UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

GERMINACION IN VITRO DE Barkeria unif]ora
LEX. DRESSLER & HALBINGER, UNA ORQUIDEA
ENDEMICA DE MEXICO.

T E S I S

PARA OBTENER EL TITULO DE

B I O L O G O

P R E S E N T A

IRVING JULIAN DUARTE SALINAS

DIRECTORA DE TESIS: M. en C. Barbara Susana Luna Rosales

Financiado por: DGAPA-PAPIME PE206113

ZARAGOZA MEXICO, D.F 2014



Este trabajo fue realizado bajo la
direccion de la Maestra en Ciencias
Barbara Susana Luna Rosales, en la
Unidad de Investigacion en Biologia
Vegetal en La Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza de la
Universidad Nacional Autonoma de

México.

In Memoriam Maestro Amadeo Barba Alvarez



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

“ZARAGOZA”
VhavERiaD Nacjoral DIRECCION
Mrxicp

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE.

Comunico a usted gue el alumno DUARTE SALINAS IRVING JULIAN, con
nidmero de cuenta 409017578, de la carrera de Biologia, se le ha fijado el dia
10 del mes de junic de 2014 a las 10:00 hrs., para presentar examen
profesional, ! cual tendra [ugar en esta Facuitad con el siguiente jurado: % .

PRESIDENTE  Bi6l. JUAN ROMERO ARREDONDO 2
VOGAL M. en C. BARBARA SUSANA LUNA ROSALES . Afm/ /
SECRETARIO  Biol. MARCO ANTONIO HERNANDEZ MURIOZ Mwm
SUPLENTE  Dra. HORTENSIA ROSAS ACEVEDO LN T
SUPLENTE  M.en C. FLORENCIA BECERRIL CRUZ @

£l titul6 de la tesis que presenta es: GERMINACION IN VITRO DE Barkeria
unifiora LEX. DRESSLER & HALBINGER, UNA ORQUIDEA ENDEMICA DE
MEXICO.

Cpcién de titulacion: Tesis.

Agradeceré por anticipado su aceptacidbn y hago propia la ocasion para
saludarle. .

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARS L ESPIRITU”
México, D. &, &

DR. VIiCTO A NUNEZ

> A

ZARAGOZA
OIRECCION

RECIBI V0. BO.
OFICINA DE EXAMENES M. en C. ARMANDO GERVANTES SANDOVAL
PROFESIONALES Y DE GRADO JEFE DE GARRERA



AGRADECIMIENTOS

A la M. en C. Barbara Susana Luna Rosales por todo su apoyo, tiempo,
confianza, disposicion y ayuda brindada para la elaboracion de ésta tesis. Pero

sobre todo gracias por su amistad.

Al M. en C. Armando Cervantes Sandoval por todo su apoyo brindado

para el término de esta tesis.

A los miembros del jurado, por su tiempo, disposicion y aportaciones

durante la revision de la tesis.

Biol. Juan Romero Arredondo

M. en C. Barbara Susana Luna Rosales
Bi6l. Marco Antonio Herndndez Mufioz
Dra. Hortensia Rosas Acevedo

M. en C. Florencia Becerril Cruz



DEDICATORIAS

A mis padres, por su paciencia, comprension, su inmenso apoyo, sus
palabras de aliento, por todo el esfuerzo y sacrificio, pero sobre todo por su gran

carifio y amor, siempre estaré agradecido por su ayuda incondicional.

A mis hermanos, por estar siempre conmigo, por compartir mis metas y
derrotas, sus consejos y apoyo, pero sobre todo, gracias por ser mis mejores

amigos.

A mi m& Juana, por estar siempre a mi lado, por apoyarme siempre, por
tu amor, carifio y buenos consejos, tu confianza y educacién. A mi pa Santos,
aungue ya no estés en este mundo siempre estaré agradecido por todo el apoyo,

amor y educacion que siempre me brindaste.

A Martha, gracias por tu inmenso apoyo, tu amor, tus consejos, por estar
conmigo en las buenas y en las malas, tus palabras de aliento, tus regafios, por
hacer mas alegres esos dias de trabajo en el laboratorio, te agradezco por

ayudarme a crecer como persona.

A mis compafieros, Alejandra, Héctor, Bernardo y Paola, por hacer las
practicas de campo mas divertidas, por su apoyo en el laboratorio y por su

amistad.

A mis amigos del Museo de la Luz, de la FES ZARAGOZA,
especialmente a Oscar, Aldo y Ramiro, gracias por todo su apoyo, por todos los

buenos y malos momentos y por todas sus palabras de aliento.



Gracias maestro Amadeo, por su apoyo, confianza, tiempo y ayuda
brindada para la elaboracion de ésta tesis, gracias por sus consejos, su
confianza, sus ensefianzas y conocimiento. Pero sobre todo por su amistad,
por esas largas y amenas platicas que teniamos, por todos esos momentos
derisas y por haberme orientado acertadamente un gran niumero de veces.

Siempre lo recordaré.



RESUMEN ... e e e et e e e e e e e e e e e e e e e et eeeanaaees I
INTRODUCCION ...ttt ettt e e en e eeene e 1
ANTECEDENTES ... oo e eeanas 3
Generalidades de 1S OrqUIdEas..........uuueeiiiieaiiiiiiiiiiiieee e 3
Germinacion de las Semillas de Orquidea..........cccuueeeeeeieiiiiiiiiiiieee e 7
=T 0T o Lo [0 Todod 1o ) o 1RSSR 10
CUITIVO 1N VITEO oo 10
Cultivo in Vitro de OrquUIdas .......cccoveiuiiiiiiii e e 11
AV T=To Lo XS0 L= o] U1 L L LY7o N 12
AV T=To Lo TS AN UL 4 (LY 0 E N 13
SaAlES INOTGANICAS ...t e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaas 13
(O 0 To] a1 o =10 1= 14
(0= T o Yo o 12X o3 1 AV= Lo [0 R 16
Materiales INEerteS 0 SOPOITE ... ..uuuuiiiiiiiiiiiiiiiit it 16
Género Barkeria (Knowles y Wetc., 1838).......ccccuuiiiiiiiieeiiiiiiiiiiieeee e 17
Clasificacion taXOnNOMICA .....ccceeeeee e 17

Descripcién Botanica Barkeria uniflora (La Llave & Lex.) Dressler & Halb. .. 18
D TES (o 10 o3 o 19
=ToTo] [o Yo |- NP SUPPPPPINt 20

EStado de CONSEIVACION ... e, 21



CULTIVO IN VITRO DEL GENERO Barkeria .......c.ccccceveeiueieeeieieeceevee e, 22

JUSTIFICACION ...ttt ettt et 23
HIPOTESIS ..ottt 24
OBJETIVO GENERAL ... 25
OBJETIVOS PARTICULARES. ... 25
MATERIAL Y METODO ... .ccuiiiiiiieieceeeeeteete e ee e e ettt ste et saeeteeaesaesae e, 26
Material BiOlOGQICO .....uuuiiiiiiie it e e e e e e eeeeeas 26
Evaluacion de Viabilidad ..........ccuueiiiiiiiiii e 26
MEAIOS A8 CUITIVO ..ttt nneneneee 27
Carbohidratos EXperimentales ... 27
Desinfestacion y siembra de semillas.........cccuueeeeiieiiiiiiiiii e 28
Evaluacion de 1a GerminacCion ..........cccccoiiiiiiiiiiiiiie e 29
Evaluacion del indice de DeSarrollo .........ccoeeeeveeeeeveeeeeieeceeeee e 29
Evaluacion del estadio 8 alos 98 dias de CUltiVOo .........ccvvviiiieiiiiiiiiiiee 30
DIiSEMN0 ESTAAISTICO .. .uuuiiiiiiiieiii ittt 30
RESULTADOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e raa e eaeees 32
LV A= Lo 11 T = o PR PR 32
Germinacion de semillas de Barkeria uniflora.........cccoooeeeii 33
INAICE A DESAITOIO ... 36
indice de Desarrollo para el Medio Murashige & SKOOG ......c.ccccceeveeveeveevennnes. 41

indice de Desarrollo para el Medio Kao y Michayluk ...........cccccceeeeeeeeeenennn. 46



indice de Desarrollo para el Medio KNUdSON C .......c.cocveeeiiieecieeeece e 50

Respuesta Morfogénica en los diferentes Carbohidratos. ..........ccccooeeeeeenennns 55
AV T=To Lo T 1Y IS TR= L KO L0 I N 55
AV T=To Lo T\ S TR= LI AT N 56
AV T=To Lo T 1Y S TR= LI I N 57
AV T=To Lo T LY = U K00 N 57
MEAIO KM @I 75 Q0 ... 58
MEAIO KM @I 50O Q0 ...ttt 59
MEAIO KC @l 100 D0....uueeeuiiiiieiiiiiitttttteeeee e 60
MEAIO KC @I 50 U0, 61
Plantas Completas a los 98 dias de CUltiVO. ........ccccuvvvviiiiiiiiiiiiies 62
DISCUSION ..ottt ettt 65
CONCLUSIONES ..ottt e e e e e e e e e enaans 72
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt 72
ANEXOS e e e e et e e e e e e aaee 82
Anexo 1. Composicion de 1os medios NULFtiVOS.......cccccveeiiee e 83
ANEX0 2. RESUITAUOS ...cooiiiiiiii et 84
Anexo 3 Analisis de varianza para ID por todos los tratamientos. ................ 84
Anexo 3.1 Rangos Multiples para ID por TIeMPO. .....ccevvvviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 84
Anexo 3.2 Rangos Multiples para ID por Medio NULritivo. .......cccovvvvvviiiieneeennn. 85

Anexo 3.3 Rangos Multiples para ID por [] Sales. ......ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 85



Anexo 3.4 Rangos Multiples para ID por Carbohidratos...........cccoevvvvvvieneeennn. 85

Anexo 3.5 Analisis de varianza para el ID por Medio MS...........ccooevvviiieeeeeennn. 85
Anexo 3.6 Rangos Multiples para ID por Tiempo (MS).....cccoovveeeiiiiiiiiiiiineeeenn, 86
Anexo 3.7 Rangos Multiples para ID por [ ]Sales (MS). ....cccoevveeeeiiiiiiiiiiiiieeeen, 86
Anexo 3.8 Rangos Multiples para ID por Carbohidratos (MS)........cccccceeeeeee.. 86
Anexo 3.9 Analisis de varianza para el ID por Medio KM...........ccoovvvviicinennennn. 86
Anexo 3.10 Rangos Multiples para ID por Tiempo (KM). ...cccooiiiiiiiiiiieeneennnnns 87
Anexo 3.11 Rangos Multiples para ID por [] Sales (KM). .....coooviiiiiiieineennnnns 87
Anexo 3.12 Rangos Multiples para ID por Carbohidratos (KM).........ccccceeenne. 87
Anexo 3.13 Anélisis de varianza para el ID por Medio KC..........ccccveeeeeeennnnns 87
Anexo 3.14 Rangos Multiples para ID por Tiempo (KC).....ccoovvviiiviiiiieeneennnnnns 88
Anexo 3.15 Rangos Multiples para ID por [] Sales (KC)....ooooeeeeviivviiiiiieeeeeennn. 88
Anexo 3.16 Rangos Multiples para ID por Carbohidratos (KC). ........cccceeenn..... 88
Anexo 3.17 Analisis de varianza plantas completas. .......cccoooveeeeiiiiiiiicieneeeee, 88

Anexo 3.18 Rangos Multiples para plantas completas ..........ocovvvvviiiiieneenenn. 88



RESUMEN

Barkeria uniflora (Lex.) es una orquidea epifita endémica de México con
flores de gran belleza que se ha visto afectada por la alteraciéon de su habitat,
propiciado por la intensa actividad humana y por la extraccion de ejemplares

adultos con fines de ornato o comerciales.

El presente estudio tuvo como objetivo establecer un protocolo efectivo
para la germinacion de B. uniflora por medio del estudio del efecto de distintas
fuentes exogenas de azlcares y de medios nutritivos a diferentes
concentraciones. Se indujo la germinacion a partir de la siembra de semillas de B.
uniflora durante 98 dias se registré el desarrollo ontogénico y el indice de
desarrollo, al término del cultivo se determiné el porcentaje de plantas completas
obtenidas. Los medios nutritivos utilizados fueron las sales inorganicas analiticas,
Kao y Michayluk (KM), Murashige & Skoog (MS) y Knudson C, en una
concentracion del 100 %, 75 % y 50 %, suplementados con sacarosa, fructosa,

glucosa, maltosa y galactosa como fuente exdégena de azlcar.

Las semillas germinaron a partir de los siete dias de iniciado el cultivo en
todos los tratamientos, excepto en aquellos suplementados con galactosa. El
méaximo porcentaje de germinacion fue de 99 %, en los medios con maltosa,

fructosa, glucosa y sacarosa.

El medio de cultivo Kao y Michayluk (KM) fue el que promovié de mejor
manera el desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora ya que para los 56 dias
de cultivo los protocormos ya presentaban una hoja, seguido por el medio
Murashige & Skoog y por ultimo el medio Knudson C. Las sales inorganicas
diluidas a la mitad de su concentracion son las que generan una mayor respuesta

para la germinacion de B. uniflora independientemente del medio de cultivo usado.



La maltosa y fructosa como fuente exégena de carbon y de energia induce
el desarrollo morfolégico del embrion en las semillas de Barkeria uniflora y
concluyen su desarrollo a los 91 dias de cultivo. La galactosa es tOxica para las

semillas de B. uniflora ya que no inducen su germinacion y éstas mueren.

El maximo porcentaje de plantas completas se obtuvieron en el medio MS
con el estimulo de maltosa (84 %) y en KM adicionado con fructosa (83 %). Se
establecid asi un protocolo de germinacién asimbidtica in vitro para las semillas de
Barkeria uniflora, como una estrategia de conservacion con la finalidad de reducir

la presion en las poblaciones silvestres de esta especie.

