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RESUMEN

Laelia speciosa es una especie epifita endémica a México, perenne y con flores Hlamativas de
color rosa-lila, por lo que es muy saqueada con fines omamentales ¥ se encuentra dentro de la
categoria de vulnerable que segin el libro rojo de la International Union for Conservation of Nature
and Natural Resourses (IUCN), es cuando un taxon tiene un alto riesgo de extincién en el campo a
mediano plazo (Soto & Hagsater, 1990).

Las semilias de las orquideas en condiciones naturales presentan un bzjo porcentaje de
germinacion en un largo periodo de tiempo, en condiciones asimbioticas in vifro el tiempo se reduce y
el porcentaje de germinacién aumenta considerablemente, esto debido a la adicién de carbohidratos al
medio de cuitivo; sin embargo, los estudios relacionados con los efectos que tienen éstos durante Iz
germinacion de las semillas de diversas especies de orquideas son pocos. Actualmente sdlo se conoce
que son necesarios para iniciar y culminar el proceso de germinacion, pero se desconoce el tiempo que
se requiere de éste estimulo al inicio de la germinacién.

Las semillas de L. speciosa recolectadas en campo se sembraron sobre un medio de cultivo
semisélido Murashige-Skoog (MS), suplementado con manitol o sacarosa, esterilizados en autoclave y
por filtracidn, se transfirieron réplicas a un medio MS sin carbohidrato a diferentes edades y unas se
mantuvieron en medio MS con carbohidrato hasta el final del cultivo. Para cada réplica se evalud el
porcentaje de germinacion y se cuantific el indice de desarrollo para establecer el efecto que tiene el
estimulo de los carbohidratos de diferente origen, sobre el desarrollo de las semillas al inicio de la
germinacion.

El porcentaje de germinacién para las semillas de Laelia speciosa vario, en general entre 70 y
100 % sin haber diferencias significativas entre los carbohidratos o tipo de esterilizacién de los mismos,
ni entre los diferentes tiempos de exposicién de las semillas 2 los carbohidratos,

Las semillas estimuladas con manitol presentaron un desarrolio mas lento comparado con el de
las semillas en presencia de sacarosa; ya que sélo después de 98 dias de edad, las semillas alcanzaron la
etapa de protocormo, cuando =l carbohidrato es esteritizado por filtracién y se presentaron plantulas
con una hoja cuando el manitol es esterilizado en autoclave, por ello no se observo un tiempo minimo

de exposicion a éste,



Las semillas de I. speciosa en presencia de sacarosa por 38 dias llegaron a formar plantulas
completas con raices verdaderas, y por ello se considerd éste tiempo el minimo que requieren las
semillas del estimulo con éste carbohidrato; sin embargo el tiempo con el estimulo puede ser alargado
hasta 98 dias, aunque se obtiene un mayor porcentaje de plantulas si sblo se estimulan las semillas por
38 dias.

Al final del cultivo, se presentaron diferencias significativas en el desarrollo de las semillas, en
cuanto al tiempo de exposicién y en el tipo de-esterilizacion al ufilizar sacarosa y manitol como fuente
de carbono. En general ambos carbohidratos resultaron una buena fuente de carbono, aunque el

desarrollo de las semillas es més rapido sobre sacarosa que sobre manitol.



INTRODUCCION

La familia Orchidaceae con sus 35 mil especies y cerca de 900 géneros esta considerada como
uno de los grupos de faner6gamas més numerosos (Dressler, 1981; Arditti, 1992). Es también de los
mas ampliamente distribuidos, ya que pueden encontrarse en diversos tipos de habitat, exceptuando los
polos. Es uno de los taxa mas vulnerable, debido principalmente & su belleza, la cual eleva su valor
horticola y comercial, razon por la cual generalmente son extraidas de su ambiente natural, asi como
por la destruccién de los habitats donde se desarrolla (Soto & Hagsater, 1990); se considera que la
mayor riqueza de especies de esta familia se encuentra en los bosques tropicales (lluviosos y de niebla)
comunidades incluidas dentro de las méas seriamente alteradas (Withner, 1974; Soto & Hagsater, 1990).

En la Repiblica Mexicana se conocen alrededor de 1000 especies de orquideas de las cuales el
35 por ciento son endémicas (Soto, 1988).

Los frutos de las orquideas son capsulas tripartitas que se desarrollan a pariir del ovario
inmediatamente después de efectuada la polinizacion. Estas capsulas requieren de un afio para su
maduracidn.

La estructura y tamafio de la semillas de orquidea es una de las mas notables caracteristicas de
éstas; son diminutas, pesan entre 0.3 y 14 pg, miden usualmente de 0.25 a 1.2 mm de largo y entre 0.09
y 0.27 mm de ancho. Poseen un pequefic embrién alargado suspendido dentro de una membrana
transparente o a veces pigmentada. Contiene un suspensor de células alargadas y elongadas en la parte
posterior del embrién (Arditti, 1967), Estas semillas no pcseen cotiledones y consisten principalmente
de un embrion relativamente indiferenciado cuando esta maduro y carece de reservas nutricionzles
suficientes para su germinacion. Por ello, es necesario una fuente de nutricidn externa hasta que se
desarrollen lo suficiente para sobrevivir,

Una fuente de carbono y energia como son los carbohidratos, son el estimulo disparador de las
respuestas morfogénicas para la germinacion tanto en condiciones naturales, como /n vitro. En la
naturaleza el estimulo inductor depende de la simbiosis establecida por un hongo que generalmente es
del género Rhizoctonia, mientras que la germinacion en el laboratorio depende de la adicién de

carbohidratos a un medio de cultivo basado en sales minerales.



Se conoce que la falta de éste estimulo ocasiona la suspension del desarrollo del embrién atin
cuando éste halla iniciado su germinacién y exista clorofila en el tejido; mhentras que el estimulo
continuo provocara la culminacion del proceso de germinacion, que est# establecido para la formacion
de una plintula con hojas y raiz; pero se desconoce el efecto de éste estimulo durante un tiempo
limitado al inicio de la germinacién. De acuerdo a Io anterior el objetivo de este trabajo es determinar el
efecto de la exposicion limitada que ejerce el manitol y la sacarosa durante la germinacioén in vitro de

Laelia speciosa.



ANTECEDENTES
Semillas de Orquidea.

Los frutos de orquidea producen numerosas semillas, que pueden ir por lo general de desde 300
y hasta 6 miliones, éstas son diminutas y desnudas, las cuales pueden medir usualmente menos de un
milimetro (Arditti, 1982, 1992).

Las semillas de las orquideas poseen un embrion simple y rudimentario formado por un
pequefic grupo de 8 a 10 células isodiameétricas (Arditti, 1967), se encuentra relativarmente
indiferenciado, no presenta endospermo, ni cotiledones (Petersén & Currah, 1990), consta de dos
regiones, la anterior o chalazal formado pot células pequefias y densas y la regidn basal constityida por
células grandes a veces vacuoladas (Arditti, 1967). Las reservas alimenticias estan almacenadas en ¢l
propio embrion (Harrison & Arditti, 1978), y se halian presentes como pequefios granulos de almidén y
gotas de lipidos (Emnst & Rodriguez, 1984) también presentan un suspensor constituido por una serie
de células muertas, que se localiza en la parte ferminal del embrién y sirve como un conducto de
algunas sustancias nutritivas (Arditti, 1992), por ello se le atribuye el papel en la rutricién (Martinez,
1991). Este embrion se encuentra encerrado dentro de una membrana semitransparente, ia testa
{Arditti, 1982), fa cual puede presentar diversas omamentaciones (Withner, 1959). En el interior de las
semillas hay un gran espacio de aire (Arditti, 1967), lo que ocasiona que la semillas puedan flotar en el
aire o en el agua (Abraham & Vatsald, 1981).

Germinacién Simbiética.

La germinacin en las orquideas no es un proceso sencillo, las semillas apenas visibles, bajo
condiciones naturales, deberan caer en un sustrato adecuado con condiciones precisas de humedad,
acidez, luz y otros factores bioticos (Del Castillo, 1992), ademéas pasar a través de una {ase
heterotrbfica durante su desarrollo, la cual implica una relacién balanceada con un hongo endofitico
(Smreciu & Currah, 1989), que le proporcione los elementos necesarios para disparar los eventos
fisiolégicos del embrién para que se lleve a cabo la germinacion (Luna & Barba, 1993). Phillip &
Nainar (1988) reportan que aun cuando las condiciones ecotogicas sean lo mas ideales posible sélo del

1 al 2 por ciento de las semillas germinan,



La relacién hongo-orquidea es una de las formas mas conocidas de micorriza endotréfica,
stendo un proceso de interaccion y antagonismo, en el que intervienen reacciones mecanicas y digestion
(Margalef, 1995) este proceso es conocido como simbiosis entre un hongo y la planta (Hadley, 1980,
en Arditti, 1982).

Esta relacion no es en sentido estricto una micorriza, pues el hongo inicialmente no penetra la
raiz, sino que infecta al embrién. Después de que las raices se desarrollan en la mayoria de los casos,
forman micerrizas con el hongo que encuentran en el sustrato (Dressler, 1981).

Bernard (1903), establecié por primera vez que la germinacién de las semilias de orquidea solo
era posible cuando se daba la infeccion por un hongo especifico y que ademas pertenecia al género
Rhizoctonia, contemporaneo a Bernard, Burgeff investigd los patrones de infeccion de las raices y
describi6 que en muchas especies de orquideas hay un incremento en la dependencia at hongo (Burgeff,
1959) Ambos autores consideraron, que el inicio de la infeccién se establecia en el suspensor y en la
porcion basal del embridn.

