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Un cientifico es una persona a la que el sistema educativo no ha logrado
destruir su curiosidad de nifio y sigue preguntdndose cosas como: ¢Porqué el
cielo es azul?.

Ledn Lederman (Premio Nobel de Fisica, 1988).

Nuestro tan alabado progreso tecnoldgico y en general, el avance de la
civilizacién, podria ser comparado a un hacha en manos de un criminal
patoldgico.

Albert Eisntein

Lo que ahora se considera realizado, antes fue imaginado.

William Blake

Los pobres necesitan de nosotros, pero es menor la necesidad que nosotros
tenemos de los pobres. La mayor pobreza consiste en ne ser amados.

Madre Teresa de Calcuta
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RESUMEN.

Las orquideas representan el mayor grupo de plantas con flores, caracterizandose por
su diversidad de formas, adaptaciones y distribucién en muchos nichos ecolégicos; su viabilidad
natural puede durar semanas, meses, incluso algunos afios. La informacién reunida para las
especies mexicanas, es escasa y hace falta para mds de 1000 especies que viven en el pais,
torndndose importante el mane jo de éstas y otras plantas en bancos de recursos fitogenéticos.
El presente trabajo aporta informacion sobre viabilidad y germinacién de las semillas de tres
especies Encyclia hanburii, Laelia albida y Oncidium brachyadrum, del Valle de Tehuacan
Puebla, almacenadas bajo condiciones estdndares, para orientar el manejo de las semillas a
largo plazo, con fines de conservacidn.

Las semillas maduras de Encyclia hanburii, Laelia albida y Oncidium brachyadrum
fueron almacenadas a 4 °C en bolsas de papel sobre CaCl, se les aplicé el método de deteccién

de viabilidad de cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) durante 24, 48, 72 y 96 hrs de incubacion,
siendo ademds necesario el empleo de los pretratamientos: agua destilada, NaOCl 2.5, 5, 10,
15% y Ca(OCl) , 5% + 1% Tween 80, con un tiempo de incubacidn de 1y 24 hrs para optimizar

la respuesta al TTC. Se selecciond el pretratamiento adecuado para cada especie por la
prueba de DMS. Por microscopia dptica se detectd: ajembriones rojos, b)embriones amarillos
o blancos y c)semillas sin embrién. Se determinaron peso, viabilidad y germinacién de las
semillas, durante 8 meses, a través de 10 repeticiones con 100 semillas cada una, por
tratamiento y para cada especie de orquidea. Finalmente, se compararon los resultados de
viabilidad detectados con TTC y diacetato de fluoresceina (FDA).

‘Los resultados para cada caso fueron los siguientes: 1)Encyclia hanburii. el
pretratamiento mds favorable fue de 24 hrs de incubacién con agua destilada; durante su
almacenamiento disminuyo la viabilidad y la germinacién, mientras que el porcentaje de
viabilidad fue mas altoe al determinarse con FDA. No hubo correlacion estadistica entre
viabilidad y germinacidn, pero si entre viabilidad y peso. 2) Laelia albida. el pretratamiento
efectivo fue de 24 hrs de incubacion en Ca(OCl) 2 5% + 1% Tween 80, descendiendo su

viabilidad y germinacion, estadisticamente no hubo correlacién entre viabilidad y germinacién
ni entre viabilidad y peso. E| FDA produjo mejores resultados en comparacion con TTC. 3)
Oncidium brachyandrum. el pretratamiento apropiado fue de 1 hr de incubacién en Ca(OCl) 2

5% + 1% Tween 80; decrecié viabilidad y germinacién durante el almacenamiento. Si hubo
correlacion matemdtica entre viabilidad y germinacién, pero no entre viabilidad y peso. No
hubo diferencias entre las pruebas de TTC y FDA para determinar la viabilidad.

El método de TTC con las modificaciones sefialadas para cada especie fue en general
satisfactorio para determinar la viabilidad de las semiilas. La viabilidad y germinacidn se
deterioraron durante el tiempo de almacenamiento. El FDA presenté resultados equiparables o
mayor al TTC en Encyclia hanburiiy Laefia albida. Los resultados obtenidos de las pruebas de
viabilidad complementadas con los datos de germinacién permiten establecer una base
prdctica para el mane jo de estas y otras especies en bancos de germoplasma.




~ INTRODUCCION

Se ha hablado y escrita mucho acerca de la rdpida reduccién de la superficie de muchos
ecosistemas terrestres, que ponen en peligro la persistencia de sus componentes animales y
vegetales, conduciendo al borde de la extincién a muchas de ellas. Este proceso resulta
particularmente grave en un pais inmensamente rico en especies de plantas como es México, ya
que debido a sus caracteristicas como son: situacidn geogréfica, topografia y diferencias
climdticas, se produce una amplia diversidad en la riqueza faunistica y floristica (Soto, 1990;

Vdzquez-Yanes, 1987).

México ocupa el tercer lugar entre los paises con mayor diversidad bioldgica, es el primero
por su fauna de reptiles (717 especies), el seqgundo en mamiferos (449 especies), el cuarto en
anfibios (282 especies); la flora de México esta estimada en alrededor de 220 familias, 2 410
géneros y 22 000 especies. Aproximadamente 10% de géneros y 52% de las especies son
endémicas, y este es mds pronunciado en la zonas xerdfitas y de pastizal (tabla 1). Por todas
estas razones, cualquier pérdida o reduccién de la riqgueza de especies de México, es no sdlo
una disminucidn de la riqueza nacional, sino también una gran pérdida para el patrimonio natural

de la humanidad (Rzedowski, 1993; Soto, 1990; Williams, 1997).

El grueso de estos elementos endémicos de la flora corresponde a una serie de zonas
ecoldgicas de 'rf;::(yor extensién, entre las cuales destacan: a)las zonas dridas sonorense,
chihuahuense y la del valle de tehuacdn -~ cuicatldn y en menor grado también queretano -
hidalguense y la tamaulipeca; b) el conjunto de las principales cordilleras, como las sierras
madres occidental, oriental y del sur, el eje volcdnico transversal, los sistemas montafiosos de
Chiapas, del norte de Oaxaca y del noroeste de Baja California y c) el drea de “tierra caliente"
de la vertiente del pacifico, desde Sonora hasta Chiapas, incluyendo la extensa depresion de la

cuenca del rio Balsas (Rzedowski, 1997).




Tipo de vegetacién Cobertura aproximada de cada | Riqueza floristica estimada en

tipo de vegetacion en México cada tipo de vegetacién
(%)
No. de Porcentaje de
especies flora total
Matorral xeréfito y pastizal 50 6 000 20
Bosque coniferas y encinos 21 7 000 24
Bosque mesdfilos de niebla 1 3000 10
Bosque tropical perinifolio 11 5 000 17

Tabla 1.- Participacién proporcional estimada de los principales tipos de vegetacién en
México de la flora fanerégama (Rzedowski, 1993).

De acuerdo a Rzedowski (1997), la proporcién de endemismo de algunas de las familias de la
flora fanerogdmica de México son Cactaceae, Rubiaceae y Compositae alrededor de 70% de

especies, Gramineae y Orchidaceae registran 25 y 35% respectivamente.

Sin embargo, la diversidad bioldgica de cualquier pais es frdgil y en México, esta ha sido
mermada con el incremento en la presién ejercida por: los nicleos humanos. En los (ltimos
sesenta afos, el enorme crecimiento de la poblacidn, la ganaderia extensiva, la intensificacidn
agricola, el crecimiente urbano desorganizado y el inadecuado uso de los recursos naturales ha
conducido a la reduccién en gran escala, en ocasiones a niveles alarmantes, a la vegetacién

original (Soto, 1990; Rzedowski, 1997).

El problema de la destruccidn de los hdbitats no es tan simple: muchos factores
interactian, la mayoria de los paises no son capaces de implementar programas de educacién
ambiental especialmente en poblados alejados, en lo profundo de los bosques o en los campos
(Luna,1982; Rubluo, 1993), donde la conservacién es dificil cuando va acompafiada de
prioridades fundamentales como son comida, refugio, salud y educacién que no han sido
satisfechas, como ejemplo, estd el caso d la poblacién de escasos recursos, que desprovisto de
suficientes fuentes de trabajo e ingresos fijos aprovechan los recursos silvestres, como

animales y plantas, entre las segundas se encuentran las orquideas para venderlas a gran escala




a fos compradores aficionados o comerciales tanto nacionales como extranjeros. (Brune, 1988;

Pritchard, 1993).

Las medidas que usualmente se toman en diferentes paises para evitar la pérdida de
especies de plantas en peligro consisten en la creacién de reservas territoriales naturales para
proteger las comunidades donde las especies viven; emitir normas y reglamentos para
salvaguardar legalmente ciertas especies, de manera que no puedan ser explotadas, colectadas
0 perjudicadas de cualquier forma, ademds de conservar las especies en condiciones
controladas, ya sean jardines, invernaderos, bancos de semillas o de cultivo de tejidos.
Légicamente, cualquier medida de las mencionadas requiere conocer con relativa profundidad

acerca de las especies a proteger (Vdzquez-Yanez, 1986).

Generalidades de la familia Orchidaceae.

Las orquideas son plantas con flores que pertenecen a la familia Orchidaceae y constituyen
la mayor familia de plantas vasculares que existe. Estimaciones de su nimero sefialan que hay
aproximadamente 20 OO0 especies distribuidas por tode el mundo, con excepcién de las
regiones polares y los desiertos mds dridos. Hay ejemplares tan grandes como un drbol
(Grammatrophyllum speciosum), y miniaturas con flores tan pequefias como la cabeza de un

alfi#gr como es el caso de Bulbophyllum (Bechtel, 1992; Soto, 1990).

Las caracteristicas mds distintivas de este grupo de plantas son:

a) Generalmente nada mds un estambre es fértil.

b) La flor presenta tres sépalos y tres pétalos, uno de los cuales se ha modificado,
ddndosele el nombre de labelo.

¢) Sus drganos sexuales forman la columna.

d) La flor presenta resupinacion.

) Los granos de polen se agrupan en masas compactas o polineas.

) Produce una gran cantidad de semillas muy pequefias.




Las orquideas son de todas las monocotiledéneas las mds complejos en estructura y
adaptacidn, exhiben notables especializaciones de polinizacién y presenta avanzados sistemas

de almacenamiento de agua (Bechtel, 1992; Wiard, 1987).

