFECTO DE GLUCOSA Y FRUCTOSA EN LA GERMINACION DE SEMILLAS DE ORQUIDEAS

Whitrier (1988), cita muchos reportes gue indican que varias especies de orquideas
germinan y se desarrollan bien en fructosa y glucosa.

Knudseon, en 1916, 1922, 1941 y 1950 encontré gue los géneros epifitos germinan
mejor con {a adicién de fructosa que con glucosa. En 1922, Knudson logré por primera vez
altos porcentajes en la germinacién asimbidtica del hibrido Laeho-Cattleya con la utihzacidn
de giucosa y fructosa en un medic nutritivo con sales minerales y extracto organico; as{
misme reporté que Goodyera pubescens germina con 2% de glucosa; v que Vaniila planifalia
crece con glucosa si fa temperatura es menor a 32°C

Arditt (1967), enlista a varnos autores que realizaron estudios con estos
carhohidratos: La Garde (1929) y Wynd (1933) reportan que Cattleya frianael se desarrolla
bien en glucosa vy fructosa. Quednow, en 1930, menciona que dos especies de orquideas
germinan blen en giucosa v fructosa. De fa misma forma comenta que Smith (1932),
encuentra que glucosa y fructosa usadas separadamente no muestran diferencias en el
cultiva En tanto que, Burgeff (1936), reperto que dentro de los mejores carbohidratos para
el cultive de orgquideas epffitas se encuentran fructosa y glucosa, ademas recomienda usar
una combinacion de estos carbohidrates para la germinacién de Paphiopedilum. Asf musmo,
Curtis (1939), usé glucosa para la germinacién de Cypripedium, Calopogon, Goodyera entre
otras.

Por su parte, Withner (1988) cita los trabajos de Downie (1940} en los cuales se
reporta que Goodyera repens germina mejor con glucosa y fructosa que con sacarosa; asi
mismo, Noggle y Wynd (1943}, encontraron gue la giucosa inhibe el <recimiento en un
hibrido de Cattleya.

Thomate (1954), menciona que glucosa vy fructosa son mejores para la germinacién
de Paphiopedilum (Whitner, 1988).

Ernst (1967}, reporta que muchas especies de arquideas germunan y crecen mejor
en fructosa que en glucosa, por ejemplo las plantulas de Phalaenopsis toman la fructosa con

mayor preferencia que [a giucosa.



Por otro lado, Harrison y Ardith (1978), reportan que Cattleya aurantiaca no tiene un
buen desarroilo en un medio con fructosa; sin embargo, se obtiene un buen desarrollo al
utilizar giucosa como fuente de carbono.

Ernst y Arditti (1990), evaluaron fa germinacién y el desarrello de plintulas de
“Phalaenopsis Harburg” y “Phalaenopsis Ruth Burton” utlizando giucosa y otros
maltocligosacdrides; ddnde encontraron que la absorcién del azdcar disminuye
mederadamente con el peso molecular de [os oligomeros. Es decir, las pldntulas que tenian
un aporte de oligomero de alto peso mafecular sdlo producfan unas cuantas hojas vy rajces.
La glucosa puede mantener un buen crecimiento en comparacién con {a maltosa,

Leroux y colaboradores (1995), utilizaron glucosa al 1.99 para la germinacidn de
Cypripediym acaule obteniendo un buen desarrollo de las plantulas.

REQUERIMIENTOS TEMPORALES DE LOS CARBOHIDRATOS AL INICIO DE LA
GERMINACION.

La inhabilidad de fos embriones de orquideas para convertir sus reservas lipidicas en
carbohudratos, puede explicar el requenmients de un suplemento exégenc de carbohidratos
simples solubles para que la semilla germine (Marrison & Arditti, 1978). Ademds, la
disponsbilidad de diferentes fuentes exdgenas de carbono, son necesanas para la
germinacidn de semillas de orquidea y el tempragg_ desarrollo de las piantulas bajo
condiciones simbidticas o asimbidticas, por lo menos hasta que las plantas comiencen a ser
autdtrofas, Dicho proceso no ha sido completamente investigado (Tsuitsur & Tomita, 1990},

Harcison y Ardith (1978), realizaron experimentos sobre ef efecto de ios
carbohidratos en semillas de Cattfeva aurantiaca utilizando como fuente de carbohidratos:
sacarosa, glucosa y fructosa, encontraron gue el tiempo de exposicién al carbohidrato no es
indefinido; ya que después de 21 dias sobre sacarosa el 13% de las serrullas hinchadas y
protocormos que se transfineron a un medio sin carbohidrato formaron plantulas. € 509%
de los protocormos transferidos a un medio sin carbohidrato, produjeron hojas después de
haber permanec:do de 28 a 30 dias en un medio con carbohidrate; y después de 47 dias de
estar en un medi¢ ¢con carbohidrato el 92% de los protocormos continuaron su desarrollo.
Concluyen que en general, e porcentaje de protocormos que formaron hojas fue
directamente proporcionat al iempo que se mantuvieron scbre un medio con carbohidrato,
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EFECTO DE LOS CARBOHIDRATOS SOBRE LA RESPUESTA MORFOGENICA DURANTE EL
PROCESO DE GERMINACION DE Laelia.

Hasta el momento se cuenta con escasos estudios sobre el efecto de glucosa,
fructosa y de otros carbohidratos en la germinacién y el desarrollo del género Laelia.