La etapa inicial de germinacién es la captacion de agua lo que provoca el hinchamiento del
embrion (Hadley, 1980 en Arditti, 1982) y eventualmente la ruptura de la testa; el embridn crece hasta
formar una estructura globular llamada protocormo (Harrison, 1977). El crecimiento de la semilla sigue
hasta el comienzo de la actividad metabdlica incluyendo la desaparicion de reservas lipidicas y la
formacion de almidén (Hadley, 1980 en Arditti, 1982), el cual no puede ser sintetizado por los
embriones en condiciones naturales antes de la infeccion por el hongo simbidtico, por lo que se dice
que la acumulacién de almidon en zonas de division celular puede ser una fuente ficilmente
aprovechable de energia para el proceso de organogénesis que inicia después de la etapa de
protocormo (Phillip & Nainar, 1988). En muchas especies estas etapas ocurren rapidamente en
ausencia de la infeccion (Hadley, 1980 en Arditti, 1982). Una vez que el hongo penetra a las células del
embrion, se desarrollan las primeras hojas en el apice del protocotmo y mas tarde las primera raices
(Harrison, 1977).

La infeccion en etapas tempranas consiste en la penetracidn de la hifa fingica a través de las
células bisales del suspensor, formado por las tltimas células del embrién; aunque en algunas especies
la infeccidon normalmente ocurre a través de los tricomas epidérmicos (Hadley, 1980; en Arditti, 1982).

Les enzimas del hongo, pueden hidrolizar los carbohidratos complejos como el almidén, lignina
o celulosa de la semilla y convertirlos en carbohidratos simples y solubles, para ser aprovechados por el

embri6n de éstas (Arditti ef al., 1972; Ernst & Rodriguez, 1984).



Sin embargo, la transferencia de carbohidratos del hongo a la orquidea y la sintesis de
componentes de pared celular de la planta no contribuyen a la nutricién del hongo, pero puede ser
significativa en el control de la invasion fingica.

A diferencia con otras micorrizas, la transferencia de nutrientes entre ¢l hongo y la orquidea es
unidireccional en favor de la planta y esto involucra tanto carbohidratos como nutrientes minerales
(Smith eral., 1994).

Las orquideas dependen de la refacion con el hongo conforme van desarrollandose o hasta el
momento en que se forma una hoja, ya que entonces es posible la fotosintesis y la capacidad de
satisfacer sus propios requisitos energéticos, por lo que la asociacion deja de ser necesaria, sin embargo
esta relacion frecuentemente persevera durante toda la vida de la planta (Lesica & Antibus, 1990).

Segiin Alexander y Hadley (1984) en una orquidea adulta totalmente autdtrofa se presenta un
cambio fisioldgico en la micorriza, con lo cual se detiene el movimiento de carbono del hongo a la

planta, sin embargo, esto no ocurre en algunas orquideas como las saprofiticas.

Germinacién Asimbidtica.

Krudson (1916, fie el primero en proponer y obtener una germinacion de semillas de orquidea
mediante el método asimbidtico y demostrd que, en la nutricién orgénica de éstas, varios azicares
influyen especialmente sobre el desarrollo, por lo que sugirié que la germinacion de semillas de
orquidea puede ser obtenida con la presencia de ciertos aziicares. En 1922, logrd por primera vez la
germinacion asimbidtica de hasta el 100 % en semillas del hibrido Laeliocattleya, con la utilizacion de
glucosa y fructosa en un medio nutritive con sales minerales y extractos organicos (Arditti, 1984).

La sustitucion del hongo por carbohidratos y nutrientes minerales permite que los embriones de
varios géneros de orquidea puedan crecer y desarrollarse in vitro, lo que se conoce como método no
simbidtico o asimbidtico (Arditti ef af., 1972; Harrison & Arditti, 1978).

Los carbohidratos ademas de ser una fuente de carbono y energia para el embrién, son el
estimulo disparador de su desarrollo morfogénico durante la germinacién (Luna & Barba, 1993); sin
émbargo, se sabe que no todos los carbohidratos promueven la germinacion, asi como las diversas
especies de orquideas varian su respuesta de germinacion sobre distintos tipos de azicares (Ernst &
Rodriguez, 1984). La tasa de germinacidon im vitro aumenta con respecto a la naturaleza
considerablemente mediante la adicién de azicares 2l medio, obteniéndose miles de plantulas a partir de

una sola cipsula (Penningsfeld, 1985).



Morfogénesis vegetal.

El estudio de la morfogénesis vegetal incluye aspectos de crecimiento y desarrollo. El proceso
de desarrollo Io constituyen los cambios de forma, ast como el grado de diferenciacion y el estado de
complejidad alcanzado por el organismo. El crecimiento de la plantula, como de cualquier otro
organismo es el incremento irreversible de tamafio, generalmente unido, aunque no de un modo
necesario, a un incremento de peso seco y la cantidad de protoplasma (Luna & Barba, 1993).

Gran parte del desarrollo de las planta.;s esta mediado por estimulos generados en el interior de
sus organos o es el resultado de la organizacion gue han alcanzado. Sin embargo, en estudios sobre el
desarrollo vegetal durante el crecimiento de las plantulas én vifro, se ha demostrado que éste dependera
de las condiciones nutricionales y de incubacion que se le proporcionen al cultivo (Luna & Barba,

1993).

Efecto de Manitol y Sacarosa en la Germinacion.

Las especies de orquideas, aunque capaces de utilizar muchos azicares diferentes, muestran
algunas preferencias; por ejemplo existen las especies que germinan in vitro Gnicamente si esta presente
un aziicar especifico o cuando se tiene una combinacion de éstos (Arditti, 1967). Entre los
carbohidratos que se utilizan como estimulantes de la germinacidn estin los siguientes: glucosa,
fructosa, lactosa, sacarosa, maltosa, manitol, rafinosa y melecitosa (Ernst ef al., 1971).

A respecto Kubota (1991), comenta que la concentracion del aziicar en el medio es uno de los
principales factores que afectan ¢l desarrollo heterotrofico de los cultivos, debido a que es la tnica
fuente de carbono y energia para el crecimiento.

Algunos de los estudios realizados con sacaresa y manitol que se pueden mencionar, son los
trabajos de Lewis Knudson en 1922, quien trabajo con géneros epifitos como Cattleya y Epidendrum,
reportando una germinacidn por encima del 80 % utilizando sacarosa; mas tarde LaGarde en 1929
reafirma estos resultados trabajando con Cattleya trianei.

En 1930, Quednow reporta también la germinacidn de géneros de epifitas con tres
carbohidratos, entre ellos la sacarosa, obteniendo una alta germinacién (Arditti, 1967); asi como
también, trabajé sobre los efectos del manitol en Dendrobium nobile obteniendo una tasa de
germinacién por debajo del 50 % (Ernst & Rodriguez, 1984),



Arditti (1967), cita algunos trabajos realizados con éstos azicares; asi Yates y Curtis en 1947
reportan que altas concentraciones de sacarosa estimulan el crecimiento de la raiz de varios géneros de
orquidea. En el mismo afio Bahme, reporta que el crecimiento de géneros epifitos, fue mejor en
sacarosa con presencia de niacina que con otros aziicares. Un afio después, Knudson afirma que para
Vanilla planifolia la sacarosa produce un crecimiento de plantulas si se mantienen a una temperatura
menor a 32° C, asi mismo Vacin en el afio 1950, logra una buena germinacién y crecimiento de
Cymbidium en sacarosa,

Pese a lo anterior los resultados no sierﬁpre han sido favorables, en 1951 Mariat obtiene una
germinacion de menos del 20 % en especies de Cattleya cuando experimento con sacarosa y glucosa
combinadas con endospermo liquide de coco. Para 1952, el mismo autor reporta una buena
germinacidn y crecimiento con sacarosa en especies de Cattleya y Bletilla hyaciathina.

Withner en 1953, obtiene la germinacion de Cypripedium acaule en sacarosa; Bredy en este
mismo afio, trabaja con varios géneros sobre diferentes carbohidratos y sus resultados muestran que la
sacarosa es la mejor firente de carbono para estos géneros; asi mismo, Liddell (1953) combina la
sacarosa y la glucosa, para germinar semillas de Cypripedium y obtiene asi una germinacién exitosa.

Para 1964, Raghavan & Torrey, obtienen una germinacion de cerca del 100% en semillas de
Cattleya labiata en un medio con sacarosa y amonio.

Kano (1965), reporta una germinacidn y desamrollo de plintulas de Dendrobium,
Brassolaeliocattleya y Brassocattleya en un medio que contiene una . concentracion de 4 % de
sacarosa, asi mismo Dendrobium tiene una germinacién del 100% en un medio con sacarosa a una
concentracion del 2 al 4 %,

Emst en 1967, es uno de los primeros en utilizar el manitol como fuente de carbono en
plantulas de Phalaenopsis y Dendrobium en una concentracion del 2%, obteniendo germinacion y
crecimiento de las mismas (Emst & Rodriguez, 1934).

En los afios setenta, diversos estudios de caracter fisiologico sobre embriones de orquideas, se
plantean utilizando sacarosa (Harrison & Arditti, 1978; Flamée, 1978), en especies como Cattleya y
Paphiopedilium, obteniendo en general una germinacion y crecimiento de las plantulas en casi un 100
%.

Arditti y Ernst en 1984 reportan que Phalaenopsis germina y crece bien en un medio que

contenga sacarosa.



Mis recientemente Rubluo ef af., en 1989 prueba distintas concentraciones de sacarosa en
Blettia urbana y obtienen como resultados percentajes de germinacion del 100 %.
Asl mismo Tsutsui y Tomita (1990), obtienen un crecimiento de plantulas de Spiranthes

sinensis al utilizar sacarosa y manitol al 1 %.

Efecto de los Carbohidratos en la Germinaciéon de Laelia spp.

Hasta ahora, se cuenta con escasos reportes de estudios realizados en éste género y sobre todo
de caracter fisiologico; entre ellos se encuentra el trabajo de Bernard en 1909, quien utilizd sacarosa
para germinar semillas de Laelia sp (Arditti, 1967).