De acuerdo con su forma de vida, se tienen cuatro tipos de orquideas: epifitas, litéfilas o

rupicolas, terrestres y saprdfitas (Bechtel, 1992; Wiard, 1987).

Los tallos de muchas orquideas se desarrollan en estructuras hinchadas llamadas
pseudobulbos, los cuales actdan como drganos de almacenamiento de agua y sustancias
nutritivas, como su nombre lo implica, son bulbes no verdaderos, son tallos especializados y
sirven como reservorios de alimento y humedad. No poseen internudos y varian en su largo,
espesor y forma, siendo esférica, eliptica, parecido a una pera, etc., muchas veces ayudan a la

identificacién de un género o especie (Bechtel, 1992; Wiard, 1987).

Las raices de las orguideas epifitas y litéfitas difieren de las terrestres, estas dltimas
poseen pelos radicales, mientras que en el caso de Cattleyasy Oncidium, son adventicios, ellas
producen un tallo primario (el rizoma) y en la base un nuevo tallo secundario (los pseudobulbos).
Las raices ayudan a las orquideas a sujetarse a las rocas o drboles. Estdn cubiertas por dos
capas de epidermis, una capa exterior de cutina en la cual descansa el velamen y la sequnda
capa interior de células esponjosas que absorben y retienen la humedad y el alimento. Cuando
esta himedo, el velamen se torna verde o verdoso, retornando a su color normal blanquizco o
arisdceo. Las orquideas tienen dos tipos de crecimiento: monopodial, cuando el tallo o eje
principal crece hacia arriba afio tras afio y simpodial, cuando cada nuevo crecimiento se
desarrolla lateralmente a partir de la base de lo anterior generaimente conocido como rizoma

(Bechtel, 1992; Wiard, 1987).

Las flores no son solamente la parte mas vistosa de las orquideas, también estén encargadas
de asegurar la produccidn de semillas, la multiplicacién y conservacidn de las especies. Las
flores pueden aparecer en forma solitaria (Lycaste, Anguloa); en forma de fasciculo (varias

flores con pediinculo independiente, como sucede con las Maxiflaria), o en inflorescencia




propiamente dichas (varias flores en un sistema ramificada, como el género Oncidium),

(Bechtel, 1992; Scto, 1990).

Hay muchos patrones diferentes de floracién en las orquideas; especies que florecen por
muchas semanas, o tienen flores que duran poco tiempo, no es dificil que se logre un grado de
sincronia; sin embargo, la sincronia se logra en las orquideas que presentan la floracion
gregaria, estas plantas producen flores de vida corta pero estén sincronizadas o casi todas las

plantas de una especie florecen en una misma mafiana (Bechtel, 1992; Luna,1995).

La enorme wariabilidad de las orquideas como grupo, estd en la complejidad de los
mecanismos de polinizacién que se presentan en la familia. La polinizacidn en el caso de las
orquideas no resulta tan simple y sencilla como las demds plantas; existen mecanismos y
agentes polinizadores especificos para cada especie, representando, en consecuencia, un
proceso de alta especializacidn. La polinizacién en las orquideas es tan precisa que es imposible
que un agente no especifico, como lo seria la lluvia o el viento, sirvan de polinizadores; esto
deja a las aves, mariposas diurnas y nocturnas, moscas y abejas como agentes polinizantes del
vasto nimero de variaciones florales que tiene la familia, la relacion con respecto al porcentaje
de especies de orquideas polinizadas por cada categoria es, mds o menos, el siguiente: abejas

60%, moscas 15%, mariposas diurnas 8%, mariposas diurnas 3%, aves 3% (Luna,1995).

De acuerdo al modo de distribucién las orquideas caen en dos categorics: tropicales y
templadas. Los paises tropicales e intertropicales son los que poseen ciertos géneros de
orquideas que en su mayoria son epifitas. Al alejarse del trépico se encuentran menos plantas
de este tipo y en cambio, abundan las terrestres que prefieren en su gran mayoria, las zonas

templado-frescas o frias (Luna,1995).



Las orquideas han sido una de las plantas mds admiradas y apreciadas desde hace muchos
siglos por diferentes civilizaciones, los Chinos cultivaron algunas especies del género
Cymbidium; en el México Prehispdnico ya se usaba la wainilla, ademds de emplear algunas
especies de orquideas (Arpophyllum spicatum | Encyc/ic; citrina) como plantas medicinales,
mientras que Encyclia venenosa para la obtencién de mucilagos o "tzacuhtli" que fue

importante para elaborar adhesivos (Sota, 1990).

Un aspecto sobresaliente es que las orquideas, aln aquellas en peligro de extincién, son un
recurso susceptible de ser manejado, si se aumentara la propagacién artificial de orquideas,

pues en muchos casos su cultivo es econémicamente rentable (Soto, 1990).




_ ANTECEDENTES oL

1. Viabilidad y germinacion en orquideas.

Aunque las orquideas epifitas han sido rutinariamente desarrolladas de semillas por mas de
60 afios usando el método asimbidtico desarrollade por Knudson (1922), es relativamente poco
el avance conseguido sobre el conocimiento de técnicas para el manejo, aprovechamiento y
almacenamiento de estas semillas en la mayoria de las especies conocidas de orquideas. Es
sorprendente, especialmente si se observa la rdpida pérdida de muchos hdbitats con la
inminente amenaza de la extincién de un gran nimero de especies de orquideas silvestres.
Knudson (1934, citado por Seaton, 1989) sefalé la necesidad de almacenar semillas para

asegurarlas contra cualquier fracaso de germinacién o la pérdida accidental de semillas.

La estructura y el tamafio de las semillas de orquideas estdn entre las caracteristicas mds
llamativas; son diminutas, pesan de 0.3 a 14 pg y la medida promedio es de 0.250 a 1.2 mm en
longitud y 0.090 a 0.270 mm en lo ancho. Se producen en grandes cantidades, de  1300a 4
000 000 semillas por cdpsula, en general, las semillas constan de una testa gruesa (cubierta
seminal), que encierra un embrion con alrededor de 100 células (Arditti, 1967; Pierik, 1990;

Royal, s/a).

Estructuralmente, pueden distinguirse dos grupos importantes de semillas de orquideas. Un
pequefio nimero de especies pheden tener embriones relativamente diferenciedos incluyendo
un cotiledén rudimentario, por ejemplo Sobria macrantha Lindl y Bletifla hyacinthia Rchbf,
que son algo mds fdciles de germinar. Sin embargo, la mayoria de las especies tienen semillas
relativamente indiferenciadas, ningtin cotileddn y ningin endospermo. En el grupo anterior el
embridn estd adjunte a la testa de la semilla por medio de varias células o hebras finas. La
testa consiste de células relativamente indiferenciadas, mayormente isodiamétricas con
citoplasma granulado y conspicuos nlcleos. La cubierta tiene un aspecto exterior
caracteristico, en forma de red, que es diferente para cada especie. Considerando al embridn
que casi siempre retiene su forma esférica o globular, la testa puede wvariar, siendo eliptica,
fusiforme, redonda, globular, en forma de mariposa. Las testas en las semillas pueden ser

mucho mds grandes que el embrion o tan grandes como el embridn; ésta puede ser angular o




redonda; larga o corta, transparente, traslicida u opaca. Esta, normalmente consiste de
material membranosa seco entrelazado con las paredes de las células espesas. Las testas de
las semillas de  Selenjpedium son escléroticas, considerando a las de Cypripedium,
Paphiopedilum y Phragmipedium que son delgadas y con testas reticuladas (Arditti, 1967;
Pierik, 1990; Royal, s/a).

El embrién tiene una forma redondeada o esférica: la mayor parte de las semillas de
orquideas estdn escasamente diferenciadas: no se distinguen cotiledones ni raices y no
contienen endospermo. En el extremo distal del embridn existe un punto de crecimiento
potencial, no identificable en el estado de semilla. Las células del embrién presentan una
estructura simple, son isodiamétricas y escasamente diferenciadas (Arditti, 1967; Pierik,
1990; Royal, s/a).

De acuerdo con Arditti (1967), Harley (1969} y Pierik et. al. (citado por Pierik, 1990) la
germinacién de las semillas de orquideas tienen lugar de la siguiente forma: Eil agua entra a
través de la testa, aumentando de volumen de la semilla, después se inicia la divisién celular,
rompiendo el embridn la cubierta seminal. A continuacidn se forma una estructura denominada
protocormo (figura 1), a partir del agregado de células, y sobre aquel puede distinguirse un
meristemo del vdstago. Tan pronto como se inicia la diferenciacidn de érganos (meristemo del
vdstago en un lado y risoides en el opuesto), comienza un periodo de crecimiento intenso. Si el
protocormo estd a la luz, adquiere un color verde y al mismo tiempo se desarrollan las hojas.
Como resultado de la formacién de clorofila la planta se hace autétrofa; mds tarde las
primeras raices auténticas se forman endégenamente; el protocormo y los rizoides, pierden su

misién nutritiva y desaparecen {(Arditti, 1967; Pierik, 1990; Royal, s/a).
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Fig 1.- Desarrollo de una orquidea desde semilla hasta pldntula (Bechtel, 1992).

Las reservas alimenticias importantes en las semillas de orquideas parecen ser los lipidos. E!
andlisis quimico de semillas de Cymbidium han mostrado contener 32% de grasa, 1% de azticar
y ninguno de almiddn. Pruebas microquimicas de semillas de Cypripedium parvifiorum han
mostrado, que en las semillas las paredes de la testa contienen depésitos irregulares de lignina
y celulosa sobre las paredes en fajas o barra, no se detectd cutina. En algunas especies las
testas de las semillas pueden impregnarse con sustancias capaces de inhibir o disminuir la
germinacidén. A pesar de ser diminutas y de fragilidad aparente, las semillas de orquideas
pueden resistir y sobrevivir tratamientos quimicos relativamente severos, las
experimentaciones con agentes descontaminantes han mostrado que pueden resistir por lo

menos 5% de peréxido de hidrégeno hasta 10 minutos (Arditti, 1967; Pierik, 1950).

Las orquideas crecen satisfactoriamente si se produce una solucién con los nutrientes
minerales adecuados como también la fuente de azdcar. Probablemente el medio més empleado
en la propagacidn in vitro de orquideas es el medio Knudson C y desde su descubrimiento hasta
nuestros dias ha sufrido modificaciones, lo cual ha permitido abrir nuevas alternativas

(Thompson, 1977).