Knudson (1922), obtiene la germinacién asimbidlica del hibride Laelio-Cattleya
utilizando glucosa y fructosa en un medio nutritivo suplementade con minerales y extracto
organico (Whitner, 1988). Luna y Cosmes (1989}, reportan un mejor desarrciio ontogénico
del embnién de Laelia speciosa al utihzar 1.5% de sacarosa en dos medios nutritivos
obteniendo plantulas completas. Luna y Barba (1993), reportan que al utilizar fructosa y
glucosa come fuente de carbono para la germinacién de Laelia speciosa se induce el
desarrollo morfolégico de los embriones, sin embargo en glucosa es mds rédpido con
respecto a la fructosa y las concentraciones que favorecen el desarrollo hasta el estadio de
ptantula se encuentran en el rango del 3 al 5%,

Stancato y Faria (1996), realizaron un experimento con plintulas de Laefia
cinnabarina para evaluar el efecto de vanos medios de cuttivo suplementados con 20 g/1 de
sacarosa y reportaron que posiblemente ésta especie muestra una correiacidén entre ia
acumulacién de peso seco y la dispombilidad de nutrientes in vitro. Veldzquez (1997),
reporfa que bajas concentraciones (1, 3 y 5%) de giucosa y fructosa estirnutan la

germinacion de Laelia speciosa.

CARACTERISTICAS GENERALES DE Laeliz speciosa.

El género Laefia fue descrito por John Lindley en 1831 en su obra “Género y Especies
de Plantas de Orquidea” y este nombre se ha conservado actualmente (Bechtel ef af., 19886).
La caracterishca principal que distingue a todas las especies de Laefia es que las flores
tienen ocho pohinios comparado con los cuatro polinios que tienen las flores del género més
cercano, Catlleya. Algunos de fos sindnimos que recibe Laelia speciosa son: Laelia grandiflora
(La Liave & Lexarza) Lindley, Laelia majahis Lindley, Cattieya grahamii Lindley. Se le conoce
cominmente como “flor de mayo”, “flor grande”, “fior de corpus”, “tlacuxéchiltl”,
“deantza”, “itzamahua” y “chichiltictopetzacuxdchit!” (Halbinger, 1993).
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Laelia speciosa es una de las primeras orquideas mexicanas que se citan en la
fiteratura cientffica. Se le considera como una de las m4s belias especies del género ¥ quizé
una de las mas notables de tedas las orquideas. Las plantas son epifitas, con pseudobulbos
globosos u ovoides (Halbinger, 1993) miden de 6 cm de alto v cada uno presenta 3 hojas
apicales de 20 cm de large (Wiard, 1987). La inflorescencia puede medir de 12 a 20 cm de
largo y pueden contener de 1 a 2 flores que miden de 10 a 15 cm de didmetro (Fig. 1). Ef
colar de las flores va del rosa-lita claro hasta lila oscuro (Halbinger, 1993), con puntos
lavanda sobre la base del labelo blanquecino (Wiard, 1987), tienen una ténue fragancia
semesante a la de las violetas. Su época de floracion es de abril a jutic. (Halbinger, 1993). La
fructificacién también es estacional, se inicia en la época de secas y su proceso de

desarrollo y maduracién abarca 10 meses (Hernandez, 1992).

Laglia spaciosa puede encontrarse en un ternforic muy extenso de México, en los
estados de Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Michoacan, Querstaro,
Hidalge, San Luis Potosl y Tamaulipas (Soto, 1990; Halbinger, 1993).

Es una de las orquideas mas tolerante a las sequias, crece sobre encinos en bosques
caducitélios, achaparrados y ablertos en altitudes que van de 1900 a 2500m {Halbinger,
1993).

Es importante hacer notar que durante el perfodo de floracién, las flares son muy
conspicuas por ia ausencia de follaje en los encines, de tal manera que son visibles a sus
polimzadores y colectores (Herndndez, 1992).

Esta especie es una de las orqufdeas mas ampliamente colectada en México, se
vende en grandes cantidades en el mercado y calles de esta capital (Scto, 1990); aunque
todavia existen localidades con un gran namero de plantas, algunos sitios han sido tan
explotados que las plantas casi se han extinguido localmente (Halbinger, 1993), su statys de
conservacion es “vulnerable”. En esta categoria de acuerdo con la UICN se incluyen los taxa
gue presentan pobiaciones en decremento detndo a la sobreexplotacién v la destruccién o
perturbacién extensiva del hdbitat (Soto, 1990; Soto & Hagsater, 1990).

Antiguaments, y hasta la fecha el pseudobuibo de Laelia specivsa se usa en ia
fabricacion de dulces durante los festejos de Dfa de Muertos en el estado de Michoacdn

(Pefia & Peria, 1981},
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Taxondmicamente & género Laelia esta cercanamente unido a Cattleya y Epidendrum

(Bechtel ef al.,,1986). Cronquist {1981) y Dressier (1993) proponen la siguiente clasificacion

taxonémica para Laelia speciosa:

Reino: Vegetal

Divisién: Spermatophyta

Subdivisién: Angiospermae
Clase: Liliopsida
Subclase: Lillidae
Orden: Orchidales
Familia; Orchidaceze
Subfamilia: Epidendroideae

Tribu: Epidendreae
Subtribu: Lashnae

Género: Laslia

Especie: Laelia speciosa (H.B.K). Schitr
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Pétalos

Sépalos

Fig. 1. Planta de {aefi speciosa (modificado de Haibinger, 1993).
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OBJETIVOS

GENERAL:
- Determinar el efecto a la exposicién fimitada de fructosa y glucosa al incio y durante la

germinacion in vitro de semillas de Laelfia speciosa.