Ichihashi (1979), reporto que un buen crecimiento y desarrollo de Laelia anceps, se obtiene al
utilizar sacarosa al 2 %.

Lee et af, (1982) determinaron el efecto de sacarosa en semillas de Laelia briegeri sobre
diversos medios de cultivo, reportando que el crecimiento optimo de las plantulas se presentd con
sacarosa a una concentracion del 3 y 4 %.

En 1993, Luna y Barba realizaron experimentos sobre el desarrollo morfolégico de las semillas
de Laelia speciosa durante la germinacién asimbictica in vitro, bajo el efecto de tres diferentes
carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) en concentraciones de 1, 2, 3, 4, 5y 10 %. Se calculd el
indice de crecimiento durante cada 10 dias y hasta los 90. Encontraron que los tres carbohidratos
inducen el desarrollo fisiologico de los embriones, aunque existen diferencias en el indice de
crecimiento debidas al tipo y concentracion det carbohidrato adicionado. Sin embargo, la sacarosa y
glucosa indujeron un desarrolic de protocormos mas répido con respecto a la fructosa, ademis las
concentraciones que favorecen el desarrollo hasta el estadio de plantula se encontré en el rango de 3 al
5%.

Stancato y Faria {1996), trabajaron con Laelia cinnabarina encontrando que hay una
germinacion por encima del 80 % en un medio Murashige-Skoog adicionado con 20 g/1 de sacarosa.

Velizquez (1997), trabajo con sacarosa, glucosa y fructosa, en Laelia speciosa, encontrando
que la sacarosa en una concentracién de 1 al 5 %, es el mejor carbohidrato promotor del desarrollo de
las semillas, seguido de la glucosa y finalmente la fructosa, asi también reporta que la glucosa es el
mejor carbohidrato que promueve la proliferacion de brotes y raices,

En cuanto al manitel no se tienen reportes del efecto que tiene éste sobre la germinacién en las

semillas del género Laelia,
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Descripcién Botanica de Laelia speciosa.

Laelia speciosa es una especie epifita, muy apreciada como ornamental debido a la belleza de
su flores, la floracién inicla en mayo Y finaliza a mediados de junio. Cada inflorescencia mide
aproximadamente de 12-20 cm, y poria generalmente una flor, aunque también se han observado
plantas con dos flores, éstas miden de 10 a 15 centimetros de diametro, de color rosa-lila claro hasta
obscuto.

Los sépalos son lanceolados y los pétalos son del doble de ancho; el 1abelo es blanco con lineas
rojas en el centro, tiene dos lbulos laterales que envuelven a la columna con el mismo aspecto que el
de Cattleya (Caneva, 1978); el 16bulo medio del labelo es casi redondo y de color rosa-lila en los
bordes, el centro es mas claro y con un disefio més o menos de puntos y rayas de color parpura. Las
fiores fienen una tenue fragancia semejante al de las violetas (Fig. 1).

Presentan pseudobulbos globosos u ovoides de aproximadamente 6 cm de largo y 0.3 a 5.0 cm
de diametro estrechamente agrupados, coronadas con una 0 dos hojas carnosas siempre verdes y
rigidas, lanceoladas, suculentas, coridceas que miden usualmente de 0.5 a 25.0 cm de longitud y de 0.3
a 5.0 cm de ancho.

La fructificacién también es estacional, la produccion de frutos se inicia en Ia época de sequia y
su proceso de desarrollo y maduracion abarca cerca de 10 meses. El crecimiento es simpodial,
compuesto por una sucesion de brotes similares (pseudobulbos), los cuales se dividen en una regién

basal-rizomatosa y una erecta (Halbinger, 1993).
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Fig. 1. Planta de Laelia speciosa mostrando pseudobulbos y flor (Tomado de Halbinger, 1993).
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Ecologia de Laelia speciosa.

La mayoria de las plantas del género Laelia prefieren como arboles hospederos a numerosas
especies de encino, que forman bosques abiertos caducifolios, desde los 100 a los 2700 metros de
altitud. La época de floracion de las distintas especies de Laelia se extiende practicamente durante todo
¢l afio con la mayoria de ellas floreciendo en otofio (Halbinger, 1993)

A Laelia speciosa se le considera como una de las especies mas bellas del género y quiza una
de las mas notables de todas las orguideas. Es una especie epifita, perenne y pequefia, de afinidad
xerdfila, endémica a el Altiplano Central de México, presenta flores de gran tamafio, y por ello es una
de las especies mas saqueadas (Soto & Hagsater, 1950}.

Se distribuye en bosques de encinos achaparrados y abiertos, especialmente sobre Quercus
deserticola, entre los 2000 m y 2400 m de altitud, aunque también puede encontrarsele ocasionalmente
en otras comunidades como matorrales xerofilos y bosques himedos de pino-encino, soporta largas
sequias de diciembre a junio y tolera grandes periodos con temperatura abajo de 0° C (Halbinger,
1993).

Laelia speciosa se localiza en los estados de Zacatecas, Durango, Aguascalientes, Jalisco,
Michoacan, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, San Luis Potosi y Tamaulipas, sus poblaciones son
escasas y poco extensas. Las que tienen mayor nimero de individuos son las de Michoacan, Jalisco ¢
Hidalgo (Soto, 1990).

Hay una infinita variedad floral, tanto en tamafic como en forma y colorido. El disefio del labelo
es tan variable como las huellas digitales y por tanto se puede decir que cada flor es diferente. Son
bastante raras las flores completamente blancas pero si se conoce un buen niimero de ellas.

Las flores son muy hermosas, con delicados tonos; aunque también son muy solicitadas por los
comerciantes las flores con colorido muy intenso y contrastante. Se sabe que las flores mas grandes y

de mejor forma provienen de Michoacan (Halbinger, 1993).
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CLASIFICACION TAXONOMICA.

El género Laelia fue descrito por Lindley en 1831. Es uno de los géneros mas grandes del
Nuevo Mundo, extendiéndose desde Cuba y México hasta Brasil y Argentina (Wiard, 1987). Este
génerc es muy semejante al de Cartleya, botanicamente no se diferencian mucho, Laelia tiene ocho
polinios en dos series que son poco desiguales (fueron observadas por primera vez por Bentham y
Hooker), en tanto Cattleya solo presenta cuatro (Williams, 1973).

Laelia speciosa es una de las primeras orquideas mexicanas que se citan en la literatura
cientifica. El sacerdote jesuita Francisco Herndndez, médico de Felipe II de Espafia, menciona a ésta
orquidea en su obra “De la Naturaleza de las Plantas y Animales de la Nueva Espafia”, de 1615. El
Baron Alexander von Humbeolt encontré la planta en uno de sus viajes por México y su colaborador,
Karl S. Kunth, la describi6 en 1815 como Blefia speciosa.

Los botanicos mexicanos Pablo de la Llave y Juan Lexarza, describieron ésta misma orquidea
como Bletia grandiflora en 1825 y John Lyndley de nueva cuenta la describio como Laelia majalis.
Finalmente Rudolf Schlechter establecid la combinacion actual en 1914, Laelia speciosa.

En México es conocida comiinmente con los nombres de “Flor de Mayo”, “Flor Grande”, “Flor
de Corpus”, “Tlacuxdchitl”, “Deantza”, “Itzamahua”, “Chichiltictepetzacuxdchitl”, entre otros
nombres (Halbinger, 1993).

Su clasificacion taxondémica segiin Cronquist (1981) y Dressler (1993) es la siguiente:

Reino: Vegetal
Division: Spermatophyta

Subdivision: Angiospermae

Clase: Liliopsida
Subclase: Liliiadae
Orden: Orchidales
Familia; Orchidaceae

Subfamilia:  Epidendroidae

Tribu: Epidendrae

Subtribu: Laeliinae

Género: Laelia

Especie: Laelia speciosa (H.B.K.} Schitr.
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OBJETIVOS.

GENERAL:
- Determinar el efecto de la exposicién limitada que ejerce el manitol y fa sacarosa durante fa

germinacion in vitro de Laelia speciosa.

PARTICULAR:
- Determinar la viabilidad de las semiflas de Laelia speciosa.
- Establecer la diferencia de respuesta morfogénica del embrion durante su germinacion al
utilizar manitol y sacarosa, esterilizados en autoclave y por filtracién,
- Determinar el tiempo minimo requerido del estimulo con manitol y sacarosa para inducir
la respuesta morfogénica del embrion durante la germinacion.

- Evaluar ef porcentaje de plantulas con raiz a los 98 dias de iniciada la siembra.

HIPOTESIS

El hongo micorrizico que se asocia naturalmente con las orquideas las provee de azicares
simples y otros nutrientes durante su germinacién y desarrollo. Sin embargo, el hongo serd necesario
hasta que las plantulas hallan alcanzado un estado de desarrollo tal que sean capaces de fotosintetizar.
En condiciones asimbidticas in vifro, las funciones del hongo son sustituidas por los carbohidratos
adicionados en el medio de cultivo y al estimular las semillas de Laelia speciosa durante un periodo de
tiempo determinado con sacarosa y manitol, podran continuar su desarrollo durante la germinacion sin

el estimulo del carbohidrato.
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MATERIAL Y METODO
Material Biologico.
La recolecta del material biologico se hizo en la Localidad de Coenembo Michoacin, donde
existe una poblacion de esta especie (Hernandez, 1992). Se localizaron epifitas sobre ramas de encino y
posteriormente se llevd a cabo la recolecta de capsulas (frutos) de aproximadamente 9 meses de edad,
los cuales presentaban una coloracién verde intensa, de tamafio regular y sin la presencia de plagas o

telarafias y ademis que se encontraran cerrados, de éste modo se obtuvo el lote de semillas para cada

fruto (Thompson, 1980).

Almacenamiento de semillas.

