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Germinacion in vitro de Laelia speciosa

(Kunth) Schiltr., una herramienta para

suU conservacion ex situ

Maria Ascenciéon Aguilar-Morales y Ana Laura Lopez-Escamilla

Resumen

Dentro de la familia Orchideaceae, Laelia speciosa (Kunth) Schltr. es probablemente la orquidea mds ex-
plotada en México, por lo que es importante establecer estrategias de conservacion. El objetivo del pre-
sente trabajo fue determinar el mejor medio de cultivo para la germinacién in vitro de semillas. Cap-
sulas maduras e inmaduras de L. speciosa, fueron colectadas en la Reserva de la Biosfera Barranca de
Metztitlan, Hidalgo, México y las semillas se sembraron en condiciones in vitro en cuatro tratamientos:
Murashige y Skoog (MS) (1962) al 100%; MS al 50%; Knudson C (KC) (1946) al 50% y KC al 100%. A
los cuatro medios se les adicion6 1 gL de carboén activado. De la capsula madura no se obtuvo germi-
nacién y en la inmadura el mejor tratamiento para la germinacién fue MS al 50% a los 10 dias. Sin em-
bargo, con MS 100% se obtuvo la germinacién a los 16 dias y favoreci6 el desarrollo de las plantulas a

comparacién de MS 50%.
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Introduccion

Las orquideas pertenecen a la familia Orchidaceae,
con aproximadamente 35,000 especies agrupadas
dentro de 650 a 900 géneros en el mundo (Hagsater
et al., 2005; Murguia y Lee, 2007; Menchaca y Mo-
reno, 2011). Este grupo de plantas es altamente es-
pecifico en sus requerimientos ecolégicos, y muy
vulnerable a las alteraciones humanas (Dixon ef al.,
2003; Murguia y Lee, 2007). Por su belleza, las po-
blaciones silvestres son objeto de la extraccién de
ejemplares de manera ilegal para satisfacer la de-
manda de los mercados, lo anterior aunado al au-
mento gradual de cambios en el uso de suelo, asi
como la deforestacion de su habitat, son las princi-
pales causas de la disminucién de poblaciones sil-
vestres de orquideas (Barrera et al., 2005; Santos et
al., 2006; Avila-Diaz y Oyama, 2007; Flores-Escobar
et al., 2008).

Meéxico cuenta con alrededor del 4% del total
de especies de orquideas conocidas del mundo; de

ellas, el género Laelia es endémico del territorio na-
cional por lo que se han tomado algunas estrategias
para su conservaciéon (Hagsater et al., 2005; Men-
chaca y Moreno, 2011; Téllez-Velasco, 2011; Cam-
pos-Rojas y Muhoz-Pérez, 2012). A pesar de estas
estrategias, la especie de orquidea més explotada en
Meéxico es Laelia speciosa (Kunth) Schltr., por lo que
estd bajo la categoria de proteccion especial en la
Norma Oficial Mexicana (SEMARNAT, 2010; Men-
chaca y Moreno, 2011; Téllez-Velasco, 2011; Cam-
pos-Rojas y Munoz-Pérez, 2012). Investigadores
mexicanos han propuesto un programa nacional
para la conservacién de esta especie (Menchaca y
Moreno, 2011).

El cultivo de tejidos vegetales es una excelente
herramienta de conservacioén ex situ, siendo las se-
millas el material de propagaciéon adecuado cuando
se trata de conservar la mayor diversidad genética
de una poblaciéon (Flores-Escobar et al., 2008). Sin
embargo, las semillas de orquideas se caracterizan
por ser diminutas y carecer de endospermo, por tal
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Figura 1. Laelia speciosa. A. Capsula madura e inmadura en la planta. B. Capsula madura. C. Capsula inmadura.

razon existen numerosos trabajos sobre la germina-
cién de semillas de orquideas en cultivo in vitro (Ba-
rrera et al., 2005; Avila-Diaz y Salgado, 2006; Suarez-
Quijada et al., 2007; Flores-Escobar, 2008; Ruiz et al.,
2008; Avila-Diaz et al., 2009).

El objetivo de este trabajo fue determinar el mejor
medio de cultivo para la germinacién in vitro de se-
millas de L. speciosa, que permita regenerar plantu-
las vigorosas en tiempos de incubacion cortos con el
fin de lograr su conservacion ex situ.

Materiales y Métodos

Se realiz6 la colecta de capsulas maduras e inmadu-
ras de L. speciosa (Fig. 1) en la Reserva de la Biosfera
Barranca de Metztitlan, Hidalgo, México; donde se
obtuvieron semillas para establecerlas in vitro.