PARTICULARES:

- Determinar la viabilidad de las semillas de Laelia speciosa.

- Establecer la diferencia de respuesta morfogénica del embrndn durante su germinacidn
asimidtica sobre fructosa y glucesa,

- Determinar el fiempo minime requendo del estimulo con fructosa y glucosa para inducir 1a
respuesta morfogémca de! embridn,

- Evaluar el porcentaje de plantulas con al menos una raiz verdadera (estadio ©), en cada

carbohidrato a ios 98 dias de mnictada la siembra.

HIPGTESIS

£l embrién de las orquideas requiere de un estimulo para continuar su desarrollo
morfogénico durante ef procesa de germinacién, pero si se suspende el estimulo dado por la
fructosa y {a glucosa en algln momento determinado del proceso, el embridn podra

continuar su desarrollo hasta finalizarte,
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METODOLOGIA

MATERIAL BIOLOGICO: Se emplearon semiltas de Laelia speciosa que se colectaron de tres
frutos provenientes de la localidad de Coenembo, Michoacdn. Se procurd colectar frutos
indetuscentes de cotor verde amarillento sin rastro de la presencra de hongos y bactenas.
Estos se colocaron en bolsas de papel de estraza para su transporte. Ya en el laboratorio, se
almacenaron en frascos tapados con una malla de muselina, y se colocaron en un desecador
con cloruro de calcio anmdro, para mantener las semillas viables por larges perfodos de
tiempo (Thompson, 1980).

PRUEBA DE VIABILIDAD: Esta pruebha se realizd por ef método bloguimico del TTC (2,3,5
trifenil-tetrazolio) desarrollade por Likon en 1949. Para la prueha se eiigleron tres frutos
maduros de diferentes plantas (con el fin de utilizar el que tuviera mayor porcentaje de
semillas viables) de los cuales se obtuvieron dos lotes de 50 semillas los que se cofocaron
en sobres de papel filtro (2x2 ¢m) y estos se sumergieron en etanol al 70% durante 5
minutos; posteriormente, se transfirieron a una solucién de hipaclarito de sodio al 0.69% de
clore disponible {CLOROX 6% de cloro activo at 10% v/v) durante 10 mimn, con la finalidad
de tener una mayor permeabilidad de la testa al TTC. Después de esto se procedid a
enjuagar los sobres tres veces con agua destilada para colocarlos en la solucién de TTC al
19 durante 24 horas en la oscuridad, a una temperatura de 23°C + 2°C, Transcurrido este
tiempo se realizaron tres enjuagues vy finatmente se mantuvieron en agua destilada,

Las sermlias de cada sobre se observaron bajo el microscdpio estergoscoplo, se
tomaron al azar dos lotes de 50 vy se registraron las que estaban tefidas para
postertormente calcular el porcentaje de viabilidad mediante un rango de tolerancita maximo
establecido de acuerdo a Moreno {1984).

GERMINACION /N VITRO.
MEDIQ DE CULTIVO: La germinacién asimbidtica in vitro de las sermillas de Laelia speciosa

se llevd a cabo en el medio de cultiva Murashige-Skoog (MS)(Tabla 2, anexo) para 1o cual se

empled una mezcla de sales basales marca SIGMA,
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Carbohidratos experimentales: Los carbchidratos que se emplearon come fuents de
carbono y energia para la germinacién asimbidtica de semillas de Laelia speciosa fueron
fructosa y glucosa. Estos carbohidratos se afiadieron por separade al medio M3 a una
concentracién de 3%; se realizaron 45 réplicas para cada carbohidrato, ios cuales se
esterilizaron por (los métodos: autociave (A) y filtracidon (F) (Tabla 3).

Ajuste del pH: Una vez preparado el medio de cuttivo (MS), se ajusté el pH a 5.7 con
la adicién de 4c. clorhidrico (HC(Y o hidrdxido de sodic (NaOH), segin fue necesano.

Esterilizacién en autoclave: Los carbohidratos (fructosa y glucosa) se adicionaron
por separado al medio de cultivo (MS). Una vez preparado, se vertieron 15 ml del medio de
cuttivo a tubos de ensaye, astas s& estarilizaron en autoclave bajo condiciones sstandar de 1
atm de presién y a una temperatura de 121°C, durante 15 minutos (Abraham & Vatsala,
1981; Han & Stephens, 1992).

Esterilizacién en frio: El medic de cultvo (MS3) sin carbohidrato se ssterilizd en
autoclave, mientras éste permanecia {iquido se inyecto el carbohidrato previamente disuetto
con la ayuda de una jeringa hipodérmica acopiada a un filtre de membrana de 0.45y de este
modo se retienen los contaminantes {Abraham & Vatsala, 1981). Posterormente, el medio
de cultivo con carbohudrato se mezcid bien y se distnbuyé en los tubos de ensayo
previamente esterilizados (aprox. 15 mi/tubo). Tedo este procesc se realizé dentro de la
camara de flujo laminar.

DESINFESTACION Y SIEMBRA: La siembra se llevd a cabo en una sala previamente
esterilizada con luz UV, la superficie de la campana de flupo iaminar y tode material que se
introduro a elia se desinfestd con etanol al 70%.

La desinfestacién de las semillas se efectud con cuidado y esmeradamente antes de
wtroducirlas al medio, para eliminar de la superhcie esporas y bactenias adquiridas del
ambiente (Abraham & Vatsala, 1981).