~ I ~



INTRODUCCION

México es un pais con una excepcional riqueza bioldgica, en parte debido a su
ubicacion geografica, ya que se sobrepone y entrelaza con 2 regiones biogeograficas:
la neartica y la neotropical (Hagsater et al., 2005). A esta condicion se suma una
compleja historia geoldgica y una accidentada topografia, o que explica la enorme
variedad de condiciones ambientales que hacen posible la inmensa heterogeneidad en
su diversidad biolégica. En México es posible localizar 10% de las especies de plantas
superiores del planeta, y mas del 40% de ellas son exclusivas del territorio nacional, es
decir son especies endémicas (CONABIO, 2000). Las familias de plantas mejor
representadas en México son las Asteraceae, Fabaceae, Poaceae y Orchidaceae, esta
ltima con aproximadamente 1260 especies y 170 géneros (Villasefior, 2003; Hagsater
et al., 2005; Soto et al., 2007) y se estima que el nimero final de especies estara entre
1 300 y 1 400, lo que le confiere el cuarto lugar en cuanto a riqueza de especies

vegetales (Hagsater et al., 2005).

La Orchidaceae incluye aproximadamente 800 géneros y alrededor de 20,000
especies. Los miembros de esta Familia se pueden encontrar en todo el mundo,
aunque su presencia es mas importante en el cinturdn tropical del planeta en donde se
encuentra casi el 56 %. (Espejo et al, 2002). En México la rigueza Orquideolbgica se
manifiesta con mas de 1260 especies, el porcentaje de endemismos es alto,
aproximadamente 40 % de especies, 8 % de géneros y generalmente se delimita a
cadenas montafiosas o0 a zonas de extensién reducida. (Luna et al, 2007). Las
Orquideas se ubican al sur del Tropico de Cancer, desde las costas del Pacifico y del
Golfo, en altitudes que pueden rebasar los 3, 500 m. (Espejo y Lopez-Ferrari, 1998;
Hagsater et al, 2005; Soto, 1988).



La Orchidaceae se considera la mas evolucionada dentro del reino vegetal, ya
que presentan una gran complejidad y especializacion en su morfologia floral y en sus
tipos de polinizacion. Lo anterior es el resultado de sus numerosas adaptaciones
estructurales y funcionales. Algunas de las mas interesantes son las que estan
relacionadas con sus semillas y con los procesos relacionados a la germinaciéon y al
desarrollo de las plantulas. Asimismo existen dentro de la familia muy diversas formas
de vida y desde el punto de vista ecolégico muchos de sus integrantes son
componentes importantes en diversos tipos de vegetacion. (Espejo et al, 2002).

Dado la belleza y rareza de sus flores, un gran namero de especies son
buscadas por horticultores y el publico en general, por lo que constituye ademas una

importante fuente de ingreso para algunos paises tropicales. (Espejo et al, 2002).

Una de las caracteristicas mas interesantes de esta familia es su alta
proporcién de especies endémicas, se han registrado 444 especies 0 subespecies que
corresponden aproximadamente al 40 % del total del taxa en el pais. (Espejo et al,
2002). Lo anterior la convierte en una de las familias mas ricas en endemismos entre

los paises de América Tropical. (Hagsater et al, 2005).

Las Orchidaceae es una de las familias mas vulnerables por la destruccion y
transformacion de sus habitats, crecimiento urbano desordenado, extraccion masiva de
plantas de poblaciones silvestres (trafico ilegal de especies), dado su alto valor
horticola, comercial y por las caracteristicas ecoldgicas que presentan las especies,
como sus bajas tasas de crecimiento, ciclos de vida relativamente largos y el escaso
reclutamiento de nuevos individuos en condiciones naturales (Sarmiento y Romero,
2000).

Las orquideas presentan problemas serios para su propagacion en forma
natural debido a que la mayor parte de las semillas estan escasamente diferenciadas
por lo que no se les distinguen los cotiledones ni las radiculas y carecen de

endospermo (Pierik, 1990).



Es bien conocido el largo periodo de tiempo que se requiere para la
propagacion; establecimiento, desarrollo y floracion de las orquideas, sin embargo es
posible disminuir este tiempo e incrementar las poblaciones a través de modernas
técnicas biotecnoldgicas de cultivo; suministrando las condiciones optimas y los

nutrimentos necesarios para su crecimiento y desarrollo (Francisco, 2008).

La presente investigacion tuvo como finalidad establecer un protocolo de
germinacion in vitro para Barkeria uniflora, especie endémica, por medio del estudio del
efecto de distintas fuentes exdgenas de azucares y de medios nutritivos a diferentes

concentraciones para su conservacion y desarrollo sostenible.

ANTECEDENTES

Generalidades de las Orquideas

Las orquideas son plantas herbaceas perennes, de habito epifito, terrestre,
litéfilo, semiacuatico, saprofito y raramente subterrdneo (restringidas a Australia).
Presentan una estructura basica a la de muchas otras monocotiledoneas. Estan
constituidas por vastagos organizados que pueden generan dos habitos de crecimiento;
en el primer tipo de crecimiento, el desarrollo se da mediante la extension vegetativa a
partir de un meristemo apical que da lugar a un solo eje principal (monopodial). Entre
las orquideas mexicanas este tipo de crecimiento se presenta principalmente en las
vainillas, en los géneros Campylocentrum, Dendrophylax y Dichaea y en algunas

especies de Epidendrum.



En el segundo el eje esta formado por una serie de vastagos generados de
manera consecutiva a partir de meristemos o yemas de renuevo situadas basal, lateral
0 apicalmente en el vastago anterior, el conjunto de vastagos forma un eje compuesto
(simpodial) (Fig.1). En los géneros Cattleya, Laelia, Oncidium, Cymbidium se aprecia
este tipo de crecimiento (Bell y Bryan, 1991).

Dendrobium Oncidium Phalaenopsis Vanda

Figura 1. Tipos de crecimiento en orquideas: a) Simpodial, b) Monopodial.

Los tallos de las orquideas son comparables a una cafia o carrizo. Pueden ser
caulescentes o acaules. Las orquideas con tallo caulescentes por lo general presentan
pseudobulbo, los cuales son tallos aéreos notablemente engrosados, presentes en
muchas orquideas epifitas y algunas terrestres o rupicolas, como en el género

Cyrtopodium (Hagsater et al., 2005).

Estan formados por segmentos o entrenudos delimitados por nudos o anillos
cicatrizales donde originalmente se insertaban hojas, vainas o escamas foliares: son de
distintas formas y grosores. Las orquideas acaules tienen un tallo corto, como en
muchas orquideas terrestres que presentan tubérculos o cormos caracteristicos en
varios grupos de orquideas epidendroides terrestres como Bletia, Govenia, Liparis y
Malaxis (De la Cruz, 2006).



Ambos tipos de tallos engrosados son utiles como almacenes de agua y
sustancias de reserva, como el almidén, que son utilizados para sustentar la produccion

de flores y frutos y el desarrollo de vastagos (Hagsater et al., 2005).

Las raices de las orquideas son oOrganos que presentan diferentes
adaptaciones. Tienen las funciones de absorber agua, nutrientes y fijar la planta al
suelo o a materia organica acumulada en troncos. Son simples o ramificadas, carnosas
y con un diametro aproximado de entre 1 y 10 mm dependiendo de la especie. Por lo
general son circulares con corte transversal (Hagsater et al.,, 2005). La porcibn mas
externa de la raiz es la epidermis, que suele formar un tejido esponjoso constituido por
células que al madurar mueren y pierden el citoplasma, quedando sélo sus paredes
parcialmente engrosadas, estd cubierta de células muertas llamada velamen puede
tener entre una y ocho células de grosor y es lo que le confiere el aspecto blanquecino
caracteristico a muchas raices de orquideas epifitas como Barkeria scandens y Laelia
autumnalis (Hagsater et al., 2005).

Las hojas son como en la mayoria de las monocotiledéneas, es decir simples,
con nervaduras paralelas, alargadas, generalmente persistentes, solitarias, en niumero
de dos 0 mas hojas, lanceoladas, trianguladas, forma ovalada y de color generalmente
verde (De la Cruz, 2006).

Estos 6rganos pueden ser filiformes y hasta orbiculares, membranosas o
coriaceas e incluso pueden almacenar agua (Dressler, 1981). En algunas especies
como las pertenecientes al género Trichocentrum, donde los pseudobulbos son
diminutos, las hojas cumplen el papel de almacenar agua y de reservas alimenticias
(Hagsater et al., 2005; De la Cruz, 2006). Las hojas suculentas presentan una inversion
importante de recursos para la planta y por lo general son funcionales durante varios
afos. Una estrategia alternativa es la produccién de hojas delgadas relativamente poco
costosas que mueren y caen al finalizar cada temporada de crecimiento (Hagsater et
al., 2005).



La flor esta constituida por tres sépalos generalmente coloreados, al igual que
los pétalos y pueden estar libres 0 mas o menos unidos formando un tubo. El sépalo
dorsal difiere generalmente en la forma de los laterales, los cuales son mas o menos
oblicuos y pueden estar libres uno del otro o adheridos frecuentemente por la base,
(Fig. 2). Se componen de 3 pétalos, dos son semejantes morfolégicamente y el tercero
llamado labelo esta modificado, su posicion inferior corresponde al giro del pedicelo o

de éste y el ovario (resupinacion) (Hagsater et al., 2005).

4 LD

Sépalo dorsal
Columna

Antera
/.‘
A

74 i

Estigma

2\

Pétalo Pétalo

Labelo

= Sépalos laterales ——"=

Figura 2. Morfologia béasica de la flor en orquideas: Género Cymbidium

El labelo generalmente difiere en forma, tamafio y coloracion de los otros
pétalos, la superficie interna generalmente esta adornada con papilas o lamelas y la
base puede ser pequefia o muy amplia formando un nectario. Las flores de las
orquideas por lo general son hermafroditas y portan tanto érganos sexuales masculinos
(estambres y sus anteras) como femeninos (ovario, estilo y estigma), para constituir una

estructura Unica llamada columna o ginostemio.



En muchas especies un I6bulo estigmatico llamado rostelo, se proyecta sobre la
superficie estigmética que permite adherir los polinios a los insectos. La antera puede
estar dividida y contener 2, 4, 6 y 8 polinios y se ubica en una cavidad llamada
clinandrio. Tienen ovario infero con 1-3 divisiones que puede ser inconspicuo o notorio
(Hagsater et al., 2005).

Entre las caracteristicas mas notables de las orquideas esta el tamafio y
estructura de las semillas. Tienen un peso promedio de 3 a 14 pg y miden de 0.4 a 1.25
mm de longitud y de 0.08 a 0.27 mm de ancho, la semilla contiene un pequefio embrion
esférico o piriforme dentro de una testa membranosa, frecuentemente transparente o
bien pigmentada. La mayoria de las especies tienen embriones relativamente
indiferenciados, sin cotiledones, ni endospermo, lo cual se considera una caracteristica

de grupos avanzados evolutivamente.

El nimero de semillas producido por fruto varia con el género y la especie,
fluctian de 1 300 a 4 000 000 (Chavez, 1980; Arditti, 1992), Chavez (1980) reportd para
frutos de Bletia urbana entre 92 625y 117 200 semillas.

Hay algunas semillas que presentan un embrién relativamente diferenciado que
incluye un cotiledon rudimentario, como en Sobralia macrantha y otras que no tienen
embrion diferenciado y carecen de cotiledén o se presenta incipiente y sin endospermo,
por lo que las reservas nutritivas se encuentran almacenadas en las células del
embridn, ademas al suspensor se le atribuye parte del papel de la nutricion (Arditti,
1967).

Germinacion de las Semillas de Orquidea

El proceso de germinacion es similar en todas las especies de Orquidea (Arditti,
1992), este comienza con el hinchamiento del embrion (imbibicion) y rompimiento de la
testa (Estadio 2), el embridon se elonga para formar una estructura globular llamada
protocormo (Estadio 3) (Harrison, 1977; Leroux et al., 1995) en éste, se forma una
depresion en la superficie mas alta y los pelos absorbentes comienzan a crecer de la

epidermis.
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Un primordio foliar (Estadio 4) emerge de esta depresion a medida que el
protocormo sigue creciendo y una segunda (Estadio 5) y tercera hoja se forman
precedidas por el desarrollo de la raiz (Estadio 6). EI tiempo requerido para cada uno
de estos estadios varia de acuerdo a la especie de orquidea (Knudson, 1922 en Baker
et al., 1987).

En las semillas de orquidea, los tres primeros estadios de germinacion suceden
secuencialmente sélo por la presencia de agua y de sus propias reservas, pero la
progresion en los estadios superiores depende de la presencia de un hongo simbionte.
Sin una fuente externa de glucidos el protocormo es incapaz de producir los azucares
necesarios para la organogénesis; el protocormo sobrevive gracias a la lenta utilizacién
de sus reservas lipidicas y proteinicas (Arditti, 1966; Harrison, 1977; Harrison y Arditti,
1978, Arditti et al., 1990, Leroux et al., 1995, Stacanto et al.,1998), pues hay evidencias
que indican que las semillas no poseen glioxisomas, los organelos necesarios para el
metabolismo de los lipidos en la obtencion de carbohidratos (Harrison, 1977; Leroux et
al., 1995; Stacanto et al., 1998). Esto explica la necesidad de las semillas de orquidea
de una fuente externa de carbohidratos; por tal motivo, en su habitat natural establecen
una relacién simbidtica con un hongo micorrizico (Arditti, 1966, 1979; Harrison, 1977,
Harrison y Arditti, 1978, Arditti et al., 1990, Leroux et al., 1995, Stacanto et al., 1998).

