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RESUMEN

Semillas inmaduras y maduras de dos especies de orquideas del género Paphiopeditum
s¢ sembraron asimbiGticamente en los medios de cultivo Knudson C y RE modificados y
adicionados con compuestos orgénicos y carbén activado La germinacion se evalud al
determinar el porcentaje y el indice de germinacion a las 12 semanas de cultivo en condiciones
de oscuridad a 2632°C. La presencia de aditivos como el plétano y el agua de coco asi como el
carbon activado mejoraron significativamente la respuesta de germinacion y el desarrollo de las
plantulas. Las semillas maduras, provenientes de frutos dehiscentes, respondieron mejor ante la
mayoria de los tratamientos aunque se obtuvo una excelente respuesta con las semillas
inmaduras de frutos verdes ante el medio de cultivo Knudson C adicionado con pulpa de
platano y carbon activado.

Se intentd la micropropagacion mediante protocormos seccicnados pero los resultados
fueron negativos, por lo que se propone utilizar protocormos sin seccionar, otro tipo de

explante y/o medios de cultivo.



L INTRODUCCION

Las orquideas (Orchidaceae) a pesar de conformar una de las més grandes y diversas
familias de plantas con flores, con cerca de 800 géneros v de 20,000 a 30,000 especies,
probabiemente se encuentran también entre las mds seriamente amenazadas de extincion
(Bechtel ef al,, 1992). Un factor decisivo que ha contribuido a la devastacién de poblaciones
enteras de orquideas al grado de causar la desaparicion de algunas especies de su medio
natural es la destruccion de su habitai. Un solo arbol tropical puede sostener cientos de
especies de orquideas epifitas y muchas especies de plantas y animales. El alcance de la
deforestacion es tan grande que llegan a perderse anualmente millones de hectdreas de bosques
por la expansion de las actividades humanas como la ganaderia vy la agricultura, entre otras.
Ain cuando se dejen fragmentos del habitat original, el flujo genético v el numero de
polinizadores se ven significativamente reducidos (Pridgeon, 1996). Por otra parte, las flores
de muchas especies poseen un amplio rango de formas, colores, aromas y un alto valor estético
que las han colocado en una posicién privilegiada en el mercado mundial de plantas de orato
(Ospina, 1996). Sin embargo durante la segunda mitad del siglo X3{, la sobrecolecta y el
comercio con ejemplares silvestres ha aumentado a tal punto que muchas especies han sido
depredadas y llevadas casi a la extincion (von Arx, 1996).

En la década de los 60°s muchas organizaciones, incluyendo la Unién Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza y los Recursos Naturales (UICN), tomaron la iniciativa
de crear una convencién internacional que pudiera asegurar la conservacion de especies
silvestres sujetas a un comercio internacional. La Convencién sobre Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (The Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora, CITES) fue fundada en 1975 con la firma de 21
paises en Washington D.C. (Knees, 1989) y para agosto de 1999, 145 paises incluyendo
México eran ya miembros de dicha convencién. Una caracteristica fundamental de CITES es el
de enfatizar en la conservacién de aquellas especies amenazadas que se comercializan
internacionalmente, mas que ser un listado de las especies de! mundo en peligro de extincién o
amenazadas. Dentro de sus funciones CITES no prohibe, sino regula €l comercio internacional

de especies de plantas y animales silvestres que estén o que pueden llegar a estar amenazadas o
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en peligro de extincion, de manera que se pueda prevenir cualquier extincidén debida a la
explotactén no sustentable de estas especies. La regulacion de dicho comercio requiere de la
cooperacion tanto de los paises de donde procede la especie en cuestién como de los
consumidores (Knees, 1989, Rodan y Campbell, 1996; von Arx, 1996).

Las especies silvestres cuyo comercio est4 regulado por la Convencidn, se enlistan en
tres Apéndices disefiados para ofrecer diferentes grados de proteccion (Stewart, 1988). En el
Apéndice I se incluyen especies amenazadas inminentemente por su comercio, el cual estd
prohibido excepto en circunstancias especiales, como es el caso de los ejemplares propagados
artificialmente cuando cuenten con un permiso de exportacion expedido por el pais de origen y
otro de importacion del pais destinatario. El Apéndice IT incluye especies gue estan en menos
peligro, pero que pueden Hegar a considerarse amenazadas de extincién si su comercio no se
regula y por fo cual requieren de un permiso de exportacion para su comercio. El Apéndice HI
sefiala las especies que pueden estar amenazadas debido 2 un intenso comercio y que no se
incluyen en los Apéndices I o 11, para que puedan tener un controf legal de exportacién con Ia
ayuda de otros pafses miembros de la Convencion (Knees, 1989).

Debido a que las orquideas se comercializan sin flores, y a la dificultad de distinguir en
este estado a las especies amenazadas de las que no lo estan, toda la familia Orchidaceae esta
incluida en los Apéndices I y II del CITES. Las especies inclufdas en el Apéndice 1 son:
Cattleya trianaei, Dendrobium cruentum, ILaelia Jongheana, L. lobata, Peristeria elata,
Renanthera imschootiana, Vanda coerulea y desde enero de 1990 todas las especies de los
géneros Paphiopedilum y Phragmipedium (Kehew, 1991). Muchas de las especies de estos
géneros se han sobrecolectado, devastandose poblaciones atin dentro de areas protegidas tales
como parques nacionales y reservas naturales. En la naturaleza, la mayoria de estas especies
son raras debido a que poseen distribuciones geograficas restringidas y hébitats especificos.
Esta critica situacion es la que Hlevo a la inclusion de todas las especies de los géneros
Paphiopedilum y Phragmipedium en el Apéndice I del CITES (Salazar, 1996). El resto de las
especies de la familia Orchidaceae (20,000 aproximadamente) estan incluidas en el Apéndice
11, por lo que su comercio internacional se monitorea {Knees, 1989).

Por lo anterior es importante establecer estrategias que permitan la conservacion de

orquideas. a) a largo plazo, como es la conservacién m sify mediante el establecimiento



adecuado de reservas de la bidsfera y b) a corto plazo utilizande métodos de conservacion ex
sin, con el fin de preservar especies fuera de sus habitats (Christenson y Henkel, 1995). Los
métodos de conservacion ex sifu consisten en el mantenimiento de las especies en cultivo ¢
incluyen entre otras, el almacenamiento de polen y semillas y la propagacion artificial
reproductiva y vegetativa la cual puede ser una alternativa apropiada y benéfica en lugar de la
extraccion (Pritchard y Seaton, 1993; Dumont, ef af, 1996). Dicha propagacion puede incluir
cualquiera de los signientes pasos: 1) la extraccion de unas pocas plantulas o sus propagulos
del medio silvestre, de manera que no se afecte la sobrevivencia futura de la poblacidn, 2) la
remocidn de plantas de un habitat destruido v que no tenga perspectivas de regeneracion, 3) la
propagacién de plantas a partir de semilla, si ésta es posible, generalmente en condiciones
asépticas, 4) el cultivo de las plantas hasta ser lo suficientemente grandes para dividirlas, v 5) el
intercambio de ejemplares con cultivadores calificados y con expertos para asegurar la
continuidad de su propagacidén (Dumont ef al., 1996). Los métodos de conservacion ex sifu
son importantes en los paises donde existe una alta biodiversidad de orquideas y deben ayudar
a complementar a las actividades in sifu, asi como a regular el comercio y al establecimiento de
reservas Sin embargo, a largo plazo, una reintroduccion exitosa es preferible a las medidas de
conservacion ex sffw. Dicha reintroduccion se deberd efeciuar sélo bajo condiciones y
protocolos estrictamente controlades (Dumont ef al, 1996), conociendo y entendiendo
muchos de los aspectos sobre la ecologia y genética de estas plantas.

La germinacion de semillas de algunas especies se puede incrementar enormemente
mediante el cultivo in vifro cuando, por medio de los métodos de cultivo convencionales, la
germinacion no ocurre o es baja debido a latencia o0 a requerimientos de germinacion
especificos (Fay, 1994). Las técnicas im viro consisten generalmente, en cuitivar bajo
condiciones asépticas practicamente cualquier estructura vegetal (embriones, semillas,
inflorescencias, tallos, rafces, meristemos, células individuales, granos de polen, etc.) y
mantenerla en condiciones nutricionales y ambientales controladas (pH, fotoperiodo, intensidad
luminosa, temperatura, medio de cultivo) para dirigir asi las respuestas deseadas De esta
manera se pueden obtener individuos masivamente, libres de patogenos y en un periodo més
corto que el cbservado en los cultivos tradicionales. Asi, el cultivo in vitro, es una técnica que
se esta aplicando en la propagacién de especies amenazadas parz aumnentar rapidamente el

nimero de individuos y de esta manera, superar problemas de fertilidad v de biologia
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reproductiva y proporcionar material para su reintroduccién (Bramwell, 1990). La
propagacion de las arquideas se ha revolucionado mediante las téenicas de cultivo in virro
{Fay, 1994).

Las orquideas de la subfamilia Cypripedioideas (Paphiopeditum, Phragmipedum,
Cypripedium y Selenipedinm) y sus hibridos han sido muy populares entre los cultivadores de
orquideas durante mucho tiempo por la belleza de sus flores. Cuando a estas especies se les
otorgé proteccion internacional por parte del CITES, practicamente se elimin Ia posibilidad
legal de comerciar con plantas colectadas de su medio silvestre. De esta manera surgid la
impertosa necesidad de propagarlas y de mantenerlas en cultivo (Christenson y Henkel, 1995).
Desafortunadamente este grupo de orquideas ha demostrado ser més dificil de propagar que
otros géneros comunmente cultivables, por lo que hay poca produccién y no se cubre la
demanda del mercado (Ernst, 1974, Stimart y Ascher, 1981; Pierik ef ol , 1988; Arditti y Ernst,
1993). Esto ha ocasionado que se continien colectando individuos de sus poblaciones
naturales y como resultado, fa mayoria de las especies de estos géneros se han vuelto més raras
y algunas estdn casi extintas (Yoshikazu ef a/., 1994).

Paphiopeditum exstaminodium es una orquidea endémica del estado de Chiapas v,
desde que fue descrita por Castafio, Hagsater y Aguirre en 1984, se ha vuelto mas rara por la
destruccion de su hébitat y a una colecta comercial masiva debido al atractivo de sus flores,
cuyos pétalos pueden llegar a medir mas de 50 cm de Jargo. Segtn Ja Norma Oficial Mexicana
(NOM), publicada en el Diario Oficial del 16 de mayo de 1994, se le considera una de las
especies de orquideas mexicanas en peligro de extincién. Esta problemdtica existe a pesar de
que casi todas las localidades donde se ubica, son sitios supuestamente protegidos como el
Parque Nacional de las Lagunas de Montebello y 1a Reserva de la Biosfera de Montes Azules,
en Chiapas. Soto {1994), reportd que muchos especimenes fueron colectados de su habitat
natural vendiéndose en Estados Unidos y en la anteriormente Alemania Occidental,
considerando que la dnica forma de mantener a las poblaciones de P. exstaminodium en la
naturaleza, es la reintroduccion de plantas propagadas artificialmente. Este mismo autor realizé
une de los pocos estudios poblacionales v de conservacion realizados con esta especie, y
estimé que P. exstaminodium tiene un rango geogréafico maximo de 85 km con 5 poblaciones

conocidas en México; asimismo reporta un severo grado de destruccion de su habitat vy una



baja densidad poblacional con 39 individuos (genets) conocidos en la naturaleza. En la
poblacién mds grande de las cinco existentes en la naturaleza, las edades presentan
distribuciones normales, centradas en categorias de edad media con ausencia de plantas en las
categorias menores, 1o que indica que no ha habido un aumento de nuevas plantas durante los
ultimos afios. Segun Soto (op cit.), en poblaciones mas saludables se esperaria encontrar un
mayor nimero de individuos jovenes con una disminucién hacia los de mayor edad. En esta
poblacion la mayoria de los ejemplares son adultos en fase reproductiva, los juveniles son
raros, o que sugiere que la poblacién es vieja y quiza con tendencia a desaparecer. Soto afirma
que €l reclutamiento de nuevas plantas aparentemente no esta relacionado con la disponibilidad
de semillas, ya que ia produccion de éstas es alta debido a 1a existencia de un mecanismo de
autapolinizacion, por fo que los tamafios poblacionales tan pequefios pudieran deberse a una
nula o baja germinacion o bien, a una alta mortalidad de las plantulas.

Lo anterior dificulta las estrategias de conservacion en esta especie semejante a la de
muchas otras en peligro de extincion Tal es ¢l caso de Paphiopedilum caudatum, especie
centroamericana taxondmicamente cercana a P. exsiaminodium y que presenta similares
circunstancias de conservacion y comercializacion. Por la disponibilidad de material biologico y
por la problematica que presenta, esta especie también se incluyd en el presente estudio.

Con base en los antecedentes mencionados, en esta invesiigacién se realizaron estudios
tendientes a lograr la germinacién y cultivo in vitro de semillas de P. exstaminodium y P.
caudatum, con miras a generar conocimiento que permita la recuperacion de poblaciones y que

salvaguarde a estas especies de la extincion.



