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PREFACIO

A investigacao cientifica e o desenvolvimento tecnolégico tém permitido criar
solugdes para os mais diversos problemas societais. Contudo, os avangos cientificos e
tecnoldgicos nao se podem distanciar das abordagens de disseminacéao relevantes, que
permitam que o conhecimento seja disponibilizado de forma criteriosa e compreensivel a
comunidade académica, as empresas/industria e ao publico em geral.

O segundo volume da edicdo “Estudos em Biociéncias e Biotecnologia” é
composto por 12 capitulos que descrevem avancos significativos das ciéncias e
tecnologias bioldgicas aplicadas a diversas areas de investigagao, complementando
os trabalhos publicados no primeiro volume. Em particular, este volume, retne capitulos
relacionados com as ciéncias bioldgicas nas seguintes areas/topicos: biomédica
(capitulos 1 e 2); biologia funcional e biotecnologia de plantas (capitulos 3 a 6); producéo
e protecdo de alimentos (capitulos 7 a 9); ambiente e biorrecursos (capitulos 10 a 12).

O leitor deste volume beneficiara de um conjunto de informacéo inovadora que,
além de ser um excelente contributo cientifico, contribuiu para dar resposta a diversos
objetivos de desenvolvimento sustentavel estabelecidos pela Assembleia Geral das

Nacgdes Unidas.

Manuel Simoes
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RESUMEN: La familia de las orquideas
(Orchidaceae) esta representada por
aproximadamente 27,800 especies que
abarcaba entre 600-800 géneros. Solamente
en México se han registrado alrededor de
1,260 especies, donde el 40% de ellas,
son endémicas. En un ambiente natural,
la germinacién de semillas mantiene un
porcentaje muy bajo (3%), y solo una semilla
germinada tiene la posibilidad de convertirse
en planta adulta. En este contexto, se
desarrollo el presente estudio, con el objetivo
de micropropagar tres especies de orquideas
endémicas y bajo categoria de amenazadas:
Prosthechea citrina, Oncidium tigrinum vy
Stanhopea hernandezii en medio de cultivo
in vitro MS, enriquecido con dos reguladores
de crecimiento Benciladenina (BA) y Acido
Giberélico (GA,). Los resultados muestran
que es posible la germinacion in vitro de las
especies, logrando un 62% a los 25 dias para
P. citrina (BA 0.05 mg/L y 0.5 mg/L GA)),
un 97 % a los 20 dias para O. tigrinum (BA
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0.05 mg/L) y un 27% para S. hernandezii (BA 0.5 mg/L y GA, 0.05 mg/L). A partir de
los resultados, se concluye que la germinacion in vitro es una alternativa viable para la
micropropagacion de especies que se encuentran bajo categoria de riesgo, estableciendo
bancos de germoplasma in vitro que permitan contar con material genético para fines de
conservacion e investigacion.

PALABRAS CLAVE: Germinacion. Micropropagacion. Orquideas. Reguladores de
crecimiento.

In vitro GERMINATION OF THREE SPECIES OF ORCHIDS ENDEMIC FROM THE
SOUTHWESTERN REGION OF THE STATE OF MICHOACAN, MEXICO

ABSTRACT: The orchid family (Orchidaceae) is represented by approximately 27,800
species comprising 600-800 genres. In Mexico alone, about 1,260 species have been
recorded, 40% of which are endemic. In a natural environment, seed germination
maintains a very low percentage (3%), and only one germinated seed has the possibility
of becoming an adult plant. In this context, the present study was developed with the
objective of micropropagating three species of endemic orchids and under threatened
category: Prosthechea citrina, Oncidium tigrinum and Stanhopea hernandezii in MS in vitro
culture medium, enriched with two growth regulators Benzyladenine (BA) and Gibberellic
Acid (GA,). The results show that in vitro germination of the species is possible, achieving
62% at 25 days for P. citrina (BA 0.05 mg/L and 0.5 mg/L GA,), 97% at 20 days for O.
tigrinum (BA 0.05 mg/L) and 27% for S. hernandezii (BA 0.5 mg/L and GA, 0.05 mg/L).
From the results, it is concluded that in vitro germination is a viable alternative for the
micropropagation of species that are under risk category, establishing in vitro germplasm
banks that allow having genetic material for conservation and research purposes.
KEYWORDS: Germination. Growth regulators. Micropropagation. Orchids.