El proceso de germinacion, aunque con algunas diferencias, es similar entre la
mayoria de las orquideas (Arditti, 1993). Este proceso inicia con la absorcién de agua
por el embrién, posteriormente esta estructura se hincha y ensancha, sus células se
alargan, se vacuolan por lo que el embrién asume una forma esférica (etapa de esférula

pequefia), después estas células hacen presién constante con la testa hasta romperla.

Las células del embrién inician con sintesis de clorofila, utilizan el material
alimenticio almacenado de la semilla, y una vez iniciado el crecimiento, continta con la
absorcion de la materia organica del sustrato y comienza la diferenciacion de los
organos, se desarrollan rizoides a partir de la epidermis y a su vez se desarrolla el

domo meristematico en la base del apice (Shushan, 1959).

~8~



Conforme esta estructura aumenta en tamafio se forma una masa globular de
células (protocormo) con una depresion en su superficie superior. El primordio foliar
emerge a partir de esta depresion conforme el protocormo contintia su desarrollo Una
segunda y una tercera hoja se forman precedidas por el desarrollo de la raiz, se forma
clorofila en las hojas o en otros érganos. (Fig. 3). El tiempo requerido para cada uno de

estos eventos varia de acuerdo a las especies (Arditti, et al,. 1979; Baker et al., 1987).

Embrion hinchedo
Rompierdo la testa

Semilla con .
emkrion viable genninando

'\
Plértula con Protocomo
Hojasiridales cont mides
4

Pratoconno con
brote spical

Plerta con
pseuobubos

Plartulacon
hojas yraiz

Figura 3. Estadios ontogénicos de Laelia sp. Segun Seaton y Ramsay (2005).



Reproduccién

Todas las orquideas requieren para su germinacion y desarrollo una asociacion
con hongos micorrizicos (Otero y Bayman, 2009). La micorriza orquideoide se
caracteriza porque la mayoria de los hongos que participan en la asociacion son del
género Rhizoctonia, la cual establece una asociacion particular con las orquideas, ya
que la planta en su estado de semilla es totalmente dependiente de los nutrientes que
le suministra el micosimbionte para lograr una exitosa germinacion (Bernard, 1909;
Arditti, 1992; Otero y Bayman, 2009). En las células corticales de las raices el hongo
origina una estructura denominada “pelotén” que es un enrollamiento hifal (Hadley y
Williamson, 1972).

Un estudio realizado por Knudson (1946), demostré que es posible la
germinacion asimbidtica de embriones de orquideas in vitro, sin la presencia del hongo,
mediante el cultivo en un medio que contenga minerales y azlcares. La reproduccion
sexual de las orquideas por los métodos convencionales de propagacion presenta
problemas ya que la semilla es tan pequefia que contiene muy pocas 0 ninguna reserva

alimenticia.
Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una definicion genérica que incluye el
cultivo de protoplastos, células, tejidos, 6rganos y plantas. Estos diferentes tipos de
cultivo tienen como factor comun el crecimiento en condiciones asépticas, en un medio
nutritivo, generalmente gelificado, y en condiciones ambientales controladas y por lo
tanto 6ptimas (Estopa, 2005).
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Cultivo in vitro de Orquideas

Tradicionalmente las orquideas se han propagado asexualmente mediante
division de plantas. Sin embargo, se ha demostrado que es posible obtener un gran
namero de plantas a partir de la germinacién de semillas utilizando métodos de cultivo
in vitro (Arditti y Ernst, 1993).

Diversos medios nutritivos han sido desarrollados para el cultivo in vitro de
orquideas, estos han sido ampliamente aplicados en varias especies de esta familia, los
medios se han enriquecido, y mejorado, registrandose resultados para su propagacion.
Una produccion masiva de orquideas se justifica con el uso de esta técnica ya que las
orquideas tienen un alto valor biolégico, ecoldgico y comercial, mediante este proceso
se puede mantener una produccion anual continua, ademas de que estan libres de
patégenos, lo cual es muy util si se piensa en exportacion y en estudios de

conservacion.

La propagacion in vitro de orquideas se ha establecido a partir de segmentos de
plantulas adultas, principalmente en medios de cultivo semisolidos (George y
Sherrington, 1984).

Desde que Knudson desarrollé6 un método de cultivo in vitro asimbidtico para la
germinacion de semillas de orquideas, este método tuvo un papel muy importante y
significativo para la propagacion de especies de orquideas y de hibridos (Yoneo, 1991).

La técnica de germinacion asimbidtica ha sido utilizada en muy diversas
especies de orquideas con fines de propagacion, asi como para estudiar el desarrollo
de las plantulas. Harrison y Arditti en 1978; Manning y Staden en 1987 y Gravel en
1989 reportaron que ésta técnica ha permitido obtener conocimientos sobre las
caracteristicas morfofisiologicas y ontogénicas de protocormos y plantulas de ciertos

grupos durante la germinacion in vitro.
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Medios de cultivo

En 1946, Knudson demostré que las semillas de orquidea podian germinar en
ausencia del hongo micorrizico que las coloniza, cultivAndolas in vitro en un medio de
cultivo adicionado con sales minerales y azUcares. Knudson logré germinar semillas de

Cattleya, Epidendrum, Laelia y otras orquideas.

Sin embargo, varios autores han demostrado que no siempre es posible que
una especie de orquidea determinada logre germinar y se desarrolle en un medio de
cultivo dado. Por tal motivo un gran nimero de autores ha propuesto una serie de
medios de cultivo para géneros de orquidea especificos. Dentro de los medios mas
importantes estan: Knudson B (1922); Knudson C (1946); Murashige y Skoog (1962)
entre otros (Ballard, 1987; George et al., 1987; Pierik, 1990; Garcia et al., 1993).

Un medio de cultivo consta de sales inorganicas, vitaminas, aminoacidos,
azucares y reguladores de crecimiento. Existen diferentes tipos de medios de cultivo

disponibles; sin embargo, algunos son especificos para ciertas especies.

El medio de cultivo utilizado para la germinacion asimbi6tica es mas complejo
gue para la germinacion simbiodtica, ya que todos los nutrientes organicos e inorganicos
y los azucares deben estar disponibles para la orquidea en una forma apropiada,
puesto que ya no existe la intermediacion del hongo (McKendrick, 2000).

Cuando se inicia el proceso de germinacidon para una nueva especie es
aconsejable probar con diferentes medios de cultivo a una concentracion total y parcial

para determinar cual es el mejor medio para dicha especie (McKendrick, 2000).

Segun Thompson (1989), el medio de cultivo puede ser preparado utilizando
cada uno de los ingredientes basicos o bien con una mezcla de sales basales

comerciales.
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Medios Nutritivos

Se han descrito un gran numero de medios nutritivos para el cultivo de
vegetales in vitro. Merino (1987), sefiala que el éxito que se obtenga en un cultivo de
tejidos vegetales depende del uso del medio nutritivo adecuado, como también del
empleo de tejidos viables, incubacion, calidad de reactivos, asepsia, etc. Usando las
sustancias quimicas necesarias y las combinaciones apropiadas de nutrientes, asi
como su forma quimica adecuada, ha sido posible establecer cultivos para casi todas

las partes de una planta en diversas especies vegetales.

Al utilizar las sustancias quimicas necesarias y las combinaciones apropiadas
de nutrientes, asi como su forma quimica adecuada, es como ha sido posible
establecer cultivos para casi todas las partes de una planta en diversas especies

vegetales.

Sales inorganicas

La composicibn mineral o sales inorganicas se definen en forma precisa en
cada uno de los medios nutritivos y esta dada tanto por macroelementos (N, P, K, S, Mg
y Ca) como por microelementos (B, Mn, Zn, Cu, Ni, Co, Mo, Al, | y Fe). Estos nutrientes

deben estar en una concentracion tal que permita el adecuado crecimiento celular.

Los requerimientos de nitrégeno son generalmente provistos por una mezcla de
nitrato  y amonio en concentraciones variables. Cuando estas fuentes son
suplementadas en forma individual se afectan, generalmente en forma negativa, tanto el

crecimiento del cultivo como la produccion de metabolitos (Ertola et al., 1994).
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Muchas células vegetales son sensibles a los niveles de fosfatos en el medio.
Habitualmente, los fosfatos son almacenados en la vacuola y adquiridos desde alli para
el crecimiento, mientras que la sintesis de metabolitos comienza al agotarse el fosfato

vacuolar (Ertola et al., 1994).

El hierro es esencial para el crecimiento celular. Se aconseja la utilizacion del

quelato Fe-EDTA que aumenta la solubilidad del hierro.

La naturaleza y concentracion de los micronutrientes empleados en los medios
de cultivo surgen principalmente de resultados empiricos al evaluar la capacidad de
cada elemento que afectan en el crecimiento. Los principales micronutrientes son el
boro, el manganeso, el iodo y el zinc. No hay un estudio sistematico de su influencia en

el crecimiento y la productividad.

Con el fin de optimizar las necesidades nutricionales de las diferentes especies
de plantas se han realizado investigaciones dando como resultado la formulacién de
varias mezclas salinas; como es el caso de las férmulas de Kao & Michayluk (1975) y
Mitra y colaboradores (1976), que incluyen altas concentraciones de macronutrientes,
como el nitrogeno en forma de NH4, NO3 y KNOg3; a diferencia, de la férmula de Knudson

(1946) empleada principalmente para orquideas.

Carbohidratos

Los carbohidratos ademas de ser una fuente de carbono y energia para el
embrion son el estimulo disparador para su desarrollo morfogénico durante la
germinacion (Luna y Barba, 1993). Es importante sefialar que en general se habla de
carbohidratos genéricamente sin sefialar la importancia del tipo, los requerimientos
temporales de los mismos (Arditti y Ernst, 1984), y la concentracion de estos en el
medio, estos factores pueden afectar el crecimiento heterotréfico de los cultivos, debido
a que el azucar es la unica fuente de carbono y energia para el crecimiento (Kubota y
Toyoki, 1991).
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Los carbohidratos pueden ser empleados esterilizados por filtracion, utilizando
membranas a baja presion, o en autoclave (Arditti & Ernst, 1984; Juarez, 1994). La
esterilizacion en autoclave del medio de cultivo hidroliza la sacarosa y posiblemente
otros azucares y actualmente no esta claro como las semillas de orquideas utilizan o les

afectan los oligosacaridos una vez que estos son esterilizados (Ernst et al., 1971).

La inexistencia de reservas lipidicas en los embriones de orquideas, puede
explicar el requerimiento de un suplemento exdgeno de carbohidratos simples solubles
para que la semilla germine (Harrison y Arditti, 1978). Ademas, la disponibilidad de
diferentes fuentes exdgenas de carbono, son necesarias para la germinacion de las
semillas de orquideas y el temprano desarrollo de las plantulas bajo las condiciones
simbidticas o asimbidticas, por lo menos hasta que las plantas comiencen a ser
autotrofas. Dicho proceso no ha sido completamente investigado (Tsuitsui y Tomita,
1990).

Las semillas de diferentes especies de orquideas tienen la capacidad de utilizar
para su germinacion varios carbohidratos, aunque es comdn que muestren alguna
preferencia por algun carbohidrato en especial; en diversos estudios se ha demostrado
gue hay especies que germinan in vitro Unicamente si esta presente un determinado

carbohidrato o cuando existe una mezcla entre algunos de ellos (Arditti, 1967).

Los carbohidratos que se utilizan comUunmente como promotores de la
germinacion son: fructuosa, glucosa, sacarosa, maltosa, manitol, rafinosa y melecitosa
(Ernst et al., 1971).

Los carbohidratos D-hexosas y sus pequefios oligosacaridos pueden ser
usados para la germinacién de semillas de orquidea, siendo la D-galactosa la

excepcion ya que es toxica para ellas (Arditti, 1979).
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Las semillas de orquidea pueden germinar y desarrollarse en un medio que
contenga azlcares relativamente simples, ya que en la naturaleza las semillas son
incapaces de utilizar largas moléculas sin la ayuda de un hongo que pueda romper
estas moléculas y transformarlas en azlcares mas simples como por ejemplo la

fructosa y la glucosa (Ernst et al., 1971; Bechtel et al., 1986; Leroux et al., 1995).

Carbon Activado

El carbon activado es un agente antioxidante, que influye en todo proceso del
cultivo asi como en la aclimatizacién exitosa de las plantas. El carbon activado se
caracteriza por una alta proporcion de area-peso, ésto le confiere alta adsorcion de
substancias. Provee aireacidon y adsorbe el etileno, adsorbe e inactiva el 5-
hidroximetilfurfural, inhibe compuestos fendlicos y carboxilicos producidos por los
cultivos (Arditti y Ernst, 1993).

Materiales inertes de soporte

Merino (1987), sefialan que el agar es el material de soporte mas ampliamente
usado en el cultivo de tejidos, pues provee al medio de un excelente gel humedo que
sirve como soporte al indculo. Sin embargo, fisiologicamente no es inerte, puesto que
es una fuente de cantidades variables de sustancias inhibidoras o estimulantes del
crecimiento. Otros agentes gelificantes usados algunas veces en lugar del agar son la

poliacrilamida y la silica gel.

En medio liquido se usa papel filtro, como puente o plataforma asi como la fibra
de vidrio; se recomienda afadir carbon activado, ya que en bajas concentraciones

ayuda a adsorber sustancias que se forman como desecho en los medios de cultivo.
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Género Barkeria (Knowles y Wetc., 1838)

Género relativamente pequefio con aproximadamente 15 especies,
esencialmente mexicano, aunque un par de especies se encuentran en Centroamérica.
Presenta flores atractivas por lo que ha sido buscado por los cultivadores de orquideas.
Hierbas epifitas o litéfitas; tallos angostos, cubiertos por vainas; hojas deciduas,
distribuidas a lo largo o en la mitad apical de los pseudobulbos, lanceoladas a ovadas;
inflorescencia apical, racimosa, multiflora; ovario pedicelado; flores vistosas, rosadas a
violeta-purpura, o blancas; sépalos y pétalos similares, subiguales, los pétalos mas
anchos; labelo libre o unido a la columna en su porcién basal, entero; disco
ornamentado; columna paralela o divergente al labelo, con alas membranosas o
carnosas, extendidas a cada lado del estigma; antera terminal, bilocular-polinios 4,
cerosos, subiguales; capsula elipsoide a cilindrica (Halbinger, 1972; Thien y Dressler
1970).