1. 1. ANTECEDENTES

L 1. a. Las especies: Ubicacion taxonémica

De acuerdo a la evidencia de estudios cladisticos realizados en la subfamilia
Cypripedioideae (Albert, 1994), las similitudes entre los géneros Paphiopedilum sensu stricto,
Phragmipedium y Mexipedium han llegado a ser mas prominentes que sus diferencias. Por lo
anterior, Albert y Pettersson (1994) proponen la expansién del género Paphiopedilum Pfitzer
para inchuir todas las orquideas con hojas conduplicadas, pertenecientes a los géneros antes
mencionados. Asi, para reflejar tanto las diferencias como las similitudes a niveles jerarquicos
apropiados estos autores proponen la combinacion de Paphiopedilum s.s., Phragmipedum vy
Mexipedium como subgéneros de Paphiopedilum Pfitzer.

De esta manera, ia ubicacion taxondmica de las especies en estudio, anteriomente
conocidas como Phragmipedium exstaminodium y Phragmipedinm caudatum, es:

REINO: Vegetal

DIVISION: Embryophyta Siphonogama

SUBDIVISION II: Angiospermas A. Br. Doell.

CLASE [ Monocotyledoneae DC.

ORDEN 23. Microspermae Bentham y Hooker.

FAMILIA: Orchidaceae Lindley.

SUBFAMILIA: Cypripedioideae Lindley

GENERO. Paphiopedifum Pfitzer, nom cons.

SUBGENEROQ: Phragmipedium (Roife} V. A. Albert & Bdrge Pett., comb. et stat.

noy.

SECCION: Phragmipedium (Rolfe) V. A. Albert & Borge Pett., comb. et stat nov.
ESPECIE: Paphiopedilum exstaminodium (Castafio, Hagsater & Aguirre) V. A

Albert & Borge Pett., comb. nov.
ESPECIE: Paphiopedifum caudatum (Rolfe) V. A. Albert & Borge Pett. comb. nov.
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L1 b. Paphiopedilum exstommodium (Castafio, Hagsater & E Aguirre)

V. A Albert & Borge Pett.

Esta especie solo se conoce en México (Chiapas) y probablemente en la porcién
adyacente de Guatemala (Margaret Dix, com. pers. Gerardo Salazar); su nombre comin es
“tanal de bigotes”. El epiteto especifico exstaminodim aduce a la ausencia del estaminodio
que a manera de escudo cubre los estambres en todas las demas especies del género (Castafio
etal, 1984),

Paphiopediium exstaminodium se asemeja a P. caudatum, a excepcion de que la
primera carece del estambre estéril denominado estaminodio que constituye una pieza
constante en las especies hasta ahora conocidas Es muy facil observar inmediatamente los dos
estambres fértiles y sus respectivas anteras a cada lado de la columna. Los polinios estan
situados de tal manera que et polen se pone en contacto con la superficie estigmatica. Este es
un caracter que invariablemente se presenta en las plantas de Chiapas v es de suponerse que
representa un rasgo adquirido por seleccion natural con implicaciones directas en €l mecanismo
de polinizacion (Castafio et al., 1984). Evolutivamente, posiblemente el estaminodio se perdio
después de que estas plantas establecieron un mecanismo de autopolinizacion que les permitio
prescindir de los insectos para acarrear ¢l polen de una flor a otra (McCook, 1990).

Esta especie s6lo se ha observado creciendo epifita asociada a arboles y ocasionalmente
a bejucos a partir de 1.50 m sobre ¢l terrero. Habita en bosques de coniferas y encinos asi
como en mesdfilos de montafia y las interfases de éstos dentro de un gradiente altitudinal de
950 a 1600 m en lugares con una alta humedad atmosférica, niveles de luminosidad
relativamente altos y con fueries corrientes de aire. La época de floracién comienza en febrero
¥ termina en agosto. Las capsulas maduran en un periodo de 8-10 meses. No se conoce al
polinizador Su hébitat es himedo y sujeto a un clima ligeramente estacional pero isotérmico;
la temperatura media anual es de aprox. 190C, libre de heladas, y con 2,500-3,500 mm de

iluvia distribuidos a lo largo de 10 meses (Castafio et al., 1984; Soto, 1994).



L L. e. Paphiopedilum candarum (Rolfe) V. A, Albert & Borge Pett.

Se distribuye principalmente en Guatemala, en las montafias centroamericanas de
Honduras y Panama asi como en Ecuador, Per y posiblemente Colombia. El epiteto especifico
caudatum se basa en los pétalos extremadamente largos que presenta la flor. Esta especie
puede ser litéfita en escarpaduras de granito en donde sus raices se asocian con musgos ¢
epifita creciendo en horquetas de arboles a 18-20 m sobre ¢l nivel del suelo. Crece en densos y
humedos bosques tropicales de montafia y en un rango altitudinal de 1,400 a 3,000 m. Tolera
fa luz brillante del sol; la estacion de lluvias comprende de noviembre a abril, con temperaturas
diurnas de mas de 220C, mientras que las nocturnas alcanzan los 13°C. El invierno es mis
seco y frio, extendiéndose de mayo a octubre con temperaturas que oscilan entre los 4 y 80C
durante la noche. La humedad relativa excede €l 50% a lo largo del afio. Florece en abril y

mayo {Hennessy y Hedge, 1989; Cash, 1991).

L 1. d. Las semillas de las orquideas.

Un aspecto fundamental para cualquier consideracion acerca de la germinacion de las
orquideas, su desarrollo v crecimiento, son sus semillas. En Eurepa durante muchos afios,
aparentemente se desconocié la existencia de las semillas de las orquideas. Sin embargo, en
Indoniesia, Georgius E. Rumphius (1627-1702) describio dichas semillas mucho antes que los
botanicos europeos (de Wit, 1977 citado por Arditti, 1984). Aln después del descubrimienta
de las semillas de orquideas en Europa (a mediados del siglo XVIII) la creencia de que éstas
no eran viables o por lo menos incapaces de germinar prevalecié durante muchos afios. En
1802, el botanico inglés R. A. Salisbury reporté la germinacion de semillas de las orquideas
Orchis morio Ly Limodorum verecundum Salisb. (ahora Blefia verecunda (Salisb.) R. Br.).
Después muchos otros botanicos observaron y describieron las plantulas provenientes de
semillas de orquideas (Arditti, 1984).

Las orquideas poseen probablemente las semillas mas pequefias de las plantas con
flores, semejantes solo a las de la familia Burmanniaceae, las Begoniaceae y algunas plantas
parésitas (Bechtel, ef af. , 1992). Las semillas de orquideas tienen apariencia de polvo y varian
de 0.25 a 1.2mm de largo por 0.09 a 0.27 mm de ancho; una sola semilla tiene un peso del

orden de 0.3 a 14 pg (Arditti, 1967a). El ndmero de semilias producidas por fruto o capsula
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compensa su diminuto tamafio. Dependiendo de {a especie, una sola cipsula de orquidea puede
contener desde 1,300 hasta 4,000,000 de semillas (Arditti, 1992) Tal es el caso de la crquidea
Cycnoches chlorochilon, de la cual, una simple cipsula puede Hegar a contener hasta
3,932,948 semiilas (Bechtel ef al, , 1992).

Las orquideas se clasifican en dos grandes grupos dependiendo de fa estructura de sus
semillas (Stimart y Ascher, 1981). El primero comprende aquellas especies cuyas semillas
poseen embriones generalmente diferenciados con un cotiledon rudimentario y un endospermo.
El segundo, al cual pertenecen la mayoria de las orquideas (entre ellas Paphiopedifum vy
Phragmipedium), incluye a las especies con semillas que poseen un embrién indiferenciado,
esférico, rodeado por una delgada cubierta seminal, la cual es frecuentemente transparente y
algunas veces pigmentada, Generalmente no hay endospermo ni cotiledones, sino una masa de
células con escasa diferenciacion (Arditti, 1967a, 1984; Ernst, 1974), El embrién esta formado
por células isodiamétricas (desde ocho hasta 100), con un citoplasma densamente granulado y
un nicleo conspicuo (Arditti, 1967a). En dicho embrién estin presentes reservas alimenticias,
principalmente lipidos, proteinas y carbohidratos. Sin embargo, las semillas aparentemente
carecen del metabolismo adecuado para utilizar sus propias reservas de carbohidratos en la
germinacidn (Arditti, 1979 citado por Emst y Rodriguez, 1984; Vellupillai ef al.,, 1997). A
veces el embridn falta y la semilla no es fértil aunque parezca normal (Harrison y Arditti,
1972) Mientras que el embrién mantiene stempre una forma esférica o globular, la forma de la
cubierta seminal es variable, pudiendo ser eliptica, fusiforme, redonda o globular, puede ser
mucho mas grande que el embridn o casi del mismo tamafio, angular o redondeada;
transparente, translicida u opasa. La cubierta seminal en Sefenipedinm es esclerdtica, mientras
que fas de Cypripedium, Paphiopedilum y Phragmipedium son reticuladas. En algunas
especies la cubierta seminal puede contenet sustancias capaces de inhibir o retardar la
germinacidn como el cido abscisico (Arditti, 1967a; Van Waes y Debergh, 1986),

Debido a su estructura, las semillas de orquideas son muy ligeras y capaces de flotar,
por lo que pueden viajar grandes distancias por aire ¢ a través de corrientes de agua; también

pueden ser transportadas por hormigas y pajaros (Arditti, 1967a).
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L 1. e. Germinacién asimbidtica.

En la naturaleza las semillas de orquideas germinan y se desarrollan exitosamente sélo
después de haber sido infectadas por un hongo (Arditti, 1967a, 1979, 1982; Arditti y Harrison,
1977, Arditti y Ernst, 1984; Stewart, 1988; Goh, 1990). Este hongo generalmente se asigna al
género Rhizoctonia y provee al embrion de nutrientes necesarios para la genminacidn y
desarrollo temprano (Emst y Rodriguez, 1984) Esta asociacién fue descublerta por el
botanico francés Noel Bernard en 1899 al efectuar observaciones en plantulas de Neottia y
notar que la infeccion por el hongo era un requisito para la germinacion (Arditti, 1967a). Esto
constituyd Ja basc de un sistema practico de germinacion de semillas utilizando el hongo, al
que se Ilamé método simbidtico. Basado en estos estudios de interaccidn simbidtica entre las
orquideas y el hongo, Bemard realizé los primeros experimentos encaminados & lograr la
germinacion de las semillas sin [a presencia del hongo (Ospina, 1996). Mas tarde, el trabajo del
micologo aleman Hans Burgeff describi6 detalladamente como las semillas de orquideas
podian germinar ir vitro en un medio de agar que contenia un extracto del tubérculo de
(rchis, llamado “salep”, probando que el hongo adecuado estaba presente. “Es mas, orquideas
diferentes requerian de un hongo diferente y particular” (Stewart, 1988). Este método se
wtilizé principalmente en Inglaterra por cultivadores de orquideas durante muchos afios. Lewis
Knudson (1884-1958) profesor de Fisiologia Vegetal en la Universidad de Cornell, EUN.A.,
desarrollé métodos de germinacién asimbidtica colocando semillas de orquideas en medios de
cuitivo adecuadas (Kaudson, 1921, 1922, 1946). En 1922, Knudson analizd el “salep” y
descubrié que consistia de 48% de mucilago, 27% de almidén, 5% de proteina, algunos
aziicares y minerales solubles (Arditti, 1967a). Argumentd que la accidn del hongo en el medio
de cultive de Burgefl consistia en convertir el almidén del “salep” en azicares simples los
cuales podia utilizar la orquidea (Stewart, 1988}, proponiendo la hipotesis de que el hongo
proporcionaba a la semilla una fuente de carbohidratos por la descomposicién de polisacaridos
{Ospina, 1996). Asimismo, Knudson (1925} descubrié que las semillas eran capaces de
germinar sin necesidad del hongo en un medio de culiivo relativamente sencillo con las
proporciones adecuadas de azicares y nutrientes minerales esenciales. Como resultado de
estos estudios, Knudson propuso un nuevo método de cultivo asimbiotico que desplazd al

antiguo procedimiente simbiotico (Harrison y Arditti, 1972),
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El primer medio de cultivo utilizado por Knudson para la germinacion asimbiotica de
semittas de orquideas era una modificacion de la formula propuesta por el fisidlogo vegetal W.
Pfefter, y fue llamado medio B (“Knudson B™) Este era y sigue siendo un medio de cultivo
razonablemente bueno, pero Knudson lo mejord y publicod su solucién C (“Knudson C”) en
1946, la cual se ha utilizado ampliamente para la germinacion de semillas y crecimiento de
plantutas de orquideas (Arditti y Krikorian, 1696).

Utilizando los medios béasicos de Knudson, muchos investigadores han estudiado los
efectos de éste, o los requerimientos para una variedad de factores en la germinacién de las
orquideas (Withner, 1959b; Arditti, 1967a, 1979, Fast, 1964, 1967, 1976 y Stoutamire, 1974
citados por Arditti y Ernst, 1984), Con el tiempo el método de Knudson fue optimizado y en
algunos casos adaptado a los requerimientos especificos de determinados géneros y especies
incluso, muchos autores han sugerido medios de cultivo completamente diferentes al de
Knudson, particularmente exitosos para ciertas especies o utilizados en determinados estadios
de crecimiento Entre estos se pueden mencionar los de Burgeff (1936), Vacin y Went {1949),
Thomate (1954) y Murashige y Skoog (1962). Estos medios de cultivo generalmente contienen
una fuente de carbohidratos, un rango de sales minerales y agar. Muchos también contienen
vitaminas, aminoacidos, reguladores de crecimiento o extractos naturales como pulpa de
platano, agua de coco y papa entre otros.