1INTRODUCCION

La familia Orchidaceae esta formada por plantas herbaceas perennes de
la clase Liliopsida (monocotiledoneas) distribuidas en América y Asia y cuenta con
aproximadamente 27,800 especies en el mundo (Beltran, 2018). Por su ubicacion
geografica, en el limite norte del tropico americano, México tiene registros alrededor de
alrededor 170 géneros y 1,300 especies de orquideas, de las cuales 585 son endémicas
(Garay et al,, 2018) y representan casi el 40% (Salazar, 2013); mientras que hay reportes
sobre la extincion de cerca de 22 especies (Hagaster et al., 2005). En México, los estados
que destacan por su diversidad y endemismo son Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan,
Oaxaca y Veracruz (Garay et al., 2018).

Michoacan tiene un registro de aproximadamente 200 especies, de estas
aproximadamente 25 estan en categoria de riesgo. Las orquideas se pueden encontrar
en los bosques de pino-encino, en las copas de los arboles, sobre rocas y otras mas

creciendo sobre materia organica. En los ultimos afios, algunas especies de la familia
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Orchidaceae, se han incluido en normas reguladas por instituciones ambientalistas
para su proteccion, cuidado y conservacion dentro y fuera de su habitat (NOM-059-
SEMARNAT, 2010). Lo anterior debido a la dificil germinacion y propagacion de plantas
en sus ambientes naturales, sumandose a esto, el incontrolable saqueo ilegal y venta
de las especies, incendios forestales, cambio de uso de suelos (Zhang et al, 2018) y la
transformacion del ecosistema por la tala inmoderada de los bosques (Meng et al., 2019;
Guo et al,, 2019).

La germinacion in vitro representa una técnica eficiente en la produccién de
orquideas. Frente a esta alternativa se han desarrollado protocolos de micropropagacion
en medio MS para la propagacion de orquideas endémicas, las cuales han contribuido
positivamente alos bancos de germoplasma parala conservacion de la diversidad genética
de estas plantas (Flores et al, 2017), que tienen como fin, el resguardo de poblaciones
e investigacion cientifica, generando estrategias para almacenar semillas y plantulas de
germoplasma que ayudan a incrementar el nimero de individuos por especies.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto y consientes de la necesidad
deincrementar el numero de individuos por especie de orquideas de laregion suroccidental
de Michoacan (Coalcoman), en un tiempo relativamente corto y con métodos eficientes,
que conduzcan al éxito por el porcentaje de germinacién a obtener, se desarroll6 la
presente investigacion, con el objetivo de lograr la germinacion in vitro de tres especies
de la region referida, bajo el efecto de dos reguladores de crecimiento BA (Benciladenina)
y GA, (Acido Giberélico). Las especies en estudio son Prosthechea, orquidea endémica,
considerada en estatus de proteccion especial (Pr), se conoce también como limoncillo,
holoricua y azucena amarilla. Oncidium tigrinum y Stanhopea hernandezii, ambas
consideradas como amenazadas (A) (NOM-059-SEMARNAT, 2010).

2 MATERIALES Y METODOS
21 UBICACION DEL EXPERIMENTO

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas
del Campo Experimental Tecoman del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,

Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en el estado de Colima.

2.2 COLECTA DEL MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron semillas provenientes de frutos o capsulas verdes de tres especies

de orquideas colectadas en la regidon suroccidental del municipio de Coalcoman en
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Michoacéan, México (Tabla 1). La transferencia de las capsulas del campo al laboratorio
se realizd a través de una hielera. Las capsulas fueron cortadas y colocadas en papel
periodico, rotulandose con el nombre de la especie, lugar, coordenadas geograficas. En
el laboratorio, las capsulas fueron enjuagadas con agua corriente y almacenadas a 4°C

hasta el momento de su uso.