Desinfeccion del material

Capsula madura: Las semillas extraidas de la cép-
sula se colocaron en paquetes de papel filtro y se
aseguraron con grapas, el paquete se desinfect6 con
una solucién de hipoclorito de sodio comercial (6%
cloro activo) al 15% por 15 min. Posteriormente, se
realizaron tres enjuagues con agua destilada esteri-
lizada de un minuto cada uno. Al paquete se le qui-
taron las grapas y se transfirieron por contacto a la
superficie del medio, todo dentro de la campana de
flujo laminar.

Cdpsula inmadura: La capsula se limpié con un al-
godén y solucién de hiploclorito de sodio comer-
cial (6% cloro activo), posteriormente en condicio-
nes asépticas dentro de la campana de flujo laminar,
la capsula se sumergi6 en alcohol etilico al 75% e in-
mediatamente se flame6 hasta consumirse el alcohol
impregnado en ella, este procedimiento se repiti6 tres
veces y posteriormente la capsula se dejo enfriar. Se
cortaron los extremos de la cdpsula, y se le realizé un
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corte longitudinal procurando introducir el bisturi en
una de las hendiduras de la misma, una vez abierta
se esparcidé una delgada capa de las mismas en la su-
perficie del medio de cultivo (Ruiz et al., 2008).

Establecimiento in vitro: Las semillas se establecie-
ron en cuatro medios diferentes: el medio Muras-
hige y Skoog (MS) al 50 y 100% de sus componen-
tes (Murashige y Skoog, 1962) y el medio Knudson
C (KC) al 50 y 100% de sus componentes (Knud-
son, 1946). A los cuatro medios se les adicionaron
1 gL' de carbén activado con un total de 10 frascos
por tratamiento. Se considero que la germinacién
inici6 cuando se present6 la formacién del proto-
cormo tardio (protocormo con primordio foliar dife-
renciado) aunque no hubieran germinado todas las
semillas (Flores-Escobar ef al., 2008). Los cultivos se
mantuvieron a 24+2°C en un fotoperiodo de 16/8
horas luz/oscuridad y una intensidad luminosa de
43 pmol m?s™. Los resultados se analizaron con la
prueba estadistica de ANOVA en el programa SAS
Windows 8.0°.

Resultados y Discusion

Las semillas de L. speciosa procedentes de la cap-
sula madura no germinaron y al realizar la obser-
vaciéon usando un microscopio, se detecté que es-
tas carecian de embrién (Fig. 2B). Santos et al. (2006)
reportaron frutos de L. albida con semillas sin em-
brién, atribuyéndole este fenémeno al efecto de di-
versos factores ecofisiologicos y de la variabilidad
genética. Maya (2010) sefiala que en frutos ver-
des de L. speciosa, en su mayoria, las semillas con-
tenian embriones viables y en frutos amarillentos y
dehiscentes carecian de embrién; lo anterior lo atri-
buye a que esta planta requiere de un agente poli-
nizador externo para su reproducciéon sexual. Ade-
mas, es una especie con un sistema de apareamiento
mixto, que tiende a la exogamia como lo establece
Avila-Diaz (2007). En el presente trabajo, no se ana-
lizaron las posibles causas de la presencia de semi-
llas no viables; sin embargo, se pueden atribuir a
este mismo fendmeno pues los indices demograficos
de la poblacién son afectados por la disminucién de
individuos y el cambio de uso de suelo, lo que po-
dria causar problemas de endogamia. También, es
importante sefialar que en el afo de la colecta, du-
rante la fecundaciéon y maduracién de los frutos de
las orquideas, estuvieron en 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 for-
macién de semillas no viables.

Figura 2. Microfotografia de la semilla de L. speciosa to-
mada con microscopio Optico modelo CX31 en au-
mento 300%. A. Semilla con embrién procedente de cap-
sula inmadura. B. Semilla inviable procedente de capsula
madura.

Se observé que las semillas de la capsula inma-
dura presentaron semillas vacias y otras con un em-
brién. La longitud de las semillas en promedio fue
de 0.61 £ 0.04 mm de largo por 0.11£0.01 mm de an-
cho (Fig. 2A). La germinacion in vitro de semillas de
L. speciosa procedentes de capsulas inmaduras (Fig. 3)
en medio MS y KC al 50% y 100% de todos sus com-
ponentes, respectivamente. Se registraron diferencias
estadisticas altamente significativas (P < 0.05 < 0.000)
entre los medios de cultivo establecidos en cuando a
los dias de inicio de germinacién (Fig. 3).