Clasificacion taxondmica

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Liliopsidae
SUBCLASE: Lilidae
ORDEN: Orchidales
FAMILIA: Orchidaceae
SUBFAMILIA: Epidendroideae
GENERO: Barkeria
ESPECIE: B. uniflora (La Llave & Lex.) Dressler & Halb.
Basénimo: Pachyphyllum uniflorum Lex.
Sindénimos: Barkeria elegans Knowles & Westc., 1838

Epidendrum elegans (Knowles & Westc) Rchb.f., Ann. 1872.
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Descripcion Botanica Barkeria uniflora (La Llave & Lex.) Dressler & Halb.

Planta herbacea cespitosa, de 12 a 2cm de alto; pseudobulbos fusiformes,
delgados, de 2.5 a 5 cm de largo, de 2 a 3.5 mm de diametro, formados por 3 ¢ 4
entrenudos, cubiertos por vainas escariosas, tubulares, blanquecinas, de 1 a 2 cm de
largo; hojas 4, distribuidas a lo largo del seudobulbo, deciduas, lamina lanceolada, de 3

a 7 cm de largo, de 0.5 a 1 cm de ancho, aguda.

Inflorescencia apical, racimosa, erecta, de 10 a 20 cm de largo, pedunculo
rollizo, delgado, de 3 a 7.5 cm de largo, cubierto completamente por bracteas
escariosas, tubulares, agudas, bracteas florales mucho mas pequefias que el ovario,
amplexicaules, oblongo-triangulares, de 3 a 7 mm de largo, de 1.5 a 2 mm de ancho,

agudas.

Flores de 3 a 5, simultdneas, resupinadas, de color violaceo claro, el labelo con
la mitad apical de color magenta, la columna con manchas rojas en la parte dorsal,
antera amarillenta; ovario rollizo, largo, de 15 a 30 mm de largo, de 1 a 2 mm de
diametro; sépalo dorsal extendido, eliptico, de 15 a 30 mm de largo, de (5)10 a 15 mm

de ancho, obtuso, 7-nervado.

Sépalos laterales extendidos, lanceolados, de 20 a 32 mm de largo, de 6 a 12
mm de ancho, agudos, 7-nervados; pétalos extendidos, cortamente unguiculados,

elipticos, de 18 a 30 mm de largo, de 10 a 17 mm de ancho, agudos, 7-nervados.

Labelo unido a la columna hasta una cuarta parte en su porcion basal, entero,
pandurado a obovado, de 21 a 29 mm de largo, de 13 a 23 mm de ancho, redondeado,
disco 3-carinado, las carinas prolongandose mas alla de la mitad de la lamina,

prominentes.
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Columna tubular, recta, de 13 a 15 mm de largo, de 1.5 a 2 mm de ancho, con 2
alas membranéaceas, elipticas, obtusas a los lados del estigma; antera transversalmente
semiorbicular; Capsula elipsoide, 6-quillada, de 24 mm de largo, 13 mm de grosor, con
un rostro de 11 mm de largo. (Garcia-Cruz et al., 2003). (Fig. 4).

Distribucion
Endémica de México, Cuenca del Rio Balsas y Llanura costera del Pacifico,

Nayarit, Jalisco, Michoacan, Estado de México, Guerrero y Oaxaca, reportada para
Puebla y Morelos. (Soto Arenas et al., 2008) (Fig. 5).

Figura 5. Distribucion de Barkeria uniflora (La Llave & Lex.) Dressler & Halb.

Ecologia

Crece en bosques tropicales caducifolios a una altitud que va de los 670 a 1300
msnm. Florece de octubre a enero con una mayor floracién en noviembre. En el Estado
de Michoacan se le conoce con el nombre “Corpus” y en Guerrero como “Tepalegua”.
(Soto Arenas et al., 2008)
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, 2008)

Figura 4. Barkeria uniflora (La Llave & Lex.) Dressler & Halb (Soto Arenas et al.

~ 20 ~



Estado de Conservacion

No Amenazada. Estd muy extendida, forma poblaciones muy grandes y tolera la
perturbacion, pero se ha colectado en grandes cantidades para abastecer su demanda
horticola, siendo una orquidea de corta duracién por lo que es siempre demandada.
(Soto Arenas et al., 2008). (Fig. 6).

Figura 6. Barkeria uniflora (La Llave & Lex.) Dressler & Halb
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CULTIVO IN VITRO DEL GENERO Barkeria

Navarrete-Valencia y colaboradores (2011) obtuvieron la induccion de brotes y
la regeneracion de plantas de la especie Barkeria uniflora a partir de tejido de hojas de
plantulas germinadas in vitro. Al utilizar una combinacién de 10 mg.L™" de &cido a-
naftalenacético (ANA) y 0.1 mg.L™* de N 6-bencil amino purina (BAP), obteniendo un
porcentaje promedio de ocho plantas con dos hojas y una raiz por cada explante

cultivado.

Arenas y Aguirre (2012) reportan la germinacion de Barkeria scandens a partir
de semillas inmaduras, obteniendo un porcentaje de germinacion de 45.84 % en medio
KC, 45.81 % en KC con almidon de papa, 44.23 % en medio MS con aditivo organico y

38.16 % en MS a la mitad de su concentracion.

Villafuerte (2013) cultivo in vitro secciones longitudinales de protocormos de
Barkeria whartoniana y secciones de hoja y tallo de B. scandens, logrando la
regeneracion de plantas completas, mediante la induccion de embriogénesis somatica.
Para la germinacion de las semillas de B. whartoniana se empled el medio de cultivo
MS, obteniéndose 90% de germinacién. Los explantes empleados para ambas
especies, fueron cultivadas in vitro, en medio MS y MS 50%, adicionados con distintas
concentraciones (0, 0.5, 1 mg.L™") de (ANA) y (0, 1, 2, 2.5 mg.L™") de (BAP); asi como,
con 50 mg."* de 4cido ascérbico, 4cido citrico y 1 g/L de carbén activado. La induccion

de los embriones sométicos se corroboré mediante el analisis estructural (histolégico).
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JUSTIFICACION

Las actividades humanas y asentamientos urbanos han inducido un uso
indiscriminado de recursos naturales, generando efectos negativos en la biodiversidad,
con la destruccion de los habitats. El deterioro de la cubierta vegetal, ha provocado
entre otros efectos la perdida y disminucion de especies vegetales (Ramamoorthy et al.,
1998).

México ha reconocido la urgente necesidad de proteger su flora, en particular
de la Orchidaceae por la depredacién general ocasionada por colectores profesionales
y aficionados, esto ademas de la destruccion general de sus habitats, ha causado un

enorme decrecimiento en las poblaciones naturales.

La Orchidaceae es importante desde varios puntos de vista: 1) ecoldgica y
biol6gicamente porque es una familia altamente especializada y 2) la belleza de sus

flores, ha motivado al comercio ilegal de especies.

Debido a la dificultad que presentan las semillas de las orquideas para germinar
en forma natural, se han desarrollado metodologias de germinacion asimbiética bajo
condiciones in vitro (Damon et al., 2004; Pedroza et al., 2005; Yamazaki y Kasumitzu,
2006; Pedroza y Mican, 2006; Haddix et al., 2006; Steele, 2007). Sin embargo, cada
especie de orquidea tiene diferentes necesidades de nutrientes para germinar, por lo
qgue hay que investigar cual es el medio de germinacion adecuado para cada una de
ellas.

Barkeria uniflora (Lex.) es una especie epifita con flores de gran belleza que se
ha visto afectada por la alteracion de su hébitat, propiciado por la intensa actividad
humana y por la extraccion de ejemplares adultos con fines de ornato o comerciales.
Una alternativa potencial no solo para mantener sino incrementar el numero de
individuos de ésta y otras plantas es el Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV), que ha

demostrado obtener altas tasas de multiplicacion a partir de un explante inicial.
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Con base a las potencialidades de produccion masiva de plantas de la técnica
de cultivo in vitro, se plantea el presente estudio con la orquidea de la especie Barkeria
uniflora aunado a la necesidad de generar conocimiento cientifico del desarrollo
asimbidtico y como una estrategia de conservacion con la finalidad de reducir la presion

en las poblaciones silvestres de esta especie.

HIPOTESIS

Si las semillas cultivadas in vitro de diferentes especies de orquideas, asi como
las de Barkeria whartoniana y B. scandens germinan asimbitticamente, ésto es sin la
presencia del hongo, sobre un medio de cultivo preparado con el tipo y concentracion
adecuados de sales inorganicas y carbohidratos, entonces se espera que las semillas
de Barkeria uniflora germinen al utilizar medios nutritivos con diferente composiciéon y
concentracion de sales minerales adicionados con una fuente exdgena de

carbohidratos simples como estimulo para desarrollar plantulas completas.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer un protocolo para la germinacion in vitro de Barkeria uniflora.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el medio de cultivo mas apropiado para la germinacion de Barkeria

uniflora.

Establecer la respuesta morfogénica del embrion durante su germinacion

asimbidtica in vitro con diferentes carbohidratos.

Evaluar el porcentaje de plantulas con al menos una raiz verdadera (Estadio 8)

en cada carbohidrato.

Determinar cudl concentracion de sales minerales genera mayor respuesta en la

germinacion de Barkeria uniflora.

Determinar que carbohidrato es el mejor estimulo para inducir el desarrollo

morfogénico durante la germinacion de Barkeria uniflora.
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MATERIAL Y METODO

Material Bioldgico

Para llevar a cabo la germinacién in vitro se utilizaron semillas de Barkeria
uniflora obtenidas del Banco de Semillas de la Unidad de Investigacion en Biologia
Vegetal de las FES Zaragoza, colectadas el 15 de Diciembre de 2012, en el Municipio

de Luvianos, Estado de México.

Evaluaciéon de Viabilidad

Para eliminar la posibilidad de utilizar semillas con baja respuesta, se determind la
viabilidad de estas, por medio del método bioquimico del TTC (cloruro de
trifeniltetrazolio) (Moreno, 1984; Vujanovic et al, 2000; Ortiz, 2001). Se tomaron tres
lotes de semillas que fueron colocados en sobres de papel filtro (2x2 cm). Los sobres
fueron sumergidos en una solucién de hipoclorito de sodio al 0.5 % de cloro disponible
adicionado con una gota de jaboén liquido durante 10 minutos, una vez pasado el tiempo
se enjuagaron con agua destilada estéril, para después colocarlos en una solucién de

tetrazolio al 1 % durante 24 horas en oscuridad a una temperatura de 23° C + 2° C.

Una vez transcurrido el tiempo los sobres fueron retirados de la solucion de
tetrazolio y se enjuagaron con agua destilada estéril. Las semillas dentro de los sobres
se observaron bajo el microscopio estereoscopico y se tomaron al azar dos lotes de 50
semillas, de las cuales se contaron las tefidas para posteriormente calcular el
porcentaje de viabilidad de éstas mediante un rango que iba desde el color rojo, naranja

y rosa (Moreno, 1984).
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Medios de Cultivo

Se utilizaron tres medios nutritivos con sales inorganicas analiticas, Kao y
Michayluk (KM), Murashige & Skoog (MS) y Knudson C (Anexo 1), en las siguientes
concentraciones: 100 %, 75 % y 50 %, cada uno adicionados con vitaminas (tiamina 2
ml/L, niacina 2.5 ml/L, piridoxina 0.5 ml/L y myo-inositol 100mg/L), 5 g/L de Agar-gel
como agente gelificante y carbon activado como antioxidante. El pH de los medios de
cultivo fue ajustado a 5.7, una vez preparado el medio se vacio a los frascos de cultivo

y se esterilizé en autoclave durante 20 min a 120°C, a una presion de 20 Ib/pulg.

Carbohidratos Experimentales

La fuente de carbono exdgena experimental para la germinacién asimbiotica de
las semillas de Barkeria uniflora fueron sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa y galactosa
en una concentracion de 30 g¢g/L. Las semillas se expusieron a los medios
suplementados con los carbohidratos experimentales durante 98 dias de cultivo, para
determinar cual o cuéles promovieron la morfogénesis de hojas y raices en los

embriones.

Se obtuvo un total de 54 tratamientos con 5 repeticiones cada uno, dando un total de
270 frascos de cultivo. Se evaluaron 60 semillas por tratamiento estableciendo un

cuadrante en el frasco, el cual fue el mismo durante toda la evaluacion. Cuadro 1
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Desinfestacion y siembra de semillas

Se realizaron un total de 270 sobres de papel filtro (2x2 cm), y en cada sobre se
colocaron aproximadamente 200 semillas de Barkeria uniflora asegurando los sobres
con un clip metélico. Las semillas en los sobres se desinfestaron en una solucion de
etanol al 70 % durante 5 minutos, para después transferirlas a una solucion de
hipoclorito de sodio al 0.5 % de cloro disponible adicionado con una gota de jabon

liquido durante 10 minutos y por ultimo se enjuagaron con agua destilada estéril.

El proceso de siembra se llevd a cabo en la sala de cultivo la cual previamente
se desinfectd, al igual que todas las superficies de contacto utilizando etanol al 70 %,

incluyendo la campana de flujo laminar y todo el material utilizado para la siembra.

Cada sobre con semillas se abri6 y se colocé dentro del frasco, para dejar

expuestas las semillas y en contacto con los medios de cultivo.

Los 270 frascos con las semillas se colocaron en la sala de incubacion a una
temperatura de 25° C £ 2° C, con una intensidad luminosa de 4670 lux y un fotoperiodo

de 16 horas luz por 8 de oscuridad.