A pesar de que muchas semillas de arquideas pueden germinar y desarrollarse en éstos
y muchos otros medios de cultivo, algunos géneros y especies son mas dificiles de germinar
(Withner, 1959a; Arditti, 1967a; Arditti y Emst, 1984). Cypripedium, Paphiopedifum,
Phragmipedium y Selenipedium pertenecen a un grupo con estas caracteristicas (Arditti y
Harrison, 1977; Pierik ef al., 1988). La propagacion de Paphiopedilum por semilla es incierta,
asi como la germinacion puede ser satisfactoria, también puede no serlo y sélo unas semillas
pueden germinar, o bien los protocormos pueden morir después de algin tiempo (Flameé,
1978). Es por esto, que fas semillas de Paphiopedilum se siembran generahmente en soluciones
o medios nutritivos especificos, aunque pueden Negar a germinar ¢n la comunmente utilizada
soluciéon Knudson C (Fast, 1971). Los medios nutritivos mas utilizados para dicho género se

indican en la Cuadio 1.
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Se han realizado pocos estudios respecto a la germinacion en Paphiopedilum por tres
razones principales: el tiempo entre la polinizacién y la dehiscencia del fruto (9-12 meses), el
escaso abastecimiento de semillas y 1a influencia de factores desconocidos en la germinacidn
{Pierik ef al_ , 1988).

Si se considera que en la familia Orchidacene el nitmero de semillas por fruto o capsula
es muy alto, cientos, incluso miles de plantulas pueden obtenerse en el laboratorio a partir de
un solo fruto; en la naturaleza sélo una, entre miles, podria germinar y legar a la floracién
(Withner, 1959a; Arditti, 1967a). La germinacidn de las semillas de orquideas puede tomar
desde 7 hasta 235 dias después de que las semillas se colocan en alguno de los muchos medios
de cultivo existentes. La formacion de las plantulas puede ocurrir entre 50 a 724 dias segln la
especie, y el desarrollo posterior en 4.2 a 31 5 meses mas. Las plantulas pueden florecer en 1-

11 afios (Arditti, 1992).

Cuadro 1. Principales medios nutritivos utilizados para la germinacion in vitro de Paphiopedifum,

Medio Principalcs elemenios nutrilivos Caracteristicas | Referencia

{en milimoles)

Nasato Amonio Fosfato Sulfato Clomuro K Mg Ca Citrate Fe  Mn] Al adiconar extradof BurgefT, 1936
BurgelEN3f | 84 38 14 29 34 62 10 42 (43 007 -|dehonges meorael
crecimiento de las
plintulas
Thomale GD | 1066 55 22 216 - 61604 - - 0.07  -|Ls glucosa y fructosa|Thomale, 1954

sustiuyan como
f uentes de carbohi-

drato a la sacarosa

Knudson C 84 76 18 48 - 18 10 42 - 0.0% 034] Sevuliza con Knudson, 1946
adiuvos orgdnicos y
compuest 08 sintéicos
orgAnicos, incluyendd
i tammas o regutador
fes de crecimiento
RE 1157 727 22 122 - 616 074 - - 007 - Buliza come fuente [ Emst, 1980
de carbohidratos la
fructosa , y la adicion
de plitano y carbon
veg, adivade para
desarrollo de plantulag
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L 1. f. Cultivo in vifro de semillas maduras {fruto dehiscente) y cultivo in vitro de
semillas inmaduras (fruto no dehiscente).

Cuando se van a culiivar semillas de orquideas existen dos opciones La primera
consiste en dejar madurar el fruto o capsula, permitiendo que alcance la dehiscencia o abra de
forma natural, entonces la semilla se colecta y se siembra o se almacena. A este método se le
llama cultivo de semillas secas o semillas maduras y se identifica por sus iniciales en inglés
DSC (dry-seed culture). Una desventaja del método es que las semillas no se mantienen libres
de patdgenos después de que la capsula ha abierto y éstas deben desinfectarse superficialmente
antes de cultivarse. Esta labor es intensiva, aumenta el riesgo de contaminacién y puede
incrementar el tiempo entre la polinizacién y la produccion de plantulas Asimismo, algunas de
las semillas pueden morr durante ef proceso de desinfeceidn (Rhodehamel, 1994). Despuds de
la polinizacion las capsulas de las orquideas pueden tardar en abrir unas pocas semanas,
muchos meses o hasta un afio (Stewart, 1988). Para colectar semillas provenientes de un fruto
dehiscente, hay que observarlo cuidadosamente cercano a la dehiscencia, éste peneralmente
comienza a cambiar de color, de verde a amarillo o café Se puede colocar una envoltura o
bolsa de papel debajo o alrededor del frute o capsula para ayudar a rescatar las semillas en
caso de que ésta abra repentinamente. Las semillas secas o maduras también pueden colectarse
cosechando una cpsula que esta cercana a la dehiscencia colocindola en un recipiente o frasco
cubierto con una red de nylon o bien, en una bolsa de papel en un lugar seco; la cipsula abrira
naturalmente y liberara sus semillas (Rhodehamel, 1994). Las cipsulas o semillas de orquideas
no deben colectarse en recipientes o bolsas de plastico ya que este material retiene humedad
que favorece la formacion y desarrollo de hongos gue dafian a la semilla.

La segunda opcién parte del hecho de que las semillas pueden crecer in vifro aunque
provengan de frutos o capsulas verdes, no dehiscentes o inmaduras, de ahi el nombre que en
ocasiones se les da de semillas “inmaduras” (Arditti, 1992). De hecho, deben existir embriones
viables dentre de un fruto en aproximadamente dos tercios del tiempo transcurrido entre la
polimizacion y la dehiscencia natural de [a capsula (Rhodehamel, 1994) Con base en esto se
desarrolld un segundo método para cultivar semillas de orquideas que consiste en cosechar las
semilfas antes de que el fruto comience a abrir y se conoce como cultivo de la capsula verde o
GCC por sus iniciales en inglés {green-capsule culture) Esta técnica de germinar in vifro

semillas “inmaduras” en condiciones asépticas se conoce también como cuitivo de dvulos, de
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embriones y de capsula o fruto verde. La técnica ha sido muy aceptada entre los cultivadores
de orquideas y se esta utilizando cada vez mas como un medio para ahorrar tiempo v obtener
plantulas de especies dificiles de propagar (Withner, 1974b; Sagawa, 1990). Las ventajas que
tiene sobre el DSC son. a) el interior de la capsula esta [ibre de patdgenos por lo que no es
necesario desinfectar las semillas antes de sembrarlas, la capsula s6lo se desinfecta por fuera y
bajo condiciones asépticas se corta para abrirla y remover sus semillas para su siembra; b) las
semillas no se dispersan de la capsula dehiscente; ¢) el GCC requiere mucho menos tiempo de
trabajo que el DSC (Rhodehamel, 1994).

Un posible riesgo del GCC es el peligro de dispersar algiin virus de la planta madre a su
descendencia a través del contacto entre las semillas y los fluidos de la capsula durante el
proceso de siembra. Si existe alguna sospecha de que [a planta madre estd infectada con algin
virus, se recomienda seguir el método DSC (Rhodehamel, 1994), Otro problema potencial
con el GCC ¢s la dificultad para decidir exactamente cuindo abrir la cdpsula verde y el peligro
de cosecharla antes de tiempo, lo que disminuiria la probabilidad de encontrar embriones
viables ya que el porcentaje de éstos en etapas tempranas de desarrollo es muy pequefio. La
viabilidad aumenta en proporcién directa al tiempo en que la cdpsula permanece en la planta.
Generalmente para garantizar mejores resultados y un alto porcentaje de germinacién con el
GCC es recomendable dejar la capsula en la planta el mayor tiempo posible. El tiempo de
maduracion que los embriones requieren antes de cosecharse, es variable pero constante para
cada especie (Arditti, 1979). Existen datos publicados que indican los tiempos de maduracidn
de las capsulas de algunos géneros y especies de orquideas que pueden servir como guia
{Sauleda, 1976; Arditti, 1982; Rhodehamel, 1994), pero hay que tener cuidado ya que muchas
veces las condiciones ambientales o de invernadero y las caracteristicas de la planta madre
afectan el periodo de dehiscencia. Sin embargo, si existe alguna duda sobre el tiempo en que
las semillas de un género o especie en particular requieren para madurar, es mejor dejar que la
cépsula abra naturalmente y utilizar el DSC (Rhodehamel, 1994). Las semillas inmaduras
generalmente no pueden almacenarse para sembrarse después (Rhodehamel, 1994; Marparet

Ramsay com. pers.).
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L. 1. g. Reproduccion a través de semillas.

La propagacion de plantas por medio de semillas posee ventajas tanto para el cultivador
como para el conservacionista. Es la mejor foma de conservar poblaciones naturales ya que se
conserva la diversidad genética natural de la especie y se producen plantas fuertes y saludables
(Butcher y Marlow, 1989) (Fig, 1) Debido a la variabilidad genética de plantas obtenidas por
medio de semillas, no hay garantia para la obtencién de plantas de probadas cualidades
horticolas Sin embargo, desde el punio de vista conservacionista este es un aspecto
sumamente importante y deseable en orquideas en peligro de extincion (Rubluo ef al , 1989,
Rubluo ef al., 1993).

Las principales ventajas de la reproduccién a través de semillas son el mantenimiento de
la diversidad de los caracteres genéticos y la produccion de nuevos genotipos y fenotipos ain
si la flor se autopoliniza (Batchelor, 1994). Se pueden encontrar ejemplos de este método de
propagacion de especies de orquideas raras o amenazadas tanto en jardines botanicos como en

establecimientos comerciales (Butcher y Marlow, 1939).

L . h. Técnicas de micropropagacion en orquideas.

La micropropagacion se define como un procedimiento aséptico para la propagacion
rapida y masiva, asexual o clonal de plantulas a partir de érganos, tejidos y células sin pasar
por la etapa sexual (Hartman y Kester, 1983 y Krikorian, 1982, citados por Arditti y Emst,
1993; Arditti y Krikorian, 1996), y se basa en el principio de que cada célula vegetal
generalmente es totipotencial, es decir, posee la habilidad potencial de producit todo tipo de
tejidos (Bramwell, 1990). Muchas de las técnicas utilizadas en la propagacion de orquideas a
partir de semillas son similares a aquellas utilizadas en la micropropagacién (Warren, 1983).
Para trabajar con técnicas de micropropagacion, es recomendable utilizar el mismo medio de
cultivo usado en la germinacién de semiltas y variarlo conforme sea necesario (Warren, 1983).
El cultivo de tejidos es una de las técnicas de micropropagacion y se puede practicar por dos
razones: primeramente para producir un gran nimero de variedades comercialmente deseables
y en segundo lugar, para trabajos de conservacion de especies raras o amenazadas (Warren,
1983). Los métodos del cultivo de tejidos constan de tres fases principales: a) seleccion y

esterilizacidn (si es necesaria) del tejido: si se escoge un pequefio meristemo de un brote, éste
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Figura 1. Caracteristicas del cultivo in vifro de orquideas a partir de semillas.
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necesitara una desinfeccion moderada, mientras que aquelos de puntas de hojas requeriran una
esteriliz acidn mis drastica. Después de lavado en agua esterilizada, el tejido se coloca en el
medio de cultivo adecuado. El medic nutritivo generalmente estd constituido por sales
inorganicas, una fuente de carbono y algunas vitaminas y reguladores de crecimiento. En
muchos casos se agrega un agente gelificante (Debergh ef al,, 1994). Cuando ocurre la
proliferacién y crecen plintulas o callos, éstos pueden dividirse y algunos regresarse al medio
para una proliferacién adicional mientras otras se enraizan; b) multiplicacion y, c)
enraizamiento y adaptacién in vivo. Estas etapas incluyen el uso de hormonas vegetales que se
utilizan para la manipulacion de patrones del crecimiento del tejido vegetal en culfivo. Las
hormonas més utilizadas en el cultivo de tejidos son las citocininas y las auxinas; las primeras
generalmente promueven la formacién de brotes y las segundas promueven la formacién de
raices, pero el efecto total depende tanto de las cantidades utilizadas como del balance de unas
con otras. La citocinina mas utilizada es la 6-benziladenina (BA) o 6-benzilaminopurina (BAP)
y entre las auxinas el 4cido naftalenacético (ANA). Ambas son activas en concentraciones muy
bajas (menos de 10 ppm o miligramos por litro) (Warren, 1983).