Para ia siembra se coloear’0n 50 semillas dentro de sobres de papel filtro (2x2 cm),
estos se desinfestaron conm una solucion de etanol al 70% durante 5 minutos,
posteriormente s& transfirieron a una solucidn de hipoclorito de sodio al 10% v/v (0.6% de
cloro active) durante 1C minutes, pasado este tiempo se enjuagaron tres veces con agua

destilada estéril y se colocod un sabre en cada tubo con medio de cultivo.

INCUBACION: Los tubos con el material biolégico se colocaron en la sala de wicubacidn
dénde se mantuvieron a una temperatura de 25°C + 2°C y un fotoperiode de 16 horas luz,
con una iluminacién de 4670 lux, utilizando se1s [Amparas fluorescentes de 75 watts.
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DISENO EXPERIMENTAL

EFECTO DEL ESTIMULO LIMITADO DE FRUCTOSA Y GLUCOSA AL INICIO DE LA
GERMINACION: Cada cinco réplicas en los dos tipos de carbohidratos esterilizados por
filtracidn y en autoctave se transfirieron a un medio MS sin carbohidrato a diferentes
tiempos de (niciado el cultvor 7, 15, 21, 30, 38, 45, 52 y 60 dias, a excepcién de cinco
réplicas que permanecieron bajo el estimulo del carbohidrato durante 98 dias (testigo)
(tabla 3). Lo que permitis evaluar la respuesta dei efecto del estimule limitado por fructosa
y glucosa asf como también deterrmnar et tiempo minimo requerido dal estimulo de estos
carbokidratos para inducir {a respuesta morfogénica del embrion durante su germinacién,
Se considerd come tiempe minimo cuando se obtuvé méas de 50% de plantulas

desarroladas (estadios 4 al 6).

e =
. ~TIROS-- DE - TRATAMIENTO: , CON FRUCTOS,
P i Peas U GLUGOSATY LT s,
Tiempo de exposrcitn FA- FE . i GA i GF
(das) . C -
7 *5 *5 *5 *5
15 *8 *5 *H *5
21, *5 *5 *5 *5
30 *5 *5 *5 *5
38 *5 *5 *5 *5
45 *5 *5 *5 his]
52 *5 *5 *5 *5
60 *5 *5 *5 *5
98 *5 *5 *5 *5

Tabla 3. Disefio experimental para Laelia speciosa. FA (fructosa esterilizada em autoclave), FF (fructosa
esterilizada por filtracién), GA (glucosa esierilizada en autoclave), GF (glucosa esterilizada por filtracién), *5
(lamaifio de la muestra),

PORCENTAJE DE GERMINACION: EI porcentaje de germmnacién se evalud cada 7 dias
hasta fos 98 dias después de niciada la s)embra; se cuantificd mediante el porcentate total
de semitlas que se encontraran en cualquier estadio a partir de semilla hinchada. Este

porcentaje permitié conocer ta velocidad de la germinacién a través del tiempo en cada una

de sus réphcas y a su vez estimar en forma directa la viabilidad de las semillas.
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{NDICE DE DESARROLLG: La diferencia de respuesta morfogénica del embridn durante su
germinacién se evalte para cada tipo de carbohidrato mediante el indice de desarrollo. Para
ésto, se registrd el desarrollo del embridn cada 7 dias hasta los 98 dias de acuerdo al
método empleade por Harrisen y Ardittl {1878). Se asignéd un valor a cada estadio de
desarrolle (Tabla 1), ei indice de desarrollo se calculd para cada réplica, ai emplear la
frecuencia de cada valor expresado como un porcentaje del nimero total de individuos,
estos porcentajes se multiphcaron por el valor asignado a sus respectivos estadios,
finalmente se sumaron y el total fue considerado como el valor del indice de desarrollo.
Ademas, se registré el porcentaje de plantulas en el dltimo estadio (plantula con raiz

verdadera) a los 98 dias.

DISENO ESTADISTICO: A los resultados obtenidos de indice de desarrollo y porcentaje de
germinacion se les aplicd un ANDEVA con un intervale de confianza de 0.05%, para
gstablecer s1 existian diferencias entre las interacciones de los tipos de carbehidratos
empleados, métodos de esterdizacidn de tos carbohidratos y tiempos de exposicién a los
mismos, Para esto se utihzé ef programa estadistico SAS versidn 6.08.
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RESULTADOS Y DISCUSION

VIABILIDAD

Las serllas usadas en este estudio fueron obtenidas de una planta heterocigética
cotectada de una pobiacién natural, de acuerdo a esto, (os grupos de semillas pueden
responder diferente a los tratamientos fisiolégicos que se les dé (Miyoshi & Mu, 1995),
Shoushtart y colaboradiores (19943, mencionan que (a viabitidad varia con ia especie, hibrido
¥y tiempo de almacenaje.

La prueba de viabilidad permitié estimar de manera rdpida la condicion bioldgica de
la semilia, se basa en la reacci6n de ciertas enzimas de las células vivas con la sal de este
reactivo, dénde se da la reduccién def tetrazolio formandose un compuesto rojo ilamado
formazan (Moreno, 1984).

De las semillas a las que se les aplics la prueba de viabiidad, ef maximo porcentaje
registrade fue de 88% de embriones tefidos (frute 2) (Tabla 4), donde el rango de
coloracién varné del rojo, anaranjado y rosa. Lo cual concuerda con o reportade por
Shoushtar y colaboradores (1994), quienes mencionan que el cloruro de tetrazoiio tifie a los
embriones viables de naranfa o naranja rojizo.

Por otro lado, Ramsay (com. pers, 1997) menciona que si &l porcentaje de viabilidad
en un fruto estd por arrba del 50 9% se considera aceptable. Las diferencias en los
porcentajes de viabiidad obtenidos en los frutos de Laelia speciosa quizd se deban a la

condicién biolégica de la planta donadora.