~ 28~



Evaluacion de la Germinacion

Para evaluar la germinacion y el desarrollo de los diferentes estadios, en cada
uno de los tratamientos, se consider6 la descripcion A de estadios descritos vy
propuestos por Batigyna y colaboradores (2003), Espinosa (2004) y Shimura y Koda
(2004).

ESTADIO INDICE DE DESCRIPCION A

o VALOR | DESARROLLO
1 100 Semilla sin germinar -
2 200 Semilla hinchada y verde
3 300 Protocormo .
4 400 gﬁzc:cormo con primordio -
5 500 Protocormo con una hoja ’
6 600 Protocormo con dos hojas é
7 700 Protocormo con tres hojas
8 800 Plantula con raices ‘

El criterio para establecer que se inicio la germinacion fue a partir del estadio 2
0 semilla hinchada y verde. Durante 98 dias se registré6 semanalmente el porcentaje de
estadios para cada replica, la suma de los porcentajes de cada réplica di6 el total o 100

% de los individuos evaluados.

Evaluacion del indice de Desarrollo

Los cambios ontogénicos del embridén de las semillas de B. uniflora, durante el
proceso de la germinacion, fueron registrados en cada una de las repeticiones por
tratamiento cada siete dias durante 98 dias para establecer la ontogenia del embrién
durante su germinacion; asi como, para calcular el indice de desarrollo o I.D.

considerando ocho estadios ontogénicos.
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El indice de desarrollo es un indicador que refleja el estadio ontogénico de los
embriones durante el proceso de germinacién de las semillas y se calcula con la
sumatoria de los porcentajes obtenidos a partir del nimero de individuos registrados en
cada estadio ontogénico (ey) entre el total de individuos en la muestra (e) y multiplicado
por el valor del estadio ontogénico (x), de acuerdo con la siguiente formula:

8
ID=) (ex/e)(x)(100)
1

<
]

-
Il

Doénde:
x = Valor del estadio ontogénico
ex = Numero de individuos registrados en ese estadio ontogénico

e = Total de individuos de la muestra

Evaluacion del estadio 8 alos 98 dias de cultivo

Se determiné el porcentaje de plantula con raices (estadio 8) a los 98 dias de
iniciada la siembra en cada uno de las repeticiones por cada uno de los tratamientos de

exposicion.

Disefo estadistico

A los datos obtenidos del porcentaje de germinacién, del indice de desarrollo
durante la germinacion de semillas, del estadio de desarrollo mas avanzado presentes
a los 98 dias se les aplicé un andlisis de varianza (ANDEVA), utilizando el programa
estadistico computarizado Statgraphics Centurion XVI versién 16.1.15, para conocer Si
existieron diferencias significativas entre los tratamientos empleados durante el tiempo

de cultivo (Cuadro 2).
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RESULTADOS

Viabilidad

La evaluacion de la viabilidad permitio estimar de manera rapida la condicion
biologica de la semilla, la prueba con TTC se basa en la reaccion de ciertas enzimas de
las células vivas con la sal de este reactivo, donde se da la reduccion del tetrazolio

formandose un compuesto rojo llamado formazan (Moreno, 1984).

El maximo porcentaje de viabilidad registrado para las semillas de Barkeria
uniflora fue de 80 % de embriones tefidos, donde el rango de coloracién varié del rojo,
anaranjado y rosa. (Fig. 7).

Figura 7. Embriones tefiidos de Barkeria uniflora, evaluacion de la viabilidad con TTC.
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Germinacion de semillas de Barkeria uniflora

El ANDEVA del porcentaje de germinacion obtenido por el efecto de los
carbohidratos experimentales sobre la germinacion in vitro de las semillas de Barkeria
uniflora, a través del tiempo, independientemente del medio nutritivo y su
concentracion, demostré que existieron diferencias significativas (valor-P<0.0000).
(Anexo 2)

Al comparar las medias de los porcentajes de germinacion obtenidos de las
semillas en cada uno de los azucares experimentales, independientemente del tiempo
de cultivo, se comprobo6 que la galactosa fue diferente estadisticamente al resto de los

tratamientos con carbohidratos y con 0 % de germinacion (Anexo 2.1)

La germinacion de las semillas de B. uniflora, considerada como el momento en
que los embriones estaban hinchados con coloracion verde y rompiendo la testa
(estadio 2) (Fig. 8), comenzé a los 7 dias posteriores del cultivo con porcentajes que

iban desde el 76 % hasta el 90 %, excepto aquellas sobre galactosa.

Figura 8. Embrion verde hinchado

rompiendo la testa de Barkeria uniflora
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A partir de los 14 dias y hasta el final del cultivo se registré el mayor porcentaje
de germinacion, con un valor de 99 %, en aquellas semillas cultivadas en el medio de
cultivo sin carbohidrato (Testigo) y con carbohidratos excepto con galactosa donde

siempre fue 0 % (Fig. 9).
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Figura 9. Germinacién asimbidtica in vitro de Barkeria uniflora en los carbohidratos experimentales
(Fructosa (FR), Galactosa (GA), Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE)),
independientemente del medio nutritivo y concentracion de sales.
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Cuadro 3. Estadios ontogénicos registrados durante el desarrollo de la
germinacion in vitro de semillas de Barkeria uniflora.

Semilla sin
germinar
1 100
2 200 Embrién
hinchado y
verde
3 300 Protocormo
4 400 Protocormo
con primordio
foliar
5 500 Protocormo
con una hoja
6 600 Protocormo
con dos hojas
7 700 Protocormo
con tres hojas
8 800 Planta con
raices
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indice de Desarrollo

El ANDEVA del indice de desarrollo obtenido, durante la germinacion de las
semillas de Barkeria uniflora por el efecto del tiempo de cultivo, de los medios nutritivos,
concentraciones de sales inorganicas y los carbohidratos experimentales, mostré que
existieron diferencias significativas (Valor-P<0.0000) con un 95 % de confianza (Anexo
3).

Al comparar las medias de los indices de desarrollo obtenidos en cada uno de
los tiempos de cultivo, independientemente del medio nutritivo, de la concentracion de
sales y de los carbohidratos (Anexo 3.1), se comprobd que fueron estadisticamente
diferentes entre si, excepto los indices obtenidos a los 91 y 98 dias de cultivo donde los

valores fueron iguales estadisticamente entre si, como lo muestra la figura 10.
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Figura 10. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacion in vitro a través del

tiempo de cultivo.

Se observo que a los 7 dias de cultivo el valor promedio del indice de desarrollo
fue de 171 lo que indica que un 71 % de las semillas ya habian germinado (estadio 2) y
solo un 29 % permanecian sin germinar (estadio 1). A los 14 dias de cultivo el valor del
indice de desarrollo fue de 220, este valor reflejé6 que el 80 % de los embriones se
hincharon (estadio 2) y un 20 % de embriones ya se habian diferenciado en

protocormos (estadio 3).

~ 36 ~



El resto de los embriones hinchados continto su desarrollo y fue hasta los 42
dias de cultivo cuando se obtuvo un valor promedio de 301 lo que evidencio que el 99
% de los embriones hinchados se habian desarrollado en protocormos o estadio 3.
Finalmente, 98 dias después de la siembra, el 90 % de estos protocormos desarrollaron
un primordio foliar alcanzando el estadio 4 con un valor promedio del indice de
desarrollo de 410; mientras que, el 10 % restante de los protocormos desarroll6 una
hoja (estadio 5).

Al comparar las medias de los indices de desarrollo obtenidos en cada uno de
los medios nutritivos, independientemente del tiempo de cultivo, de la concentracion de
sales y de los carbohidratos, se observo que fueron diferentes estadisticamente entre si
(Anexo 3.2) (Fig. 11).

El medio de cultivo donde se alcanzé un mayor indice de desarrollo de las
semillas fue en el medio KM con un valor de 393 donde el 93 % de los protocormos
desarrollaron un primordio foliar (estadio 4), seguido por el medio MS con un indice de
336 donde solo el 36 % de los protocormos desarrollaron el primordio foliar y por ultimo
en el medio KC solo el 20 % de los embriones hinchados se desarrollaron en

protocormos con un indice de 220.
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Figura 11. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacion in vitro en los medios

nutritivos.
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D

Al graficar las medias de los indices de desarrollo para cada uno de los medios
nutritivos a través del tiempo, independientemente de la concentracion de las sales y de
los carbohidratos empleados, se comprob6 que la respuesta del desarrollo de los
embriones, durante la germinacion de las semillas de Barkeria uniflora fue diferente

para cada medio durante el cultivo, como se muestra en la Fig. 12.

De acuerdo a la figura 12, en el medio nutritivo Knudson C (KC) al final del
tiempo de cultivo, 98 dias, se alcanzé el valor promedio del indice de desarrollo de 242,
esto indico que el 58 % de los embriones de Barkeria uniflora permanecieron hinchados

(estadio 2) y el 42 % alcanz6 el estadio de protocormo (estadio 3).

En el medio nutritivo Murashige & Skoog (MS) el indice de desarrollo a los 14
dias fue de 234, donde el 66 % de los embriones se hincharon (estadio 2) y el 34 % se
diferenciaron en protocormo (estadio 3), este porcentaje del estadio 3 aumenté a los 35
dias al registrar un indice de desarrollo de 305.
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Figura 12. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacion in vitro en tres medios

nutritivos a través del tiempo de cultivo.
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Para los 77 dias de cultivo estos protocormos en el medio MS ya habian
generado un primordio foliar, alcanzando el estadio 4 con un indice de desarrollo de
406. A los 98 dias de cultivo el valor del indice de desarrollo fue de 436, donde el 64 %
de los protocormos presentaron primordio foliar, pero un 36 % ya habian desarrollado

la primera hoja (estadio 5).

Como se puede observar en la figura 12, el medio nutritivo Kao y Michayluk
(KM) fue el que promovio el mayor desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora
durante su germinacion, ya que para los 56 dias de cultivo el 80 % de los protocormos
ya presentaban un primordio foliar, con un valor del indice de desarrollo de 420 y un 20
% de los protocormos pudieron alcanzar el estadio de protocormo con una hoja,
finalmente a los 98 dias de cultivo el 58 % de los protocormos desarrollaron una hoja
(estadio 5), con un valor del indice de desarrollo de 552, mientras que el 42 % sigui6 su

desarrollo alcanzando el estadio de protocormo con dos hojas (estadio 6).

La comparacion de medias de los indices de desarrollo obtenidos en cada una
de las diferentes concentraciones de sales nutritivas, independientemente del tiempo
de cultivo, del medio nutritivo y los carbohidratos (Anexo 3.3) demuestra que al cultivar
las semillas con un 50 % de la concentracion de las sales el valor del indice de
desarrollo de 345 fue mayor y diferente estadisticamente a los valores de las dos
concentraciones restantes entre los cuales no existieron diferencias significativas (Fig.
13). 800
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Figura 13. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacion in vitro en las diferentes

concentraciones de sales.
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En la figura 13 se aprecia que en la concentracion de sales al 50 % el valor del
indice de desarrollo corresponde a 345 lo que indica que el 55 % de las semillas
permanecen como protocormos y el 45 % de estos han desarrollado primordio foliar; en
las concentraciones 100 % y 75 %, los valores del indice de desarrollo fueron 300 y 305

respectivamente, lo que indica el desarrollo de protocormos (estadio 3) principalmente.

La comparacion de medias de los indices de desarrollo obtenidos en cada uno
de los carbohidratos experimentales, independientemente del tiempo de cultivo, del
medio nutritivo y de las concentraciones (Anexo 3.4) indica que el mayor valor del
indice de desarrollo, y diferente estadisticamente, se obtuvo al utilizar la maltosa como
carbohidrato experimental; mientras que con la galactosa se obtuvo el menor indice de

desarrollo (Fig. 14).
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Figura 14. Desarrollo durante la germinacion in vitro de semillas de Barkeria uniflora en los carbohidratos
experimentales (Fructosa (FR), Galactosa (GA), Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo
(TE)).

En la figura 14 se puede observar que la galactosa fue el carbohidrato
experimental que inhibié el desarrollo de los embriones durante la germinacién de
Barkeria uniflora, ya que el valor del indice de desarrollo de las semillas obtenido fue de

100 e indica que el 100 % de las semillas permanecieron sin germinar o estadio 1.
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Al téermino de los 98 dias de cultivo se evalud la viabilidad de las semillas
expuestas a la Galactosa. El porcentaje de viabilidad registrado fue de 0 %, ya que los

embriones observados carecian de tincion.

Se pudo observar que en el Testigo, con ausencia de carbohidratos, se obtuvo
un indice de 200 donde el 100 % de los embriones se hincharon alcanzando el segundo

estadio de desarrollo.

El desarrollo obtenido sobre la sacarosa y la glucosa fue igual estadisticamente,
con valores de 351 y 367 respectivamente, lo que indico que el 51 % y el 67 % de los
protocormos, cultivados en sacarosa y glucosa respectivamente, presentaban 4pice

foliar (estadio 4).

La fructosa fue el segundo carbohidrato donde se generé una mayor repuesta
morfogénica con un valor del indice de desarrollo de 411, lo que indica que el 11 % de
los protocormos generaron una hoja. La Maltosa fue el carbohidrato donde se generé la
mayor respuesta morfogénica, ya que el valor promedio del indice de desarrollo fue de
470, donde el 70 % de los protocormos desarrollaron una hoja y el 30 % permanecieron

en estadio de protocormo con primordio foliar.

indice de Desarrollo en el Medio Murashige & Skoog

Al efectuar el ANDEVA para el indice de desarrollo obtenido, durante la
germinacion in vitro de las semillas de Barkeria uniflora, por efecto del medio Murashige
& Skoog (MS), mostré que existieron diferencias significativas (Valor-P<0.0000) en el
tiempo de cultivo, en la concentracion de sales y los carbohidratos experimentales, asi

como entre sus interacciones con un 95% de nivel de confianza (Anexo 3.5).
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Al realizar la comparacion de las medias de los indices de desarrollo obtenidos
en cada uno de los tiempos de cultivo con el medio MS, independientemente de la
concentracion de sales y de los carbohidratos (Anexo 3.6), se comprobd que fueron
estadisticamente diferentes entre si, excepto los indices obtenidos a los 42 y 49 dias de
cultivo que resultaron estadisticamente iguales entre si; asi mismo, los registrados a los

56 y 63 dias, como a los de 84, 91 y 98 dias de cultivo, como lo muestra la figura 15.
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Figura 15. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacion in vitro en el medio

Murashige & Skoog a través del tiempo de cultivo.