En las orquideas la principal via de propagacion asexual fué¢ por mucho tiempo la
divisidn de plantas, pero es probable que hayan sido las primeras plantas horticolas en ser
propagadas mediante ¢l cultive de tejidos, o por lo menos, a través de métodos asépticos
(Arditti,1977; Capellades ef af., 1991). Los primeros reportes de la utilizacion de técnicas de
cultivo de tejidos en orquideas fueron los de Rotor (1949, citado por Goh, 1990). Al observar
que se podian desarroflar plantulas de yemas o inflorescencias en Phalaenopsis, Rotor cultivo
nodos de escapos florales in vifro y obtuvo algunas plantulas. Sin embargo el crédito de lograr
una propagacion clonal masiva en orquideas, fue para el bidlogo francés Georges Morel en
1960. En un intento por producir plantas de Cymbidium libres de virus a partir de plantas
infectadas, Morel (1960} cultivd apices de brotes de dicha orquidea en medio Knudson C y
observé que emergian muchas plintulas por explante. Mas tarde, en 1963, al efectuar las
mismas observaciones en otras orquideas, Morel propuso el “cultive de meristemos” como una
alternativa para la propagacién vegetativa de las orquideas (Murashige, 1990). Después de
esto los métedos de cultive de tejidos en orquideas fueron ampliamente utilizados con
diferentes explantes y tipos de medios (Bertsch, 1967, Morel, 1971; Arditti er al,, 1972;
Mosich, Ball y Arditti, 1973; Morel, 1974; Murashige, 1974, Sagawa y Kunisaki, 1982; Wang,
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1988; Arditti y Erast, 1993), y muchos géneros de orquideas se han clonado exitosamente
mediante el cultivo de tejidos (Arditti y Ernst, 1993). Goh (1990) reporta que en 1974,
Murashige enumeré 22 géneros de orquideas cultivables mediante el cultivo de tejidos, y que
Arditti en 1977 enlisté 35 géneros incluyendo algunos hibridos intergenéricos. Numerosas
técnicas de propagacion clonal en orquideas han sido resumidas por Sagawa y Kunisaki (1984)
asi como por Arditti y Ernst (1993)

La micropropagacion en los géneros de la subfamilia Cypripedioideae. Cypripedium,
Paphiopedilum, Phragmipedium y Selenipedium, ha resultado dificil de efectuar (Stewart y
Button, 1975; Arditti y Ernst, 1993), sin que se haya desarrollado algiin método comercial ficil
para su propagacién clonal (Sagawa y Kunisaki, 1984). Se han cultivado explantes de
Paphiopedilum, pero los procedimientos permanecen en un nivel experimental ya que los
porcentajes de €xito son bajos. Arditti y Emst (1993) reportan que el éxito inicial en el cultivo

de Paphiopedilum fue muy limitado.

L L. i. Propagacion in vifro de protocormos.

El término protocormo fue acufiado entre 1899 y 1910 por el botanico francés Bernard
para designar una etapa de desarrollo del embrién de las orquideas. Dicho embrion se
desarrolla cuando las semillas se ponen bajo la influencia de un hongo micorreico o cuando se
colocan en un medio nutritivo (Morel, 1974). La diferenciacidn comienza con la formacion de
pelillos epidérmicos y de un meristemo apical, 1o que Heva a la formacién del protocormo. En
cuanto a su estructura, el protocormo puede ser radial o asimétrico, dependiendo de la especie.
Dicho protocormo desarrolla un tejido de conduccién, series apicales de hojas y raices a partir
del eje cerca de la base de las hojas (Bechtel er al., 1992). Al cultivar &pices de brotes en
Cymbidium, Morel (1965) observd que los explantes blanquecinos se tornaban verdes y
crecian lentamente formando una estructura esférica semejante a un protocormo (PLB =
protocorm like body) desarrollado a partir de una semilla. Este cuerpo se diferenciaba despues
en grupos de nuevos protocormos desarrollando cada uno, una nueva plantula. Més tarde
Morel (1964) descubrio que cuando PLBs de Cymbidium eran seccionados en varias partes y
transferidos & un nuevo medio de cultivo, cada pedazo regeneraba un grupo de 4 a 5 nuevos

protocormos los que se podian dividir de nuevo o dejar para regenerar nuevas pléntulas. Este
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autor estimé que era posible obtener més de 4 millones de plantas en un afio a partir de un solo
brote {Goh, 1990). Martinez (1985), reportd la propagacion rapida y masiva de Blefia urbang
a partir de protocormos seccionados, obteniendo brotacién miltiple. Un estudio anatémico
realizado por Morel (1974) demostrd que las divisiones celulares en estos explantes estin
limitadas a las capas exteriores. Las células generalmente se comienzan a dividir en la capa
subepidérmica, a veces més abajo, pero rara vez en la epidermis. Estas divisiones periclinales
dan lugar a un pequefio agregado de 2-6 células que aparecen al azar en la superficie del
protocormo. Estos agregados de células meristeméticas son muy activos y en pocos dias se
forman pequefios protocormos. La primera diferenciacion que aparece en elios es la formacion
de un primordio foliar. Se forman muchos primordios foliares, cada uno con un meristema
axilar y un filamento de procambio pero cada uno permanece aislado y no se desarrolla,
después uno de elios forma un punto de crecimiento. Usualmente los otros son inhibidos o
comienzan su desarrollo sélo cuando se cortan; sin embargo, a veces pueden desarrollarse y

entonces se forma un protocormo con muchos brotes.

L 1. j. Los complejos orgdnicos y el carbén activado en el cultivo in vitro de

orquideas.

Los productos o extractos naturales y el carbon vegetal activado se pueden adicionar a
los medios de cultivo in vitre de las orquideas. Los primeros son utilizados porque contienen
sustancias con efectos de hormonas. Se ha observado que el agua de coco puede favorecer el
crecimiento de células, tejidos, 6rganos o plantulas i vitro (Arditti y Emst, 1993). El efecto
benéfico del agua de coco se relaciona sin duda a su contenido de reguladores de crecimiento,
de los cuales, fos més importantes son las citocininas {Letham, 1974, van Staden y Drewes,
1975; citados por Goh, 1990). El rango utilizado es del 10 al 25% (v/v)

El platano se utilizé por primera vez en Brasil, en un medio para la germinacién de
semillas (Graeflinger, 1950; citado por Arditti y Ernst, 1993). Desde entonces su uso en Jos
medios de cultivo de plantulas de orquideas se volvid popular, afladiéndoles pulpa
homogeneizada, hecha puré, o simplemente sumergiendo algunas rodajas de platano en cada
frasco con medio de cultivo (Arditti y Emnst, 1993). Otros productos naturales utilizados

comunmente son el jugo de pifia y jitomate entre otros. Estos extractos frutales han dado
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buenos resultados en el cultivo in vifro de orquideas, ya que son un excelente complemento
nutnitivo (Warren, 1983) y se pueden esterilizar en el autoclave (Arditti y Ernst, 1993),

Robert Emst en la Universidad de California, fue el primero en adicionar el carban
activado a medios de cultivo para plantulas de orquideas y encontr que plantulas de
Paphiopedilum y Phalaenopsis crectan bien en medios que contenian este aditivo (1974, 1975,
1976). Estos hallazgos condujeron a la utilizacion de medios de cultivo adicionados con carbén

activado para germinacion de semillas, cultivo de plantulas y micropropagacion (Arditti y
Knkoran, 1996)
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I. 2. JUSTIFICACION

Las orquideas constituyen uno de los grupos taxondmicos mas amenazados de
extincion en México (SEDESOL, 1994) debido a la destruccion progresiva de su hébitat, asi
como a la sobrecolecta y el comercio ilegal de ejemplares silvestres. Por esto, es necesario
plantear estrategias que permitan su conservacion tanto i sifu como ex sifu.

Una aiternativa para aforntar esta problematica es promover la propagacién mediante
las técnicas de cultivo in vifro a partir de las cuales se pueda obtener material biolégico que
permita el desarrolio de programas integrales para la recuperacion y conservacion de especies
amenazadas.

Los intentos por germinar i vitro semillas y clonar especies de! género Paphiopedilum
han sido parcialmente exitosos. Existen pocos estudios que generen conocimiento acerca de
los requerimientos y condiciones 6ptimos para una buena germinacién, desarrolfo de plantulas
y micropropagacion de especies de este género y de otros relacionados.

El conocimiento que de esta investigacion se genere podria ser el punto de partida
aplicable a tecnologias que permitan el aprovechamiento sustentable de Paphiopedilum
exstaminodium y P. caudatum asi como de otras especies que se encuentran en las mismas

condiciones de conservacion.
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L 3. GBJETIVOS

Objetivo General.

Germinar, mediante las técnicas de cultivo in vitro, semilias de Paphiopedilum

exstaminodium y P. caudatum, especies de orquideas en peligro de extincion,

Objetivos particulares;

1.

Investigar los tratamientos (medios de cultivo, complejos orgénicos y carbén
activado, pi) que favorezcan la germinacidn y desarroilo in vitro de fas especies
anteriormente sefialadas.

Comparar la respuesta de germinacion in vifro de semillas provenientes de fruto no
dehiscente con la de semiflas provenientes de fruto dehiscente.

Estimar e tiempo requerido para la formacion y desarrollo de plantulas.

Promover el cultivo i vitro de protocormos seccionados para obtener brotacion
miltiple.

Establecer en condiciones de invernadero las plantulas generadas in vitro.
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IL MATERIALES Y METODOS

II. i. Germinacién asimbidtica.

IL. 1. a. Material biolégico.

Debido & la disponibilidad de material, para P. exsiaminodium se utilizaron semillas
maduras de frutos dehiscentes y semillas provenientes de frutos verdes no dehiscentes. Para P,
caudatum s¢ usaron sdlo frutos dehiscentes provenientes de ejemplares de los invernaderos de
la Asociacion Mexicana de Orquideotogia (AMO) (no. colecta: 4776, 4777, 4454 y T115).

Con una navaja esterilizada, las capsulas verdes o inmaduras se cortaron de la planta

madre aproximadamente al octavo mes después de la polinizacion.

IL. 1. b. Almacenamiento de semiilas.

Después de cortarlos de la planta madre, los frutos dehiscentes se colocaron en bolsas
de papel en un lugar fresco y seco (15-20 ® C) para la liberacion total de las semillas. Las
semillas ya liberadas se retiraron con una espatula y se colocaron en un sobre de papel dentro
de un frasco con cloruro de calcio anhidro, en un lugar fresco vy seco durante 5-6 dias para
disminuir [a humedad presente en las semillas (Arditti, 1982). Para su conveniente
conservacion, las semillas deshidratadas se almacenaron en frascos herméticamente sellados y

se colocaron en refrigeracion (4-6 °C).

1. 1. c. Medios de cultivo,

Para la germinacién de semillas maduras e inmaduras de ambas especies se utilizaron los
sigutentes medios de cultivo. medio Knudson “C” (Knudson, 1946) modificado (KCm) con
hierro quelado de acuerdo a Murashige y Skoog (1962), adicionado con 250 mg/l de
(NH,);S04 y con los micronutrimentos def medio Heller (1953) sin hierro de acuerdo a Dalla
Rosa y Laneri (1977) (ver Apéndice 1), y el medio RE (Ernst, 1980) modificado con 10g/l de
agar (ver Apéndice 2). Ambos adicionados con agua de coco, pulpa de platano y carbon

activado segiin el tratamiento utilizado para la evaluacion de la germinacién (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Tratamientos utilizados para evaluar Ia respuesta de germinacion de semillas maduras de P.

exstaminodium y P. candatum cultivadas en oscuridad, 26 + °C.

TRATAMIENTO | MEDIO DE CULTIVO

! Knudson C modificado = KCm {Dalla Rosa y Laneri, 1977).

KCm + agua de coco (100 mift) = K19.

KCm + platano 8% (p/v) + carbon vegetal activado 0.2% = K43,

RE (Emst, 1980).

RE + agua de coce (100 ml/l) = REC.

O | e | B

RE + platano 8% (p/v) + carbén vegetal activado 0.2 % = REP.

Para la preparacion del medio KCm se elaboraron dos soluciones concentradas de
macronutrimentos y micronutrimentos, asi como de hierro quelado (FeS04.7 Hy0 vy
NazEDTA). El Ca(NO3)2.4 HpO se pesd y diluyd directamente al preparar el medio. Las
soluciones concentradas se conservaron a 6°C en botellas de vidrio, para tomar las alicuotas
necesarias y llevarlas a los volimenes y concentracicnes deseadas.

Todos los medios se ajustaron a un pH de 5.0 + 0.2 utilizando soluciones de HCI y
NaOH 0.1 y 0.5 N y se distribuyeron en frascos de boca ancha con capacidad de 120ml,
conteniendo 30 m! de medio de cultivo, los que se esterilizaron en un autoclave a 121°C y 1.5

kg/cm” durante 15 minutos. La formulacion de los medios esta descrita en los Apéndices 1 y 2.

IT. 1. &, Complejos orgdnicos.

Agua de coco. Se obtuvo de cocos del mercado local, con caseara café y utilizando un
coco cada vez, ef cual se abrid y se extrajo el liquido que se filtré a través de una gasa. Se
calent6 en una parrifla hasta hervir durante diez minutos. Se dejé enfriar para la precipitacion
de las proteinas y posteriormente se filtré a través de papel Whatman 1. Se incorporaron 100
mi de agua de coco por cada litro de medio de cuitivo.

Extracto de platano. Se utilizé platano tabasco maduro, con cascara amarilla y sin
manchas. Después de retirar la cascara, se pesaron 80 g de plitano por cada litro de medio de
cultivo y se homogeneizd en una licuadora con un poco de agua destilada aproximadamente

durante un minuto, agregandose después al medio.
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1L 1. e. Pesinfeccion de semilias.

Las semillas maduras se semetieron a pretratamientos en Ca(OCl), 5% (p/v) durante
das, cuatro y seis horas para aumentar la permeabilidad de la cubierta seminal (Van Waes,
1986), sin embargo no hubo diferencia en la respuesta de germinacion entre estos tratamientos
con respecto del tratamiento tradicional (20-30 minutos en Ca(QCl);) por lo que en siembras
postertores, las semillas s6lo se sometieron a éste Ultimo tratamiento.