La informacidn disponible sobre la germinacidén de semillas en orquideas sugiere que puede
ser dividida en tres categorias o grupos a este respecto. Un grupo consta de epifitas y
litéfitas tropicales que en general germinan fdcilmente bajo condiciones asimbiéticas. Este
grupo incluye diversos taxa como Cattieya , Phaius, Dendrobium y Cymbidium. En el segundo
grupe las especies terrestres tropicales, principalmente Paphiopedifum, son mucho mads
dificiles .de germinar asimbiéticamente y pueden requerir de medio especial. El tercer grupo
consistente en terrestres de clima templado. Estas orquideas no germinan bajo condiciones
asimbidticas, o lo hacen muy pobremente y por lo general, son mucho mds dependientes de la
simbiosis (Yam, 1988).

En nuestros dias, la conservacién de especies amenazadas y en peligro de extincidn asi
como la planeacién de bancos de semiilas y otros tipos de almacenamiento a largo tiempo, ha
generado la necesidad de mayor informacion acerca de la longevidad y métodos de ensayo de
viabilidad de semillas de orquideas, ya que: 1) son diminutas, 2) parecen ser delicadas,
3)generalmente carecen de cotiledones y/o endospermo, 4)requieren de asociacién micorritica
para su germinacién en condiciones naturales, 5)muchas son germinadas /i vitro y bajo
condiciones axénicas en el laboratorio y 6) son producidas en gran nimero (1 300 - 4 000 000),

{(Arditti, 1967; Scushtari, 1994),

Efectuando pruebas periddicas &e germinacién y viabilidad, es posible determinar por
cuanto tiempo y bajo que condiciones es que el material de una especie estd disponible para su
utilizacién. Tales métodos existen pero en algunas ocasiones es necesario adecuarlos al tipo de
semilla. De acuerdo a Fast (1982) y Harvais (1982, citado por Van Waes, 1986a), fa restriccién
del desarrollo de métodos de propagacién prdcticos de orquideas es debido a la carencia de
semillas viables; Harvais (citado por Van Waes, 1986a) también puntualiza: "Como no
conocemos una prueba para la viabilidad de las semillas de orquideas, no podemos decir que la
germinacion de semillas es pobre, que no son viables o que requieran de aigunos facTor'es.pam
su germinacion”; ademds la viabilidad puede cambiar de afio tras afio en la misma especie. (Van

Waes, 1986a).




La vigbilidad de acuerdo a Vdzquez - Yanez (1997), es la capacidad de las semillas de
germinar bajo condiciones dptimas mientras que en la longevidad se distinguen dos tipoes: la
ecoldgica, que es la duracién de vida promedio de las semillas bajo condiciones nafurales y la
potencial, es la duracién de la vida promedio de las semillas bajo condiciones dptimas de

almacenamiento en un medio controlade (Vézquez - Yanez, 1997).

La viabilidad de todo tipo de semillas es una medida importante de la calidad de la semilla y
es determinada por varias pruebas como:

4 Prueba de corte: como el nombre lo indica, se cortan semillas intactas mostrando el
embrion desarrollado, si existe este (Hartmann, 1988).

4+ Uso de Respirémetros: son complicados y frecuentemente no dan resultade (Vdzquez -
Yanez, 1997).

+ Empleo de Rayos X: las fotografias con rayos X normalmente no miden la viabilidad
pero proveen un examen de la estructura interna, pudiéndose observar dafic mecdnico, ausencia
del embridn, infeccidn de insectos. bdsicamente sdlo es (til para verificar la cantidad de
semillus dafiadas o parasitadas de una muestra (Hartmann, 1997, Vdazquez - Yanez, 1997).

%+ Prueba de flotacion: las semillas se colocan en un recipiente con bastante agua, muchas
veces las semillas flotan porque tienen un embrion muerto o un desarrollo pobre mientras que
las semillas con embridn completo y denso endospermo se sumergen. Esta prueba no es siempre
efectiva ya que las semillas pequefias tienden a flotar debido a la tensidn superficial o las que
tienen forma de "ala" o "cola" muchas veces no se sumerge aun siendo viables (Hartmann, 1988,
Vdzquez - Yanez, 1997).

+ Prueba con embriones separados: se emplea principalmente para muchas especies de
plantas que tienen condiciones de profunda latencia y no respenden a la prueba de germinacion.
No obstante; si el embridn es cuidadosamente cortado de la semitia y colocado en papel himedo
en una caja petri, los embriones viables pueden presentar, alguna actividad (coloracion verde y
separacion de los cotiledones) como indicaciones definitivas de vida. Los embriones no viables
permanecen blancos y sucumben rdpidamente a los ataques bacterianos y fungicos (Hartmann,
1988)

4+ Germinacion directa: las semillas son sembradas en toallas de papel himedo, papel

filtro himedo o en medio de cultivo y se cuentan las semillas que germinaron. Esta prueba es
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lenta y de mucho tiempo (varios dias, semanas o meses) da una idea confiable de ia capacidad
de germinacién (nicamente cuando las condiciones son fas dptimas (Hartmann, 1997; Vdzquez -
Yanez, 1997).

4+ Diacetato de fluoresceina (FDA por sus siglas en inglés): El diacetato de floresceina
es un éster de dcido graso no fluorescente de fluoresceina. El FDA entra libremente en las
células vivas, en donde, rdpidamente puede ser hidrolizado por enzimas esterasas, para dar
fluoresceina. En las células que poseen una membrana plasmética intacta, la proporcién de
salida de la fluoresceina, una molécula polar, es mds baja que la proporcién de entrada del FDA.
Asi en cierto periodo de tiempo, la fluoresceima se acumula en dichas células conforme se
incrementa la fluorescencia. Por lo tanto, la acumulacidn de la fluoresceina en una célula puede
ser considerada como indicativo de la presencia de esterasas activas y la presencia de
membranas plasmdticas intactas.

Este método se emplea principalmente para detectar viabilidad en células animales y en granos
de polen, aunque también ha sido aplicada a semillas de orquideas, come es el caso de
Dactylorhiza fuchsii, Ophrys apifera, Orchis mascula, Orchis marvo, Orchis sanctay Serapias
vomeracea, pero ha sido necesario aplicar una incubacién de 16 horas en agua y un rompimiento
mecanico de la testa para que el FDA entre en contacto con el embrién (Bhojwani, 1992; Gahan,
1984; Pritchard, 1985; Widhelm, 1972).

4 Prueba de Cloruro 2,3,5-Trifeniltetrazolio (TTC por sus siglas en inglés): las semillas
se remojan en una solucién de TTC torndndose rojas cuando son viables. Los resultados son
usualmente obtenidos en un periodo de 24 a 48 horas (Gaham, 1984; Van Wees y Debergh,
19867),

De los métodos mencionados, TTC y FDA han resultado ser las pruebas mds favorables para
determinar la viabilidad en orquideas, pero han tenido que ser adecuadas a las caracteristicas

de las semillas,

El procedimiento con TTC fue desarrollado por Likon (1949), es el ensayo bioquimico mds
ampliamente empleadoe para la evaluacion de viabilidad de semillas en general. Esta prueba se
basa en la reduccidn del TTC por las deshidrogenasas presentes en el tejido vivo a formazan el

cual es rojo e inscluble en agua (figura 2). La actividad de esos sistemas enzimdticos decrece




paralelamente con la viabilidad de las semillas; por lo tanto, una coloracién rojo intensa es
indicadora de la presencia de células vivas del embridn. En cambio, la no coloracién o la
coloracién rosa pdlido son indicativos de la muerte o poca viabilidad de las células embrionarias.
Dicha reaccién ocurre dentro de las células y dado que el pigmento rojo que se forma es
insoluble, no hay difusion del color rojo a otras células; por lo tanto, las zonas viables que

toman color rojizo, se delimitan de las zonas muertas que mantienen su color original (Moreno,

1984; Lewis, 1988, Ldpez, 1998).

d v

N——N N_——NH

7 2H: Z oH

Rl.__C —’R1 Cc

NNt N
N

Cloruro 2,3,5-trifeniltetrazolio Formazan

Rj Rs

Fig 2.- Reaccién del de Cloruro 2,3,5-Trifeniltetrazolio (Lewis, 1988).

Algunas ventajas de ésta prueba son:

- La deteccion de semillas débiles, puede ser evidente antes de la prueba de germinacion.

- Es rdpida, sencilla y econémica.

- No se necesita de equipo sofisticado.

- Fdcil interpretacién.

Algunas limitaciones son:

- La prueba no refleja la latencia de la semilla,

- Los resultados no reflejan contaminacién por hongos.
La prueba esta basada en la actividad de deshidrogenasas, no indica ninguna relacién con la
actividad de otras enzimas, las cuales pueden ser esenciales para la germinacién. Si estas
enzimas estdn inactivas pueden prevenir la germinacién a pesar de tener una respuesta positiva

con la prueba de TTC (Lauzer, 1994).
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Esta prueba ha sido exitosamente empleada para un gran nimero de orquideas epifitas
tropicales y para varias especies terrestres, como: Brassavola digbyana, Brassavola nodosa,
Cattleya aurantiaca, Cuitlauzina pendula, Cyrtopodium punctatum, Schomburgkia tibicnis, Laelia
flava, Laelia lobata, Laelia purpurata, por mencionar algunas. No obstante que la prueba con
TTC es aplicable a orquideas, ha sido necesario realizar algunas modificaciones a la técnica,
como es la aplicacién de un tratamiento previo a la prueba, ya que la permeabilidad de la testa
de las semillas varia considerablemente, se puede emplear Ca(OCl)o, NaOCl, agua destilada,

etc.. para mejorar la eficiencia de la prueba (Shoushtari, 1994; Van Waes y Debergh, 1986a).

La viabilidad tomada como la capacidad de sobrevivencia del embrién de una semilla, ha sido
estudiada en un nimero de especies vegetales, pudiéndose reconocer semillas de viabilidad
corta o de viabilidad larga, algunas pueden perder su viabilidad dentro de 9 meses, 2 meses o
menos, pero otras pueden permanecer viables por largos periodos (hasta 18 afios) si se secan'y
se almacenan en un desecador y refrigerana O, 4 o 10 °C. Sin embargo, la mayoria perderd su
viabilidad si se guardan a temperatura ambiente (21 -~ 22 °C) (Pierik, 1990; Arditti, 1967).