En la figura 15 se aprecia que el mayor indice de desarrollo se obtuvo a los 98
dias de cultivo con un valor de 436, donde el 36 % de los protocormos desarrollaron
una hoja (estadio 5) y el 64 % permanecieron con primordio foliar (estadio 4); sin
embargo, este valor fue igual estadisticamente a los obtenidos a los 84 y 91 dias de
cultivo con 426 y 435 respectivamente, lo cual demuestra que a los 84 dias de cultivo el
26 % de los protocormos generaron una hoja y a los 91 dias el 35 %. Estos valores del
indice de desarrollo obtenidos en los tres ultimos dias de cultivo fueron diferentes

estadisticamente al resto de los valores obtenidos.
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Al realizar la comparacion de medias para el indice de desarrollo obtenidas en
cada una de las concentraciones de sales (100 %, 75 % y 50 %) del medio nutritivo MS,
independientemente del tiempo de cultivo y de los carbohidratos, se observd, que con
la concentracién de 50 % el valor del indice de desarrollo obtenido, 382, fue mayor y
diferente a los valores de las dos concentraciones restantes los cuales resultaron

iguales estadisticamente (Anexo 3.7) (Fig. 16).
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Figura 16. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante la germinacién in vitro por el efecto de

la concentracion de sales del medio nutritivo Murashige & Skoog.

En la figura 16 se muestra que con 50 % de la concentracion de las sales del
medio MS el 82 % de los protocormos presentan primordio foliar, con el 100 % y 75 %

de la concentracién solo el 27 % y el 1% respectivamente generan primordio foliar.

El efecto de la concentracién de sales del medio nutritivo MS se aprecia en la
figura 17, se observa que a los 7 dias de cultivo entre el 72 % y 75 % de las semillas
de Barkeria uniflora, en las tres concentraciones de sales, presentaron embriones
verdes e hinchados (estadio 2). El valor del indice de desarrollo se incremento a los 14
dias de cultivo, lo cual reflej6 que el 15 % de los embriones verdes e hinchados en la
concentracion al 75 % de las sales se habian desarrollado en protocormos (estadio 3);

mientras que, con 100 % y 50% se desarrollaron 33 % y 54 % respectivamente.
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Figura 17. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacion in vitro en diferentes

concentraciones de sales del medio nutritivo Murashige & Skoog a través del tiempo de cultivo.

A los 35 dias de cultivo solamente las semillas cultivadas en el medio MS al 50
% de la concentracion de sales presentaron un 37 % de protocormos con primordio
foliar (estadio 4), el valor del indice de desarrollo obtenido fue 337. A los 56 dias de
cultivo, el valor del indice de desarrollo, para la concentracion de 50 % de sales MS se
incrementd, obteniendo un valor de 432, el cual indicé que el 32 % de los protocormos
presentaban una hoja (estadio 5) y el 68 % permanecia con primordio foliar (estadio 4),
en las concentraciones de 100 % y 75 % el valor del indice fue de 352 y 304
respectivamente, lo cual refleja que con 100% de sales, en este tiempo, el 52 % de
protocormos presentaban primordio foliar; mientras que con 75 % solo el 4 %. Al final
del cultivo (98 dias), en la concentracion de 50 % el valor del indice fue de 502, el cual
refleja que el 2 % de los protocormos desarrollaron dos hojas y el 98 % permanecio con
una hoja. Como se puede observar la concentracion de 50 % de sales del medio MS, se
obtiene una mayor respuesta morfogénica seguida por el MS al 100 % con un indice de
desarrollo de 423 y en la concentracidbn de 75 % se mantuvo la menor respuesta

morfogénica llegando a un valor de 383.
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Al realizar las comparaciones multiples de los indices de desarrollo obtenidos en
cada uno de los carbohidratos utilizados, independientemente del tiempo de cultivo y de
la concentracion de sales del medio MS se observa que los valores de todos los indices

fueron diferentes estadisticamente. (Anexo 3.8) (Fig. 18).

Bm - =
700 - 3
600 - a =
- a .

S00 £ T b £ E
a : . -
400 £ + E
r 3 ]

300 £ d =
200 - e T =
100 £ - E

FR GA GL NA SA TE
CARBOHIDRATO

Figura 18. Desarrollo durante la germinacion in vitro de semillas de Barkeria uniflora en medio MS
expuestas a Fructosa (FR), Galactosa (GA), Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).

La Galactosa no induce el desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora puesto
que el valor del indice fue de 100, resultando menor y diferente estadisticamente al
resto. En el Testigo los embriones se hinchan logrando el segundo estadio de

desarrollo.

La Sacarosa estimula el desarrollo de 52 % de protocormos (estadio 3) y un 48
% de protocormos con primordio foliar obteniendo un indice de desarrollo de 348. La
Glucosa también tiene el mismo efecto estimulante en las semillas obteniendo un indice
de desarrollo de 393, 7 % de protocormos (estadio 3) y 93 % de protocormos con
primordio foliar (estadio 4). Se puede observar que la maltosa y fructosa tienen el
mismo efecto estimulante para las semillas, considerando a estos dos carbohidratos
grupos homogéneos y estadisticamente similares, ya que los protocormo de Barkeria

uniflora desarrollan una hoja (estadio 5).
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indice de Desarrollo en el Medio Kao y Michayluk

Al realizar el ANDEVA para el indice de desarrollo obtenido durante la
germinacion in vitro de las semillas de Barkeria uniflora por efecto del medio Kao y
Michayluk (KM), se observd que existieron diferencias significativas (Valor-P<0.0000)
en el tiempo de cultivo, en la concentracion de las sales y en los carbohidratos
empleados. (Anexo 3.9)

Al realizar la comparacion de las medias de los indices de desarrollo obtenidos
en cada uno de los tiempos de cultivo con el medio KM, independientemente de la
concentracion de sales y de los carbohidratos, se comprobdé que fueron

estadisticamente diferentes entre si (Fig. 19) (Anexo 3.10).
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Figura 19. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante la germinacion in vitro en el medio KM.

Se aprecia en la figura 19 el indice de desarrollo promedio obtenido en las
semillas de Barkeria uniflora sembradas en el medio de cultivo KM, a los 7 dias del
cultivo el valor del indice de desarrollo fue de 159 esto indico que el 59 % de las
semillas ya habian comenzado el proceso de germinacion encontrandose en el estadio
2.
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Para los 14 dias del cultivo 67 % de los embriones permanecieron hinchados y
verdes, (estadio 2); mientras que, el 33 % de los embriones se desarrollaron en
protocormos (estadio 3), el valor del indice de desarrollo fue de 233.

A partir de los 35 dias el indice de desarrollo fue de 333, el 67 % permanecio
como protocormos (estadio 3) y un 33 % de protocormos que generaron su primordio
foliar (estadio 4). A los 56 dias de cultivo el 80 % de los protocormos tenian un
primordio foliar (estadio 4), mientras que el 20 % generaron la primera hoja (estadio 5),
el valor del indice de desarrollo fue de 420

El indice de desarrollo se incrementd para los 84 dias de cultivo, llegando a un
valor de 525, donde se observo el desarrollo de la primera hoja en los protocormos (75
% de ellos), para estos dias de cultivo el 25 % de los protocormo habian desarrollado la
segunda hoja. Para los 98 dias solo increment6 el valor del indice de desarrollo hasta
llegar a 552. Obteniendo un 52 % de protocormos con dos hojas.

Al realizar la comparacion de medias para el indice de desarrollo obtenido en
las semillas sembradas en el medio KM en concentraciones de 100 %, 75 % y 50 %, se
pudo observar que no existieron diferencias significativas entre las concentraciones de

las sales inorganicas (Fig. 20). (Anexo 3.11).
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Figura 20. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacion en las diferentes

concentraciones de sales del medio KM.
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Como se puede observar en la figura 20, las tres concentraciones de sales del
medio KM tienen el mismo efecto estimulante para el desarrollo morfogénico de las
semillas de B. uniflora puesto que el valor del indice oscila 374 y 412, resultando
estadisticamente iguales, con los cuales se induce el desarrollo de protocormos con

apice foliar principalmente y protocormos con una hoja.
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Figura 21. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacién en las diferentes

concentraciones de sales del medio KM, a través del tiempo.

En la figura 21 se aprecia a los 7 dias de cultivo que las semillas comienzan con
el proceso de germinacién ya que para las tres concentraciones se observé mas del 50
% de los protocormos hinchados. A los 14 dias, para las tres concentraciones ya se
habia establecido por completo el estadio 2; sin embargo, se observé el desarrollo del
estadio 3 o protocormo en los siguientes porcentajes 100 % (16 %), 75 % (38%) y 50 %
(45 %).

A los 28 dias de cultivo en las sales diluidas a la mitad de su concentracion, el
estadio 3 se establecid por completo, para las concentraciones de 100 y 75 % sigui6

aumentando el nimero de protocormos pero sin llegar al 100 %.
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Para los 56 dias de cultivo el porcentaje de protocormos con primordio foliar
para el KM al 50 % fue de 39 %, el 61 % se encontraba en el estadio 5, para el 75 %
el valor del indice era de 403 (estadio 4). Para el KM al 100 % se observé un 95 % de

protocormos con un primordio foliar.

El valor del indice de desarrollo se increment6 para los 63 dias, en el KM al
50% se alcanzo el estadio 5 o protocormos con una hoja, el valor del indice de
desarrollo fue de 502. Mientras que en el KM al 75 % el 61 % de los protocormos
estaban en el estadio 4y el 39 % ya habian alcanzado el estadio 5. Para el KM al 100

% solo el 20 % de los protocormos habian desarrollado una hoja.

A los 98 dias de cultivo el estadio 5 se establecié por completo pero se pudo
observar el desarrollo de la segunda hoja en los protocormos y este porcentaje vario
para cada concentracion. En el caso del KM al 100 % se gener6 un 35 %, para el 75 %
un 57 % y para el KM al 50 % un 64 %, siendo esta concentracion la que genero el
mayor porcentaje de protocormos con dos hojas.

La comparacion de medias para el indice de desarrollo obtenido con respecto a
los carbohidratos utilizados independientemente de la concentracion de sales del medio
KM vy del tiempo, refleja que el valor del indice para la sacarosa, maltosa, glucosa y

fructosa es mayor y diferente al resto (Fig. 22) (Anexo 3.12).
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Figura 22. Desarrollo durante la germinacion in vitro de semillas de Barkeria uniflora en medio KM expuestas a
Fructosa (FR), Galactosa (GA), Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).
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Como se observa en la figura 22 no hubo diferencias significativas entre cuatro
azucares (maltosa, fructosa, glucosa y sacarosa), ya que las cuatro tuvieron el mismo
efecto estimulador para el desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora, los estadios
alcanzados por las semillas para los cuatro carbohidratos fue el de protocormo con una

hoja (estadio 5) y protocormo con dos hojas (estadio 6).

Sin embargo, para el Testigo se observa que los embriones Unicamente se
hinchan y toman una coloracién verde, (estadio 2). La galactosa no induce el desarrollo
morfologico de las semillas de Barkeria uniflora ya que posteriormente de los 98 dias de

cultivo las semillas permanecen en el estadio 1.

indice de Desarrollo en el Medio Knudson C

Al realizar el ANDEVA para el indice de desarrollo en la germinacion de las
semillas de Barkeria uniflora sembradas en el medio de cultivo Knudson C, se observo
qgue existieron diferencias significativas (Valor-P<0.0000) entre el tiempo de cultivo, la

concentracion de las sales y los carbohidratos empleados. (Anexo 3.13).

Al realizar la comparacién de las medias de los indices de desarrollo obtenidos
en cada uno de los tiempos de cultivo, independientemente de la concentracion de
sales y de los carbohidratos (Anexo 3.14), se comprob6 que fueron estadisticamente
diferentes entre si (Fig. 23)
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Figura 23. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacién en medio KC a través

del tiempo de cultivo.

Se aprecia en la figura 23 el indice de desarrollo promedio obtenido en las
semillas de Barkeria uniflora sembradas en el medio de cultivo KC, a los 7 dias del
cultivo el valor del indice de desarrollo fue de 181 el 81 % de las semillas comenzaron
el proceso de germinacién al hincharse y tornarse de color verde, estadio 2. Para los
28 dias, se alcanzo el 100 % de embriones hinchados y verdes. El valor del indice de

desarrollo fue de 201.

Los embriones siguieron su desarrollo hasta los 98 dias de cultivo, donde se
observo el incremento del indice de desarrollo hasta alcanzar un valor de 242, para este
tiempo el 58 % de los embriones aun se encontraban en el estadio 2 y el 42 % de los

embriones desarrollaron protocormos.
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Se observa en la figura 24 que al realizar la comparacion de medias para el
indice de desarrollo obtenido en las semillas sembradas en el medio KC en las
concentraciones de 100 %, 75 % y 50 %, (Anexo 3.15). El medio nutritivo KC a la mitad
de su concentracion es el que genera mayor respuesta morfogénica en las semillas de
B. uniflora, puesto que el valor del indice fue de 240, resultando mayor y

estadisticamente diferente al resto de las concentraciones.
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Figura 24. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacion en las diferentes

concentraciones de sales del medio KC.
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Figura 25. Desarrollo de las semillas de Barkeria uniflora durante su germinacion en las diferentes

concentraciones de sales del medio KC, a través del tiempo.
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El efecto de la concentracion de sales del medio KC a través del tiempo,
independientemente de los carbohidratos experimentales se aprecia en la figura 25,
donde a los 7 dias de cultivo las semillas ya habian comenzado el proceso de
germinacion ya que en las tres concentraciones se observé que mas del 50 % de los

embriones se hincharon y tomaron una coloracién verde. (Fig. 25).