Las semillas maduras, provenientes de frutos dehiscentes, se desinfectaron con una
solucion de hipoclorito de calcio Ca(OCl); al 7% (30-35% de cloro disponible), mas 1-2
gotas/100m] del emulsificante Tween 80 durante 20-30 minutos en agitacion. La solucién se
decantd y.se prepard cada vez que se utilizaba. En la campana de flujo laminar, con una
coladera, las semillas se sometieron a tres emjuagues con agua destilada esterilizada

Los frutos verdes se desinfectaron superficialmente antes de sembrar sus semillas
ascpticamente Después de retirarle todos los restos florales, el fruto o cpsula se lavd con
agua y jabén tallandose con un cepillo suave; se desinfectd con hipoclorito de sodio doméstico
(6% de cloro active} al 50% (v/v) més 2-3 gotas/100 ml de Tween 80 y se mantuvo en
agitacion durante15-20 minutos. En condiciones asépticas fa capsula se enjuagd y sumergio de
3-5 minutos en agua destilada esterilizada (Arditti, 1982) Después de sumergirla en etanol al

70% la capsula se flamed y se procedid a la siembra

II. 1. d. Siembra.

Tanto las semillas maduras como las inmaduras, se sembraron en los frascos de cultivo
bajo condiciones de asepsia en una campana de flujo laminar. En cada siembra, la campana se
encendio por o menos media hora antes y se desinfectd con alcohol etilico industrial 96% al
igual que el resto del material, como frascos de cultivo e instrumental (pinzas, espétulas,
navajas, etc.). Las semillas maduras se tomaron de la coladera con una espitula y se
depositaron en el medio de cultivo dispersindolas mediante una jeringa con 0.5ml de agua
destilada esterilizada. Para la siembra de semillas inmaduras, ef fluto o cdpsula verde se abri¢
longitudinalmente con una navaja y pinzas de diseccion. Las semillas inmaduras se colocaron

en los frascos con medio de cultivo de la misma manera que Ias semiflas maduras.
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IL. 1. e. Condicienes de cultivo.

Para la germinacion de las semillas, los frascos se colocaron en condiciones de
oscuridad, a 26 * 2 °C. Cuando a partir de los embriones de las semillas se obtuvieron
protocormos blanquecinos de aproximadamente 3 mm y con 2 pequefias hojas, los frascos

fueron transferidos a condiciones de luz tenue {500 lux), fotoperiodo de 16 hrs. y 26 £2 0C,

IL. 1. f. Cuantificacion de la germinacién.

Para evaluar la germinacion de las semillas, se considerd el porcentaje y el indice de
germinacion, este Gltimo modificado de Arditti (1967b) segin Pierik ef al, 1988,

El proceso de germinacion se dividid en cuatro etapas o categorias:

-Etapa no germinativa = 0 (2) =™ 1o ocurre un crecimiento del embridn (Fig.2a).

-Etapa de pregerminacién = 1 (b) & el embrién crece o se hincha sin romper la
cubierta seminal (Fig.2b).

-Etapa de germinacion = 2 (¢)-# el embridn emerge de la cubierta seminal (Fig 2¢).

-Etapa de protocormo = 3 (d)}—p el embrion esta completamente fuera de la cubierta
seminal (Fig. 2d-f).

Las letras a, b, ¢ y d indican la frecuencia de cada etapa de crecimiento.

El porcentaje e indice de germinacién se calcularon de la sigiente manera:

% germinacion = (b+ct+d)100 indice de germinacion == (1b+2¢+3d)10

atbtetd atb+otd

De esta manera, el indice de germinacion, se deriva del porcentaje de cada etapa de
desarrollo (Pierik er al., 1988).

Para realizar las observaciones y cuantificar ia germinacion las semillas se sembraron en
cajas de petri con ayuda de un microscopio de diseccion. Los tratamientos utilizados se
describen en la Cuadro 2. Cada tratamiento comprendio 4-5 repeticiones con al menos 25
semillas por repeticion

La evaluacion para semillas de fruto verde se realizd bajo las mismas condiciones y

tratamientos que para semillas de fruto dehiscente.
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Figura Z. Desarrollo normal en Paphiopeditum exstaminodium y P. caudatum desde semilla hasta
plantula: a) etapa no germinativa; b) etapa pregerminativa (2 semanas}; c) etapa germinativa (4
semanas); d-¢) etapa de protocormo (2 meses); f-k) etapa de plantula (desde los 3 hasta los18
meses). 31



IL. 2. Desarrollo de plantulas de Paphiopedilum caudatum.

S6lo en P. caudafum se evalud la respuesta de crecimiento de pléntulas ante varios
tratamientos debido a que se contaba con mas materiat biologico de esta especie para efectuar
este evaluacin. Se utilizé como medio de cultivo basal el Knudson C modificado (KCmy, sin y
con carbén vegetal activado (0.2 %) y adicionado o no con extractos orgénicos como agua de
coco (100 mi1) y plitano a diferentes concentraciones. Para cada uno de los siguientes
tratamientos se utilizaron dos valores de pH: 5.0y 6.0

Tratamiento:

1} KCm (medio basal) (Apéndice 2).

2} KCm + 4 % platano + carbon vegetal activado.

3} KCm + 8 % platano + carbén vegetal activado.

4) KCm + 12 % platano + carbon vegetal activada.

5) KCm + agua de coco.

6) KCm + agua de coco + carbdn vegetal activado.

7) KCm + carbén vegetal activado.

Se cultivaron 8 plantulas de 2 a 4 cm de altura en cada frasco y 4 frascos por
tratamiento. Los frascos de cultivo se colocaron en condiciones de penumbra (500 Iux) bajo un

fotoperiodo de 16 h y una temperatura de 26 +2°C.

II. 3. Secciones de protocormos,

Se utilizaron protocormos obtenidos a partir de semillas, considerandose aquélios que
presentaban dos pequefias hojas y un tamaiio aproximado de 3 mm. Se utilizaron dos medios
de cultivo: el primero fué el Knudson C modificado (KCm), liquido v solido (Apéndice 1)
adicionado con BA en concentraciones de 1, 5 y 10 mg/.; para la citocinina se prepar6 una
solucion concentrada 1 x 10°3 M; el segundo medio de cultivo fue el MS (Murashige y
Skoog, 1962} liquido y sélido (Apéndice 3); ademas de un control se utilizaron las siguientes
concentraciones y combinaciones hormonales. BA (0.5 mg/l); BA (0.5 mg/) + ANA (0.1
mg/l), BA (0.5 mg/l) + ANA (1 mg/l). Los medios de cultivo se prepararon en vasos de
precipitados para cada concentracion hormonal, aforando cen una probeta a la cantidad

deseada después de agregar las alicuotas de la hormona. El pH se ajustd a 5.0 para el medio
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KCm y a 5.7 para el MS. Sdlo se adiciond agar a los medios solidos para los cuales se
ocuparon 4 tubos de ensaye de 25 x 150 mm por concentracion hormonal, cada uno con 5 mi
de medio. Para el cultivo de secciones de protocormos en medios liquidos se utilizaron
matraces de 250 ml con 50 ml de medio de cuitivo.

Los medios de cuitivo se esterilizaron en autoclave a una presion de 1.5 kgfem2 a
1200C durante 15 minutos.

En la campana de flujo faminar, los protocormos a seccionar se depositaron con una
espatula estéril, en una caja de petri con un poco de agua destilada esterilizada. Los cortes se
efectuaron con ayuda de un microscopio de diseccion Zeiss, una navaja con mango de acero
inoxidable y unas pinzas de relojero que también sirvieron para colocar las secciones en los
recipientes de cultivo Los cortes se hicieron en forma longitudinal, sembriandose 3
protocormos seccionados, es decir, 6 explantes por cada tratamiento. Las condiciones de
cultivo fueron: fotoperiodo del6 hrs. luz (1000 lux) y 28+ 20C. Los tratamientos con medio

liguido se colocaron en una mesa de agitaciéna 1001, p. m

IL 4. Aclimatacidn de plantas a condiciones de invernadero.

Las plantulas obtenidas de la germinacidn in vifro, de 6-8 cm con raices bien
desarrolladas se transfirieron a condiciones de invernadero, probandose dos tipos de sustratos
y recipientes, para lo cual se siguieron los siguientes pasos:

-Paso 1. Las pléntulas se extrajeron de los frascos de cultivo y se lavaron con agua
corriente tibta para remover el agar adherido a sus raices. Posteriormente se colocaron en una
solucion de Agrimicin (2g/20 It.) durante 15-20 minutos y se escurrieron sin enjuagar
colocandolas sobre toallas de papel par 10-15 minutos para eliminar el exceso de humedad y
permitir un secado superficial, cuidando que las raices se mantuvieran siempre hdmedas.

-Paso 2 Se probaron dos sustratos. Para el primero (sustrato 1) se preparé una mezcla
a partes iguales de Sphagnum, perlita y carbon (1: 1: 1) en trozos de 0.5-1 cm y se sumergi6
en una solucién de Physan (5 ml/galén) durante 15 minutos y se escurrié. Bl sepundo (sustrato
2) consisti6 en una mezcla de musgo y tezontle en trozos de 2 cm que se sumergicron en una
solucion de Agrimicin (2g/20 1t.) por 20 minutos, después de lo cual se escurrieron

cuidadosamente
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-Paso 3. El sustrato 1, se colocd en macetas de plastico (9 x 9 cm x 8 em de altura)
sobre una capa de unicel en trozos de 1.5 a 2 cm. Ef sustrato 2 se colocd en charolas de
plastico (30 x 19 cm x 10 cm de altura) con orificios de aprox. 2 ¢cm en la base. Este material
se lavd previamente y se colocd en una solucién de cloro (50 ml/galén), durante una hora. Una
vez escurridas, las macetas se llenaron con el unicel dejando libre un espacio aproximado de 2
cm en la parte superior, donde se coloctd la mezela de Sphagnum/perlita/carbon. Las charolas
s¢ llenaron con una capa de tezontle de 3 cm en la parte inferior y sobre ésta la capa de musgo
de2cm

-Paso 4. Con la ayuda de pinzas y espitulas se colocaron en las macetas
aproximadamente 10 plantulas en hileras dejando un espacio aproximado de 2 em entre cada
una, mientras que en las charolas se colocaron 20 plantulas formadas en hileras dejando un
espacio aproximado de 2 cm entre ellas.

-Paso 5. Las macetas y las charolas se mantuvieron en un invernadero con una
humedad relativa de 50 a 70%, una iluminacion de 1000 lux durante 12-14 horas por dia.
Asimismo, se mantuvo un movimiento de aire por medio de un ventilador para mantener el

sustrato fresco y aireado.

IL. 5. Anilisis estadistico.

Para detectar diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) en las varables de
respuesta: germinacion de semillas maduras de P. exsiamitiodivm y P. caudatum, asi como la
germinaciéon por tipo de fruto, dehiscente (semillas maduras) y no dehiscente (semillas
inmaduras), en P. exstaminodium, se realizd un Anidlisis de Vananza de dos factores
(ANOVA)y posteriormente una prueba de comparacion multiple de Medias (L.SD) de Fisher.

Para evaluar el crecimiento de plantulas de P. candatum, los datos obtenidos también
se sometieron a un Anilisis de Varianza factorial (ANOVA) y a una prueba de comparacion
multiple de Medias (LSD) de Fisher.

Todos los analisis se realizaron con ¢l paquete estadistico Statistica, wi/ 4.1, Los datos

se sometieron a pruebas de normalidad y hornogeneidad.
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I, RESULTADOS

I11. 1. Germinacién asimbidtica en Paphiopedilum exstaminodium y P. caudatum.

Arditti (1967b) reportd que durante la etapa inicial de la germinacion de las semillas de
orquideas en general, el embrion se hincha y eventualmente la cubierta seminal revienta.
Después, el embrién se desarrolla en un protocormo esférico que mas tarde se vuelve ovoide y
forma un meristemo apical del cual se originan las hojas. Finalmente aparecen las raices en la
parte basal Este es el patrén que en términos generales se presenta en las especies en estudio;
a continuacion se describen de manera més detallada la germinacion y el subsecuente
desarrollo observados en Paphiopedilum exstaminodium y P. caudatum:

-Las semillas de ambas especies son muy pequefias (aprox. 0.5 mm de largo), de color
café oscuro y con un embrién sencillo formado por células indiferenciadas y rodeado de una
cubierta seminal de apariencia reticular (Figs. 2a y 3a).

-Una vez que las semillas se colocaron en el medio de cultivo y en condiciones in vitro,
se aprecié un aumento de tamafio (hinchamiento) del embrién casi dos semanas después (Fig.
2b). La germinacién fue evidente aproximadamente un mes después de la siembra cuando el
embrién emergié de fa cubierta seminal (longitud aproximada: 1.5 mm) (Figs. 2cy 3b).

-Dos meses después de la siembra el embridn emergié completamente de la cubierta
seminal (Fig. 2d) y se desarrollé en un pequefio protocormo blanquecino (2 mm de altura y 1.5
mm de diametro) con un primordio foliar en la parte superior y rizoides en la base (Fig. 2e}.

-A los 3 meses, cuando el protocormo alcanzé una altura de 2.5 mm a 3 mm, se
distinguieron dos pequefias hojas (Fig. 2f) y se pudo observar el tercer primordio foliar 2
semanas después (Fig. 3c). Al transferir los cultivos bajo condiciones de iluminacién, los
protocormos se tornaron verdes dentro de la primera semana de cultivo en esta condicion.