El transporte de los frutos al laboratorio se realizd en bolsas de papel, y se almacenaron dentro
de frascos limpios y secos, cubiertos con una malla de nylon; éstos se guardaron dentro de un
desecador con cloruro de calcio anhidro, de éste modo se pudieron tener semillas disponibles por

largos periodos de tiempo (Thompson, 1980),

Prueba de viabilidad.
Esta prueba se realizé mediante el método bioquimico del tetrazolio (2,3,5, trifeniltetrazolio)
desarrollado por Likon en 1949, (Moreno, 1984).

Se colocaron semillas de dos frutos en pequefios sobres de papel filtro (2x2 cm), los que se
sumergieron en etanol al 70% durante 5 minutos, posteriormente fueron transferidos a una solucion de
hipoclorito de sodio comercial con 0.6 % de cloro disponible, durante 10 minutos de acuerdo a
Velizquez (1997), con el fin de permitir una mayor permeabilidad de la testa y lograr una buena tincion
del embrién

Después de esto se reslizaron tres enjuagues con agua y se colocaron en una solucion de
tetrazolio al 1% durante 24 hrs, en obscuridad a una temperatura que oscilé entre 23° C + 2° C.
Después de este tiempo los sobres fueron retirados de la solucién de tetrazolio y se realizaron
nuevamente tres enjuagues, por Gltimo se cubrieron con agua destilada, ya que al secarse las partes
tefildas toman diferentes tonos.

Las semiltas dentro de los sobres se observaron baje el microscopio estereoscopico y se
tomaron al azar cuatro lotes de 50, de las cuales se contaron las tefiidas para posteriormente calcular el
porcentaje de viabilidad de éstas mediante un rango de tolerancia méxima (Moreno, 1984).
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Cultivo in vitro.

Medio de cuitivo.
La germinacion asimbitica in vitro de las semillas de fqelia speciosa se llevo a cabo en un
medio de cultivo semisélido, en la cual se emplearon las sales basales de Murashige-Skoog (MS)

adicionadas con vitaminas, mio-inositol, carbohidratos y agar gel como agente solidificante (Tabla 1).

Carbohidratos experimentales.

Los carbohidratos que se utilizaron como fuente de energia para la germinacion asimbidtica de
las semiilas durante este estudio fueron sacarosa ¥ manitol. El primero es un disacirido y se localiza en
los vegetales cominmente, el manitol es un poliol de 6 carbonos y es de origen filngico. Cada uno de
los carbohidratos experimentales se emplearon a una concentracion de 30 g/l ailadiéndolos por
separado al medio MS; ya que Velézquez (1997) empled esta concentracion para la especie estudiada

reportandola como eficiente para su desarrollo.

Ajuste de pH y esterilizacién del medio de cuitivo.

El pH de! medio de cuitivo se ajustd a un valor de 5.7, con ayuda de un potencidmetro digitat
nediante la adicién de una solucion acida o basica (NaOH 6 HCI), seguin se requirié.

El medio de cultivo, una vez preparado, se esterilizd en una autoclave horizontal, a una presién
le 1.5 kg./cm® y una temperatura de 120° C durante 15 minutos.

Los carbohidratos experimentales se esterilizaron de dos formas (Tabla 2): en una se adicioné al
tedio y se esterilizo en autoclave, en la otra el carbohidrato se agregd disuelto a través de un filtro
fillipore con membrana de porosidad de 0.45 pm al medio nutritivo el cual estaba previamente
sterilizado.

El medio se vacio a tubos de ensaye, agregando 15 ml en cada uno.
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NH,NO;

1650 mgf!

MgS0Q. 180.7 mgAl
KH; PO, 170 mg/l
KNOs; 1900 mg/|
CaCh, _ 3322 mgll
MICRONUTRIENTES
ZnS0, 8.6 mg/l
CoCl, 0.025 mg/l
HiBOs 6.02 mgfl
MnSOs H: O 16.9 mg/l
CuSQ, 5 H0 0.025 mg/|
Na;Mo0Q, 2 H0 0.25 mgit
Kl 0.83 mg/l
EDTA Na; 2 H;O 37.26 mg/l
FeS0, 27.8 mg/l
INOSITOL
Mio-inositol 100 mgfl
VITAMINAS
Tiamina HCI 0.4 mg/l
Niacina 0.5 mg/l
Piridoxina HCI 0.1 mg/l
FUENTE DE CARBONO Y ENERGIA
Carbohidratos 30gh
AGENTE SOLIDIFICANTE
Agar-gel (Sigma) S5gh

TABLA 1. Composicion del medio de cultivo.
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SACAROSA SF SA

MANITOL MF MA

SF: Sacarosa esterilizada por filtracién. SA: Sacarosa esterilizada en antoclave.
MA: Manitol esterilizado en autoclave MF: Manitol esterilizado por filtracion.

TABLA 2. Esterilizacion de los carbohidratos experimentales.

Desinfestacién, siembra e incubacién del material biolégico.

Previo a la siembra se colocaron 50 semillas dentro de sobres de papel filtro (2x2 cm). Las
cuales fueron desinfestadas en una solucion de etanol al 70% durante 5 minutos y posteriormente en
una solucién de hipoclorito de sodio con 0.6 % de cloro disponible, durante 10 minutos {Velazquez,
1997), después se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril,

Finalmente se colocd un sobre en cada tubo con medio de cultivo, haciendo un total de 45
réplicas para cada uno de los 4 tratamientos (Tabla 2).

Todo esto se realizd en una sala previamente esterilizada con luz UV, en una campana de flujo
laminar, la cual se le hizo funcionar 30 minutos antes de iniciar cualquier maniobra de sembrado y se
desinfecté la superficie con etanol al 70%. Las semillas una vez sembradas se colocaron en la sala de
incubacién donde se mantuvieron a una temperatura de 25°C + 2°C y un fotoperiodo de 16 horas luz y
8 hrs de oscuridad, con una iluminacién de 4670 lux utilizando 6 lamparas de luz blanca flucrescente de

75 watts.
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Diseiio Experimental.

Efecto del Estimulo del Carbohidrato al Inicio de la Germinacion.
Para determinar ¢l efecto del estimulo del manitol y sacarosa sobre la respuesta morfogénica del
embrién, fueron transferidas 5 réplicas de cada tratamiento a un medio MS sin carbohidrato a

diferentes tiempos seleccionados (Tabla 3). Cinco réplicas de cada tratamiento permanecieron como

testigos manteniéndolos hasta 98 dias en medio MS con el carbohidrato experimental,

15 5 5 5 5
a | 5 5 5 5
30 5 5 5 5
38 5 5 5 5
45 5 5 5 5
52 5 5 5 5
60 5 5 5 5
928 5 5 5 5

* Numero de réplicas

TABLA 3. Periodos de exposicion de semillas de L. speciosa a los carbohidratos experimentales antes

de ser transferidos a un medio sin carbohidrato.
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Evaluacién del Desarrolio y Germinacion.

Germinacién.
La germinacién es una forma directa de evaluar la viabilidad de las semillas, ésta se registrd
cada 7 dias, al sumar el namero de las semilias para cada réplica, que se encontraban del estadio 2 al 6

(Tabla 4), expresando este numero como un porcentaje del namero total de individuos evaluados.

indice de desarrolio.

Para seguir el desarrollo de forma cuantitativa y establecer la diferencia de respuesta
morfogénica del embrién durante su germinacién al utilizar manitol y sacarosa esterilizados en
autoclave y en fiio, cada 7 dias se observaron y contaron las semillas o plantulas en cada réplica y se
les asignd un valor a cada estadio de desarrollo del embrion (Harrison & Arditti, 1978), durante 98 dias
(Tabla 4, fig. 2).

El indice de desarrollo se calculd, para cada réplica, registrando la frecuencia de cada valor
expresado como un porcentaje del nimero total de individuos evaluados. Estos porcentajes fueron
multiplicados por el valor de sus respectivos estadios asignados, finalmente fueron sumados y el total
se considerd como el valor del indice de desarrollo.

x=6
M =Z (e &) (x) (100) ¢ = niimero de semillas en un estadio
=t & = numero total de semillas
x = valor del estadio
Se observo el desarrotlo morfolégico de éstas semillas, determinando el porcentaje de plantulas

con raiz verdadera (estadio 6) hasta el final del cultivo; evaluando cada tratamiento durante 98 dias.
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CTERISTICAS DES
~ 1 Sef;lili; Sil'; gervminar. 100
2 Semitla hinchada. 200
3 Protocormo. 300
4 Piantula con una hoja. 400
5 Plantula con dos hojas . 500
6 Plantula con raiz verdadera 600

TABLA 4. Estadios de desarrollo del embrién considerados durante su germinacion

establecidos como criterios por Harrison & Arditti (1978).

SEMILLA SIN [}
GERMINAR

PLANTULA

COMPLETA

' ®

PROTOCORMO

PLANTULA CON
2HOJAS

PLANTULA CON
UNA HOJA

Tomado de Arditti, 1967.

FIG. 2. Estadios de desarrollo del embridn de Laelia speciosa.
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Diseiio Estadistico.

A los resultados de la germinacion y el indice de desarrollo, se les aplicd un anélisis de varianza
(ANDEVA), utilizando el sistema de analisis estadistico computarizado Statical Analysis System (SAS
ver. 6.08), para conocer si existia una diferencia significativa entre los tratamientos y establecer la
respuesia morfogénica del embrion por la exposicion limitada de los carbohidratos en el inicie de la

germinacion,
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RESULTADOS Y DISCUSION.
VIABILIDAD.

Los resultados obtenidos en la prueba de viabilidad, indicaron que el 51 % de los embriones de
las semillas de Laelia speciosa del fruto 1 se tornaron de color rojizo, mientras que en el fruto 2 entre
86 y 90 % de embriones se tifieron (Tabla 5), por lo que se eligié a éste para realizar la prueba Su
coloracién varié desde rojo intenso hasta anaranjado, lo que concuerda con los reportes de Shoushtari
et al., (1994) quienes mencionan que los embriones viables de semillas de orquideas, se tifien desde una
coloracién rojo intenso hasta un color naranja. El porcentaje promedio de viabilidad de las semillas fue
de 87 %.