Para los 14 dias de cultivo se alcanzd el 100 % de embriones hinchados y
verdes, (estadio 2), en las concentraciones de 100 y 75% con un indice de desarrollo de
200 y 201 respectivamente. Mientras que en el medio KC al 50 %, el 82 % de los

embriones habian alcanzado este estadio.

El valor del indice de desarrollo siguié6 aumentando y para los 28 dias en las
tres concentraciones se pudo observar el estadio 2. El estadio maximo alcanzado por
las semillas después de los 98 dias de cultivo fue en el medio KC a una concentracion
de 50% donde el 88 % de los embriones se desarrollaron en protocormo, seguido por el
medio KC al 75 % de concentracién de sales con un porcentaje de protocormos de 38
% y al 100 % con un 6 %.

La comparacion de medias para el indice de desarrollo con respecto a los
carbohidratos utilizados independientemente de la concentracion del medio KC y del
tiempo, muestra que se generaron diferencias, excepto en el valor del indice de las
semillas sin exposicion a un azlcar y para las expuestas a glucosa y sacarosa, Cuyos

valores son iguales entre si. (Fig. 26) (Anexo 3.16).
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Figura 26. Desarrollo durante la germinacion in vitro de semillas de Barkeria uniflora en medio KC
expuestas a Fructosa (FR), Galactosa (GA), Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).

La maltosa es el carbohidrato que genera mayor estimulo en el desarrollo de las
semillas de Barkeria uniflora ya que al estar expuestas a este carbohidrato el 80 %
alcanzé el estadio de protocormo con primordio foliar con un indice de desarrollo de
380. Seguido por la Fructosa con la cual se el 68 % de los protocormos formaron un

primordio foliar.

La sacarosa, glucosa y el testigo tuvieron el mismo efecto estimulador para el
desarrollo morfogénico, ya que en los tres los embriones se hincharon y se pusieron
verdes, se obtuvo un indice de desarrollo de 200. Posteriormente de los 98 dias de
cultivo, las semillas que se encontraban expuestas a la galactosa no se desarrollaron,

pues gque estas permanecieron en el estadio 1.
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Respuesta Morfogénica en los diferentes Carbohidratos

Medio MS al 100 %

La respuesta morfogénica de las semillas de B. uniflora durante el cultivo en los
tratamientos con el medio nutritivo MS al 100 % de su concentracion adicionado con
cada uno de los carbohidratos experimentales se pudo observar (Fig. 27) que el mayor
indice de desarrollo se obtuvo a partir de los 91 dias en aquellas semillas expuestas a
maltosa donde se desarrollaron un 46 % de plantulas competas (estadio 8). Seguido
por la fructosa en la cual se generaron un 93 % de plantulas con tres hojas (estadio 7).
Las semillas expuestas a glucosa y sacarosa llegaron al estadio 4 (protocormo con
primordio foliar), las semillas expuestas al medio MS sin ningun azucar se hincharon
pero no siguieron su desarrollo, y las sembradas en galactosa después de los 98 dias

no tuvieron respuesta alguna (estadio 1).
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Figura 27. Respuesta morfogénica de Barkeria uniflora en MS al 100 %, expuestas a Fructosa (FR), Galactosa (GA),
Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).
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Medio MS al 75 %

Para el caso de las semillas sembradas en el medio MS al 75% se observa que
existieron diferencias significativas entre los carbohidratos utilizados, como lo muestra
la figura 26. El valor del indice de desarrollo mas alto fue de 746 obtenido en la maltosa

donde se observaron plantulas completas (estadio 8). (Fig. 28)

Las semillas expuestas a la fructosa lograron después de los 98 dias de cultivo
un porcentaje de 66 % de protocormos con primordio con una hoja (estadio 5), mientras
que el 34 % continlo en el estadio 4.

El estimulo logrado por la sacarosa permitiéo que los protocormos desarrollaran
un primordio foliar (estadio 4), el valor alcanzado fue de 400. Mientras que en la glucosa
el 86 % de las semillas alcanzé el estadio de protocormo con primordio foliar. El indice
de desarrollo obtenido en el testigo fue de 200, semillas hinchadas y en la galactosa no

se induce respuesta morfogénica.
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Figura 28. Respuesta morfogénica de Barkeria uniflora en MS al 75 %, expuestas a Fructosa (FR), Galactosa (GA),
Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).
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Medio MS al 50 %

En la figura 29 se puede observar que las semillas expuestas a fructosa desde
los 77 dias completaron su desarrollo obteniéndose plantas completas (estadio 8). En la
maltosa se obtienen un valor del indice de desarrollo de 740, logrando un 40 % de
plantas completas (estadio 8). Las semillas sembradas en glucosa también muestran
buen desarrollo logrando alcanzar el estadio 7 (planta con tres hojas).

La respuesta morfogénica de las semillas expuestas a la sacarosa fue de 480, donde el
80 % alcanzaron el estadio de protocormo con una hoja (estadio 5), el estadio 2

prevalecio en el testigo y la galactosa no induce respuesta morfogénica.
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Figura 29. Respuesta morfogénica de Barkeria uniflora en MS al 50 %, expuestas a Fructosa (FR), Galactosa (GA),
Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).

Medio KM al 100 %

La respuesta morfogénica obtenida en la maltosa y sacarosa fue la misma
ambas promueven la formacion de plantas con tres hojas (estadio 7) y plantas
completas (estadio 8), el valor del indice de desarrollo fue de 780 y 766

respectivamente. (Fig. 30)
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La fructosa y la glucosa tienen el mismo efecto inductor de la respuesta
morfogénica y del desarrollo, ya que al final de los dias de cultivo ambas alcanzaron un
80 % de planta con tres hojas (estadio 7).
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Figura 30. Respuesta morfogénica de Barkeria uniflora en KM al 100 %, expuestas a Fructosa (FR), Galactosa (GA),
Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).

Medio KM al 75 %

A los 98 dias de cultivo se aprecia que las semillas expuestas a la fructosa,
glucosa y maltosa, terminan su desarrollo generandose plantas completas (estadio 8).
El valor del indice de desarrollo alcanzado en las semillas sembradas en el medio
adicionado con sacarosa fue de 666, donde se observé un 66 % de plantas con tres
hojas (estadio 7). (Fig. 31)
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Figura 31. Respuesta morfogénica de Barkeria uniflora en KM al 75 %, expuestas a Fructosa (FR), Galactosa (GA),
Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).

Medio KM al 50 %

En la figura 32 se observa que desde los 91 dias de cultivo las semillas
expuestas a la fructosa y glucosa finalizan su desarrollo ya que se generaron plantas
completas (estadio 8). Las semillas sembradas en sacarosa y maltosa también
alcanzaron el ultimo estadio pero en un menor porcentaje el cual fue de 40 %. La
galactosa no induce la respuesta morfogénica de las semillas de Barkeria uniflora ya

gue las semillas permanecen en el estadio 1 hasta el final del cultivo.
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Figura 32. Respuesta morfogénica de Barkeria uniflora en KM al 50 %, expuestas a Fructosa (FR), Galactosa (GA),
Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).
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Medio KC al 100 %

Se aprecia en la figura 33 que el estadio mas alto que se pudo alcanzar fue el
de protocormo con un valor del indice de desarrollo de 326, en las semillas sembradas
en el medio adicionado con Maltosa. En la fructosa, glucosa, sacarosa y el testigo los
embriones se hinchan y se ponen verdes pero no siguen con su desarrollo. Mientras

gue la galactosa tiene un efecto negativo en las semillas de Barkeria uniflora.
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Figura 33. Respuesta morfogénica de Barkeria uniflora en KC al 100 %, expuestas a Fructosa (FR),
Galactosa (GA), Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).

Medio KC al 75 %

El maximo estadio morfogénico alcanzado se obtiene en el medio KC
adicionado con maltosa donde se observaron protocormos con una hoja (estadio 5),

con un indice de desarrollo de 464. (Fig. 34).

En la fructosa, glucosa, sacarosa y el testigo los embriones se hinchan y se

ponen verdes pero no siguen con su desarrollo.
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Figura 34. Respuesta morfogénica de Barkeria uniflora en KC al 75 %, expuestas a Fructosa (FR),
Galactosa (GA), Glucosa (GL), Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).

Medio KC al 50 %

Para el caso de las semillas sembradas en el medio KC al 50 % se observa que
existieron diferencias significativas entre los carbohidratos utilizados, como lo muestra
la figura 35. El valor del indice de desarrollo mas alto fue de 666 obtenido en la maltosa
donde se observé un 66 % de plantulas con tres hojas (estadio 7). El estimulo logrado
por la fructosa permiti6 que las semillas alcanzaran un 26 % de protocormos con

primordio foliar y un 74 % de protocormos al final del cultivo.
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Figura 35. Respuesta morfogénica de Barkeria uniflora en KC al 50 %, expuestas a Fructosa (FR), Galactosa (GA), Glucosa (GL),
Maltosa (MA), Sacarosa (SA) y Testigo (TE).
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Plantas Completas a los 98 dias de cultivo

El analisis de varianza demostré que existieron diferencias significativas (Valor-
P<0.0000) entre el tipo de medio de cultivo utilizado y el carbohidrato al que estuvieron
expuestas las semillas, estos factores tuvieron un efecto estadisticamente significativos

sobre el porcentaje de plantas completas con un 95 % de confianza. (Anexo 3.1.7).

Al comparar las medias de los porcentajes de plantas completas demostré que
existieron diferencias significativas entre el tipo de medio de cultivo utilizado y el
carbohidrato al que estuvieron expuestas las semillas. EI medio de cultivo donde se
alcanzo el porcentaje de plantas completas (estadio 8) (Fig. 40) mas alto fue en el KM
con un valor de 54 %, seguido por el medio MS donde se obtuvo un 35 % y el menor
porcentaje se aprecia en el medio KC con un 5% de plantas completas. (Fig. 36) (Anexo
3.18).
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Figura 36. Desarrollo de plantas completas de Barkeria uniflora en los diferentes medios nutritivos.
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En el medio nutritivo KC se observé, que la adicion de maltosa es la que genera
el mayor porcentaje de plantas completas con un valor de 29 %, seguido por la fructosa
con un 6 %, los demas azucares no generan plantas completas. (Fig. 37)

90 -
g 80 -
E 70
& 60 -
5
S 50
%)
E 40
Z 30
g
T 20
BQ 10 -

o —

FR GA GL MA SA TE
CARBOHIDRATOS

Figura 37. Porcentaje de plantas completas de Barkeria uniflora en el medio KC y en los carbohidratos

expuestos.

La interaccion del medio KM con los diferentes carbohidratos, demuestra que la
fructosa, maltosa y sacarosa tienen el mismo efecto estimulante en la formacién de
plantas completas, ya que al adicionar estos carbohidratos al medio se obtiene un
porcentaje de 83 %. Seguido por la glucosa con un 78 % y el testigo y la galactosa no

generan plantas completas. (Fig. 38)
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Figura 38. Porcentaje de plantas completas de Barkeria uniflora en el medio KM y en los carbohidratos

expuestos.
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En el medio nutritivo MS se observo, que la adicion de maltosa es la que genera
el porcentaje mas alto de plantas completas el valor alcanzado fue de 84 %, seguido
por la fructosa donde su generaron un 69 % de plantas completas, mientras que con la

adicion de glucosa se alcanz6 un 36 % y con sacarosa un 21 %. (Fig. 39)
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Figura 39. Porcentaje de plantas completas de Barkeria uniflora en el medio MS y en los carbohidratos

expuestos.

Fig. 40 Planta con raices de Barkeria uniflora. | 1 o 3
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DISCUSION

La prueba de viabilidad con tetrazolio permiti6 determinar la condicion
fisiolégica de los embriones de las semillas de Barkeria uniflora, esta prueba se basa en
la respiracion de las semillas viables, al momento de respirar liberan enzimas
deshidrogenasas, el hidrogeno liberado por la reaccién de la deshidrogenasa en los
tejidos vivos se combina con la sal del tetrazolio que es incolora para formar un
pigmento rojo (formazan) tifiendo a los embriones vivos de las semillas de Barkeria
uniflora. Es claro que los embriones no coloreados indican poca actividad de las células

embrionarias o muerte (Moreno 1984; Ortiz, 2001).

La viabilidad de las semillas expuestas a galactosa fue nula, Ernst y
colaboradores (1971) reportan que la galactosa es tdxica para la germinacion

asimbidtica in vitro de las semillas de orquidea, provocando la inhibicién de éstas.

De acuerdo con Arditti y Ernst (1993), los porcentajes de germinacion de
orquideas epifitas alcanzados sobre un medio asimbiotico son mayores al 50%; Santos
y colaboradores (2005), reportan un porcentaje de germinacion de 70 a 90% para Laelia
albida utilizando el medio de Knudson C, suplementado con extracto de papa.
Schneiders y colaboradores (2012) reportaron 45% de germinacién para Cattleya
forbessii en el medio MS y 90% para Cattleya harrisoniana en MS adicionado con 2.5
gL-1 de carbon activado, a los 30 dias de cultivo.

Resultados obtenidos con orquideas del estado de Tabasco: Trichocentrum
ascendens, Trichocentrum carthagenense, Oncidium sphacelatum y Trichocentrum
lindenii, han obtenido resultados aceptables con promedios de germinacion de semillas
de un 70 a 90% (Mayo et al., 2008).
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Lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde
bajo condiciones in vitro se obtuvo un porcentaje de germinaciéon de 99%. Villafuerte
(2013), reporté que al utilizar el medio MS, se obtenia un alto porcentaje de

germinacion mayor al 90% en las semillas de Barkeria whartoniana y B. scandens.