Tabla 1. Ubicacion geografica de los sitios de colecta de las especies de orquideas (Orchidaceae) en la Sierra de

Coalcoman.
Nombre Lugar de colecta Ubicacion geografica m.s.n.m
cientifico de la sitio

especie Latitud N Longitud W

Prosthechea La Capilla de Los 181°53°18.73” 102°59 °'08.02” 2162

citrina Desmontes
Oncidium La Capilla de Los 181°53°18.73” 102°59°08.02” 2,162
tigrinum Desmontes
Stanhopea Desmontes de 18°53°09.3” 102°57°'51.2” 1,827
hernandezii Buenavista 'y

Cimientos

2.3 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y DESINFECCION DEL MATERIAL
BIOLOGICO

El medio de cultivo seleccionado fue el MS al 100% (Murashige y Skoog, 1962)
con 30 g/L de sacarosa, 2.5 g/l de fitagel y 2g/L de carbdn activado y un pH ajustado
de 5.75. Para evaluar el porcentaje de la germinacién se adicion6 al medio de cultivo
los reguladores de crecimiento BA (0, 0.05, 01y 1 mg/L) y GA, (0, 0.5, y 1 mg/L).
Previo a la siembra, las flores muertas se removieron con un bisturi y las capsulas
fueron tratadas con una solucion jabonosa de detergente neutro al 15%, se agregaron
3 gotas de tween 20 manteniéndose en agitacion durante 15 minutos. Posteriormente,
se colocaron las céapsulas en una solucion de etanol al 70% durante 15 minutos.
Y finalmente se sometieron a una solucion de hipoclorito de sodio al 20% por 20
minutos. Bajo condiciones asépticas en la camara de flujo laminar, las capsulas fueron
enjuagadas tres veces con agua destilada estéril. Finalmente, fueron sumergidas
en alcohol al 75% y flameadas con ayuda de un mechero (Figura 1) cuidando de no
exponerse al fuego durante mucho tiempo, esto se repitio tres veces para asegurar su

completa esterilizacion.
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Figura 1. Procedimiento de desinfeccion de capsulas dehiscentes en la campana de flujo laminar. A) Enjuagues con
agua destilada estéril. B) Inmersién de la capsula en etanol. C) Flameo de la capsula.
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2.4 SIEMBRA DEL MATERIAL BIOLOGICO

Con ayuda de un bisturi se hicieron dos cortes para eliminar los extremos de
la capsula, para después hacer un corte transversal, cuidando de no tocar el interior
de la capsula (Figura 2). Para la distribucién de semillas se utilizé una espatula y asa
bacterioldgica, depositandose las semillas en un tubo falcén. Posteriormente, se agrego
1 ml de agua destilada estéril, se agitaron en un vortex. Finalmente, se tomaron 50 ply se

depositaron en las cajas Petri de manera uniforme.
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Figura 2. Diseccion de la capsula. A) Corte de los extremos de la capsula. B) Corte longitudinal de la capsula. C)
Capsula de O. tigrinum. D) Capsula de P. citrina.

La cuantificacion de las semillas por unidad experimental se realizé con un
estereoscopio, el nimero de semillas cuantificado para la especie O. tigrinum fue de
aproximadamente 800, ya que cuando las semillas se encuentran maduras se desprenden
con facilidad y no se agrega tejido del interior de la capsula. El nimero cuantificado para
las especies P. citrina 'y S. hernandeczii, fue de 250 aproximadamente. La diferencia en
la concentracion de semillas por microlitros se debe a la diferente maduracion de las
capsulas, ya que las semillas de una capsula con mayor maduracion ocupan un espacio
menor y son tomadas con la micropipeta con mayor facilidad, por el contrario, las semillas

de capsulas con menor tiempo de maduracion ocupan un espacio mayor, porque tienen
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tejido vegetal que se desprende del interior de la capsula al ser incorporadas al tubo
falcon. Se hizo la inoculacion en cajas Petri y se transfirieron a un cuarto de crecimiento

con temperatura media de 24°C y fotoperiodo de 12 horas luz.