FRUTO (%) |
1 51
2 88
3 87

Tabla 4. Porcentaje de semillas vables de Laefia speciosa,
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PORCENTAJE DE GERMINACION

El primero en describir el proceso de germinacisén en orquideas fue Knudson (1922),
quien reporta que en general el proceso comienza con un ensanchamiento del embridn
hasta que alcanza el estadio de una pequefia esféruta v los pelos absorbentes crecen de {a
epidermis; la esférula aumenta de tamario y forma una masa giobular de células con una
depresién en la superficie mds alta (protocorme); el protocormo continda creciendo y un
primerdio fohar emerge de ests depresisn, posteriormente, una segunda y tercera hoja se
forman precediendo al desarrollo de la rafz (Saker et al.,1987).

Prerik en 1990, cita que Arditt (1967}, Hartey (1969), v Pierk et a/,(1982, 1983)
consideran que la germinacién de las semillas de orquidea tiene lugar de la siguiente forma:
El embridn absorbe agua a través de la testa, aumentando de volumen, Después se inicia fa
divisién celular, rompiendo el embrién la cubterta semmnal. A continuacidn se forma una
estructura de tipc protocormo, a partir del agregado de células, y sobre éste puede
distinguirse el meristemo del vdstago. Tan pronto como se inicia la diferenciacion de
drganos (meristemo del vdstago en el 4pice y nizoides en la base), cenienza un periodo de
crecimiento intenso. i el protocormo estd a la luz, adquiere el color verds y al mismo
tiempo se desarrollan hojas. Como resultado de la formacién de la clorofila la planta se hace
autdtrofa y mas tarde las rafces verdaderas se forman endégenamente.

De Pauw y Remphrey (1992), consideran el inicio del proceso de germinacion
cuando el embrion emerge de la testa. Otros autores como Harmison y Ardith (19783,
Nishimura (1981}, Baker y colaboradores (1987), Rubluo y colaboradores (1989), Leroux y
colaboraderes (1995), consideran el imicio de la germiracidén en orquideas, cuando el
embrién se agranda hasta formar un protocormo. Masuhara y Katsuya (1989), asi como
también Zettler y Mclnnis (1993), mencionan que este proceso da inicio cuando la testa es
rota o desgarrada debido al ensanchamiento deil embrién.

Dade que, existen diversas interpretaciones del momento en que se inicia la
germinacion de las semillas de orqufdeas, en este trabajo se considers que la semilia ha
germinado, cuando ef embrién se hincha y toma una coloracitn verde.

Ei primer signo de germinacidn en las semillas de Laefia speciosa, se observé a partir
de los 7 dias de wniciada la siembra; donde se observaren diferencias significativas (p<0.05)
(Tabla 7) en las interacciones de las variables experimentales, obteniéndose un mayor
porcentaje de germinacién en las semillas expuestas a glucosa (Grafica 1). Al respecto
Arditti (1992), menciona que la germinacién de las orquideas puede iniciarse entre los 7 y
235 dfas después de que las semilfas son colocadas en cualguier tipo de medio.
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Laeclia es uno de los géneros més cercanoes a Cattleya, por o cual se podria esperar
un comportamiento similar; en la respuesta de germinacién in vitro. Sin embargo, Baker ef
al., (1987), reportan que este género germina aproximadamente en dos Semanas. Esta
diferencia observada, concuerda con lo reportado por Arditti y colaboradores (1982),
quienes mencionan que los requerimientos de carbohidrato para (a germinacién varian adn
dentro de especies y géneros gue pertenecen a fa misma famihia.
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Grafica 1. Efecto del
estimuio limitado por
fructosa y glucosa en la
germinacién de Laefia
speciosa a los 7 dias de
cultivo. FA. fructosa en
autoclave, FF: fructosa
por filtraci6n, GA:
glucosa en autoclave,
GF: giucesa por
filtracion, T testigo

% Germinacidn

7 15 21 3¢ 35 45 52 4] T
Tiempo de Exposicién (dias)

Los valores marcados con letras diferentes denotan diferencias signihicativas

A los 21 dias de cuitivo existen diferencias significativas (p<0.05) (Talla 7) entre las
interacciones de las variables experimentaies (Gréfica 2). Se observd que ¢l porcentaje de
germinacidn de las semillas continda aumentando, adn en aguellas que ya no estaban
expuestas al estimulo de las carbohidratos (trlempos de exposicion 7 y 15).

Esta respuesta es m4s rapida comparandola con Catfleya aurantiaca la cual requiere
para este proceso de 20 a 60 dias del estimulo de fructosa y glucosa (Harnson & Arditti,
19738).