La informacidn reunida para las especies mexicanas es escasa, alguncs trabajos han
involucrade especies que se distribuyen en México sin ser motivo de los mismos. Otro como el
de Flores (com. pers. 2001) ofrece los primeros datos sobre viabilidad de 20 especies de
orquideas mexicanas provenientes de varios tipos de vegetacidn, con aplicaciones prdcticas
para su almacenamiento. No obstante hace falta esa informacién para las cerca de 1200
especies que habitan en el pais y cobra importancia en el manejo de estas y otras plantas en
bancos de recursos fitogenéticos como el que se planea en el presente en la Unidad de Biologia
y Prototipos (UBIPRO) de la FES Iztacala en combinacidn con el Banco de Germoplasma de la
Universidad de Chapingo y el Banco de semillas de Kew, Inglaterra, para las zonas dridas y
semidridas de México. Estudios como los realizados en Cattleya aurantiaca, una especie de
amplia distribucién en Mesoamérica, que han involucrado varios afios y autores son ideales, pero
en el caso de esta especie obedecen a su importancia horticola en programas de hibridaciény a
su cardcter frecuentemente cleistégamo, lo que facilita disponer de abundante semilla que,
facilita a su vez, la realizacion de estudios cuantitativos muy confiables (Arditti y Ernest,

1993; Seaton y Hailes, 1989; Shoushtari, 1994; Soto, 1990).
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2. Valle de Tehuacéan, Puebia.

La tierra drida y semidrida comprende la zona ecolégica mds extensa con un drea de casi la
mitad del territoric nacional. En la zona centro de la Repiiblica Mexicana, al sur del trépico de
Cancer, enfre los 17°32°34"N y 18°52°46"N y los 96°18° 14" W y 97°50" 30* W, formando
parte de los estados de Oaxaca y Puebla se localiza la reserva de la Biosfera Tehuacdn -
Cuicatldn, la cual tienen una superficie de 490 186 Ha y esta conformada por 20 municipios del
estado de Puebla y 31 municipios del estado de Oaxaca (Instituto Nacional de Ecologia, 1998;
Rzedowski, 1988; Rzedowski, 1993).

Se calcula en el Valle de Tehuacdn, alberga 2703 especies de vegetales repartidas en 189
familias. Con estas caracteristicas puede definirse una de las regiones mds ricas en
biodiversidad de México. Numerosas especies se distribuyen en dreas contiguos o bien son
endemismos del Valle, razones por las que el drea ha sido decretada Reserva de la Biosfera.
Habiéndose integrado hasta fechas recientes inventarios floristicos muy completos (Ddvila, et
al. 1993), que incorporan especies nuevas, apenas descritas después de una larga historia de
inaccesibilidad y dificultades para la colecta, resulta evidente que la biclogia de la mayoria de
las especies es poco menos que desconocida, lo que justifica todo esfuerzo por integrar
informacién de la misma. Dentro de este marco de referencia, el manejo de semillas de
cualgquiera de las especies con fines de conservacion se vuelve necesario, particularmente en
los casos de especies raras ¢ de alguna forma amenazadas, ya que la historia de presencia
humana en el Valle data de mucho tiempo atrds y se pueden localizar, muchas zonas alteradas
en forma antigua 6 reciente. Entre las especies presentes estd la de las orquideas
representadas por poco mds de 60 especies, la mitad de las cuales se localiza en la contigua
Cuenca de Rio Hondo al SO de Tehuacdn significindose como una de las familias mejor

representadas de ese territorio (Ddvila et al., 1993; Tenorio, 1997).

Ei Valle de Tehuacdn Cuicatidn es una regidn semidrida, debido a la sombra de fluvia
producida por la Sierra Madre Oriental, que localmente es conocida como Sierra de Zongdlica
producto de las caracteristicas fisicas de la atmésfera y de la posicién del Valle con respecto a
la circulacién atmosférica. De acuerdo a la clasificacion de Koppen medificada por Garcia

corresponde a Bsphw(w)e)g, que es un clima seco con régimen de lluvia en verano. La
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precipitacién media anual de la zona es de 380 mm, con una temperatura media anual de 21°C
{Cortes, 1997).

El nimero de especies de orquideas resulta importante en comparacién con otras regiones
asumiendo que su presencia y abundancia estdn ligadas en muchos casos, mds a valores altos de
precipitacion que a otros factores climdticos. Toda informacidn sobre su viabilidad y
germinacién se desconoce y su presencia sugiere adaptaciones importantes a las condiciones de
aridez. (Ddvila, et. al., 1993).

Las orquideas se distribuyen en México en muy diferentes regiones y tipos de vegetacidn; el
nimero de especies se calcula en cerca de 1200 comprendidas todas sus formas de vida y los
tipos de vegetacién mds ricos en ellas en relacidn con su cardcter fuertemente epifito son el
bosque meséfilo de montafia, el bosque tropical perennifolio y el bosque de encino, en ese
orden respectivamente (Soto, 1990). En el Valle de Tehuacdn las formas de vida predominantes
son la terrestre y litofitica desplazando fuertemente esta dltima a la forma de vida epifita
(Aguirre en preparacidn). Las dreas donde pueden encontrarse dentro de la regién de estudio
son valles, mesetas y cafiones. La regidén de estudio corresponde al Valle de Zapotitldn y
alrededores.

El Valle de Zapotitldn se localiza en la porcidn occidental del Valle de Tehuacdn - Cuicatlan,
este valle se encuentra incluido en la reserva de la Biosfera con una superficie aproximada
dentro de la reserva de 44, 446.25 Ha. Al Noreste limita con el Valle de Tehuacdn y al Sur con
la regidén de la alta Mixteca. Fisiogrdficamente pertenece al drea denominada Mixteca
Oaxaquefia, mostrando un relieve montafioso, aunque el declive no es abrupto hasta el Norte

(INE-SEMARNAP, 1997)




3. Descripcidn de las especies de estudio.

a) Encyclia hanburii.

Esta especie es muy atractiva puede ser distinguida por la cierta inclinacién de la
columna, los Iébulos laterales del labio estdn ensanchado cerca del dpice, bastante terso. .
Los psudobulbos estdn en grupos y de forma ovoide, cada uno con un par de hojas apicales
delgadas y gruesas de 25 cms de ancho. El tallo de las flores apicales y las inflorescencias,
son simples o ramificadas, con 12 o mds flores, de 50 ~ 60 cms de longitud. Se encuentra
solamente en México, ha sido colectada a 1200 - 1800 metros de altitud en Chiapas,
Guerrero, Oaxaca y Puebla, crecen en encinos secos, y algunas veces en rocas. Florece de
Abril a Julio (Dessler, 1976, Wiard, 1987). En el drea de estudio crece sobre rocas en los

cerros El Cutac y préximas a Barranca E} Castillo.

—Flé 3.- Encyclia hanburii

b) Laelia albida

Las plantas casi siempre son epifitas y se reconocen por los pseudobulbos ovoides a veces
alargados, rizoma corto y 1 a 3 hojas lineares, acuminadas, arqueadas, de hasta 20 cm de largo
y 1,8 em de ancho. La inflorescencia de 20 a 60 cm de largo, con un racime de 5 a 12 flores en
la parte terminal, cada flor con un didmetre de 2.5 a 45 cm, con fuerte fragancia a miel. Los
pétalos y sépalos son blances, blanquecinos o crema, el labelo rosade pdlide hasta resado
fuerte; en el centro se distinguen 3 quillas paralelas de color amarillo y garganta del labelo
tienen rayas bifurcadas rojo-plrpuras. La textura de las flores es fuerte y duran abiertas en
la planta de 10 a 15 dias.
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Las plantas crecen sobre drboles, preferentemente sobre encinos, pero incluso sobre yucas;
también sobre rocas, en altitudes de 1400 a 2300 m, en bosques mixtos de pino, encino y .

enebro, abiertos, secos y caducifolios. Ocasionalmente se encuentran plantas de gran tamafio.

Laelia albida habita un territorio sumamente extenso, ya que se ha encontrado en Sinaloa,
Durango, Nayarit, Jalisco, Michoacdn, Guerrero, Oaxaca y Puebla (Halbinger, 1993; Tenorio,
1997).

Se trata de una planta vistosa, escasa dentro del Valie de Tehuacdn, los lugarefios la
conocen como “monjita blanca”, antiguamente la flor se empleaba como desinflamante de
oidos y los pseudobulbos como alimento, actualmente tiene uso ceremonial, de ornato, ademds
de ser silvestre-transplantado-fomentado, crece sobre rocas, Beaucarnea gracilis, Quercus
sp y ademds de cultivarse sobre mezquites y otros drboles. Dentro del drea de estudio se
encuentra de manera natural en los Cerros Campanario, Ometepec, La Yerba, Gordo y de
forma cultivada en los poblados San Martin, San Juan, Raya, Plan de San Miguel, Los Reyes
Metzontla y Agua Mezquite (Santos, comp. pers. , 2001).

Fig 4.- elfa albida,

¢) Oncidium brachyandrum
Oncidium brachyandrum crece frecuentemente epifita, sobre encinos, florece en
primavera, del seudobulbo del afic anterior, la inflorescencia, es sencilla, de corta duracién, con
dos a seis flores dnicamente. Las flores son amarillas con café (Hdgsater, 1975; McVaugh R,

1985). En Tehuacdn crece sobre rocas, en cerros al sureste de Zapotitldn (Cerro Gavildn entre
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otros) y es una especie escasa.

Fig 4.- Oncidium brachyandrum.

Como se ha mencionado, las orquideas mantienen un equilibrio preciso con su ambiente, sin
embargo, la alteracién de su medio, propiciada principalmente por la accién del hombre,
provoca la destruccién de éstas y otras plantas silvestres. No se puede esperar conservar
todos los hdbitats de orquideas, pero existen opciones como es la posibilidad de almacenar

semitlas como una forma de preservar el germoplasma.

En general, las semillas son por lo comiin fdciles de recolectarse, transportar, almacenar,
distribuir y germinar, sin embargo, cada vez resulta mds claro que esta forma de conservacién
no puede ser aplicada a todas las especies y que existen problemas bdsicos de investigacidn

que requieren solucién para que el almacenamiento de semillas pueda realizarse.

Por lo tanto, debido a la necesidad cada vez mayor de preservar la diversidad bidtica de
México, es necesario ampliar y profundizar en el conocimiente de el almacenamiento de las
semillas de orquideas viables por tiempo prolongado, de aqui que el presente trabajo pretenda

aportar informacién Gtil para el manejo de las especies elegidas con fines de conservacidn.
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i OBJETIVOS

Objetivo general:
*+ Aportar informacién experimental sobre la viabilidad de semillas almacenadas de tres

especies de orquideas de! Valle de Tehuacdn, Puebla con fines de conservacién.