2.5 VARIABLES EVALUADAS

Se determino la germinacion de forma cualitativa, evaluando cambios visibles y al
estereoscopio, considerando como semillas germinadas aquellas cuyo embrion emergio
de la cubierta seminal y se cuantifico el nimero de semillas germinadas por centimetro
cuadrado (cm?), asi como los dias en que inicio la germinacion. Finalmente se determino

un porcentaje de germinacion para cada especie evaluada.

2.6 ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental establecido fue un disefio factorial completamente al azar
de 4x3, uno por cada especie. Los factores fueron cuatro concentraciones de BAP (0, 0.05,
01y 1mg/L) y tres de GA, (0, 0.5,y 1mg/L) con un total de 12 tratamientos por especie.
Cada tratamiento se repitid 3 veces para tener un total de 108 unidades experimentales
(cajas Petri). Los datos obtenidos de las variables para cada uno de los tratamientos se
evaluaron mediante un analisis de varianza. Para los casos que mostraron diferencias
significativas, se llevo a cabo una prueba de comparacion de medias de acuerdo con la

prueba de Tukey al 95% de probabilidad con el paquete estadistico SAS

3 RESULTADOS

31 EFECTO DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO (BA Y GA,) SOBRE LA
GERMINACION in vitro DE Prosthechea citrina

La orquidea P. citrina ha sido poco estudiada, existen escasos documentos que
describen la morfologia y procesos de micropropagacion. El interés cientifico recae
en que es una especie endémica de México, considerada de importancia ecolégica en
su ecosistema por la interaccion con hongos micorricicos y otros microorganismos, e
interacciones con otras plantas (Castillo-Pérez et al, 2019). Representa una de las
orquideas mas admiradas en México (Figura 3) por su color, belleza y valor comercial en

el mercado (Cazarez Favela et al., 2016).
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Figura 3. P. citrina. A) Planta epifita hospedera colgante con flor antes de la formacion de la capsula. B) Planta con
capsula antes de ser colectadas. C) Flor de color amarillo brillante y aromatica. D) Capsula verde colectada.

La germinacién de semillas para la especie P. citrina se observo a los 25 dias en
el tratamiento 5 (BA 0.05 mg/L y GA, 0.5 mg/L) con un porcentaje de germinacion del
62%, mediante la comparacion de medias, existe diferencia significativa (Figura 4) con la
combinacion de reguladores de crecimiento (BA y GA,), al igual el efecto por separado

de hormonas.
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Figura 4. Efecto de los reguladores de crecimiento BA y GA, sobre la germinacion in vitro de P. citrina, a los 25 dias
posteriores a la siembra. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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3.2 EFECTO DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO (BA Y GA,) SOBRE LA

GERMINACION in vitro DE O. tigrinum

Oncidium tigrinum, es una especie epifita endémica de México. La distribucion

geografica es desde Jalisco hasta Michoacan, en el Cinturén Volcanico Trans mexicano

y la cordillera de la Sierra Madre del Sur en el sur de México (Mata-Rosas et al., 2011). El

habitat y lugar de crecimiento contempla bosques templados de encino y bosques de

pino-encino a una altitud de 2500 m (Jiménez et al., 1998). Por su belleza, formay colores

que van desde amarillo y café (Figura 5), ha sido recolectada en las ultimas décadas.

Figura 5. O. tigrinum A) Planta hospedadora en un sabino. B) Flores de color amarillo. C) Capsulas con una

maduracion de 9 meses. D) Capsula colectada para su posterior siembra.
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Después de realizar la siembra de las semillas, se observaron cambios en la
coloracion, pasando por diferentes tonalidades; iniciando por el blanco-amarillo, verde-
amarillo y verde tenue, apreciandose la hidratacion de las semillas y el aumento de tamario.
La coloracion de semillas verdes inicia a los 15 dias, etapa en la que el embrion adquiere
una coloracién verde tenue por la absorcion de agua y nutrientes. Para la especie O.
tigrinum se detectaron diferencias significativas, el tiempo de germinacion ocurrié a los
20 dias en el tratamiento 4 (BA 0.05 mg/L) (Figura 6), con un porcentaje de germinacion
de 97 %.