Lo mismo ocurre al compararla con otras especies como: Pontfliera racemosa cuyas
semillas germinan en dos meses (Baker ef al.,1987); Cypripedium japonicum requiere de tres
meses para germinar y C. debile requiere mas de tres meses para hacerlo (Hoshi et al.,
1994); de modo similar, C. acaule germina después de los se15s meses de incubacidn (St
Arnaud et af.,1992).
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Gratica 2. Efecto del
estimulo limitado por
fructosa y glucosa en la
germinacion de Laelia
specipsz a los 21 dias
de cuitivo

% Genminacion
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Los valores marcados con letras diferentes denotan diferencias sigmificativas

A partir de los 42 dias y hasta el final del cultive el porcentaje de germinacién no
vant y no existieron diferencias significativas en las nteracciones de las variables
experimentales (Tabla 7). Al final del cultivo, 98 dias, el maximo porcentaje de germinacidn
que se obtuve, en aquelias semillas que estuvieron expuestas durante 38 dias al estfmulio de
GA y GF, fue de 97%. Para aquellas que estuvieron expuestas por mds de 30 dfas sobre FF
el porcentaje de germmacién fue de 100, a excepcién de las que se mantuvieron bajo el
estimulo durante 45 dias; v en las semillas gue estuvieron expuestas sobre FA al estimulo
de 38 dias, fue de 949, (Grafica 3). La germinacidn no se ve afectada por el carbchidrato, &
tipo de esterilizacién ni el hempo de exposicién.
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Las valores marcacdos con lairas diferentes denotan diferencias significativas
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Bajo condiciones naturales escasamente del 1 at 2% de las sermllas germinan {Philip
& Nainar, 1988); asi mismo, la mortalidad de tas semiilas de orquidea durante f(a
germinacidn es extremadamente alta (Baker et al, 1987). Herndndez (1992), reporta que en
la naturaleza Laefia speciosa presenta un porcentaje de germinacién extremadamente pobre
gue va de 0.000048 hasta 0.00022.

Sin embargo bajo condiciones asimbiéticas las tasas de germinacion son cercanas al
100 %. Lo anterior corrobora los resultados obtenidos en esta especie ya que gl porcentaje
promedic de germinacion al término del cultivo fue de 899,

Moreno (1984}, menciona que et porcentaje de viabilidad cbtenido en la prueba de
tetrazolio, es el porcentaje de germinacién que se esperarfa cuando el lote es germinado
bajo condiciones muy favorables. Lo cual concuerda con e porcentaje de wiabdidad y de
germminacion cbtenidos para L. speciosa los cuales fueron de 889 v 89% respectivamente,
esta diferencia se ubica dentro def rango de diferenciz permitida que puede considerarse
dentro del error debido al muestreo,

En este estudio la fructosa esterilizada por filtracién y la glucosa esteriizada por
ambos métodos resultaron ser una buena fuente de carbohidrato para inducir a
germinacién de las semillas de Laelia speciosa, ya que se cbtuvieron altos porcentajes de
germinacién lo cual concuerda con otros estudios como los realizados por, Leroux et al.,
{1995) quienes citan que Whitner (1959), Arditti (1967) y Ernst (1967), observaron que las
semillas de crquidea germinan en presencia de fructosa. Ardith (1982), menciona que
alguras orguideas germinan mejor sobre medios que contengan glucosa y/o fructosa ¢ miel
de abeja, como es el caso de Goodyera pubescens la cual germina bien sobre glucosa

mientras que Paphiopedilum 10 hace sobre fructosa.
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fNDICE DE DESARROLLO

El primer signo de desarrollo, semilla tunchada, fue evidente a partir de los siete dfas
de iniciada la siembra, con el estimulo de ambos carbohidratos; y a los 14 dias de cultivo [a
mayarfa de las semillas alcanzaron este estadio. En estos tiempos de cultivo existieron
diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 8) en {as interacciones de las vanables (tipo de

carbehidrato, tiempo de exposicion y tipo de esterlizacion).

A los 21 dias de cultvo, no existen diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 8) en
las interacciones. Sin embarge, las semillas que estuvieron y permanecieron bajo el
estimuio de glucosa esterllizada por ambos métodos aicanzan el estadio de semilla
hinchada (1.0, 200) (Grafica 4). Para que L. speciosa alcanzara este indice de desarrollo
necesitd de 11 dias mas que las sermullas de Catileva aurantica, cuando estas estuvieron
expuestas a un medio con sacarosa. Lo que coincide con Jo reportado por Arditti vy
colaboradores (1982), gquienes mencionan que en gengral se habla de carbohidratos
genéricamente sin sefalar 1a importancia del tipe, y que los requerimientos de carbono

varfan dentro de ias espectes y los géneros de la misma famibia.
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Los valores marcados cen letras diferentes denotan diferencias significativas
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Harrison y Arditti (1978), reportan que después de que 1as semilias de Cattleya
aurantfaca han alcanzado el estadio de semila hinchada, requieren aproximadamente de 18
dias para llegar ai estadio de protacormo (1.D. 300). Para las semillas de Laelia speciosa que
estuvieron expuestas al estimulo GA y GF durante 38 dias (Grafica 5), dicho estadio se
alcanzo después de 21 dias. Aquelias semillas expuestas a FA atcanzaron, a los 42 dias de
cuitivo, el estadio de semilla hinchada; mientras gue, la mayoria de las semillas expuestas
al estimulo de fructosa esterilizada por filtracién alcanzaron el estadio de protocorme.

A partir de este tlempo y hasta los 63 dias de cultivo existieron diferencias
significativas (p<0.05) (Tabla 8) en las interacciones de las varables experimentales y a
partir de los 70 dias y hasta el final del cultivo no existen diferencias significativas.

St- Arnaud et 5., (1992) v Leroux ef al., {(1995), citan a Ernst (1967), Ernst of af,
(1970, 1971) quienes observaron que en un cultive asimbhidtico, los embriones de las
orquideas pueden pasar del estadio de protocormo al estadio de plantula con una fuente
adecuada de gldcidos simples. Sin embargo, adn cuando a las semillas y protocormos de
Laslia speciosa se les expuso al estimulo durante siete y 15 dias con fructosa y glucesa, no
logran continuar su desarrollo (Grdfica 5); esto quiza se deba a que el astimulo por los
carbohidratos no fue suficlente para inducir una respuesta morfogénica en los embricnes.
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A los 56 dfas de cultivo los protocormos que estuvieron bajo el estimulo de GF
durante 38 dfas, son los primeros en alcanzar el estadio de ptantuta con una hoja (1.D. 400)
(Grafica 6). Estos resuitados indican que el efecto del estimulo de la glucosa esterilizada por
filtracién, para inducir la respuesta morfogénica de protocormo a plantula con una hoia, en
L. speciosa es limitado.