Ob jetivos particulares:

+ Probar la utilidad de la prueba de Cloruro de 2,35 - Trifeniltetrazolio en la
determinacién periddica de viabilidad de cada especie con respecto a la prueba de
diacetato de fluoresceina.

* Determinar periédicamente el porcentaje de germinacidn de las semillas de las tres
especies durante su almacenamiento a 4°C con CaCl,.

» Correlacionar los porcentajes de viabilidad y de germinacién obtenidos de cada especie

de orquidea.
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METODOLOGIA. =

El trabajo experimental se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la

Unidad de Biotecnologia y Prototipes durante Enero de 1999 a Diciembre del 2000.

Se emplearon semillas maduras obtenidas de frutos secos de Encyclia hanburii, Laelia
albiday Oncidium brachyandrum, del Valle de Tehuacén, Puebla.

I - Colecta de las semillas.

Las semillas fueron obtenidas de plantas localizadas en el Valle de Zapotitldn, dada la
escasez natural de los frutos (cdpsulas), sélo se empled una cdpsula dehiscente de cada una de
las especies.

Sin embargo, tomando en cuenta que cada fruto contiene varios miles de semillas, se

consideraron suficientes pare cubrir los objetivos.

II.- Almacenamiento de las semillas.
Las semillas se retiraron de la cdpsula madura respectivamente y fueron almacenadas en

bolsas de papel, sobre cloruro de calcio (CaCiz) a 4°C (Davis, 1946; Shoushtari, 1994; Seaton,
1989; Thompson, 1974).
Se determiné peso, viabilidad y germinacién de las semiilas mensualmente durante un

periodo de 8 meses.

ITI.- Peso de las semillas.

Para determinar el peso individual de las semillas se pesé 1 mg de semillas de cada especie,
se contd el nimero de semillas y se dividié entre 1000 obteniéndose el peso de la semilla en pg,
la determinacién de peso se relaciona con el contenido de humedad en las semillas (Shoushtari,

1994).
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IV.- Prueba de viabilidad con Clorure 2,3,5-Trifeniltetrazolio (TTC).

Para optimizar el método de TTC, se aplicaron pretratamientos que se presentan en la tabla

2, de acuerdo a los hallazgos de Van Waes y Debergh (1986a), los pretratamientos fueron

removidos con una pipeta Pasteur y las semillas fueron lavadas 3 veces en agua destilada

estéril, posteriormente se procedié a la incubacidn con TTC .

Las semillas fueron colocadas en pequefios viales con 3 ml de la solucién de TTC. Los viales

cerrados se mantuvieron en oscuridad a 30 + 2 °C. Durante 24, 48, 72 y 96 hrs. El

procedimiento anteriormente descrito se conoce como el “método cldsico”.

Pretratamiento Tiempo de Incubacidn.
Agua destilada 1hr
Agua destilada. 24 hr
*Hipoclorito de sodio (NaOCl) 2.5% 1hr
*Hipoclorito de sodio (NaOCl) 2.5% 24 hr
*Hipoclorito de sodio (NaQOCl) 5% 1 hr
*Hipoclorito de sodio (NaOCl) 5% 24 hr
*Hipoclorite de sodio (NaOCI) 10% 1hr
*Hipoclorito de sodio (NaOCI) 10% 24 hr
*Hipoclorito de sodio (NaOCl) 15% 1 hr
*Hipoclorito de sadio (NaOCl) 15% 24 hr
Hipoclorito de calcio (Ca(OCl) 2) 5% + 1% Tween 80 1hr
Hipoclorito de calcic (Ca(OCl) 2) 5% + 1% Tween 80 24 hr

|

Tabla 2.- Pretratamientos que se aplicaron a las semillas de las tres especies de orquideas

estudiadas, * las concentraciones del hipoclorito de sodio son a partir del cloro comercial.

Las semillas se observaron al microscopio éptico para registrar la tincién de los embriones.

Las semillas fueron divididas en tres categorias de acuerdo al del embrién:

1. Embrién completamente coloreado de rojo o rojizo, (semillas viables).

2. Embrién amariilo o blanco (semillas no viables).

3. Semnillas sin embridn.
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Se contaren 100 semillas realizando 10 repeticiones por pretratamiento para cada

especie de orquidea.

V.- Andlisis estadistico.

Los resultados obtenidos fueron a analizados un andlisis de varianza factorial(ANAVA)
y la prueba de diferencia minima significativa (DMS) con el programa Stadistic 6(W, para
determinar el pretratamiento mds adecuado para cada especie de orquidea, el cual se
continud aplicando por 8 meses consecutivos para determinar la viabilidad de las semillas,
ademds se determiné duracién minima, duracién dptima y duracién méxima del

pretratamiento (Van Waes y Debergh, 1986a; Van Waes y Debergh, 1986b).

VI. Prueba de viabilidad con diacetato de fluoresceina (FDA).

Las semillas fueron colocadas en agua destilada por 16 horas a temperatura ambiente,
posteriormente, se mezclaron la suspensidn con las semillas y el FDA en proporcidn 1:1; para
permitir que el FDA tuviera contacto con el embrién, se colocé una gota de la mezcla anterior
en un portaobjeto y se coloco un cubreobjeto, con cuidado se giro ligeramente en direcciones
opuestas para la ruptura de la testa. Después de 10 minutos, se observaron bajo un
microscopio de fluorescencia Zeizz West Germany, la lectura se realizé utilizando la longitud
de onda de 400 - 440 vy los filtros FT460, LP470. Se consideraron como semillas viables las
que presentaron una coloracion verde brillante, las no viables no presentaron fluorescencia, se
contaron 100 semillas realizando 10 repeticiones por cada especie de orquidea, tos resultados
obtenidos junto con los de TTC se analizaron por medio de la Prueba de t de Student (Pollard,
1990; Pritchard, 1985; Widholm, 1972).

VII.- Germinacién.

Las semillas de Encyclia hanburii, Laelia albida y Oncidium brachyandrum, fueron
sembradas en dos medios de cultivo, K4003 y K4128 (Sigma), que son modificaciones
comerciales del medio Knudson C (KC, que en lo sucesivo denominaremos KC4003 y KC4128)
habitualmente empleandc en la germinacién de semillas de muchas orquideas (Thompson,
1977), y al que se agregaron dos agentes gelificantes (agar 7 g/L y gelrite 2.5 g/L) en cada

€aso,
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La siembra fue de acuerdo af siguiente procedimiento:

l.- Se colocaron las semillas en una solucidén de hipeclorito de sedio al 10% durante 20
minutos,

2.- Se enjuagaron cuatro veces con agua destilada estéril para eliminar el exceso del
desinfectante, a partir de ese momento las semillas se manejaron en condiciones de
esterilidad en una campana de flujo laminar.

3.- Con un pincel estéril se tomé una muestra de las semillas y se esparcieron en la

superficie del medio de cultivo, contenido en una caja petri.

Una vez terminada la siembre las cajas petri fueron incubadas a 27+ 2°C, con un
fotoperiodo de 16 hrs luz, proporcionado por ldmparas fluorescentes blancas con una radiacién

de 12 pmolesm?s?, la radiacién fue determinada con un radiémetro Hansatech.

Se realizaron 10 repeticiones utilizando 100 semillas cada una por cada medio de cuitivo y
sus gelificantes, los resultados obtenidos durante el primer mes de germinacidn se procesaron
por la prueba de t de Student para determinar el medio y gelificante éptimo para la
germinacién de cada especie continuando ia siembra de las semillas durante los siguientes 8

meses.

VIII.- Cuantificacion de la germinacion.
Para la cuantificacién del porcentaje de germinacién, se marcaron las cajas petri con lineas
de 1 ¢cm de ancho, contaron 100 semillas y de estas se contaron las que germinaron hasta

obtener un total de 10 repeticiones.

Los cultivos fueron observados diariamente hasta que el embrién adquirié una coloracidn
verde (la cual fue considerada como el primer signo de germinacién). Después fueron evaluados
semanalmente, hasta que las semillas germinadas presentaron raices, {os resultados se
expresaron como: 1) tiempo en que el embridn se torno verde y 2) porcentaje de germinacién

(Seaton, 1989; Soushtari, 1994).
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IX.- Correlacion de viabilided con la germinacion.
La correlacién entre el porcentaje de viabilidad obtenide con la prueba de TTC y el
porcentaje de germinacién, asf como la correlacién entre la viabilidad y el peso de cada una de

las especies de orquideas, fueron realizadas mediante el programa Excell de Windows 98 .
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RESULTADOS

Para determinar el pretratamiento adecuado para las semillas de cada especie de orquideas,
se realizé la prueba del andlisis de varianza factorial, revelando diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) para las tres variables de respuesta, (embriones rojos, embriones
amarillos y semillas sin embrién), resultando el pretratamiento la interaccién significativa
(P<0.05). Por lo tanto, para cada una de las variables se procedid a realizar la prueba de LSD de
Fisher (fig. 6. 7, 8).
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Figura 6.- Porcentaje de embriones tefiidos (viables) de las 3 especies de orquideas, resultantes
de la interaccidn entre tiempo, pretratamientos e incubacién con TTC.

27




Embriones amarillo

120

20
ihe 24

J’ -

4 .
—

ia

5
— ey

7

&
i

—_—

TN

Agua

: o
hrs 1hr 24hrg 1he 2ahrs Lhr 24 hes 1
MNaOCIZ.E%  NaoCl 5% NaCCl 10% Naacl 16% Ca(OCl) 5% +

Pretratamientos

Tween 60 1%

he Z4hes | he 24 hes i he 24 hrs

TTC

—— Encyclia hanbovii

—=— L2elfz albidz

———  Oncidiuom Dranc hyandrom

Figura 7.- Porcentaje de embriones no tefiidos (no viables) de las 3 especies de orquideas,
resuttantes de la interaccién entre tiempo, pretratamientos e incubacidn con TTC.
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Encyclia hanburii

La incubacidn por 24 horas de las semillas en agua antes de aplicar el método cldsico de TTC
fue el mejor (promedio de 41.8 embriones tefiidos), con un tiempo de 96 horas de incubacidn en
TTC (figura 6, tabla 3, figura 18), mientras que el mayor mimero de embriones no tefiidos se
presentdé con 24 hrs de incubacién (promedio 51.60) con NaOCl al 15% después de 24 hrs de
incubacién con TTC (figura 7).