Figura 6. Efecto de los reguladores de crecimiento BA y GA, sobre la germinacion in vitro de O. tigrinum a los 20
dias posteriores a la siembra. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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3.3 EFECTO DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO (BA Y GAS) SOBRE LA
GERMINACION in vitro DE S. hernandezii

La especie Stanhopea hernandezii (Orchidaceae) es una especie vegetal
endémica de México, en los ultimos afnos se ha visto amenazada, considerada como
vulnerable (Castillo-Pérez et al., 2019) por la belleza y diversidad de sus flores (Figura 7),
tamano y fragancia (Emeterio-Lara et al,, 2016).

Durante el proceso de germinacion in vitro, la especie S. hernandezii inicia el
rompimiento de la testa y dando lugar a la etapa de germinacion a los 20 dias, con un
porcentaje del 29% para el tratamiento 5 (GA3 0.05 mg/L y BA 0.5 mg/L) (Figura 8).
Para las diferentes combinaciones de los reguladores de crecimiento, no hay diferencias

significativas ni para BA y GA3 utilizados de forma individual.
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Figura 7. S.hernandezii. A) Planta completa con inicio de floracion creciendo sobre materia organica sobre una roca.
B) Floracion in situ. B) Planta con una capsula de aproximadamente 5 meses de maduracion. C) Cépsula colectada

para su posterior siembra.

Figura 8. Efecto de los reguladores de crecimiento sobre la germinacion in vitro de S. hernandezii, a los 20 dias
posteriores a la siembra. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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3.4 ETAPAS DE GERMINACION DE LAS ORQUIDEAS EN ESTUDIO

Durante la imbibicion, se presentd un hinchamiento y un aumento en la masa
embrionaria de las semillas ocasionado por la absorcion de agua (Fig. 9A y 9B). Otras
semillas presentaron una coloracion verde muy acentuada y el tamafio del embrion
incremento su circunferencia y longitud (Fig. 9C).

Figura 9. Microfotografias de las etapas de germinacion y desarrollo del protocormo de O. tigrinum. A) Semillas con

embriones. B) Imbibicion de semillas. C) Semilla verde. D) Inicio de la germinacién. E) Protocormo con aparicion de
rizoides F) Protocormo inicial con primer brote.

A

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avangos e Possibilidades Il Capitulo 5



En la germinacion el embridon rompid la testa e inicio la germinacion (Fig. 9D);
ciertos autores consideran a los embriones como germinados en esta etapa (Flores-
Escobar et al, 2007; Aguilar et al., 2013). En el protocormo inicial, se formé un complejo
de células de color verde muy tenue que dio lugar a la formacion de rizoides (Fig. 9E);
el protocormo siguié su crecimiento, apareciendo en el apice un primordio foliar (Fig.
9F). El desarrollo de hojas continué creciendo durante el primordio foliar y el cuerpo del
protocormo comenzd a disminuir y a diferenciarse las hojas. Las observaciones sobre
este proceso coinciden con las reportadas por otros autores (Cazarez Favela et al., 2016;
Flores-Escobar et al, 2007).

4 DISCUSION

En cuanto a los procedimientos utilizados para el cultivo in vitro de las orquideas
en estudio (Prosthechea citrina, Oncidium tigrinum y Stanhopea hernandezii), es
importante mencionar el tiempo de almacenamiento de las capsulas (25 dias) no
afecto la viabilidad de las semillas. En la literatura no hay registro sobre el tiempo de
almacenamiento que pudiera afectar la calidad de las semillas (Ossebanch et al., 2007;
Mayo et al., 2010; Santiago, 2013), pero se recomienda no almacenar las capsulas por
periodos de tiempos largos, debiendo se ser sembradas en el menor tiempo posible
después de ser colectadas, sobre todo cuando se desconoce el tiempo de crecimiento,
desarrollo y maduracion del fruto y semillas.