La mayoria de las semillas y protocormos que han estado y que permanecieron con
el estimulo de GA y FF permanecieron en estadio de protocormo. En tanto que algunas de

las semiilas expuestas al estimulo de FA estarian alcanzando el indice de desarroilo de 300,

600
g 500
B —o—FA
a —8—FF | Grifica 6. Efecto del
cq: e GA fes;!imulo limitado por
& ructosa y glucosa en
@ —&--GF el desarrolle  de
g Laeliz speeiosa a los
5 56 dias de cultivo.

7 15 21 30 38 45 52 60 T
Tiempo de Exposicion (dias)

Los valores marcados con letras diferentes denotan diferancias significativas

Al términe del cuttivo (98 dias) (Gréafica 7), los protocormos gue estuvieron bajo el
estimule de FF méas de 38 dias, aicanzan et estadio de pléntuta con una noja, a excepcibn de
aguelios que se expusiercon durante 45 dfas; y sélo las de GA que se expusieron durante 38
dias alcanzan este estadio (I.D. 400), Mientras gue, las semilias que se expusreron al
estimulo de GF permanecen en este indice.

Por otro lade, las semiilas que estuvieron expuestas a fructosa esteriizada en
autoclave no alcanzan el indice de desarroto de 300. Esto probablemente se deba a que fa
esterihzacién en calor del medio de cultivo descompone a la fructosa (103-105°C), la cual se
descompone a temperaturas menores a las gue se alcanzan durante la esterilizacién en
autoclave. También se observé que las semillas y protocormos de L. speciosa trasplantados
alos 7 y 15 dfas a un medio sin fructosa y glucosa no logran pasar del estadio de

protocormo.
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Es importante sefialar que el indice de desarrollo alcanzado por los embriones en un
tiempo determinado de cuitivo o de exposicidn al estimuio indicarfa la presencia de un sdlo
estadio; sin embargo, a lo largo del cuitivo se presentaron estadios mas avanzados a [os
indicados por el maxime indice de desarrotlo calculado (1.D. 400); es decir, que también se
desarroltaron pidntulas con hojas y con rafz verdadera.

El estimulo durante 7 v 15 dias sobre cualquiera de ios carbohidratos no indueron
una respuesta morfogénica de los embricnes ya que no rebasan el estadio de protocormo
{1.D.300) después de 98 dias de cultivo (Grafica 7). Esta respuesta probablemente se debe
que e! estimulo de los carbohidratos ne fue suficiente y a que las semilas no presentan
orgénos capaces de efectuar la glucenogénesis. Asl mismo, el estimulo de fructesa
esterilizada por autoclave no mduce una respuesta morfogénica de los embriones en
ningunc de tos tlempos de exposicidn (Grafica 7). Esto quizé se debe a que la fructosa se
descompane y por lo tanto no esta disponible para los embriones ya que el carbohudrato es

el factor lmitante para inducir la respuesta morfogénica,

La exposicidn al estimulo durante 21 dias induce una respuesta morfogénica a partir
de los 70 dias de cultivo (Grafica 8); en tanto que a la exposicién de 30 y 45 dias al estimulo
estd respuesta de observa a partir de los 56 dfas de cultivo, ya que se rebasa el indice de
desarrolle de 300 (estadio de protocormo); el cual indica la presencia de estadios més

avanzades (Graficas 9 y 10).
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Cuando las semiilas se mantuvieron con el estimule de les carbohidratos durante 38
dfas, la repuesta morfogénica se inicié a partir de los 42 dias en glucosa; en tanto gue, para
fructosa estenlizada por filtracién se inicid a partir de los 56 dias alcanzédndose al final del
cultive (98 dfas) un indice de desarrolle de 400 (plantula con unz hoja) en estas semillas
(Grafica 11).
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En agueflas sermiftas que se mantuvieron expuestas durante 52 y 60 dias al estimule

de GA y FF, la respuesta morfogénica se inicié en el momento en que se suspendid el

estimulo de los carbohidratos; dicha repuesta se ohservd a los 56 y 63 dias respectivamente

en las graficas 12 y 13. En tanto que en GF esta respuesta se nicid a los 49 dias en los

carhohudratas asterilizadas por filtracidn, ¥ se alcanzé un indice de desarrciio de 400 ai final

dei cultivo (Grafica 12). Por otro lado, a los 60 dias de exposicidn, este indice sdlo se

alcanzé en FF al fina) del cultivo (Gréfica 13).
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En aquellas semillas que se mantuvieron con el estimulo de los carbohidratos
durante todo el cultivo esta respuesta morfogénica s6io se da en los carbohidratos
esterilizados por filtracidn, se nicié a los 63 dias y Gnicamente alcanzaron el indice de 400

las semillas expuestas a fructosa (Gréafica 14).
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TIEMPO MINIMO REQUERIDO PARA INDUCIR LA RESPUESTA MORFOGENICA EN
EMBRIONES DE Laelia speciosa.