Se aplicé el pretratamiento de 24 hores en agua a las semillas durante los subsiguientes 8
meses de almacenamiento, observindose una disminucién de la viabilidad (45.2 a 16.97) de las
semillas (figura 9, figura 18), asi como un aumento en el nimero de embriones amarillos (7.72 a

40.82) que corresponde a la pérdida de viabilidad (figura 10).
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Figura 9.- Viabilidad (embriones tefiidos) de Encyclia hanburii, durante 8 meses de almacenamiento.
Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Figura 10.- Semillas no viables (embriones amarillos o blancos) de Encyclia hanburii, durante 8

meses de almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Figura 11.- Semillas sin embridn de Encyclia hanburii. Los porcentajes son el promedio + SD de

10 repeticiones.
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Con respecto a la germinacidn, de acuerdo al andlisis de varianza de dos factores (P<0.05)
se observaron diferencias estadisticamente significativas encontrdndose que la mejor
combinacién fue KC4128-gelrite con un promedio de 21.2 %, siguiendo la de KC4003-agar con
un promedio de 20.4% (figura 12), continuando la siembra de las semillas en ambos medio con
este gelificante, se observo una disminucién de la geminacién (KC4128-gelrite 21.2 + 5.15 - 10.8
+ 3.64, KC4003-agar 20.4 + 4 50- 19.7 +4 34) a través del tiempo en ambos gelificantes (figura
13, figura 38).
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Figura 12.- Interaccién entre los medios de cultivo y gelificantes en la germinacién de
Encyclia hanburii,

31




40

35 [
§ 30
£ 2 T T A
,% 20 /\-I T 1 —e—KC4003 Agar
L / T W' —8— (4128 Gelrite
g 15 ¥ = - 1 :
N \r'-_-_‘ - i
E oo S 4 N
5
0 !

Abr-00 May-00 Jun-00 Jul-00 Ago-00 Sep-00 OQ¢t-00 Nov-00

Meses de almacenramiento

Figura 13.- Germinacién de Encyclia hanburii, en dos medios de cultivo durante 8 meses de
almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.

No se observaron variaciones significativas (1.2 - 1.5 pg), con respecto al peso durante el

almacenamiento de las semillas (figura 14).
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Figura 14.- Peso promedio de las semillas de Encyclia hanburii, durante 8 meses de
almacenamiento. Los porcentaje son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Ng se_encontré una correlacién (P>0.05) entre.la viabilidad gon TYC-y.la germinacién en el

medio AI(_C412.8—gelnfe (0 09) rn con el medlo I(C4003-agnr (r = -007) (flgum 15 y 16), no
obsfaﬁ're si lc_xl I;u;o (P<0.01} en‘rre Ia viabilidad de las sermlias y el peso (r = -0.31, n=90),
(figura 17). Por dltimo, en cuanto a la prueba de t-Student hay diferencias estadisticamente
significativas (P<0.01), entre el TTCy el FDA (figura 39, figura 40), siendo-con la aplicacién de

este dltimo que se obtuvieron los mejores resultados.
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Figura 15.-Correlacion entre e! porcentaje de viabilidad (embriones tefiidos) y el
porcentaje de germinacion de Encyclia hanburii, medio KC4003-agar, durante 8 meses de
almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Figura 16.- Correlacién entre el porcentaje de viabilidad (embriones tefiidos) y el
porcentaje de germinacion de Encyclia hanburii, medio KC4128-gelrite, durante 8 meses
de almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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“Figura 17 -Correlacién entre ¢l porcentaje de’ viabilidad (embrionés tefiidos) y "peso de’
las semillas de Encyclia hanburii, durante 8 meses de almacenamiento. Los porcentajes
son el promedio + SD de 10 repeticiones.

Figura 18- Dos campos de Encyclia hanburii trgtadas con agua destilada durante 24 hrs,
postertonnerrre se incubaron con TTC durante 96 hrs. (A) semillas vigbles, (B) semillas no viables
y (€) semillas sin embrign.
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Laelia albida

En el caso de Laelia albida, el mayor rendimiento de embriones rojos (promedio 71.60) fue

para el pretratamiento de 24 horas de incubacidn con Ca(OCl), 5% + 1% Tween 80, seguido de

72 horas con TTC (figura 6, tabla 3, figura 27), y el mayor niimero de embriones sin tefiir

(promedio 51.60), se obtuvo después de 24 horas de incubacién en NaOCl 15% seguido de 24

hrs en TTC (figura 7). Se continué la incubacidn de las semillas en Ca(OC!); 5% + 1% Tween B0
para determinar la viabilidad de estas durante el tiempo de almacenamiento, observdndose una

disminucién drdstica (64 a 14.5) de la viabilidad (figura 19), asi como tn incremento en el

nimero de embriones amarillos (13.7 a 38.62), (figura 20).
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Figura 19.- Viabilidad (embriones tefidos) de Laelia albida, durante 8 meses de
almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Figura 20.- Semillas no viables (embriones amarillos o blancos) de Laelia albida, durante 8

meses de almacenamiento, Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Figura 21.- Semillas sin embridn de Laelia albida,. Los porcentajes son el promedio + SD de
10 repeticiones.

Para la germinacién de acuerdo al andlisis de varianze de dos factores no existieron
diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) utilizando los dos medios (KC4003 vy
KC4128) y los gelificantes (agar y gelrite) (figura 22), sin embargoe se opté por el medio
KC4128 con agar, como el mds adecuado para continuar la siembra en este medio,
disminuyendo la germinacién (figura 23, figura 38). Miertras que no hubo grandes variaciones
(1.1-1.4 pg) en el peso de las semillas (figura 24).
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Figura 23.- Germinacidn de Laelia albida en el medio KC4128 gelrite, durante 8 meses de

almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Figura 24.-Peso promedio de las semillas de Llaelia albida, durante 8 meses de
almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.

No se hallé comelacion (P>0.05) entre la viabilidad y la germinacion (r = 0.10), viabilidad y peso
(r = 0.02), ({rquras 25 ¥ 26). Con respecto a la prueba de t-Student hay diferencias
estadisticamente significativas (P<0.01), entre el empleo de TTC y el diacetato de fluoresceina
(figura 39, figura 41), en este (ltimo caso con un valor muy superior a del TTC.
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Figura 25.-Correlacién entre el porcentaje de viabilidad (embriones tefiidos) y el
porcentaje de germinacién de Lae/ia albida , medio KC4128 gelrite, durante B meses de
almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Figura 26.-Correlacidn entre el porcentaje de viabilidad (embriones tefiidos) y peso de
las semillas de Laelia albida, durante 8 meses de elmacenamiento. Los porcentajes son el
promedio + SD de 10 repeticiones.

Figura 27.- Dos campos de Laelia albida tratadas con (Ca(OC1) 2) 5% + 1% Tween 80 durante 24 hrs,
posteriormente se incubaron con TTC durante 72 hrs. (A) semiltlas viables, (C) semillas sin embridn.
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Oncidium brachyandrum

El valor superior fue para 1 hara de incubacién con Ca(OCl), 5% + 1% Tween 80 (promedio
90.40), con 96 horas de incubacidén con TTC (figura 6, tabla 3, figura 37), por ditimo el mayor
nimero de embriones sin tefiir se observé después de 24 horas de incubacién con NaOCl 15%,

seguido de 48 horas en TTC (promedio 94.20), (figura 7).

En este caso, el tiempo de almacenamiento de las semillas fue de un afio y tres meses,
debido a razones ajenas que impidieron tener una continuidad, observdndose una disminucidn
de la viabilidad (8555 a 57.25) después de este tiempo (figura 28), como un aumento

correspondiente (17.92 a 39.05) en el nimero de embriones amarillos (figura 29).
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Figura 28.- Viabilidad (embriones tefiidos) de Oncidium brachyandrum, durante 8 meses de
almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Figura 29.-Semillas no viables (embriones amarillos o blancos) de Oncidium
brachyandrum, durante 8 meses de almacenamiento. Los porcentajes son el promedio +
SD de 10 repeticiones.

o

e 12 — - —

-B -

§ 10 _

£ r :

0

v 8 |

g '/\ll

P oo - .

S 4 = .

o -

o

o

£ 2

O 1

§ 0 T T T T T T T T T T T T T T T 1]
Ene- Feb- Mar- Abr- May- June Jul- Ago- Sep- Qct- Nov- Dic- Ene- Feb- Mar Abr
9 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 0 00 €0

Tienpo de incubacion

Figura 30.- Semillas sin embrién de Oncidium brachyandrum,. Los porcentajes son el
promedio + SD de 10 repeticiones.
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Con respecto a la germinacién de acuerdo a la Prueba de t-Student para dos muestras que
se realizé para el medio KC4003 con agar y gelrite (P>0.05) no hay diferencias significativas
entre los gelificantes (figura 31). Se continué el cultivo en ambos medios cayendo
drdsticamente la germinacidén después de los meses de almacenamiento, con el resuitado de
que incluso ninguna semilla llegé a germinar (figura 32, figura 38) en el ultimo mes de su
almacenamiento (KC-4003 agar, 34 + 7.66 - 0, KC4003 gelrite 32 + 5.73 - 0). Finalmente, el
peso de las semillas (0.7-1.2 ug) tuvo una ligera variacién (figura 33).
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Figura 31- Interaccién en el medio de cultivo KC4003 (sigma) entre los gelificantes en
la germinacién de Oncidium brachyandrum.
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Figura 32.- Germinacién de Oncidium brachyandrum, en KC4003, durante 8 meses de
almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.
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Figura 33.-Peso promedio de las semillas de Oncidium brachyandrum, durante 8 meses
de almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.

En cuanto a la correlacidn entre viabilidad y germinacién (P<0.01), a diferencia de las
especies anteriormente estudiadas, si se mostré tanto para el medio KC4003-agar (r = 0.33)
como el medio KC4003-gelrite (r = 0.39), (grdfica 34 y 35). pero no hubo correlacién (P>0.01),
para la viabilidad y peso (r = -0.18), (gréfica 36).
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Figura 34.-Correlacién entre el porcentaje de viabilidad (embriones tefiidos) y el
porcentaje de germinacidn de Oncidium brachyandrum en el medio KC4003-Agar,
durante 8 meses de almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10
repeticiones.
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Figura 35.-Correlacién entre el porcenfaje de viabilidad (embriones tefiidos) y el
porcentaje de germinacion de Oncidium brachyandrum, en el medio KC4003-Gelrite,
durante 8 meses de almacenamiento. Los porcentajes son el promedio + SD de 10
repeticiones.
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Figura 36.-Correlacidn entre el porcentaje de viabilidad (embriones tefiidos) y el peso
de las semillas de Oncidium brachyandrum, durante 8 meses de almacenamiento. Los
porcentajes son el promedio + SD de 10 repeticiones.