La prueba de viabilidad con tetrazolio permitié estimar de forma rapida, la condicién biolégica
de las semillas, ya que este compuesto reacciona con ciertas enzimas de las células vivas, donde se da la
reduccion del tetrazolio formindose un compuesto rojo, este color es indicador de la presencia de
células vivas en el embrion y la no coloracion de las semillas indica la muerte o poca viabilidad de las
células embrionarias.

Esta prueba de viabilidad fue aceptada, ya que la variacién entre repeticiones no excede los

rangos de tolerancia maxima permitidos (Moreno, 1984),

3 4 | PROMEDIO | VARIACION |TOLERANCIA
36 %0 36 78 87 2 13

TABLA 5, Viabilidad de semillas de Laelia speciosa mediante la prueba de tetrazolio.
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GERMINACION.

Los criterios de germinacion en orquideas varian de acuerdo a los diferentes autores, entre ellos
estan: Harrison y Arditti (1978), quienes mencionan que durante la germinacién el pequefio embrién se
hincha y eventualmente rompe la testa.

Bechtel e al,, (1985) mencionan que Harley en 1959, consideré la primera etapa de desarrollo
del embrién cuando absorbe agua, se hincha y sale de la testa,

Wirth y Withner (1959) sefialan que en el momento de la germinacién en el embrion, hay una
masa de células similares sin dreas conspicuas de diferenciacion ¥ que éstas dreas aparecen sdlo después
de la germinacidn.

Baker ef al., (1987) indican que el proceso de germinacién imicia con un hinchamiento del ‘
embrion hasta que la etapa de una pequefia esférula es alcanzada. Hadley y Pegg (1989) consideran a la
genminacion como las etapas secuenciales en el proceso de crecimiento de protocormos.

Smreciu y Currah (1989) consideran que el inicio de la germinacion es cuando el embrién se
hincha y la testa se rompe. Més recientemente Zettler y Meinnis (1992) mencionan que el rompimiento
de la testa es el inicio de la germinacion. St-Arnaud et al,, (1992) indican que la germinacién inicia con
la etapa globular sin un apéndice visible.

Shoushtari ef al., (1994) sefialan que el proceso de germinacion inicia cuando los embriones se
tornan verdes; sin embargo, Arditti (1967) menciona que los embriones hinchados no siempre toman
una coloracion verde.

De acuerdo a estos criterios en esta investigacion, se consideré como e! inicio de la germinacisn
cuando el embrién se encontraba hinchado y rompia la testa, sin importar si presentaba o no una
coloracion verde.

Los porcentajes de germinacién fueron similares para todos los tratamientos y tiempos de
exposicion, en general superaron el 70 % y algunos lotes alcanzaron hasta el 100 % de semillas
germinadas, las semillas estimuladas durante 60 dias con manitol fireron las que presentarén el menor
porcentaje de germinacién desde el inicio del cultivo y hasta los 98 dias de edad mantuvieron un
porcentaje de 70 %. Esto se debié al mismo lote de semillas, ya que estas fueron obtenidas de una
muestra colectada de campo, genéticamente heterogénea. Durante la germinacién de las semillas no
existieron diferencias estadisticas significativas entre el estimulo con los dos diferentes carbohidratos, ni

entre los tiempos de exposicidn a los mismos (P > 0.05) (Grafica 1),
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GRAFICA 1. GERMINACION DE SEMILLAS DE Laclia speciosa A LOS 98 DiAS DE CULTIVO POR
EFECTO DEL ESTIMULO CON SACAROSA Y MANITOL .

Las semillas estimuladas por 7 dias con los carbohidratos (Grafica 2), presentaron a los 7 dias de
edad porcentajes de germinacion que variaron entre 18 y 58 % , siendo las semillas en presencia de SA las
que tuvieron el menor porcentaje y las estimuladas con MF el mayor. Sin embargo, a los 21 dias de edad las
semillas en presencia de SA alcanzaron un porcentaje de 80 %, mientras que aquellas en presencia de MF
alcanzaron el mismo porcentaje a los 28 dias de edad. En las semillas estimuladas con SF los porcentajes de
germinacion fueron menores al 70 % durante los primeros 28 dias de edad y entre los 35 y 42 dias de edad
alcanzaron el 80 % de germinacion, La germinacion de las semillas en presencia de MA fue mas lenta en
comparacién con los otros tratamientos, alcanzando el 70 % de germinacidn a los 35 dias de edad. El 100
% de germinacion solo se alcanzé con las semillas estimuladas con sacarosa, ya sea esterilizada en
autoclave o por filtracion, a los 42 y 49 dias de edad respectivamente. El maximo porcentaje de
germinacion en las semillas en presencia de manitol filtrado se presenté a partir de los 42 dias de edad v fue
alrededor del 85 %, mientras que para el caso de las semillas estimuladas con MA, el méximo porcentaje de

germinacion se presentd a los 49 dias de edad y fue superior al 75 %.

20



PORCENTAJE DE GERMINACION

) ; i

7 34 21 W 35 42 49 56 63 70 77 B4 W 98
EDAD (DfAS)

GRAFICA 2 . EFECTO DE 7 DIAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y MANITOL
SOBRE LA GERMINACION DE SEMILLAS DE Laelia speciosa.

Cuando las semillas fueron estimuladas por 38 dias con los carbohidratos (Grafica 3), estas se
comportaron de manera similar en los cuatro tratamientos durante los primeros 28 dias de edad, los
porcentajes de germinacion a los 7 dias de edad variaron entre 25 y 40 %, el porcentaje menor corresponde
a Jas semillas con SA y el mayor a las semillas con SF y MA. A los 35 dias de edad las semillas en presencia
de sacarosa, ya sea esterilizada en autoclave o filtrada superaron el 90 % de germinacion, mientras que las
semillas estimuladas con manitol, esterilizado en autoclave o filtrado, superaron el 80 % de germinacion. El
100 % de germinacion se logrd nuevamente en las semillas estimuladas con SA y SF a los 42 dias de edad,
por otra parte las semillas en presencia de MF alcanzaron un porcentaje de germinacion de 90 % a los 70

dias de edad y aquellas estimuladas en presencia de MA alcanzaron finalmente un 87 % de germinacion.
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GRATFICA 3. EFECTO DE 38 DiAS DE EXPOSICION AL ESTIMULQ DE SACAROSA Y MANITOL
SOBRE LA GERMINACION DE SEMILLAS DE Laelia speciosa.

Los porcentajes de germinacion en las semillas estimuladas durante 98 dias con ambos
carbohidratos (Grafica 4), vari6 entre los cuatro tratamientos durante los primeros 35 dias de edad, 2 los 7
dias de edad las semillas estimuladas con MF y MA se mantuvieron con un 20 y 26 % de germinacién
respectivamente y aquellas en presencia de SA y SF tuvieron un 29 y 33% de germinacién. Las semillas
estimuladas con sacarosa alcanzaron el maximo porceniaje de germinacion a los 42 dias de edad, las que se
encontraban en presencia de SA alcanzaron el 100 % de germinacion, y las estimuladas con SF
mantuvieron un 97% de germinacion. Por otra parte las semillas en presencia de manitol alcanzaron el
méximo porcentaje de germinacion a los 56 dias de edad, siendo de 94 % para MA y 93 % para MT.

Shoushiari ¢t al., (1994) mencionan que los porcentaje de germinacion en orquideas, cuando las
semillas son frescas y usadas por primera vez, varian desde un 80 a un 100 % sobre sacarosa; sin embargo,
los resultados muestran que después de un mes de almacenamiento, el porcentaje de germinacion puede

bajar y para las semillas de Laelia speciosa vario, en general entre 70 y 100 %.
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Los resultados de la prueba de viabilidad con tetrazolio y las pruebas de germinacién que se
efectian en forma adecuada, generalmente estan en esirecha concordancia dentro de fos limites normales de
variacion (Moreno, 1984) (Tabla 5), por lo cual los resultados demuestran ésta concordancia, ya que el
promedio general de gerrninacion fue de 89.3 %.

Estos resultados confirman lo establecido acerca de que el estimulo con carbohidratos sobre las
semillas de orquidea disparan el proceso de germinacion, atn cuando este eslimulo halla sido suspendido en

algiin momento del proceso germinativo.
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GRAFICA 4. EFECTO DE 98 DiAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y MANITOL
SOBRE LA GERMINACION DE SEMILLAS DE Laclia speciosa.
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EVALUACION DEL DESARROLLO Y CRECIMIENTO.
iNDICE DE DESARROLLO.

Durante la realizacion de esta investigacién se pudo establecer el tiempo en que suceden los
diferentes cambios morfogénicos del embrion por el efecto de sacarosa y manitol, por el tipo de
esterilizacion de estos y por ¢l tiempo de exposicion al estimulo, Se observd que a los 7 dias de cultivo, el
indice de desarrollo fue de aproximadamente 150, lo que indica que un 50 % de las semillas se encontraban
en estadio 2 de su desarrollo, es decir, hinchadas sin haber diferencias significativas entre los tratamientos a
tos 7 dias de edad (P > 0.05).

A partir de los 21 dias y en adelante se presentaron diferencias significativas entre los
carbohidratos, tiempo de exposicion v tipo de esterilizacidn de log mismos (P < 0.05) aunque en la grafica
€sto no se ved a simple vista, sin embargo el andlisis bifactorial indicod dos interacciones estadisticamente
diferentes, una entre Ios carbohidratos v el tipo de esterilizacién (P < 0.05) y otra entre los carbohidratos y

el tiempo de exposicion a los mismos (P < 0.05) (Grafica 5).