El método de desinfeccion desarrollado para el establecimiento aséptico logro
la desinfeccion de la capsula sin contaminacion microbiana detectable. La ventaja que
presentan los frutos indehiscentes al momento de su desinfeccion es que el interior de
la capsula esta estéril e intacta, por lo que las semillas no requieren de un método de
desinfeccion. La metodologia de desinfeccion desarrollada por Mayo et al. (2010) fue
la que se utilizd en esta investigacion a diferencia de que en area estéril las capsulas
fueron sumergidas en una solucién de alcohol etilico al 75%, método establecido por
Ruiz et al. (2008) para la germinacion in vitro de semillas de Encyclia adenocaula. De
manera similar otros autores (McKendrick, 2000; Rodriguez et al,, 2003; Santiago 2013),
reportaron exitosamente el proceso de desinfeccion utilizando alcohol etilico al 70% para
la inmersion de la capsula y posteriormente el flameado de la misma.

En el presente estudio, no se realizé prueba de viabilidad de semilla, sin embargo,
es importante que se realice ya que de esto depende el porcentaje de germinacion
alcanzado, mediante la prueba de coloracion de tetrazolio, se conoce el grado de
conservacion y el desarrollo del embrién (Pérez & Castafeda, 2016). La probabilidad
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de que haya bajos porcentajes de germinacion en las orquideas P. citrina, O. tigrinum
y S. hernandezii se debe a la viabilidad que presentan las semillas, esto se debe a las
caracteristicas morfolégicas que presentan, como su diminuto tamano, la ausencia de
endospermo (Huy et al., 2019; Vecchio et al., 2019), el estado de maduracion de la capsula
(Mayo et al., 2010) y el suministro de energia interno limitado (Prasongsom et al.,, 2022).

La adicion de carbon activado al medio de cultivo se ha reportado que contribuye
positivamente en la germinacion y crecimiento de las orquideas propensas a la fenolizacion
(Arzate-Fernandez et al, 2023). El medio de cultivo para el establecimiento de las
tres especies de orquideas adicionado con 2 mg/L de carbon activado, fue favorable
en la absorcion de las sustancias fenodlicas logrando eliminar la oxidacion, ademas de
proporcionar un ambiente obscuro al medio tendiendo a aparentar condiciones naturales
en la germinacién de las semillas. Rodriguez et al. (2003) plantearon que el empleo de
carboén activado a una mayor concentracion (2 g/L) induce un efecto positivo para la
variable (porcentaje de germinacion). Lopez-Puc y Herrera-Cool (2022) argumentan
que el efecto que ejerce el carbon activado en el cultivo de tejidos de orquideas es un
aumento de la aireacion del medio de cultivo y absorcion de etileno causante de inhibir el
crecimiento y la diferenciacion celular de protocormos.

De acuerdo con los resultados obtenidos, en el presente estudio, el tiempo de
germinacion y formacion de protocormos para la especie P. citrina, ocurrio a los 25 dias,
posteriores a la siembra, con un porcentaje del 62%, alternativa eficiente y sustentando
lo reportado por Cazarez Favela et al. (2016) en la emergencia de brotes agregando BA
(Benciladenina) al medio de cultivo en concentraciones de 1.0 a 3.0 mg/L, por lo que
se recomienda el uso de citocininas para la germinacion de la especie y emergencia.
En otro estudio, se logré germinar semillas de la orquidea de la especie Prosthechea
vitellina en medio MS al 50% de la concentracion de sales, enriquecido con diferentes
concentraciones de BA (0.5 y 1.0 mg/L) con un porcentaje de germinacion del 91.8%
(Mora, 2021).

Para algunas orquideas se ha reportado que la concentracion y disponibilidad de
BA influye en su porcentaje de germinacion, de tal forma que, si la concentracion es alta,
la germinacion es minima. En la naturaleza solamente germina el 5 % de las semillas
producidas y de estas solo un porcentaje pequefio logra cumplir su proceso de desarrollo
hasta convertirse en plantas adultas (Pierik, 1990).