Figura 37.- Dos campos de Oncidium brachyandrum tratadas con (Ca(OCl) 2) 5% + 1%
Tween 80 durante ! hr, posteriormente se incubaron con TTC durante 96 hrs. (A) semillas
viables, (B) semillas no viables y (€) semillas sin embridn.
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Figura 38.- Germinacién de semillas de (A) Encyclia hanburii; (B) Laelia albida, (C 'y
D) Oncidium brachyandrum.

46



En relacidn con la prueba de t-Student se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (P>0.05), entre el TTC y FDA (grdfica 30, figura 12).
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Figura 39.- Comparacidn del porcentaje de viabilidad determinada por dos métodos (TTC y
FDA) de tres especies de orquideas. Los porcentajes son el promedio + SD de 10
repeticiones.

Figura 40.- Dos camposde Encyclia hanburii, tratadas con FDA. (A) semillas viables,
(€) semillas sin embrion.
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Figura 41.- Dos campos de Laelia albida tratadas con FDA. (A) semillas viables; (C)
semillas sin embridn.

Figura 42.- Dos campos de Oncidium brachyandrum tratadas con FDA. (A) semillas
viables, (B) semillas no viables y (C) semillas sin embridn.

48



Especie

Pretratamiento

Incubacién con

Porcentaje de

TTC (hrs) viablidad
Encyclia hanburii Agua (24 hrs) 24 38.40
48 4100
72 41,20
96 41.80
Laelia albida (Ca(OChH 2) 5% + 1% 24 46.70
Tween 80 (24 hrs)
48 71.20
72 71.60
96 66.50
Oncidium brachyandrum (Ca{OC) 2) 5% + 1% 24 84.20
Tween 80 (1 hr)
48 82.20
72 8540
96 90.40

Tabla 3.- Tiempos del pretratamientos ptimos y de incubacién con TTC, determinados por la

prueba de LSD, para cada una de las especies estudiadas.
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Especie Mes Dias en que las semillas se
tornan verdes
Encyclia hanburii Abril 2000 6
Mayo 2000 16
Junic 2000 9
Julioc 2000 9
Agosto 2000 6
Septiembre 2000 7
Octubre 2000 7
Noviembre 2000 6
Diciembre 2000 6
Laelia albida Marzo 2000 8
Abril 2000 21
Mayo 2000 9
Junio 2000 15
Julie 2000 14
Agosto 2000 20
Septiembre 2000 18
Octubre 2000 19
Noviembre 2000 16
Oncidium brachyandrum Enero 1999 26
Febrero 1999 7
Marzo 1999 6
Febrero 2000 14
Marzo 2000 10
Abril 2000 8

Tabla 4.- Nimero de dias en que tardaron en germinar las semillas

de fres especies de orquideas.
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' DISCUSION

Almacenamiento y pesc de las semillas.

De acuerdo a Pritchard (s/a), los dos pardmetros mds importantes que afectan el potencial
de almacenamiento de las semillas son humedad y temperatura. El almacenamiento de las
~semillas de orquideas bajo diferentes contenidos de humedad y/o temperaturas puede
relacionarse con la variacién de longevidad de las semillas la cual llega a ser de unas semanas o0
varias décadas. Un contenido de humedad alto es considerado critico ya que puede provocar
dafio a nivel celular disminuyendo la viabilidad de la semiila asi como una reduccidn en el
porcentaje de germinacidn y el subsecuente desarrollo de la plantula. Se ha reportado que
las semillas de orquideas pueden tolerar temperaturas de hasta ~79 °C, pere con un contenido
de humedad bajo (5 - 11%) para minimizar el rompimiento masivo celular a causa de la

formacidn de cristales de agua.

Al realizar el andlisis periddico del peso se detectaron ligeras variaciones durante el
almacenamiento de las semillas, Encyclia hanburii (1.2 - 1.5 g, fig. 14), Laelia albida (1.1 - 1.4
1g, f;g.24), pero fue mds evidente en Oncydium brachyandrum (0.7 - 1.2 g, fig. 33), al parecer
las semillas absorbieron agua lo cual pudo afectar la viabilidad como en el caso de Encyclia
handurii, ya que la correlacién entre viabilidad y peso fue positiva estadisticamente (r=0.31), -
pero no asi en los casos de Llaelia albida y Oncidium brachyandrum, debido a que las
correlaciones fueron negativas (0.02 y -0.18, respectivamente) al parecer en estos casos, la

humedad no tiene un efecto directo sobre la viabilidad.
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Las semillas de las tres especies fueron almacenadas en bolsas de papel como lo sugiere
Butcher (1989) , ya que al almacenarlas en bolsas de pléstico o viales sin sellar inevitablemente

permiten conservar humedad y crean condiciones ideales para las esporas fingicas.

Prueba de viabilidad con Cloruro 2,3, 5-Trifeniltetrazolio.

Las diferentes respuestas. de las semillas de Encyclia hanburii, Laelia albida y Oncidium
brachyandrum, a la prueba del método clésico de TTC probablemente se debieran a diferencias
en la estructura y a variaciones en permeabilidad de la testa de la semilla, por ejemplo algunas

orquideas tienen una testa fuerte que no es permeable al agua y a otras sustancias.

Veyret (1969) citado por Van Waes (1986b) demostré que el grosor de la testa varia en
funcién de su origen, por ejemplo, las semiilas de especies tropicales pueden poseer fisuras
naturales en su testa en comparacidn a las de zonas templadas que muchas veces tienen una

testa intacta e impermeable (Lauzer, 1994; Van Waes 1986b).

En los casos especificos de las semillas de las especies estudiadas, pudo observarse que en
Encyclia hanburii después de un tiempo prolongado (24 hrs) de exposicion al agua, la entrada
de TTC a la semilla fue notoria por lo que podria asumirse que su testa no es tan dura como
aparentemente lo son las de Lae/ia albida'y Oncidium brachyandrum, ya que en esta dos dltimas

el pretratamiento con Ca(OCl), 5% + 1% Tween 80, fue necesario. Las soluciones de

hipocloritoc de calcio tienen por lo menos dos efectos sobre la semilla de orquidea: 1)
esterilizacién y 2) la remocién de la suberina en los integumentos mejorando la difusién y

permeabilidad para el agua. La testa es degradada por alcalinizacidn y oxidacién. La cantidad
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de suberina varia con la especie. Generalmente, al observar por microscopia éptica un
integumento mds obscuro significa mds suberizacién y la necesidad de un tiempo mas largo de
la solucidn de hipoclorito (Van Waes y Debergh, 1986a), esto explicaria los diferentes efectos
de la prueba de TTC sobre las semillas, la relacién entre la duracién del pretratamiento con Ca
(OCl); 5% mds Tween 80 1%, y el porcentaje de embriones tefiidos después con la prueba de
TTC, la oxidacién progresiva de la testa de la semilla, trae consigo una permeabilidad més aita
aumentando los daflos a la testa, también habria que tomar en cuenta que la molécula de Ca
(OCl); es mas grande que la de NaOCl, por lo cual tal vez no entre inmediatamente en contacto
con el embridn, por otro lado, en combinacidn con el Tween tienen una mayor influencia en la
testa, ya que este (ltimo es un defergente, en consecuencia tiene afinidad por los materiales
no polares como seria el caso de grasas o dcidos grasos, cuando la superficie de la testa entra
en contacto con el Tween, la parte no polar de éste desplaza la pelicula de aceite o grasa que
cubre la testa; al mismo tiempo emulsionandola y permitiendo posiblemente la entrada de agua

al interior de la semilla (Rakoff, 1990).

Segtin observaciones realizadas por Van Waes y Debergh (1986a) con ayuda de microscopia
electrénica de barrido en semillas de especies de orquideas terrestres europeas, el
pretratamiento con Ca (OCl), 5% mds Tween B0 1%, influyé en la estructura de la testa,
causando pequefias rupturas de acuerdo al tiempo de incubacidn y encontraron una relacidn
entre los embriones tefiidos y las rupturas ocasionadas por el pretratamiento. Determinaron
también que aparecieron rupturas adicionales en las testas por tratamientos mds largos y

resultaron en porcentajes mds altos de embriones tefiidos (Van Waes y Debergh, 1986a y b).
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El pretratamiento mds dafiino para las semillas de las tres especies de este estudio fue el
de hipoclorito de sodio en sus diferentes concentraciones. La exposicién prolongada al
hipoclorito de sodio ocasiona que la testa experimente una ruptura severa y por lo tanto, dafie

a los embriones, ya que estos se observaron blancos e incluso en algunos casos transparentes.

Posibiemente el deterioro al embridn sea causado a que es una molécula mas pequefia que el
hipoclorito de calcio y penetre mds fdcilmente hacia el interior de la semilla, al mismo tiempo
de que el hipoclorito de sodio puede formar dcido hipocloroso, este penetra fécilmente a las
células actuando directamente sobre proteinas y dcidos nucleicos (Prescott, 1993; Tortora,

1995).

Aunque aparentemente es desventajoso emplear el hipoclorito de sodio como
pretratamiento para optimizar el método de TTC, no siempre es asf; Vujanovic (2000) reporta
que para determinar la viabilidad en semillas de Cypripedium reginae, Cypripedium parvifiorum
y Platanthera grandifolia fue nex;esario aplicar un pretratamiento con NaOC! al 10% por mas de

dos horas para poder estimar la viabilidad de las semillas con TTC.

En términos generales, los porcentajes de viabilidad de las tres especies de orquideas
disminuyeron durante el aimacenamiento de 8 meses, siendo estos mds notoric en Laelia albida
sequido de Encyclia hanburii, y Oncidium branchyandrum. Debe hacerse notar que en Laelia
albida y Encyclia hanburii, casi alrededor del 40% de las semillas no posefan embridn; en
contraste con Orncidium branchyendrum en el que casi el 90% de las semillas poseian

embriones.
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Humprey (1960, citado por Seaton, 1989) anotd que, en genera, las semillas de orquideas
pierden su viabilidad aalrededro de 9 meses de almacenamiento, mientras Knudson reporté que
al almacenar las semilllas a temperatura ambiente pierden su viabilidad en forma relativamente
rdpida, por ejemplo, semillas de Odontoglosum pierden su viabilidad en semanas y las de
Cymbidium en pocos meses. Las semilias pueden permanecer viables hasta 20 afios si son

almacenadas a 4° € con desecante (Pritchard, 1993; Shoushtari, 1994).