GRAFICA 5. DESARROLLO DEL EMBRION DE Laclia speciosa A LOS 21 DiAS DE CULTIVO POR
EL EFECTO DEL ESTIMULO CON SACARQSA Y MANITOL. ,
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A los 35 dias de edad, las semillas expuestas a SA alcanzaron un indice de desarrollo de
aproximadamente 250, esto muestra que el 50 % de éstas se encontraban en el estadio de protocormo, asi
mismo algunas de las semillas sobre SF alcanzaron este estadio, aunque las expuestas por 7 v 15 dias al

estimulo permanecieron hinchadas al igual que aquellas con MA y MF (Grafica 6)

GRAFICA 6. DESARROLLO DEL EMBRION DE Laclia speciosa A LOS 35 DIAS DE CULTIVG POR
EL EFECTO DEL ESTIMULO CON SACAROSA Y MANITOL .

A los 42 dias de edad las semillas estimuladas por 38 dias con SA, alcanzaron un indice de
desarrollo de 300 lo que indica que casi todas se encontraban en estadio de protocormeo; las estimuladas el
mismo periodo de tiempo con SF se encontraban por debajo de éste indice. Por otra parte las semillas en
presencia de MA y MF permanecieren con un indice de desarrollo de 200; es decir hinchadas (Gréfica 7).

A medida que Tas semillas pasaron mas tiempo en manitol se incrementé el indice de desarrollo,
sobre tado aquellas que ain permanecian con el estimulo del carbohidrato; es decir las semillas testigo, ya
que tebasaron el indice de desarrollo de 200, indicando que algunas de las semillas se encontraban en el
estadio de prolocormo, por otra parte a las que se les suprimio este estimulo, continuaron su desarrollo

pero mas lentamente.
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GRAFICA 7. DESARROLLO DEL EMBRION DE Laelia speciosa A LOS 42 DiAS DE CULTIVO
POR EL EFECTO DEL ESTIMULO CON SACAROSA Y MANITOL .

GRAFICA 8. DESARROLLO DEL EMBRION DE Laelia speciosa A LOS 98 DiAS DE CULTIVO
POR EL EFECTO DEL ESTIMULO CON SACAROSA Y MANITOL .
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Para MA el maximo indice de desarrollo fue aproximado a 350 éste se alcanzd a los 98 dias de
cultivo con estimulo constante {Testigo), lo que indica la presencia de protocormos y algunas plantulas
con una hoja y para las semillas expuestas a MF el maximo indice de desarrollo se aproximé a 250 y s6lo
para las que se mantuvieron estimuladas constantemente con el carbohidrato (Grafica 8)

En la grafica 9 se muestra el desarrollo que tienen las semillas que se expusieron durante 7 dias a
los carbohidratos y se observa que las semillas expuestas a la sacarosa alcanzaron a la edad de 49 dias, el
estadio de protocormo permaneciendo asi hasta el final del cultivo (98 dias de edad), en ambos tipos de
esterilizacion. En el caso de las semillas expuestas al estimulo del manitol, éstas se encuentran como
semillas y es a partir de los 63 dias de edad que alcanzan un indice de desarrollo de 200 es decir el estadio

de semilla hinchada para ambos tipos de esterilizacion.

GRAFICA 9. EFECTO DE 7 DiAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y MANITOL
SOBRE EL DESARROLLO DEL EMBRION DE Laelia speciosa.
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La respuesta que alcanzaron las semillas al estar 15 dias estimuladas con los aziicares se mucstra en
la grafica 10 en donde se observd que las semillas expuestas a SA, alcanzarén el estadio de hinchada a los
21 dias de edad y a partir de los 49 dias de edad alcanzardn el de protocormo, permaneciendo asi hasta los
98 dias. Las semilla expuestas a SF alcanzaron el estadio 2 de desarrollo 2 los 42 dias de edad y sélo
menos de la mitad de éstas alcanzaron un indice de desarrollo de 250 aproximadamente. Todas las
semillas en presencia de MA y MF permanecierén hinchadas (1D=200) durante todo el cultivo, lo cual

indico que un estimulo de 15 dias no fie suficiente para que las semillas sobrepasen éste estadio.

GRAFICA 10. EFECTO DE 15 DiAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y MANITOL
SOBRE EL DESARROLLO DEL EMBRION DE Laelia speciosa.

Las semillas que se expusieron solo por 21 dias a SA y SF, alcanzaron el estadio 2 de desarrollo a
los 28 dias de edad, y llegaron al de protocormo a los 49 dias de edad permaneciendo en este estadio hasta
los 98 dias de edad. Las semillas con el estimulo de SA tuvieron un desarrollo mas répido entre los 28 y 49
dias de edad, después de este ticmpo el desarrollo de las semillas fuc mas lento en comparacion con las

estimuladas con SF,
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Por otra parte las expuestas al estimulo con MF permanecieron hinchadas a partir de los 63 dias
de edad y hasta el final del cultivo, rebasando el indice de desarrollo de 200, mientras que las estimuladas

con MA permanccieron por debajo de 200 de indice de desarrollo (Grafica 11).

GRAFICA 11. EFECTO DE 21 DiAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y MANITOL
SOBRY EL DESARROLLO DEL EMBRION DE Laelia speciosa.

Las semillas cxpuestas 30 dias al estimulo de SA alcanzaron un indice de desarrollo de 200 entre
los 21 y 28 dias de edad, micniras que las expuestas 2 SF lo hicieron entre fos 28 v 35 dias; el estadio de
protocormo se presentd entre los 28 y 42 dias de edad (ID=300) en SA, y las semillas con el estimulo de
SF entre los 35 y 63 dias de edad; el estadio de protocormo fue rebasado a los 49 dias de edad en las
semillas inducidas con SA, en donde se presentaron algunas plantulas con una hoja. Por otra parte aquellas
en presencia de SF no sobrepasaron el indice de desarrollo de 300.

Aquellas semillas en presencia de MF y MA alcanzaron el estadio 2 de desarrolio entre los 35y 42
dias de edad y entre los 56 y 63 dias respectivamente, rebasando éste estadio después de los 63 dias de
edad para ambos casos (Grafica 12).
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GRAFICA 12. EFECTO DE 30 DIAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y MANITOL
SOBRE EL DESARROLLO DEL EMBRION DE Laclia speciosa,

A los 21 dias de edad, las semillas que se les suspenderia el estimulo & los 38 dias con SA y SF se
encontraron hinchadas, a los 35 dias de edad alcanzaron el estadio de protocormo sélo aquellas en
presencia de SA, y entre los 35 y 42 dias de edad en SF; la presencia de plantulas con una hoja se observé
entre los 42 y 49 dias de edad en SA y enlre 56 y 63 dias para aquellas semillas estimuladas con SF, sdlo
Jas semillas estimuladas con SA superaron el indice de desarrollo de 500 hacia el final del cultivo, se
observaron plantulas con dos hojas y algunas con al menclas una raiz verdadera.

El estimulo del manitol fue similar a las expuesias duranie 30 dias al carbohidrato, sin embargo el
desarrollo fue mas rapido con MA en comparacion con las expuestas a-MF, pero en ambos casos no se

alcanzo el estadio de protocormo (Grafica 13).
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GRAFICA 13. EFECTO DE 38 DiAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y MANITOL
SOBRE EL DESARROLLO DEL EMBRION DE ZLaefia speciosa.

En 1a grafica 14 se observa el desarrollo que tuvieron las semillas al ser estimuladas durante 45 dias
a los carbohidratos, asi para SA el estadio de semilla hinchada se alcanzd entre los 14 y 21 dias de edad,
los protocormos aparecieron entre los 21 y 35 dias de edad, las plantulas con una hoja entre los 35 y 63
dias de edad, después de éste tiempo se preseniaron algunas plantulas con dos hojas, es decir se sobrepaso
el indice de desarrollo de 400.

En el caso de las semillas estimuladas con SF, las hinchadas aparecieron entre los 21 y 28 dias de
edad, el estadio de protocormo se alcanzé entre los 28 y 56 dias de edad, a partir de este tiempo y hasta el
final del cultivo se sobrepaso el indice de desarrolio de 300.

Las semillas en presencia de MA, alcanzaron el estadio de semilla hinchada entre fos 28 y 35 dias
de edad, los protocormos se empezaron a observar a partir de los 35 dias de edad y hasta el final del
cultivo; por otra parte las expuestas a MF alcanzaron ef indice de desarrollo de 200 a los 49 dias de edad v
de éste en adelanie se presentaron algunos protocormos, es decir alcanzaron un indice de desarrollo

aproximado a 250,
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GRAFICA 14, EFECTO DE 45 DIAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSAY
MANITOL SOBRE EL DESARROLLO DEL EMBRION DE Laelia speciosa.
Fl desarrolio de las semillas expuestas durante 52 dias al estimulo con los carbohidratos ¢s
similar al de 45 dias, sin embargo hacia el final del cultivo las expuestas a SA'y SF tuvieron un indice de

desarrollo mayor y las expuestas a MF superaron el desarrollo de aquellas estimuladas con MA (Grafica
15).
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GRAFICA 15. EFECTO DE 52 DIiAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y
MANITOL SOBRE EL DESARROLLO DEL EMBRION DE Laelia speciosa.
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El estimulo de 60 dias con SF y SA, es suficiente para que las semillas sobrepasen el estadio
de protocormo y formen una y dos hojas respectivamente, el estimulo con MA. sdlo fue suficiente
para que al final del cultivo las semillas sobrepasen ¢l indice de desarrollo de 300, mientras que las

estimuladas con MF no alcanzaron éste indice {Gréfica 16).

GRAFICA 16. EFECTO DE 60 DiAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y
MANITOL SOBRE EL DESARROLLO DEL EMBRION DE Laelia speciosa.