La especie O. tigrinum tiene un porcentaje de germinacion de 97%, similar al
reportado por otros autores (Mata-Rosas et al, 2011) con un 100% de germinacion a

los 30 dias con protocormos de un diametro de 2 a 3 mm, en medio MS enriquecido
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con BA, considerandose como necesario para la induccion de brotes de protocormos
de O. tigrinum. Se han reportado porcentajes menores de germinacion de 48% y 57%
para la especie O. stramineum del mismo género (Flores-Escobar et al, 2007). La
alta tasa de germinacion obtenida en el presente estudio se debe en parte, a que las
capsulas fueron colectadas cuando estas presentaron las condiciones necesarias segun
lo que reportan Mayo et al. (2010) como son la madurez de la capsula y la presencia
de embriones totalmente desarrollados. La formacién de protocormos coincide con los
reportados (Flores-Escobar et al, 2007) quien al cultivar mitades de protocormos de O.
tigrinum, encontré que el mejor tratamiento para la formacion de rizoides y aparicion de
los primeros primordios foliares fue el adicionado con 0.05 mg/L de BA, obteniendo el
porcentaje mas elevado de sobrevivencia de protocormos. Por otra parte, Taiz y Zeiger
(1998), establece que la aplicacion directa de citocininas al medio de cultivo estimula
el crecimiento de yemas laterales en muchas especies de orquideas especificamente,
anulando el efecto inhibidor del meristemo apical, efecto observado también en el
desarrollo de las orquideas reportadas en este trabajo.

Se ha observado que al adicionar BA en una dosis baja (0.05 mg/l), el proceso
de germinacion en general se acelera y es homogéneo, resultado que coincide con el
reportado por Avila y Salgado (20086). El tiempo de germinacion que reportan es de 30 y
45 dias después de la siembra. Esta respuesta se ha reportada para diferentes orquideas
cultivadas in vitro asimbiéticamente, tales como Bulbophyllum bufo y Odontoglossum
pulchellum. En este reporte, los resultados obtenidos para la especie S. hernandezii son
bajos de apenas 29% a los 20 dias para la combinacion de reguladores de crecimiento
(BA 0.05 y GA, 0.5 mg/L). Estos resultados son méas bajos que los encontrados por
Moreno y Menchaca (2007), quienes reportan un porcentaje de germinacion del 90%
para S. tigrina, especie del mismo geénero, utilizando el medio MS suplementando con
agua de coco y homogeneizado de platano en diferentes concentraciones.

El efecto del regulador de crecimiento GA, no tuvo un efecto significativo segun
la prueba Tukey (P<0.05), al adicionar 1 mg/L de GA, para la especie de S. hernandezii.
En esta orquidea se logro un porcentaje de 21%, considerado como bajo en relacion con
los resultados obtenidos por Salazar (2012) donde se obtiene un porcentaje, de 941 % de
germinacion al ser adicionado el MS con 1 mg/L de GA,. Es de suma importancia sefialar
que el proceso de la fecundacion y maduracion de la especie S. hernandezii puede verse
afectada por ambientes himedos y calidos, lo que provoca semillas inviables (Velasco y
Beltran, 2008). Sin embargo, se requiere de estudios mas detallados para determinar las

causas de la formacién de semillas no viables.
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5 CONCLUSIONES

Con base en los resultados del presente trabajo, se logro la germinacion de tres
especies de orquideas P. citrina, O. tigrinum y S. hernandezii, mediante la combinacién
de dos reguladores de crecimiento (GA, y BA). Alternativa eficiente para incrementar el
numero de individuos por especie de la familia Orchidaceae y como consecuencia, la
disponibilidad de plantulas que conservan caracteristicas fenotipicas, libres de patogenos,
que conforman el banco de germoplasma de la institucion, resguardando especies
endémicas y en peligro de desaparecer como una herramienta que permita reducir la
presion que se ejerce en sus poblaciones silvestres y que a su vez, sirva como modelo para
la propagaciéon masiva de otras especies de orquideas, que se encuentren amenazadas
y/o en vias de extincion, contribuyendo a su conservacion y aprovechamiento sustentable.

Para la especie S. hernandezii, sin embargo, se consigue por primera vez el
establecimiento in vitro de su germinacion y desarrollo, se documento la descripcion de la
especie para el Municipio de Coalcoman, Michoacan, y se determina que, para obtenerse
un porcentaje de maduracion mayor, las capsulas deben de ser colectadas cuando

muestren caracteristicas morfoldgicas que permitan verificar la maduracion de esta.
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