En las semillas sembradas en medio MS 50% ini-
ci6 la germinacion a los 10 dias de su siembra, en
medio MS 100% a los 16 dias; en el medio KC 50% a
los 114 dias, y en KC 100% a los 178 dias. En todos
los casos se observé que en la totalidad de los frascos
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Figura 3. Indice de germinacion de semillas en los cuatro
medios. Letras diferentes indican diferencias estadistica-
mente significativas (p < 0.05).

sembrados de cada tratamiento las semillas germi-
naron (100%) (Fig. 4).
En un mismo tratamiento, las semillas germina-

ronde maneraasincrénica. Esimportante mencionar
que después de los 202 dias de su establecimiento
en los diferentes tratamientos se observaron di-
ferentes etapas de germinacién in vitro. Durante
la imbibicién, se presenté un hinchamiento y una
coloracién verde palido del embrién ocasionado
por la absorciéon de agua (algunos autores consi-
deran a esta etapa como germinacion) (Fig. 5A).
Otras semillas presentaron una coloracién verde
muy acentuada y el tamafio del embrién aument6
considerablemente (Fig. 5B). En la germinacion el
embrién rompié la testa (Fig. 5C y D). En el pro-
tocormo inicial, se formé un complejo de células
de color verde muy tenue, y aparecié el primor-
dio foliar (Fig. 5E). En el protocormo tardio, el pro-
tocormo siguidé su crecimiento, apareciendo en el
apice un primordio foliar (Fig. 5F). El desarrollo
de hojas continué creciendo durante el primordio
foliar y el cuerpo del protocormo comenzé a dis-
minuir y a diferenciarse las hojas (Fig. 5G). En la
siguiente etapa, se desarrollaron las raices; el pri-
mordio de la raiz se desarroll6 cerca de la base de

Figura 4. Germinacion in vitro de L. speciosa en los diferentes tratamientos. A. Medio MS al 50%. B. Medio MS al 100%.
C. Medio KC al 50%. D. Medio KC al 100%; a los cuatro medios se les adicion6 1 gL* de carbén activado.
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Figura 5. Microfotografias de la germinacién y desarrollo de protocormos a plantulas de L. speciosa en microscopio 6ptico
modelo CX31 A. Imbibicién de semillas (200x); B Semilla verde (300x); C (80x) y D (100x). Germinacién; E. Protocormo
inicial (100x); F. Protocormo tardio (100x); G. Desarrollo de las hojas (100x); H. Desarrollo de raices (72x); I. Plantula (Mi-
croscopio estereoscoépico con zoom Leica Zoom™ 2000. 36x).

las hojas de color blanco (Fig. 5H). Finalmente, la Estos resultados son alentadores para promover
plantula continu6 su crecimiento, aumento de ho-  la germinacién in vitro de capsulas inmaduras de
jas y raices, y el cuerpo del protocormo desapare- L. speciosa. En comparacién con los resultados obte-

ci6 (Fig. 5I). Las observaciones sobre este proceso  nidos en trabajos con semillas inmaduras, Barrera et
coincidieron con las de Damon et al. (2004) y de  al. (2005) reportaron la germinacién a partir de cinco
Flores-Escobar et al. (2008). semanas en medio MS 100% adicionado con auxi-
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nas/citocininas. Avila-Diaz y Salgado (2006) repor-
taron 100 % de germinacion a los 30 y 45 dias en
medio MS adicionado con 0.05 mgL"' de N6-benci-
ladenina (BA) en diferentes especies de orquideas
y Avila-Diaz et al. (2009) reportaron la germinacién
de semillas 90 dias posterior a su siembra en medio
MS 100% adicionado con citocininas y en condicio-
nes de luz.

Suarez-Quijada et al. (2007) estudiaron otra es-
pecie, Euchile mariae, y reportaron la germinacién
de semillas procedentes de capsulas inmaduras
a los 15 dias después de la siembra en medio MS
100%. Ruiz et al. (2008) reportaron la germinacién
de semillas de Encyclia adenocaula a los 27 dias en
medio MS. Germinacién de semillas de Oncidium
stramineum en medio de cultivo MS suplementado
con extractos naturales ocurri6 a los 17 dias (Flores
et al., 2008).

Conclusiones

Con base en los resultados del presente trabajo,
para la germinacion in vitro de semillas de L. spe-
ciosa fue procedente de capsulas inmaduras, se re-
comienda utilizar el medio de cultivo MS al 50%
de sus componentes, debido a que los tiempos de
germinaciéon en comparacién de otras especies es
relativamente mads corto y resulté ser eficiente. Asi
mismo, otra alternativa de conservacion del ger-
moplasma in vitro para L. speciosa es mediante la
conformacién de un banco de germoplasma utili-
zando medios minimos. Adicionalmente, si se re-
quiere de realizar propagacion masiva de las plan-
tas, su crecimiento y desarrollo serd favorecido al
subcultivar los protocormos a medio MS al 100%
de sus componentes.
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