La influencia de los carbohidratos sobre las semillas expuestas durante 98 dias se presenta en
fa grafica 17, en donde se observé que aquellas en presencia de SA sobrepasaron el indice de
desarrollo de 400 hasta el final del cultivo y las estimuladas con SF no alcanzaron éste indice de
desarrollo, esto indico que se formaron protocormos y algunas plantulas con una hoja.

El estimulo constante del manitol permitié que las semillas expuestas a este carbohidrato
esterilizado en autoclave se desarroliaran hasta la formacién de una hoja (ID=400), y que aqueilas
expuestas al manitol esterilizado por filtracion sobrepasaran el indice de desarrolio de 300 es decir,

se desarrollaron hasta la etapa de protocormo.
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GRAFICA 17, EFECTO DE 98 DIAS DE EXPOSICION AL ESTIMULO DE SACAROSA Y
MANITOL SOBRE EL DESARROLLO DEL EMBRION DE Laelia speciosa.

El crecimiento de las plantas bajo condiciones /# vitro es normalmente soportado por una
fuente exdgena de azacar (Lipavska & Vreugdenhil, 1996). En orquideas diversos autores confirman
que solo las series D de azicares son ttiles duranie la germinacion (Withner, 1959); sin embargo,
Arditti (1972) menciona que las semillas de orquidea germinaran mas rapido sobre azicares simples
como la sacarosa, glucosa y fructosa que sobre carbohidratos complejos como el almidon, Esios
ademas de ser una fuente de carbone y energia para el embrion, son el estimule disparador de su
desarrollo morfogénico durante su germinacién (Luna & Barba, 1993).

Asi, los dos carbohidratos utilizados resullaron ser una buena fuente de carbono para la
serminacion y desarrollo de las plantulas; sin embargo el desarrollo fue mas rapido sobre sacarosa que
sobre manitol.

Los resultados de esta investigacion indicaron, que la sacarosa promueve €l crecimiento y el
desarrollo para las semillas de ésta especie, ya sca esterilizada cn autoclave o por filtracion,
coincidiendo con lo reportado por Arditti y Ernst (1984) para las plantulas de Phalenopsis. Sin
embargo, Ja apariencia de Jas plantulas (color, tamafio, vigor) de L. speciosa fue mejor cuando la
sacarosa se adiciond al medio de cultivo y se esterilizd en autoclave, lo que provocd la hidrélisis de la
sacarosa y suplemento otro tipo de aziicares como la glucosa y fructosa, que posiblemente ¢l embrion
no asimilé, aunque adn no esta claro como afectan o utifizan éstos azicares las semillas de orquidea

(Ernst ef af., 1971). .
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El desarrollo de las semillas de Laelia speciosa sobre sacarosa fue muy similar al reportado para
‘attleya aurantiaca donde las semillas se hinchan a los 8 dias, pasan a la etapa de protocormo y
mpiezan a ponerse verdes a los 15 dias, la primera hoja aparece entre 40 y 47 dias y la segunda entre
0 y 90 dias (Harrison & Arditti, 1978).

Harrison y Arditti {(1978) reportaron que el porcentaje de protocormos de Carftleya aurantiaca
ue fueron transferidos a2 un medio sin sacarosa y que forman hojas, es directamente proporcional al
eriodo de tiempo que crecieron sobre un medio con sacarosa. Sin embargo, [as semillas de L. speciosa
0 se comportaron de manera similar ya que el méaximo indice de desarrollo se alcanzé con 38 dias de
xposicion al medio con sacarosa y entre mas tiempo permanezcan con éste estimulo el desarrollo es
ienor. Por el contrario, en el caso de manitol la relacion si fue directamente proporcional ya que enfre
1és tiempo permanecieron las semillas con el carbohidrato mayor es el desarrollo que se alcanzé.

Los azicares solubles detectados en los hongos de las orquideas son la glucosa, trealosa y
:anitol, éstos azicares fingicos son dtiles para las plintulas de orquidea, asi como para una buenz
srminacidn (Tsutsui & Tomita, 1990; Arditti & Ernst, 1984).

El manitol es un azicar alcoholado el cual es producido por algunas plantulas como producto
-imario de 1a fotosintesis y algunas plantas pueden metabolizarlo (Lipavska & Vreugdenhil, 1996).

Emst (1967) reporta que el manitol fue una buepa fuente de carbono para Phalaenopsis y
endrobiumt, asi como ciertos disacaridos (entre ellos la sacarosa), por otra parte Smith (1973) reporta
:e el manitol no fue util para Dactylorhiza purpurella y Bletilla hyacianthina. Asi mismo Tsutsui y
omita (1990} reportan un buen crecimiento con manitol en condiciones simbidticas de Spiranthes
nensis, y un pobre crecimiento de Liparis nervosa.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que las semillas estimuladas con manitol
:nen un desarrollo mas lento, ya que es s6lo hasta los 98 dias de edad que las semillas alcanzan la
apa de protocormo en el carbohidrato esterilizado por filtracidn y presentan una hoja en el
wbohidrato esterilizado en autoclave.

En Bletilla hyacinthina se demostrd que el manitol es absorbido por las plantulas, sin embargo,
te es muy lentamente convertido a otros metabolitos, lo que sugiere una aparente acumulacién de
anitol en los tejidos (Smith & Smith, 1973).

Lipavska y Vreugdenhi! (1996) reportan que numerosas especies de plantas son consideradas
mo incapaces para metabolizar el manitol y que sus células toman éste muy lentamente, por otra parte
1ompson, ef al. (1986) menciona que el metabolismo de los azlcares alcoholados se da en organos y

idos especificos y requiere ademds de un sistema especifico de transporte,
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Arditti y Ernst (1984) reportan que las especies varian en su habilidad para germinar sobre
diversos aziicares, por o cual no se puede afirmar que el manitol no es una buena fuente de carbono
para la especie estudiada, Unicamente podemos inferir que probablemente la concentracién que se
utilizd debid afectar el desarrollo de las semillas o bien que las células de los embriones pudieron
asimilar muy lentamente este carbohidrato y necesitan més tiempo del monitoreado en este estudio, para

poder metabaolizarlo por completo.
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TIEMPO MINIMO REQUERIDO DEL ESTIMULO.

El tiempo minimo requerido del estimulo con carbohidratos se determing cuando el porcentaje
de plantulas desarrolladas rebasé el 50 %. Considerando como desarrolladas aquellas plantulas que se
encontraban del estadio 4 al 6; es decir las que presentaban una hoja hasta plantulas con al menos una
raiz verdadera (Fig. 2).

Se chservd que este porcentaje de plantulas sobrepasé el 50 % en las semillas con sacarosa
esterilizada en autoclave a los 42 dias de edad, expuestas solo 38 dias al estimulo (Tabla 6). Se debe
tener presente que a este tiempo de observacion, las que se expusieron de 7 a 38 dias ya no se
mantenian con el estimulo de la sacarosa y a pesar de ello hubo desarrollo de plantulas en las que se
expusieron a éste de los 15 a los 38 dias, aunque el porcentaje de plintulas no haya sobrepasado el 50
% sin embargo las semillas que se expusieron por solo 7 dias a la sacarosa no alcanzaron a desarrollar
plantulas, esto se debid a que el tiempo del estimulo no fue el suficiente para disparar el mecanismo de
germinacion por lo que se demuestra que se requiere de un estimulo més prolongado.

En ¢} caso de SF, fue hasta los 56 dias de edad que alcanzaron mds del 50 % de plantulas
desarrolladas, esto en las semillas que se encontraban con el estimulo de 38 dias a la sacarosa. Las
plantulas que permanecieron con el estimulo de SF (expuestas 60 y 98 dias) desarrollan pléntulas en
mas del 50 % pero éstas aiin permanecen con el estimulo y por ello no pueden considerase como
tiempo minimo.

Las observaciones hechas indican que las semillas requieren estar expuestas minimo 38 dias al
estimulo con sacarosa con ambos tipos de esterilizacién, aunque los tiempos de desarrollo morfologico
de mas del 50 % de las plantulas sean distintos para cada caso, notando que este porcentaje se alcanza
mas rapido sobre las semillas que fueron estimuladas con sacarosa esterilizada en autoclave; esto puede
explicarse debido a que el requerimiento de una fuente exdgena de carbohidratos no cs esencial
después de que la primera hoja ha aparecido o bien, es potencialmente capaz de generarla (Harrison &
Arditti, 1978; Arditti & Ernst, 1984), asi el tiempo de éste estimulo le fue suficiente para almacenar ¢l
azlicar y asi disparar sus procesos metabolicos.

Para Cartleya aurantiaca, una especie cercana al género Laelia, se ha reportado que la sacarosa
esterilizada en autoclave es necesaria por un periodo de 40 dias (Harrison & Arditti, 1978; Axditti,
1990). Las semillas de L. speciosa después de 38 dias de exposicion sobre sacarosa en autoclave
llegaron a formar plantulas desarrolladas, éste tiempo de exposicién puede ser alargado a 98 dias; sin

embargo se obtiene un mayor porcentaje de plantulas si solo se exponen por 38 dias (Tabla 6).
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0

15 9.9 1.6 8.7 16
21 16.6 57 225 6.1
30 36.7 12.2 43 26
38 64.7 42.4 g2.4 634
45 50 13.9 57.6 298
52 53 202 70.8 43.2
60 61.1 39.6 81.8 616
98 (TESTIGO) 36.2 27.8 52.1 529

TABLA 6. PLANTULAS DESARROLLADAS CON EL ESTIMULO DE SACAROSA A LOS 42 Y 56

DiAS DE EDAD.




Las semillas con manitol esterilizado en autoclave, alcanzaron hasta los 91 dias de cultivo mas
el 50 % en el desarrollo de pléntulas, inicamente en aquellas expuestas siempre al estimulo con
sarbohidrato {semillas testigo),(Tabla 7).