Adn cuande al término del cultivo ef maximo indice de desarrollo que se obtuve fue
de 400 (plantula con una hoja), se constaté que algunas de éstas plantulas de L. speciosa
presentaban en este momento mas de dos hojas (estadio 5) y al menos una raiz {estadio 6).

Las semillas de orquidea requieren de una fuente externa de gltcidos para pasar del
estadio de protocormo al estadio de plantula (Leroux et al., 1995). Sin embargo, nc es
esenclal mantener las semilla y los protocormos bajo el estimulo indefimido (Harnsen &
Ardith, 1978), para inducir la respuesta morfogénica. En L. speciosa se pudo observar que
en todos los tiempos de exposicidn al estfmulo de los carbohidratos esta respuesta se did en
mayor o menor grado. De las semillas y protocormos que se mantuvieron bajo el estimuto
de FF y glucosa (GA y GF) durante 38 dias; entre el 68 y 73 9, de &stos se desarroliaron a
plantulas (Gréafica 15). Considerdndose este tiempo de exposicion como el tiempo minimo
requerido para inducir este tipo de respuesta por ser el primer tiempo de exposicién dénde
se rebasa mas del 50% de plantulas desarrolladas. Esta respuesta quizd se debe a que
ambos  carbohidratos son monosacéridos de seis carbonos (hexosas) y presentan

caracteristicas quimicas similares.
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos para el género Caitfeya, cuyos
embriones requieren de un estimulo aproximadamente durante 40 dias (Arditti, 1990).
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PLANTULAS CON AL MENOS UNA RA[Z VERDADERA (ESTADIQ 6)

En la gréfica 16 se puede observar que las semullas de L, speciosa que estuvieron
expuestas durante 7 dfas al estimulo de fructosa (FA y FF) y glucosa (GA y FF), no lograron
completar el procesc de germinacidn, es decir no desarroliaron raifz. De la misma forma,
este proceso na cutming en las semillas que se mantuvieran expuestas a fructosa durante
15 dias.

Harrison y Arditti (1978), reportan que cuando las semillas de Cattleya awrantiaca
son germinadas schre fructosa y glucosa esterilizada en autociave, el porcentaje de
plantulas desarrclladas sobre fructosa es méas bajo que en giucosa. Una respuesta similar
ocurrié en 1as semillas de L. speciosa ya que aquellas que permanecieron sobre fructosa
esterilizada en auloclave no culminaron el proceso de germinacién. Sin embargo, se
cbservé que el efecto del estimulo limitade de los carbohidratos utilizados, nduce en
menor proporeién la culminacidn del proceso, en comparacidn con aquellas que se
mantuvieron durante tode el cultivo bajo el estimulo de los carbohidratos; obteniéndose un
29% en FF, 23% en GA y 21% en GF. Esta respuesta probablemente se debe a que fa
concentracion de los nutrientes disminuye a través del tiempo, lo cual induce la formacidn

de raices.
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CONCLUSIONES
Las semillas de Laelia speciosa presentaron un porcentaje de embriones viables del 88%.

Fructosa y glucosa son una buena fuente de carbohidrato para inducir la germinacion y

desarrollo de los embriones de Laelia speciosa.
El primer signo de germinacién se dié a fos 7 dias de cultivo en ambos carbohidratos.

E| porcentaje de germinacién de las semillas de L. speciosa, expuestas tanto en fructosa

como glucosa, fue aproximadamente del 89%.

La germenacién no se ve afectada por el carbohidrato, tipo de esterihzacion y tiempo de

expPosICIon.

La glucosa esterilizada por ambos métodos induce una respuesta morfogénica de los

embricnes.
La fructosa induce una respuesta morfogénica sélo cuando se esterihiza por filtracion.

£} maximo Tndice de desarrcilo que se obtuvo al fina! del cuitivo fue de 400 {estadio de
plantula con una hoja) en FF, GA y GF.

La respuesta morfogénica de las semillas expuestas durante 38 dfas al estimulo de FF, GA y

GF se tnicia a los 42 dias de cultivo,

Trelnta'y ocho dias de exposicion de las semsllas sobre glucosa y fructosa estenlizada por
filtracidn, es el tlempo minime requendo por los embriones para inducir un maximo
desarrollo de pléntulas.

La culrminacidn del proceso de germinacién es menor cuando el estimulo es limitado.

El maximo porcentaje de pldntulas en estadio seis se obtuvo cuando se mantiene constante

el estimuioc.
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ANEXDO

NUTRIENTES

CANTIRAD

MACRONUTRIENTES

NH¢N03 1650 mg/c
WS04 180 7 mg/i
K, POy 170 mgsl
KO3 1900 mgr
332 2 mg/l

(aClg

WICRANUTRIENTES

‘ 7080, 86 mg/
CoCla 3 025mg/i
H3B03 6 02 mgit

Mn30s H20 18 9 mg/i
CuS04 5 Hz0 0025 mg/!
MagMoOy 2 Hz0 Q25 mgh
Ki © 83 mg/!
ECTA Nag 2 Ha0 37 26 mgst
FeSGs 2768 mg/!

oA FNOSATO L
Mln:tnﬁs;tol h — 100 mg/l
T e VAT STEE T

Tiamina ’HCi ' : - \0\4 mg/l
Niacina 0% mgdl
Pirdiowsna HCH 01 mg!!

FUENTE DE CARBONOC . ¥ ENERGEA

Carbomdratc*

) gn

"AGENTE SOLiDiFiCANTE

Agar get (Stgma)

[

5 g/l

TAELA 1, Composicion del medio de cuitivo Murashige-Skoog. * Se suplemento al media como fruclosa y

glucosa.
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