-Alrededor de los 4 meses aumentd el desarrollo foliar (Figs. 2g y 3d), y a los 6 meses
se desarroll6 el primordio radicular (aprox. 7 mm longitud) (Figs. 2h y 3e¢).

-A los 9 meses fas plantulas sin raiz alcanzaron aproximadamente 1.5 cm y aument6 el
nimero de raices (Figs. 2i y 3f).

-Con un tamafio aproximado de 3 cm (incluyendo las raices) la plantula de 11 meses de

cultivo presentd hojas nuevas (Fig. 2§).
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-Al afio y medio las pléntulas alcanzaron ura altura aproximada de 5 cm y raices de
hasta 1 cm (Figs. 2k y 3g).

-Las plantulas de dos afios presentaron hojas de hasta 5 em y raices con una longitud de
1.5 cm a 2 cm, llegando a medir hasta 7 cm. En esta etapa las plantulas se transferieron a
condiciones de invernadero (Fig. 3h-i).

En las orquideas, la germinacién per se es dificil de definir e inconveniente como
parametro. El aumento en el didmetra de los protocormos se ha utilizado como medida de
crecimiento y un indicativo del desarrollo (Vacin y Went, 1949). Sin embargo esto ¢s un
indicio inconsistente ya que a veces, las plantulas no se deasarrollan normalmente y forman
masas amorfas de tejido. Por eso, es necesario un método de cuantificacion de crecimiento
normal como el indice de germinacion. Este indice se deriva del porcentaje de cada estado de
desarrollo en un cultivo vy constituye una medida verdadera del desarrollo normal de los
protocormos. Los datos asi obtenidos se pueden someter facilmente a un analisis estadistico. El
indice de germinacién se considera una buena medicidén del desarrollo normal de los
protocormos y se utiliza para describir la germinacion cualitativamente (Flameé, 1978).

Los indices y porcentajes de germinacién se evaluaron después de 12 semanas de
incubacion de las semillas en condiciones de oscuridad {Cuadros 3-6). Como criterio de
germinacion se considerd el crecimiento del embrion al romper v emerger de la cubierta
seminal {(Fig 2b). En las especies estudiadas lz germinacién de las semillas comenz6 entre las 4
y 6 semanas después de colocarlas en los medios de cultivo. Siguiendo el criterio de Pierik y
colaboradores (1988), cuando no se registraba germinacion, el indice de germinacitn era igual
a cero; cuando todas las semillas germinaban y alcanzaban la etapa 3, el porcentaje de
germinacion se consideraba como de 100% y ¢l indice de germinacion era igual a 30.

Al comparar la respuesta de germinacion de semilias maduras en P. exstaminodium
(especie 1} y P. caudatum (especie 2), mediante la prueba de ANOVA (Cuadro 7) se obtuve
que para fndice y porcentaje de germinacion se observaron diferencias significativas en cuanto
a especies (p <0.0037 y p < 0.0051) y tratamientos (p < 0.00001). Sin embargo, la interaccién

entre especies y tratamientos fue significativa sélo para el indice de germinacién (p < 0.0081)
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Figura 3. Etapas de desarrollo de plantulas de P, exsiaminodim germimadas m vitra: )
semillas antes de germinar: b) semilias en genmnacidn hinchamiento del embrién y ruplura de la cublerta

senmnal. ¢ etapa de protocormo, d-i) etapas de plantula, mostrando &l desaralio foliar 3 radicular hasla su
trashido a imernadero.



pero no para el poreentaje de germinacion (p= 0.05). Al efectuar la prueba LSD de Fisher para
indice de germinacidén (Cuadro 8), se determind que P. candatum respondid mejor que P.
exstaminodium ante la mayoria de los tratamientos, incluso la primera especie respondio
favorablemente cuando se utilizé el medio KCm sin compuestos orgénicos o carbén activado
(tratamiento 1). Los mejores tratamientos para ambas especies fueron el 3, el 6 y el 2 ademés
del tratamicnto | para P. candatum. El tratemiento que tendié a ser el menos favorable fue el
medio RE (tratamiento 4) (Grafica 1). La prueba LSD de Fisher para el porcentaje de
germinacion (Cuadro 8), indicé que los mejores tratamientos también fueron el 3, ¢l 6 y el 2
adicionados con extractos vegetales y carbon activado; el tratamiento menos eficiente fue de
nuevo el medio RE sin complejos orgénicos (Grafica 2).

Para la respuesta de germinacién de semillas de fruto dehiscente y de semillas
provenientes de fruto no dehiscente de P. exsiaminodium, la prueba de ANOVA (Cuadro 9),
detecté diferencias significativas para indice y porcentaje de germinacion (p < 0.0002 y p <
0.00001) en cuante a tipe de fruto; lo mismo ocurrid en cuanto a los tratamientos (p <
0.00001 y p < 0.00007). Sin embargo, s6lo el indice de germinacién mostrd una interaceién
significativa entre el tipo de fruto y el tratamiento (p < 0.0102), lo que permitié definir una
mejor combinacidn y considerar que la respuesta de uno determina Ia respuesta del otro.

La prueba LSD de Fisher para indice de germinacién (Cuadro 10), determind que las
mejores combinaciones ocurrieron con ambos frutos ante el tratamiento 3 asi como con el
fruto dehiscente ante el tratamiento 6. Estos dos tratamientos contenian plitano y carbon
activado. La respuesta menos favorable ocutrié al combinar semillas inmaduras y el medio RE
sin extractos organicos (Grifica 3). El mejor porcentaje de germinacion (Cuadro 10; Grafica 4)
se obtuvo con el tratamiento 3, mientras que ef tratamiento mas deficiente fue de nuevo el 4.
Para este parametro (porcentaje de germinacion), al igual que en respuesta por tipo de
semillas, tampoco existio interaccion entre frutos y tratamientos (Cuadro 9). Esto implica que
para el porcentaje de germinacién, no existe una mejor combinacién que sea significativamente
mejor, por lo que los efectos se evalilan por separado. Al haber interaccién, se puede comparar
la respuesta en conjunto, tanto de ambas especies como de los dos tipos de fruto por
tratamiento. Cuando no hay interaccién esta comparacién no es valida porque la respuesta de

las dos especies o frutos ante un tratamiento es similar.

38



Coadro 3*, indice 1otad (£ 5. d) de germinacién on semillas maduras de P. exsiominodium y P caudotum
después de 12 scmanas de incubacién en oscuridad a 2622°C.

TRATAMIENTO P. exstarminodium P. candatum
i 8.87+3.40 1520+ 3.08
2 11.07£1.65 14,00 £ 3.22
3 13.85+2.26 1544 £ 197
1 71212390 4.96+1.22
5 936+241 955+ 1.39
6 12304241 14,80+ 1.60

Cuadro 4*. Porcentaje toal (£ s d.) de germinacién cn semillas maduras de P. exstant

despuds de 12 semanas de incubacion en oscuridad a 261£2°C.

TRATAMIENTO P. exstaminodium P. candatum
1 5910+1625 60.00 £ 8,00
2 72,00 £ 6,93 61.20 £ 9.34
3 §2.20+ 838 68.80 £ 10.73
4 53.20% 1947 34.40 £ 6.69
5 64,00+ 16,73 46 87 £9.29
] 71.32 £ 12.00 76.80 £ 9.96

inodium y P. caudatuni

Cuadro 5*. Indice total de germinacion (2 s. d) en semillas de fruto dehiscente y no dehiscente de P

exstaminodipm,

TRATAMIENTO Fruto dehiscente Fruto no dehiscente
1 B.87 £ 340 801295
2 11.07 £ 1.65 10,40+ 3.29
3 1385226 1472490
4 7.12£2%0 3.61%2.17
5 36241 421090
6 12.30 £ 2 4] 4654121

Cuadro G6*. Porcentaje total de germinacion (£ s. d.) en semillas de fruto dehiscente y no dehiscente de P.

exstaminodim,

TRATAMIENTO Fruto dehiscente Fruto no dehiscente
1 59.10 £+ 16,25 3240+ 9,20
2 7200 £6.93 36.56 £ 10.67
3 8220+ 838 55,79+ 17.58
4 53,20 & 19.47 23.16 £ 13.08
5 64.00+ 16.73 28.18 £6.61
6 7132+ 12.00 29.94 £3.47

*Tratamicnto; 1=KCmt, 2=K19: KCm+#agua coco; 3=K43: KCm+pldtano y carbén activado, 4=RE; 5=REC:
RE+agua de coco, 6=REP; RE+pldiano y carbdn activade.

Cuadre 7. ANOVA del indice v porcentaje de germinacién de semillas maduras de P. esxtaminodium y P.

caudatum.
Fuente de vanacién Grados de libertad F calculada Probabilidad®
indice % indice %
Especics (E) 1 9.32 8.58 0.0037* 0.0051*
Tratamientos (T) 5 17.35 10.38 0.00001%  0.00001*
Interzecion (E x T) 5 3.56 1.75 0.0081* 0,1400

(") con 0.05 nivel de significancia.
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Cuadre 8. PRUEBA LSD DE FISHER para fndice v porcentaje de perminacién de semillas maduras de P.
exstaminodiun (especie 1) y P caudatum (especie 2)

Especic Tratamicnlo Indice Espeeic Tratamiento % de germinacién*
germinacion*

2 3 15.44° - 3 75.5°

2 1 15 2% - 6 74.06°
2 6 148 - 2 66.6°
2 2 14.0°% - 1 59,55
1 3 13.85" - 5 55.43°
1 6 12.3% - 4 43.8°

] 2 11.07* -

2 5 9.55% -

1 5 9.36% -

1 ] 8.86° -

1 4 7.12% -

2 4 4,96 -

(*) letras diferentes imphcan valores significativamente diferentes entre si. Las comparaciones se hicieron sélo entre
colurnnas. Tralamiento 1=KCm, 2=K19: KCm+agua coco; 3=K43: KCmiplatano y carbén activade; 4=RE, 5=REC:
RE+agua de coco, 6=REP RE+platano y carbdn activado.

Cuadro 9. ANOVA del indice y porcentaje de germinacion de somillas de fruto dehiscente y no dehiscente de

P. exstaminodium,

Fuente de variacién Grados de libertad F calculada Probabilidad®
indice Y% indice %
Frutos (F) 1 15.79 97.18 0.0002*%  0.00001*
Tratamientos (T) 5 13.26 .81 0.00001%  0.00007*
Interaccién (Fx T) 5 341 .54 0.0102% 0,743

(*) con 0.05 nivel de significancia

Cuadro 10. PRUEBA LSD DE FISHER parz indice y porcentaje de germinacién de scmillas de fruto
dehiscente (1) y no deluscente (2)

Fruto Tratamiento Indice germinacién* Fruto Tratamiento % de germinacién*
2 3 14.72° - 3 68.99°
1 3 13.85%" - 2 54.27°
1 6 12.30™ . 6 50.63°
1 2 11.07% - 5 46.09%
2 2 10.40%% - 1 45.75%
1 5 9.36% - 4 38.18°
1 1 8.86°% -

2 1 3.01% -
1 4 7.12°% -
2 6 4.65% -
2 s 421" -
2 4 3.6 -

(*) letras diferentes mmplican valores sigmficativamente diferentes entre si. Las comparaciones se hicieron sdlo entre
columnas Trataruento: 1=KCm, 2=K19: KCm+agua coco, 3=K43 KCmtplitano y carbén activado, 4=RE; $5=REC
RE+agua de coco, 5=REP. RE+platano y carbon activado
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Indice de germinacidn

Porcentaje de germinacién

Gréfica 1. indice de germinacién de semillas maduras de
P. exslaminodium y P. caudatum en los diferentes

tratamientos probados
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Porcentaje de germinacion

Gréafica 3 Indice de germinacion de semillas de P. exstaminodium

provenientes de fruto dehiscente y no dehiscente
en los diferentes tratamientos probados
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IIL. 2. Desarrollo de plantulas de Paphiopedifum caudatum.

Al evaluar ef desatrollo de plantulas de . caudatum por medio de! ANOVA factorial
(Cuadro 11), se detectaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos p <
0.G0001), pero no existid ninguna diferencia significativa en cuanto al pH; tampoco se detectd
interaccion entre pH y tratamientos (p = 0.05). Al aplicar la prueba de LSD de Fisher para los
distintos tratamientos, se observd que las mejores respuestas se obtuvieron cuando el medio
KCm contenia agua de coco sin y con carbdn activado (tratamientos 5 Y 6 respectivamente),
asi como la mayor concentracion de platano (12%) mas carbon activado (tratamiento 4)
(Cuadro 12) Los tratamientos méas deficientes fueron el KCm sin y con carbén activado pero
sin extractos organicos (Grafica 5).

Tomando en cuenta el tiempo, se pudo observar que las plantulas, en general
presentaron un mayor crecimiento entre los 30 y 60 dias, disminuyendo dicho incremento en

fos tiempos posteriores (Gréfica 6).

Cuadro 11. ANOVA del desarrollo de pléntulas de P. caudatum expueslas a diferentes tratamientos

Fuente de variacion Grados de libertad F calculada Probabilidad®
PH 1 0.013 0.9069
Fratamicntos (T} 6 9.91 0,0000}*
Interaccion (pH x T) 6 1.59 0.1663

(') con .03 nivel de significancia.