A los 91 dias de observacion las semillas expuestas al MF tienen un desarrollo de pidntulas pero
éstas no rebasaron mas del 50 %. A partir de los 30 dias de exposicion comienza el desarrollo de éstas,
mientras que las que se expusieron por mencs tiempo no alcanzaron a formar plantulas desarrolladas,
esto es para ambos tipos de esterilizacion y no se observd un tiempo minimo de exposicion,

Por lo tanto entre mayor sea el tiempo de exposicién de las semitlas al carbohidrato mayor es el
porcentaje de plantulas desarrolladas. Esto confirma lo antes mencionado respecto a la toma de manitol
por el embrion de las semillas de L. speciosa.

La incapacidad de las semillas para convertir ¢l almacén de reservas a carbohidratos, los cuales
son almacenados en el embrién, puede explicar el requerimiento de un suplemento exdgeno de
carbohidrato para la germinacién de las semillas (Harrison & Arditti, 1978).

El tiempo que tardaron las semillas en pasar de un estadio de desarrolio al siguiente se muestra
en la tabla 8. Después de 7 dias de edad se apreciaron semillas hinchadas (estadio 2} en ambos
carbohidratos y en todos los tiempos de exposicién, E! estadio 3 de desarrollo (protocormo) se
presento entre los 14 y 21 dias de edad sobre SA y SF, mientras que en MF entre 21 y 35 dias de edad
y en MA entre 21y 42 dias para todos los tratamientos de exposicion,

Las plantulas con una hoja (estadio 4) aparecieron en SA y SF entre los 28 y 35 dias de edad;
sin embargo, las semillas que slo estuvieron 7 dias expuestas al carbohidrato alcanzan este estadio a
los 70 y 77 dias de edad en SA y SF respectivamente. Este mismo estadio se presento entre los 42 y 49
diag en MF v s0lo en las semilias que se expusieron 30 dias o mas al carbohidrato, en MA aparecieron
entre los 49 y 93 dias de edad en todos los tratamientos exceptuando el de 21 dias.

El estadio 5 de desarrollo (plantula con dos hojas) se observo entre los 35 y 42 dias de edad en
las expuestas al estimulo durante mas de 15 dias a SAy entre los 42 y 49 dias de edad en las expuestas
de 21 dias en adelante sobre SF. En e} caso de manitol éste estadio se presento Gnicamente en las
semillas expuestas 45, 60 y 98 (testigo) dias al estimulo del carbohidrato esterilizado en autoclave entre
los 70 y 84 dias de edad y en MF entre los 77 y 84 dias de edad, en las semillas expuestas al manitol

por mis de 45 dias.
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15 0 0
21 0 ]
30 0.3 0.3
38 76 6.1
45 18.6 89
52 152 16.2
60 14 171
98 (TESTIGO) 55.6 40.2

TABLA 7. PLANTULAS DESARROLLADAS CON EL ESTIMULO DE MANITOL A LOS 91 DIAS
DE EDAD.



7,15,21,30,

0 R

7.15,21,30,

715.21,30, | 7.15,21,30,
7 38,45,52.60, |38,45,52,60, | 38,4552,60, | 38,45,52,60,
TESTIGO | TESTIGO | TESTIGO TESTIGO
14 45,52,60, 15
TESTIGO
7.15,21, 7,21,30,38, 21,30,38,
21 30,38. 4552,60, | TESTIGO 45,52,
TESTIGO. TESTIGO.
28 7.15,21,30,60.
35 38,45,52. 15,60.
42 7.
15,38,45, 21,30,38,
28 52,60, 45,52,60,
TESTIGO | TESTIGO
35 21,30. 15.
42 TESTIGO.
49 30,38,45, 38,4552,
52.60. 60,TESTIGO.
70 7.
77 7 30.
98 15.
35 21,30,38,
45,52,60.
42 21,38,52. _ |15,TESTIGO.
49 30,45,60,
TESTIGO.
70 45 TESTIGO.
77 45.
84 52,60, 60.
TESTIGO
70 30,45,52,60.
77 21,30,38. 15,21,38,
TESTIGO.
84 TESTIGO
o1 52,60,
98 45

EXPOSICION A LOS CARBOHIDRATOS.
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Las semillas lograron alcanzar el estadio 6 de desarrollo (plantulas con al menos‘ una rafz
verdadera) solo cuando estuvieron en presencia de sacarosa, lo que ocurre entre los 70 y 77 dias de
edad, en las semillas expuestas al estimulo por mas de 15 dias a SA y entre los 77 y 98 dias de edad
sobre SF en los tratamientos expuestos al carbohidrato 21 dias o mas.

En general, en el caso del manitol hay una relacién directamente proporcional entre el tiempo
del estimulo a éste y el desarrollo de las semillas, es decir, entre menor sea el tiempo de estimulo, éstas
alcanzan un menor estadio de desarrollo y aunque en el indice de desarrollo de las plantulas sobre ME
no superaron el estadio de protocormo y las expuestas a MA el estadio de plantula con una hoja hasta
el final del cultivo (98 dias de edad), en Ia tabla 8 se puede observar que si se obtuvieron plantulas con
dos hojas en ambos casos a partir del dia 70 de edad, pero el porcentaje de éstas es tan pequefio que 1o
se percibe graficamente.

En el caso de las semillas expuestas a sacarosa en ambos tipos de esterilizacion se obtuvieron
plantulas con al menos una raiz verdadera 2 partir del dia 70 de observacion, esto no se refleja en las

graficas, ya que el porcentaje es menor.
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SALR Bt LA BIBLIBIEGA

PLANTULAS EN ESTADIO 6 (CON AL MENOS UNA RAIZ VERDADERA).

Al final del cultivo (98 dias de edad), fas semillas que se expusieron al estimulo de sacarosa en
ambos tipos de esterilizacion, crecieron y se desarrollaron hasta convertirse en plantulas con hojas y raices
(estadio 6) (Grafica 18). La presencia de sacarosz en el medio permite a las semillas desarrollarse hasta ef
estadio 6; pero el porcentaje que se obtuvo de éstas dependié del tiempo de exposicion al carbohidrato.

En una exposicion de 7 dias en presencia de sacarosa para ambos tipos de esterilizacion, no fue
suficiente para desarrollar plantulas completas; si se exponen 15 dias sélo un 2.5 % de plantulas en estadio
6 se forman sélo con el estimulo de 12 sacarosa en autoclave, mientras que las expuestas ¢ mismo tiempo
pero a la sacarosa filtrada, no desarrollaron ningiin porcentaje de plantulas completas

A partir de los 21 y hasta los 98 dias con el estimulo del carbohidrato, fue mayor el porcentaje de
plantulas que se obtiene. Sin embargo solamente continiian con el estimulo las plantulas expuestas 98 dias
(testigo) al carbohidrato

Es importante hacer notar que las semillas que se expusieron sblo por 38 dias a la sacarosa ya sea
esterilizada en autoclave o por filtracion, alcanzaren el maximo porcentaje de plantulas con hojas y raices,
siendo de 44 % para SA y 30 % para SF, coincidiendo con ¢l tiempo minimo que requieren las semillas

con éste estimulo para alcanzar su desarrollo,

WAUTOCLAVE
& FILTRACION

%, FORMACTON DE PLANTULAS

7 15 I 30 k] FTIN -] 6 98
DiAS SOBRESACAROSA

GRAFICA 18. PORCENTAJE DE PLANTULAS CON AL MENOS UNA RAIZ SOBRE SACAROSA.
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CONCLUSIONES
#La viabilidad promedio de los embriones de Laelia speciosa fue en general alta, de 87 %.

¢La germinacion para esta especie fue de 89.3 %, lo que se considera alto, ya que en

condiciones naturales es menor al 1%.

+La sacarosa esterilizada en autoclave fiie el mejor carbohidrato y el mejor método de

esterilizacion, ya que promueve mas rapidamente el desarrollo del embrion de Laelia speciosa.

+38 dias del estimulo con sacarosa fue el tiempo minimo requerido para inducir una mayor

respuesta morfogénica del embrién y el desarrollo de plantulas con raices, en menor tiempo.

+ A mayor tiempo de exposicion al estimulo con manitol esterilizado en autoclave se obtiene

una mayor respuesta morfogénica del embrién.
#La apariencia de las plintulas obtenidas sobre sacarosa esterilizada en autociave fue mejor.

+Las semitlas expuestas durante 7 dias al estimulo con sacarosa esterilizada en autoclave o por

filtracion no culminan el proceso de germinacién,

¢ 1as semillas expuestas mas de 15 dias al estimulo con sacarosa esterilizada en autoclave y mas
de 21 dias al mismo carbohidrato esterilizado por filtracion, culminan el proceso de germinacion

en plantulas con hojas y al menos una raiz.
¢ La efectividad de los carbohidratos sobre el embrion de Laelia speciosa se dio en la siguiente
secuencia con sacarosa esterilizada en autoclave, después con el mismo esterilizado por

filtracion, manitol esterilizado en autoclave y por Gltimo manitol esterilizado por filtracion.

¢ El estadio en el cual las plantulas permanecieron por mas tiempo en SA fue el de pléntula con

dos hojas,
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Semillas estimuladas por 7 dias con
sacarosa vy Imanitol esterilizados en
autoclave, después de 98 dias de cultivo.

-

emillas  estimuladas por 7 dias con
carosa y manitol esterilizados por
tracion, después de 98 dias de cultivo,

Plantulas y semillas estimuladas por 38 dias
con sacarosz v manitol esterilizados en
autoclave, después de 98 dias de cultivo.




- 1

lantulas y semillas estimuladas por 38 dias
on sacarosa y manitol esterilizados por
liracién, después de 98 dias de cultivo.

Plantulas y semillas estimuladas por 98 dias
con sacarosa y manitol esterilizados en
autoclave, después de 98 dias de cultivo

Plantulas estimuladas por 98 dias con
sacarosa y manitol esterilizados por
filtracién, después de 98 dias de cultivo