Prueba de viabilidad con Diacetato de Fluoresceina.

Como se habrd notado, en ambos métodos (TTC y FDA) existe la necesidad de aplicar un
pretratamiento a fin de calcular mejor el porcentaje de viabilidad (Pritchard, 1985; Van Waes
y Debergh, 1986a). Sin embargo, en el caso de! FDA es necesario contar con un microscopic de
fluorescencia para observar dicha reaccién, ademds de que el costo del FDA es superior al del
TTC, pero si se dispone de lo necesario pera desarrollar este método se recomienda usarlo
para determinar la viabilidad de las semillas, que en este caso arrojé mejores resultados en los
porcentajes de viabilidad de Em.;yclfb hanburriy Laelia albida. En caso de que no se cuente con
el material adecuado, la prueba de TTC ofrece una alternativa recomendable en este aspecto,

ademds de ser sencilla, rdpida y econdmica.
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Germinacion.

Con relacién a la germinacidn hubo una disminucién en su porcentaje que fue mds notable en
Oncidium brachyandrum (fig. 32), en menor grado, Laelia albida (fig. 23) y por dltimo Encyclia
hanburii (fig 13). La dificultad de germinacién puede ser explicada por el grade de meduracidn,
condiciones de la planta madre, calidad de las semillas, condiciones de cultivo y
almacenamiento, ademds de la simbiosis necesaria con hongos cuyos efectos son poco conocidos
y dificiles de reproducir bajo condiciones artificiales, ademds de que la permeabilidad de la
testa, también influye como ya se explicd. Rasmussen (1992, citado por Lauzer 1994) mostré
que las semillas de Epipactis palustris Crauz, necesitaban de un tratamiento para romper la
testa (escarificacién), de igual forma, Rassmusen (1995, citado por Miyoshi, 1998) recomienda
utilizar el hipoclorito de calcio como desinfectante en vez del usar hipoclorito de sodio, ya que
el primero aumén‘ra la frecuencia de germinacién de las semillas, aunque el mecanismo de
accion, se desconoce. Por dltimo, la presencia de inhibidores es otro factor a considerar

(Lauzer 1994, Van Waes, 1986b).

El medio Knudson ha sido adecuado para el cultivo de orquideas epifitas o tropicales, o
ambas, De manem general con medio el KC4128 se obtuvieron mejores resultados en la
germinacidon de Encyclia hanburri y Laelia albida, sin embargo, en el caso de Oncidium
brachyandrum sélo se empleé el medio KC4003 y no se comparé con el medio KC4128 debido a
que este ditimo no estuvo disponible al momento de realizar las pruebas de viabilidad, ya que

ambos debieron compararse a la par en germinacidn y viabilidad.
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Algunas especies terrestres, no obstante, son mds deficientes para germinar. El amonio,
nitrato y urea son fuentes adecuadas de nitrdgeno para la germinacién de orquideas, aunque
algunas especies no germinan en presencia de amonio, ya que lo emplean después de 60 dias de
haber germinado (es el caso de Cattleyn), las especies terrestres germinan mejor en medio con

bajas concentraciones de calcio.

Los microelementos no siempre se incluyen en el medic debido a que suficientes cantidades

parecen estar presentes en el azdcar, agar o sales (Arditti, 1984).

Por otra parte, con los gelificantes (agar y geirite) empleades para este experimento no
hubo variaciones importantes, aunque un problema con el agar es su calidad variable y pureza, a
pesar de ser el agente gelificante que forma de mayor parte del medio pudiendo afectar
significativamente el desarroflo. El gelrite es preferide con respecto al agar debido a su alta
pureza y calidad consistente, El trabajo realizado por Huang en 1995 mostré que los cultivos
en gelrite son superiores que ‘al agar, debido a que los resultados obtenidos, aunque el

inconveniente del gelrite es que favorece la vitrificacién (Huang, 1995; Smith, 2000).

Con respecto al tiempo en que las semillas germinaron y se tornaron verdes, Lauzer (1994} y
Van Waes (1986b) mencionan que es dentro de un periodo de 10 a 30 dias después de ser
colocadas en el medio de cuitivo que esto ocurre, en el presente trabgjo, las semilias
germinaron en periodos similares (6 ~ 26 dias, tabla 4) en fos medios de cultivos, por lo que al

parecer ias condiciones del almacenamiento no afectaron la germinacién.
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Correlacién de la viabilidad y germinacién.

Con respecto a la correlacién entre la prueba de viabilidad con TTC y germinacidn, Lauzet
et.al. (1994) trabajaron con Cypripedium acaule y no obtuvieron una correlacién positiva enfré
ambas. Por otra parte, Shoushtari et al. (1994), obtuvieron corr-elaci.oges muy definidas en 30
especies de orquideas. Es importante hacer notar que aunque en el presente trabajo no hubo
una correlacidn entre la viabilidad y la germinacidn de Encyclia hanburii'y Laelia albida, esto no
quiere decir que la prueba de TTC no sea efectiva o que de manera definitiva no se puedan
realizar correlaciones, mds bien habria que depurar el trabajo experimental con respecto al
medio de cultive. Como ejemplo, Harvais (1982), (citado por Van Waes, 1986b) menciona que el
regulador de crecimiento mds importante durante la germinacion de orquideas son las
citocinina, del misme modo se podria trabajar con la adicién de algunos complejos naturales
como el agua de coco, ya que de acuerdo al trabajo realizado por, Yam (1988), ese aditivo

orgdnice mejord la germinacion de 17 especies y la resiembra de 18 especies de orquideas.

Utilided de los datos.

Como se menciond al inicio, la conservacién de especies vegetales, ha generado la necesidad
de crear bancos de semitlas para su almacenamiento, por consiguiente, de informacidn, como es
el caso de Encyclia hanburii, Laelia albiday Oncidium branchyandrum; que hasta el momento, no
se han encontrado reportes de investigaciones sobre estas especies, ademds que en la zona de

estudio es dificil encontrar ejemplares en dreas en donde no haya influencia del hombre,
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Recomendaciones
Para aumentar el conocimiento de la biologia de estas especies es conveniente implementar
estudios con microscopia electrdnica para conocer las caracteristicas de las testas de las

semillas de las especies Encyclia hanburii, Laelia albiday Oncidium branchyandrum.

Profundizar en/o los mecanismos de accién tanto del hipoclorito de sodio como el de calcio a

nivel celular y molecular.

Con respecto a la germinacidn emplear otros medios de cultivo, hormonas, diferentes
concentraciones de hormonas y de algunos aditivos como el agua de coco o extracto de pldtano,
ademds de realizar la germinacidn simbiética de las semillas, todo lo anterior con la finalizad

de optimizar la germinacidn.

59



CONCLUSIONES

El método de cloruro de trifeniltetrazolio con las modificaciones sefialadas para cada
especie fue satisfactorio para determinar la viabilidad de las semillas de Encyciia hanburii,

Laelia albiday Oncidium brachyandrum.

En el caso de Encyclia hanburii, el pretratamiento mas favorable fue de 24 hrs de
incubacién con agua destilada, con 96 hrs en TTC obteniendo un porcentaje de viabilidad
de 41.8%, los medios que favorecieron la germinacién fueron KC4003-Agar y KC4128-
Gelrite.

Para Laelia albida el pretratamiento efectivo fue de 24 hrs de incubacidn en Ca(OCl) 2 5%

+ 1% Tween 80, con 72 hrs en TTC con un porcentaje de viabilidad de 71.60%, el medio
adecuado para la germinacion fue KC4128-Gelrite.

En Oncidium brachyandrum el pretratamiento apropiado fue de 1 hr de incubacién en

Ca(OcCl) 2 5% + 1% Tween 80; con 96 hrs en TTC con un porcentaje de viabilidad de

-

90.407%, el medio conveniente para la germinacién fue KC4003- Agar y KC4003-Gelrite.

La viabilidad y fa germinacion en Encyclia hanburii, Laelia albiday Oncidium brachyandrum

disminuyeron de manera general, durante el almacenamiento de sus semillas.

Aunque no existié correlacién entre el porcentaje de viabilidad y de germinacidn en los

casos de Encyclia hanburii 'y Laelia albida , esto no significa un impedimento para
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realizarlas, es necesario probar otras condiciones tanto de las pruebas de viabilidad asi
como de la germinacidn.

Los resultados obtenidos de las pruebas de viabilidad complementadas con los datos de
germinacidn permiten establecer un punto de partida conveniente para el manejo de estas

y ofras especies en bancos de germoplasma.
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‘ APENDICE . I

I.- Preparacion de la solucién de Cloruro 2,3,5-Trifeniltetrazolio (TTC).

10 g de cloruro 2,3 5-Trifeniltetrazolio,

1000 ml de agua destilada.

Disolver el TTC y ajustar el pH a 7 con 1M de NaOH. Almacenar la solucién en oscuridad a

20 + 2°C. (Van Waes, 1986a).

II.- Preparacion de la solucién de Diacetato de fluoresceina (FDA).

0.5 gr de diacetato de fluoresceina.

100 m| de acetona absoluta.

Disolver el FDA en la acetona. Almacenar en oscuridad a 4 °C (Pritchard, 1985).

Observar las preparaciones en microscopio de fluorescencia SS, realizar con los filtros 400

~ 440, FT460, LP470.

Compeosicion de los medios de cultivo Sigma.

Sales inorgdnicas Medio K 4003 Medio K 4128
Cantidad mg/L Cantidad mg/L

Sulfato de amonio 5000 500.0

Nitrato de calcio. 4 H,O 694.4 3472

Sulfato de cobre. 5 H,O 0.0624 00

Sulfato ferroso. 7 HO 250 25.0

Sulfato de magnesio anhidro 122125 122.125

Sulfato de manganeso 5.682 5.682

Triéxido de molibdeno 0.016 00

Fosfato de potasio monobdsico 2500 2500

Sulfato de zinc. 7 H;O 0.331 0.0

Sacarosa 20 000 20 000

Gramos de polvo requeridos para un litro 216 220
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