Cuadro 12. PRUEBA LSD DE FISHER para el desarrollo de pléntulas de P. cqudatum expuestas a diferentes
(ralamientos

Tratamiento Crecimiento (mm)*

1.86%
1.84*
1'43311
L31°
1.15°
0.52"
0.27

— B SN e LA

(°} letras diferentes implican valores significativamente diferentes entre 5] Las comparaciones se hicieron sélo enfre
columna  Tratamientos 1=KCm, 2=KCm+4 % platanotcarbén  aclivado, 3=KCm+8% platano+carb6n activado;
4=KCm+12% plitanotcarbén aclivado, 5=KCm+tagua coco, 6=KCm+apua cocotcarbdn acfivado; 7=KCm+carbdn
aclivado
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Crecimiento (mm)

Crecimiento {mm}

Gréfica 5. Desarrolio de plantulas de P. caudatum bajo
distintos pH y tratamientos
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Grafica 6. Desarrollo en el iempe de plantulas de P. caudatum bajo
diferentes pH y lratamientos
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H1. 3. Secciones de protocormos

En la presente investigacion la respuesta en el cultivo de las secciones de protocormos
fue nula Estos explantes no tuvieron ningun tipo de crecimiento o desarrollo posterior a su
cultivo en ninguno de las medios utilizados ni con ninguna de las concentraciones de hormonas
probadas, algunos presentaron un cambio de coloracién, tornindose de blancos a cafés
después de cuatro semanas de su cultivo. En vista de estos resultados se propone utifizar

protocomos sin seccionar o bien, otro tipo de explante.

II1. 4. Establecimiento de las plintulas en invernadero.

Las plantulas que se trasladaron a invernadero se sometieron a las mismas condiciones
de temperatura, humedad, luz, etc,, pero a dos tipos diferentes de sustratos (ver Materiales y
Meétodos) Después de un mes de su traslado, la sobrevivencia de las plantulas en las macetas
(sustrato 1) fue de un 83% y en las charolas (sustrato 2) fle de un 88%. Sin embargo, a los
siete meses de su traslado, todas las plantulas colocadas en macetas murieron, mientras que el
50% de las plantulas en charolas sobrevivieron. Un afio despuds de su traslado a invernadero,

la sobrevivencia de las plantulas en las charolas fue de 30%.
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1V. BISCUSION

IV. 1. El uso de complejos orgdnicos y carbon activado en la germinacion y el
desarrollo de las plantulas.

La respuesta de la germinacion in vifre generalmente fue mayor cuando se adicionaron
al medio complejos organicos en este caso, extractos naturales como pulpa de platano y agua
de coco, asi como carbon vegetal activado. Aunque el medio RE fue el que menos favorecié
la germinacién de ambas especies, generalmente ésta mejord cuando a este medio se le
adicionaron extractos naturales y carbon activado. El desarrollo de fas plantulas también se
incrementé ante [a presencia de estos complejos en el medio de cultivo. Arditti (1967a)
describio los efectos que tienen los complejos orgénicos como la pulpa de plitano en la
germinacion de las semillas de orquideas y en el desarrollo de las plantulas mencionando que
aparentemente “son capaces de estimular la germinacion y el crecimiento (...} y que su
principal efecto se puede deber a la presencia de ciertos factores de crecimiento especificos™.
Posteriormente el mismo autor (Arditti e al., 1990) afirmé que complejos organicos como el
agua de coco o platano homogeneizado mejoran la germinacion y el crecimiento de plantulas.

Reportes previos (Withner, 1974b) han demostrado que el platano y el agua de coco
son fuentes naturales de citocininas y que al mismo tiempo adicionan una mezcla de vitaminas
y ofros nutrientes como minerales y aminodcidos. También se ha reportado (Butcher y
Marlow, 1989) que los componentes activos en el agua de coco y el plitano pueden ser
sustancias parecidas a las auxinas y giberelinas, Withner (1974b) afirmé que el platano puede
actuar como un agente quelante natural y Arditti (1967a) sefialé que el posible efecto del
platano se centra en el desarrollo y diferenciacion de las plantulas. Ernst (1967, 1974, 1975,
1980) encontrd que la adicion de pulpa de plitano al medio de cultivo estimulaba ¢l
crecimiento de plantulas de Phalaenopsis y Paphiopedilum y éste mejoraba notablemente si se
combinaba ¢! platanc con carbdn activado,

Yam y colaboradores (1990) también reportaron un excelente crecimiento en platulas
de Paphiopedilum al adicionar al medio de cultivo carbén activado. El crecimiento fue inferior

en ¢l mismo medio basal sin 1a adicién del carbon, Pierik y colaboradores (1988) reportaron
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que aunque la pulpa de platano y carbén activado en pidntulas de Paphiopedilum ciliolare
inhibieron la germinacion, favorecieron e! posterior desarrollo de las plantulas germinadas en
otros medios de cultivo.

Fay (1994) encontré que la adicion de pulpa de plitano v carbén activado en el medio
de cultivo incrementd el crecimiento en varias especies de orquideas amenazadas como;
Dendrobium spectatissimum, Cattfleya dowiana var. aurea, Clowesia rosea, Epidendrum
tense y Cymbidium rectum.

Yam y colaboradores (1990) discutieron las propiedades absorbentes del carbon
activado que lo hacen capaz de retener tanto sustancias orgénicas como inorgdnicas contenidas
en el medio de cultivo asi como metabolitos fitotéxicos liberados por los tejidos ¥ menciona
que posiblemente los compuestos fendlicos que podrian dafiar el tejido vivo se absorben,
mejorando el crecimiento o recuperando plantas dafiadas. También se ha reportado (Ernst,
1974) 1a posibilidad de que el carbon activado, debido a su estructura porosa, incremente la
aereacidn en el medio de cultivo Jo que podria aumentar el crecimiento. Sin embargo las
razones de los beneficios del carbén activado continiian bajo discusion e investigacién (Arditti
y Krikorian, 1996).

1V. 2. Respuesta por fipe de fruto.

En cuanto a tipo de fruto el medio Knudson C adicionado con plitano 8% y carbdn
vegetal activado 0.2% favorecio la respuesta de germinacion de semillas de P. exstaminodium
tanto para fruto dehiscente como para fruto no dehiscente. Sin embargo, aunque ambos frutos
tuvieron una respuesta satisfactoria, el fruto dehiscente respondié mejor ante un mayor ndimero
de tratamientos (Cuadro 10).

Son muchos los reportes (Sauleda, 1976, Dalla Rosa y Laneri, 1977; Ballard, 1987, St-
Arnaud ef al., 1992; Yoshikazu ef al., 1994) que recomiendan el uso de semillas de frutos o
capsulas verdes para su germinacion in vitro. Asi, Fast (1571) reportd que Jas semillas de
Paphiopedilum provenientes de frutos no dehiscentes generalmente germinan mejor que las de
frutos dehiscentes porque aparentemente, existen factores inhibitorios en las cubiettas
seminales de semillas maduras de ciertas especies que estén ausentes, o no son funcionales en
las semillas provenientes de capsulas verdes o no dehiscentes (Fast, 1982). Asimismo, Steele

(1995) estimo6 que en el cultivo de semillas de frutos verdes, éstas se cosechan y cultivan antes
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de recibir cualquier factor de latencia por parte de la capsuia madre. Sin embargo, se ha
reportado (Haas-von Schmude ef al, 1986) que algunas especies de Paphiopedifum poseen
semillas que presentan “una capa interna resistente al agua que reduce la permeabilidad™ por lo
que la germinacién de las semillas de capsulas dehiscentes mejora cuando estas semillas se
desinfectan superficialmente. Al parecer, este tratamiento actda quimicamente aumentando la
permeabilidad de la cubierta seminal (Haas-von Schmude, op cit), incluso Steele (1995)
considerod que esta desinfeccion superficial destruia compuestos inhibitorios de la germinacion.

Ya que en el presente estudio se obtuvieron resultados satisfactorios con ambos tipos
de frutos, se recomienda utilizar cualquiera pero con un medio de cultivo adicionado con
extractos organicos como el agua de coco y pulpa de platano, asi como carbén activado. Sin
embargo, dado que las capsulas de la mayor parte de las especies de Paphiopedifum maduran y
se tornan cafés aproximadamente al noveno o décimo mes después de la polinizacion, y ya que
generalmente al séptimo mes (dependiendo de la especie) hay un alto porcentaje de semillas
viables (Birk, 1983) se recomienda usar el fruto no dehiscente para ahorrar tiempo entre la
polinizacién y el cultivo de las semillas, asi como para facilitar dicho cultivo y disminuir su
riesgo de mortalidad y contaminacion que pueden provocarse como consecuencia del proceso

de desinfeccidn

IV. 3. Efectos del pH en el desarrolio de las plintulas.

No existi6 diferencia significativa en cuanto al desarroilo de las pldntulas ante los dos
valores de pH utilizados, ya que respondieron igual ante un pH de 5.0 y un pH de 6.0. Esto
parecié indicar que este intervalo de una unidad en €l pH no tuvo un efecto definitivo. Arditti
(19673} discuti6 que al parecer, las plantulas de orquideas son poco sensibles a las diferencias
del pH y que es dificil determinar si su efecto en las plantulas es directo o indirecto. Pierik y
colaboradores (1988) reportaron que el desarrollo de plantulas en Paphiopedilum ciliolare se
inhibia fuertemente con un pH de 7.0 y mejoraba notablemente cuando e! pH era menor. Sin
embargo tal vez sea necesario un estudio que considere un rango mayor de pH ( por ejemplo
de dos unidades de diferencia; entre 5.0 y 7.0) para detectar alguna diferencia significativa en

el crecimiento de las plantulas.
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IV. 4. Secciones de protocormos.

En el presente estudio, la coloracion café observada en algunos protocormos
seccionados podria indicar un proceso de oxidacion. Esto ha sido sugerido por Morel (1974)
quien concluyd que los explantes se necrosaban debido a la oxidacién de los compuestos
fendlicos enddgenos que se pueden manifestar cuando se realizan cortes a los tejidos. Dichos
compuestos se liberan en ¢l medio de cultivo, le dan un aspecto de decoloracion e interfieren
en el crecimiento de los explantes. Esto se puede disminuir y ain evitar utilizando acido
ascdrbico, la adicion de un poco de carbon al agar previene el tefiimiento fendlico asi como [a
accién negativa de los compuestos fenélicos en el cultivo (Warren, 1983).

Asimismo, la presencia en los medios de cultivo de Ia citocinina BA pudo haber
causado el cambio de coloracién en los explantes utilizados, ya que se ha reportado (Reinert y
Mohr, 1967) que esta citocinina favoreci6 el crecimiento de callo en explantes de Cartleya,
pero si ésta se adicionaba al medio desde el inicio, los explantes no crecian y se tornaban cafés.
Asimismo, Intuwong y Sagawa (1974, citados por Stewart y Button, 1975) reportaron  algo
semejante en el cultivo de tejidos de Phalaenopsis cuando se incluia al medio agua de coco,
sustancia compleja que se sabe que contiene citocininas y otros reguladores de crecimiento.

Ya que bajo las condiciones de cultivo ensayadas en el presente estudio, la
micropropagacion de ambas especies mediante protocormos seccionados no fue exitosa, se
propone utilizar protocomos sin seccionar, Pierik y Steegmans (citados por Stewart, 1989)
observaron ia formacion de callo y regeneracién de plantulas a partic de material joven como
los protocormos. Asimismo, se ha reportado (Wimber, 1963, 1965 citado por Stewart, 19389)
que el cultivo de meristemos en medio liquido y en constante agitacién aumenta
considerablemente el niimero de cuerpos parecidos a protocormos ¢ PLBs (protocorm like
bodies). Sin embargo, Stewart y Button (1975) discutieron que el crecimiento de las plantas de
Paphiopedilum es simpodial y los nuevos brotes surgen de una o mas yemas axilares cerca de
la base de! tallo, por lo que, para utilizar el meristemo apical es necesario destruir un brote en
desarrollo. Esto significa un alto riesgo para estas especies en extincién, por lo que el
desarrollar un método de propagacién clonal que no requiera del sacrificio de un brote
fepresentaria una buena alternativa. Por lo anterior, seria conveniente probar otros tipos de
explantes utilizando las plantulas propagadas in virre (por ejemplo apices de hoja, raiz y tallos)

y otras combinaciones y/o concentraciones de hormonas. Morel (1974) reporté que algunos
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apices de tallo de Paphiopedilum crecieron y casi inmediatamente se diferenciaron en
plantulas, reportando la primera propagacion exitosa de cultivo de tejidos en este género. Este
autor obtuvo PLBs a partir de callo al colocar los apices de tallo en medio de cultivo Thomale
{1954) adiciopade con acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), v mas tarde la formacion de
plantulas en el mismo medio pero en ausencia de dicha auxina. Stewart y Button (1975)
utilizaron varios tipos de explantes para la propagacion de Paphiopedilum, entre ellos: 4pices
de tallo, inflorescencias de diferentes edades, dpices de hojas, dpices de raices, secciones de
ovario y estambres en medio de cultivo tanto solido como liquido adicionados con diferentes
concentraciones y combinaciones de hormonas. Sin embargo la contaminacion fue un factor
limitante y pocos cultivos se lograron, El fnicc explanie que Hegd a formar callo y casi
inmediatamente protocormos, los cuales después originaron plantulas, fue el apice de tallo en
medio Heller (1965} sdlido y adicionado con 2,4-D y BA.

Es necesaria mas investigacion acerca de los requerimientos para el cultivo in vitro del
género Paphiopeditum, que permitan conocer el & los medios de cultive, asi como la
combinacién y concentracion de hormonas mas efectivos para efectuar una propagacion
masiva por medio de cultivo de tejidos.

Los clones deseables en este génerc son muy caros, lo que convierte a la
micropropagacin en una opeidn muy redituable (Arditti y Ernst, 1993). Sin embargo, hasta el
momento, géneros comercialimente importantes como Paphiopedilum no poseen un método
comercial eficiente de propagacion clonal (Mastura y Arditti, 1985). Ef desarrolio de un
método de propagacion clonal rapida que no requiera del sacrificio de una gran porcién de la
planta madre o de un brote completo representarfa un gran avance para fa propagacién masiva
de especies de este género. Al haber suficientes plantas de probadas cualidades horticolas,
artificialmente propagadas, que satisfagan la demanda del mercado, existirian pocas razones
para buscar plantas silvestres, lo que a su vez, reduciria la presién de colecta sobre poblaciones
naturales. De esta manera, la comercializacién de clones de especies ornamentales amenazadas
puede reducir el riesgo de extincion (Soto, 1996). Esto aunado a la existencia de acuerdos
internacionales (Anonimo, 1994) que incentivan este tipo de produccién no destructiva, se

podria garantizar cabalmente la supervivencia y recuperacion de dichas especies.
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1V, 5. Establecimiento en invernadero.

Cuando las plantulas se sacan de los frascos de cultivo para adaptarlas a condiciones de
invernadero, termina su desarrollo bajo condiciones estériles. Dichas pléantulas, entonces,
necesitan establecerse en macetas y/o charolas comunitarias con un sustrato en el que puedan
terminar de desarrollar sus sistemas radicular y vegetativo, y eventualmente, despuds de
transferirlas individualmente a macetas mas grandes lleguen a ser plantas con flores,
completamente establecidas (Thompson, 1977).

Después de transferirlas de los frascos de cultivo a condiciones de invernadero, las
plantulas de Paphiopedilum exstaminodium y P. caudatum, al igual que muchas plantulas
propagadas in vifro son muy vulnerables, por lo que se debe tener cuidado principalmente con
los siguientes aspectos™ la temperatura, la humedad atmosférica, la luz, el riego, la eleccion del
sustrato y la circulacion del aire. Todo esto con base en Jas caracteristicas fisicas y fisiologicas
de las especies.

A pesar de que fas especies de Paphiopedilum son orquideas con crecimiento
simpodial, no poseen seudobulbos (Grganos especializados en almacenar nutrientes v agua) por
lo que deben tener un abasto constante y regular de agua, Por lo anterior, al traspasar las
plantulas i vifro a invemadero, se consideraron dos sustratos que permitieran un buen drenaje
pero que al mismo tiempo mantuvieran una humedad constante. Sin embargo, a pesar de que la
mezcla de Sphagrumfperlita/carbén se ha recomendado para el cultivo de plintulas de
Paphiopedilum (Gilraine, 1996), y Phragmipedium (Kehew, 1991; Baker y Baker, 1991)
después de un tiempo, el sustrato constituido por esta mezcla aparentemente no mantuvo la
humedad suficiente, lo que provocod la rapida desecacién de las plantulas. Por tanto, al
traspasar plantulas in vitro a condiciones de invernadero, es importante considerar: a) un
sustrato que permita una humedad constante pero moderada, b) evitar la desecacién o exceso
de riego, c) mantener una adecuada temperatura, luz y humedad atmosférica d) evitar la
incidencia directa de luz y ) mantener una ventilacion constante (Corkhill, 1996; Evans,
1996).
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. CONCLUSIONES

La respuesta de germinacion de P. exstaminedium y P. caudatum en ausencia de
compuestos organicos y de carbdn activado fue mayor en el Knudson C modificado

que en ¢l medio RE.

E! use de complejos orginicos y carbon activado, mejoré significativemente la

germinacion y el desarrollo de plantulas en ambas especies.

En general, la germinacion de semillas de P. exsfaminodum provenientes de fruto
dehiscente fue mayor que cuando se utilizaron frutos verdes. Sin embargo, una de
las mejores respuestas se obtuvo cuando las semillas inmaduras del fruto no
dehiscente se colocaron en €l medioc KCm adicionado con pulpa de platano y
carbdn vegetal activado. El uso de agua de coco también incrementd la germinacion

en semillas de ambos frutos.

Ya que en el presente estudio se obtuvieron resultados satisfactorios con ambos
tipos de frutos, se recomienda utilizar cualquiera pero con un medio de cultivo

adicionado con extractos organicos y carbon activado.

El desarrollo de las plantulas se incrementé cuando al medio KCm se le adicionaron
agua de coco y una concentracién alta (12%) de extracto de platano mas carbén

activado.

Son necesarios mas estudios comparativos sobre el o los efectos del pH en plantulas
en desarrollo ya que los efectos generales del pH tanto en la germinacién como en
el desarrollo de orquideas no se¢ conocen bien y existen pocos estudios

relacionados
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La propagacion i vitro mediante protocormos seccionados no fue exitosa, por lo
que se propone intentarla con protocormos sin seccionar, con otro tipo de explante
y/o con otro(s) medio(s) de cultivo. Esto constituye un paso a seguir para

complementar el conocimiento generado en la presente investigacion

A pesar de la problematica que presentan las especies estudiadas en condiciones
naturales y como parte de un grupo que ha demostrado ser dificil de propagar
artificialmente, se logré la germinacion asimbiotica de semillas de Paphiopedilum
exstaminodium y P. catdatum incrementandose el material para investigacion,
intercambio, reserva y micropropagacion, lo que representa un primer paso en la

lucha por la conservacidn de estas especies.

Los resultados aqui obtenidos sirven de base para orentar sobre posibles
metodologias relacionadas con la germinacion in vifro de otras especies del género
Paphiopedilum ast como de géneros cercanos filogenéticamente. Especies como
eslas podrian perderse para las futuras generaciones si no se toman las medidas

necesarias para su propagacion, conservacion y recuperacion.
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APENDICE 1. MEDIO DE CULTIVO XNUDSON “C” MODIFICADO (KCm) (Dalla Rosa y Lanen, 1977).

{ COMPONENTE mg/l SOL. CONCENTRADA 10x
Ca(NOy), 4H;0 10G0 N

KH;PO, 250 mg 2500

MgS0, TH:0 250 mg 2500

(NH),50, 250 mg 2500

Mn50Q4H,0 7.5 mg 75

FeSO4 7H20 27.8

Na2EDTA 37.3

Micronutrimentos Heller (1953) sin hierro agregar 1 ml/l; agar bacteriolégico 8 g/1; sacarosa 20 g/l;
pH = 5.0+ 0.2 (Emst, 1980).

APENDICE 2. MEDIO DE CULTIVO RE (Ernst, 1980}, modificado con 10 g/l de agar.

COMPONENTE mght
(NH.L),504 150
NHNO, 400
KNO, 400
KH;PO, 300
Mg(NOy), 6H,0 100
Ca(NOy),.4H,0 150
FeSO,. TH,0 25

Agar bacteriolégico 10 g/; fructosa 20 g, pH=52£0.2
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APENDICE 1 MEDIO DE CULTIVO KNUDSON “C” MODIFICADG (KCm) (Palla Rosa y Lancri, 1977).

COMPONENTE mg/l SOL. CONCENTRADA 10x
Ca(NO), 41,0 1060 -

KH,PO, 250 mg 2500

MgS0, TH:0 250 mg 2500

(NH.),50, 250 mg 2500

MnSO4H0 75 mg 75

FeS0O4.7H20 278

Na2EDTA 7.3

Micronutrimentos Heller (1953} sin hierro agregar 1 ml/l; agar bactericldgico 8 g/; sacarosa 20 pfl;

pH = 5.0 £0.2 (Emst, 1980).

APENPICE 2. MEDIO DE CULTIVQ RE (Ernst, 1980), modificado con 10 g/l dz agar,

COMPONENTE mg/l
(NH,),S0; 150
NHNO, 400
KNO, 400
KH,PO, 300
Mg(NG,}1.6H,0 100
Ca(¥Oyh4H,0 150
FeSO0,. TH:0 25
L

Agar bacterioldgico 10 g/l; fructosa 20 /1, pH = 52202
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APENDICE 3. MEDIO DE CULTIVO MS (MURASHIGE Y SKOOG, 1562).

COMPONENTE
MACRONUTRIMENTOS:
NH,NO,

KNGO,

MgSO. TH0

KH,PO,

CaCly.2H,0

FeSO,.7H0

Na;EDTA
MICRONUTRIMENT(S:
Kl

HyBOy

MnS0, 4H,0
ZnS0.TH;O
Na,Mo02H,0
CuS04.5H,0
CoCl;.6H;0
VITAMINAS:
Ac.nicotinico
Pirdoxina-HC}
Tianuna-HCl
GLICINA
INOSITOL

mg/i
1650.00
1500.00
370.00
170.00
440.00
27.80
37.30

0.83

6.20

22.30
8.60
¢.025
0.025
0.25

0.50
0.50
0.10
2.00
100.00

Agar bacterioldgico 8 g/l; sacarosa 30 g/, pH = 5.7
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ANEXO 1.

Paphiopedifum exstaminodim.

DESCRIPCION BOTANICA (Castafio et al., 1984). Hierba epifita, hasta 50 cm de alto.

Raices sencillas, rizoma corto, tallos formando un abanico de hojas imbricadas, éstas sub-
lineares hasta 45 cm de largo, 4 cm de ancho, las basales mas largas y progresivamente més
cortas Inflorescencia apical, del centro del abanico foliar, hasta 50 ¢m de alto incluyendo las
flores. Escapo de seccion eliptica, pubescente, de unos 6 mm de didmetro en la seccion basal.
Flores generalmente dos, muy vistosas y duraderas. Bracteas en Ia base de cada ovario
pedicelado y una apical, subfoliaceas, progresivamente menores, la basal 7.5 cm de largo, 3.6
¢m de ancho extendida, conduplicada, la superficie interior escabrosa-hirsuta, los pelillos

formados por una célula terminada en otra elipsoidal de color rojo-ambar. Qvario pedicelado

de 12 cm de largo aproximadamente, abruptamente doblado en el apice. Sinsépalp ovado-
agudo, de 9 ecm de largo, 3.5 cm de ancho cerca de ia base, 17 nervado, de color blanco o

crema con nervaduras de color café, verdosas ventralmente hacia la base, superficie exterior

puberulenta, intedor glabra. Sépalo dorsal cerca de la base, 11 nervado, demds detalles

semejantes al sinsépalo. Pétalos alargado-colgantes, retorcidos, muy angostamente ovalados y

largamente acuminados; de 24-45 cm de largo; glabros exteriormente, finamente pubescentes
interiormente, el margen basal ciliado, los cilios pluricelulares, morados; la supetficie exterior
escasamente cubierta por cilios cortos v la interior densamente cubierta; con 9 nervaduras,
sulcados en la superficie exterior; de color blanco con nervios verdosos en la base tornandose
rojo-morados hacia el apice de color guinda solido, especialmente por el anverso. Labelo
formando una bolsa, glabro por fuera pubescente por dentro, los margenes involutos, de 5 cm
de largo, de color blanco con guinda al frente y ciliado amarillo-pardo en Ia boca, blanco por
dentro con puntos guindas. Androceo sin escudo, bifircado, anteras dos. Polinios 4, dos en

cada antera, semicirculares, granulosos, aplanados. Gineceo obovoideo, pubérulo. Capsula

alargada de color café, pubescente, 11.5 cm de largo y 5 mm de didmetro en su parte mas

ancha Semilias de color café oscuro.
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ANEXO 2.
Paphiopedilum caudatum.

DESCRIPCION BOTANICA {Hawkes, 1965, Bechtel, 1992; Baker y Baker, 1991; Cash,

1991) Hierba epifita o litofita. Raices sencillas; tallos pequefios formando un abanico de

generalmente 5 hojas que nacen muy proximas entre si, lineares-lanceoladas, de entre 60 y 90
cm de largo, semierectas y coridceas. Inflorescencia apical, glabra, erecta, hasta de 1 m de
altura; las espigas emergen del centro de los abanices de hojas; los pedicelos de las flores
individuales con mas de 15 c¢m de longitud. Flores de 2-4 por escapo, duraderas, de las més

prandes def pénero. Ovario pedicelado. Sépalo dorsal de color amarillo pélido o blanquecino

con nervadura reticular al frente que varia de marrén a verde claro; lanceolado y agudo;
colgante, de 20 em de longitud por 2.5-3 cm de ancho; pubescente en su parte posterior.
Bétalos alarpado-acuminados, parecidos a listones, de hasta 80 cm de largo por 2.5 cm de
ancho en su parte proximal, con mérgenes ondulades y con largos pelillos multicelulares; en su
parte distal con pocos mm de ancho; de color magenta o rojo oscuro y con nervadura rojiza.
Labelo formando una bolsa, pubescente por dentro, margenes involutos, abertura
subtriangular, de aprox 6 cm de largo; ef saco de color blanquecino es verde en su base y café
0SCUro rojizo en su parte superior. Androceo con estaminodio triangular y amarillento, 2
anteras fértiles, con 4 polinios cada una. Cépsula alargada, verde, pubescente, hasta 13 cm de

largo v 5 mm de didmetro. Semillas color café.
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