Lee y Lee (1991) reportaron que la germinacion en semillas de orquideas
ocurre entre los 30 y 60 dias de cultivo. De acuerdo con Cortes, 2006; Neyra y Rosas,
1998 reportan que para Laelia speciosa el proceso de germinacion inicia a los siete dias
de cultivo. Esto concuerda con los resultados obtenidos para este estudio en semillas
de Barkeria uniflora donde se pudo observar que a los 7 dias ya se ha alcanzado un
80% de germinacion y para los 14 dias de cultivo se logra el mayor porcentaje de
germinacion 99%. Resultados similares se obtuvieron para Barkeria scandens donde se
logré la germinacion de semillas a los 15 dias posteriores de la siembra, (Arenas y
Aguirre, 2012).

Como se puede observar en la Figura 5 la germinacion se lleva a cabo en casi
todos los carbohidratos a los que se expusieron las semillas de Barkeria uniflora,
también se pudo observar que en el Testigo donde no se encuentra la adicion exégena
de un azucar también se logra la germinacion. Estos resultados nos indican que el
estimulo de un carbohidrato no es fundamental para el inicio del proceso germinacion
(Harrison y Arditti, 1978; Ernst y Rodriguez, 1984; Leroux et al., 1995; Neyra y Rosas,
1998; Cortes, 2006). Esto nos hace inferir que es indistinto el hecho de que haya
carbohidrato o no para que se dispare el proceso de germinacion, ya que las semillas
sélo necesitan humedad para iniciar dicho proceso.

Ernst y colaboradores (1971) reportaron que la adicion de galactosa al medio
de cultivo llega a inhibir el crecimiento de las orquideas, lo cual concuerda con los
resultados de este estudio ya que las semillas de Barkeria uniflora expuestas a
galactosa no germinan. Nambiar et al., 2012, observaron que la galactosa no promueve

la formacion de cuerpos parecidos a protocormos en el hibrido de Dendrobium.
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No existe comparacion alguna entre la germinacion in vitro y la germinacion en
condiciones naturales, ya que en condiciones naturales sélo germinan una de 5 000 a
una de 20 000 semillas, dependiendo del sitio (Hagsater et al 2005), por lo que se
puede decir que en la germinacion in vitro existe una mayor ventaja en la germinacion,
ya que todos los factores ambientales que inciden en la germinacion ex vitro, se pueden

controlar en el laboratorio.

Al realizar la comparacion de las medias de los valores del indice de desarrollo
se obtuvo que existieron diferencias significativas entre los medios de cultivo
empleados independientemente de la concentracion de las sales y los carbohidratos a

los que se expusieron las semillas de Barkeria uniflora.

Alvarez (2012), reporta que el medio KM adicionado con carb6n activado
incrementa el desarrollo de plantulas a partir de protocormos con una hoja en
Trichocentrum pachyphyllum. Rodriguez (2013), observd que el medio de cultivo KM
adicionado con carbén activado favorece el desarrollo ontogénico de las plantulas de
Epidendrum radicans. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente
estudio donde se demuestra que la germinacién y desarrollo de Barkeria uniflora se ve

favorecido en el medio de cultivo KM.

Lopez-Roberts y colaboradores (2007) obtuvieron en Epidendrum sp. después
de 42 dias de cultivo, el estadio de protocormo con primordio foliar en los medios de
cultivo MS. Arenas y Aguirre (2008), reportan que para Barkeria scandens las semillas
alcanzan el estadio de protocormo con primordio foliar a los 50 dias en medio MS. Sin
embargo, en el presente estudio con B. uniflora el desarrollo de protocormos con
primordio foliar en el medio MS invirti6 40 dias mas ya que se alcanza este estadio

hasta los 98 dias de cultivo.

Aparentemente, la necesidad elevada de nutrimentos en el cultivo in vitro
responde al hecho de que la plantula no es capaz de asimilar eficientemente los
nutrimentos disponibles en el medio de cultivo (Romero-Tirado, 2007), ya que necesita

una micorriza para su adecuada asimilacion de nutrientes.
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Al utilizar las sales basales, de los medios nutritivos, diluidas a la mitad de su
concentracion fueron las que generaron una mayor respuesta para la germinacion in
vitro de B. uniflora independientemente del medio de cultivo usado, estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Massaro y colaboradores, (2012) en Epidendrum

secundum sembradas en medio MS a la mitad de su concentracion.

En diferentes especies de orquideas de Tabasco se han obtenido resultados
aceptables con promedios de germinacion de 90 % empleando el medio MS al 50 % de

su concentracion. (Mayo et al., 2008).

Estos resultados se deben a que las orquideas epifitas como es el caso de
Barkeria uniflora estdn acostumbradas a recibir nutrientes diluidos en pequefnas

cantidades pero de forma constante. (Menchaca y Moreno 2011).

Al exponer las semillas de B. uniflora a diferentes fuentes exdgenas de
carbohidratos se pudo observar que la maltosa tiene un efecto positivo en la
germinacion y en el desarrollo de las semillas de esta especie, lo cual concuerda con
George et al., 2008, quien reporta que la maltosa sirve como una fuente de carbono y

como un agente osmotico superando a la sacarosa.

Existen pocos reportes sobre el uso de la maltosa como fuente exdégena de
azucar, Abu y colaboradores 2005, reportan el uso de este carbohidrato en la
generacion de cuerpos parecidos a protocormos (PLB’s) a partir de callo en

Doritaenopsis.

Comparando a la maltosa con la sacarosa, la hidrdélisis de sacarosa se produce
a un ritmo mas rapido en comparacion con la tasa de absorcion de los azucares en el
tejido de la planta, mientras que la maltosa se hidroliza mas lentamente, lo que ayuda a

la absorcion de este azlcar en las plantas ( Yu et al., 2000).
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La fructosa es una fuente de carbono y energia para el embridn, siendo el
estimulo disparador para su desarrollo morfogénico durante su germinacion (Luna y
Barba, 1993), esto concuerda con los resultados obtenidos ya que las semillas de
Barkeria uniflora alcanzan el estadio de protocormo con primordio foliar al ser

expuestas a este azucar.

Murdad et al.,, 2010, reportaron en Phalaenopsis gigantea un indice de
desarrollo de 537, para las semillas expuestas al estimulo de fructosa seguido por la
glucosa (495) y sacarosa (493), resultados muy similares con los obtenidos en este

trabajo.

Como se observa en la Figura 10, las semillas que se exponen a la galactosa
no germinan, esto concuerda con lo reportado por Ernst y colaboradores (1971),
expone que la D-galactosa llega a ser toxica para las semillas de orquidea, ya que
retrasa el crecimiento de las plantas, rompe el tonoplasto de las células y se invagina la
envoltura nuclear, lo que sugiere que este azucar altera los factores responsables del

mantenimiento de la permeabilidad de la membrana.

Las semillas de Barkeria uniflora que fueron sembradas en medio MS registran
un mayor desarrollo y crecimiento a una concentracion del 50 % de las sales
inorganicas, seguidas por las sembradas al 100 %. Y el desarrollo ontogénico se ve
favorecido por la maltosa y la fructosa, (Figura 11 y 12). Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Aguilar-Morales y Lopez-Escamilla (2013), donde el medio MS al 50
% favorecié la germinacion de Laelia speciosa en un tiempo de 10 dias y en MS al 100

% este proceso comienza a los 16 dias.

Romero-Tirado (2007), reportan que en Laelia anceps género muy cercano a
Barkeria, el medio MS al 100 % y MS al 50 % favorece el desarrollo de plantulas

vigorosas, con dos 0 mas raices y mayor biomasa para la germinacion.

Estos resultados se deben a que el Medio MS es rico en sales minerales, lo que
favorece el desarrollo de plantulas de Barkeria uniflora, incluso cuando se utilizé a la

mitad de su concentracion.



Alvarez (2012), observé el desarrollo de caracteristicas morfoldgicas favorables,
como vigor, pigmentacién y tamafio, en las plantulas de T. pachyphyllum cultivadas en
el medio KM. Rodriguez (2013), indica que el medio KM, adicionado con carbon
activado, favorece el desarrollo ontogénico de las plantulas de Epidendrum radicans.

Lo que concuerda con los resultados obtenidos en las semillas sembradas en el
medio KM, donde la germinacién y desarrollo se favorece en la concentracion de 50 y al
75 % de las sales del medio. El estimulo de la maltosa, fructosa, glucosa y sacarosa fue

similar ya que todas inducen el desarrollo de Barkeria uniflora (Figura 15y 16).

Romero-Tirado, 2007. Reporta que para Laelia anceps se genera solo un 5 %
de plantas en medio KC al 100 y 50 %. Estos resultados coinciden con los reportados
en el presente estudio, donde se observo que el medio KC indujo la germinacién pero
genera poca respuesta morfogénica en las semillas de Barkeria uniflora, esto se debe a
que el medio KC esta formulado especialmente para la germinacién de orquideas
(Arditti & Ernst 1993), pero este medio es muy pobre en sales minerales, lo que no

favorece el desarrollo de las orquideas en este.

Los resultados obtenidos en la respuesta morfogénica durante la siembra de las
semillas de Barkeria uniflora, expuestas a diferentes fuentes exdgenas de
carbohidratos. Demostraron que la maltosa y la fructosa inducen una mejor respuesta
morfogénica en los embriones de esta especie, llegando a formar plantas completas al
término de los 98 dias de cultivo, sin embargo los demas carbohidratos también son

una buena fuente de energia y de induccién de la morfogénesis.

Lo que concuerda con lo reportado por Neyra y Rosas (1998), para Laelia

speciosa, donde la fructosa y la glucosa inducen el desarrollo morfogénico del embrion.

Asi mismo, Buentello y Sanchez (1998), reportan que la sacarosa promueve el
desarrollo del embrion y de plantulas con raices en Laelia speciosa. Cortes, 2006,
menciona que la Fructosa como fuente exdégena de carbon y de energia induce el

desarrollo morfolégico del embrion en las semillas de Laelia speciosa.
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Nambiar y colaboradores (2012), obtienen un mayor peso fresco de cuerpos
parecidos a protocormos PLB’s de Dendrobium, en medios adicionados con Fructosa

seguida de Glucosa y Sacarosa.

Esto se debe a que los azlcares, especialmente glucosa y sacarosa estimulan
el crecimiento de las células. Tanto la glucosa y la sacarosa juegan un papel esencial
en la aceleracion del proceso de la division celular mediante la mejora especificamente
la expansion celular y el fomento de la acumulacion de reservas en los embriones de

las plantas Borisjuk et al., 2003.

Al final de los dias de cultivo de Barkeria uniflora se pudieron observar plantas
completas (estadio 8), éstas se encontraron en casi todos los tratamientos y en los
diferentes carbohidratos a las que se expusieron, siendo en el testigo y la galactosa en

donde no se formaron.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Arena y Aguirre (2012), donde
pudieron observar plantas completas de Barkeria scandens a los 97 dias de cultivo.
Cortes, 2006, obtiene mayor numero de plantas completas en medios adicionados con

fructosa.

Villafuerte (2013) obtuvo plantas completas de Barkeria whartoniana a partir del
cultivo in vitro de secciones longitudinales de protocormos en medio MS y MS al 50 %
a los 180 dias de cultivo y de B. scandens mediante el cultivo in vitro de secciones de
diferentes tipos de explante (tallo y hoja) en medio MS y MS al 50 % después de 180
dias.

Neyra y Rosas, 1998 reportan que en el medio donde se mantiene constante el
estimulo de fructosa y glucosa se obtiene un mayor porcentaje de plantas completa.
Alvarez, 2012, reporta la generacion de plantas completas de Trichocentrum

pachyphyllum a los 90 dias en medio KM y Peters.

~71 ~



CONCLUSIONES

El proceso de germinacion de las semillas de Barkeria uniflora inicia a los 7 dias

y alcanza su maximo porcentaje a los 14 dias.

Los medios de cultivo que inducen el maximo porcentaje de germinacion de
Barkeria uniflora son aquellos suplementados con Maltosa, Fructosa, Glucosa y
Sacarosa.

El medio de cultivo donde se induce en menor tiempo el proceso de germinacion
y el desarrollo de plantulas de B. uniflora es el Kao y Michayluk (KM), seguido
por el Murashige & Skoog (MS) y por ultimo el Knudson C (KC).

Al utilizar cualquiera de las sales basales de los medios nutritivos diluidas a la
mitad de su concentracibn se promueve el mayor desarrollo durante la

germinacion de las semillas de B. uniflora.

El méximo porcentaje de plantas completas se desarrollan en el medio KM con el
estimulo de Fructosa, Maltosa y Sacarosa y en MS con Maltosa.

El proceso de germinacion de B. uniflora se inhibe al adicionar Galactosa en el

medio de cultivo e induce la perdida de viabilidad.

La Maltosa y Fructosa, como fuente exdégena de carbono y de energia, son el
mejor estimulo disparador para el desarrollo morfogénico de plantulas con hojas

y raices de Barkeria uniflora.

Se establecié un protocolo para la germinacion in vitro de Barkeria uniflora, con

el cual se logré un 99 % de germinacion y un 84 % de plantas completas.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion de las sales inorganicas analiticas de los medios nutritivos.

Compuestos Murashige & Skoog Kao y Michayluk Knudson C
(MS)
mg I™ (KM) (KC)
NH;NO; 1650 600 -
KNO; 1900 1900 -
CaCl,.2H,0 332.2 453 -
MgSO, 370 146.55 250
KH,PO, 170 170 250
(NH,),S0, - - 500
Ca(NOs),4H,0 - - 1000
H3;BO; 6.2 3 -
MnS0O,;.4H,0 223 10 5.682
ZnS0,4.7H,0 8.6 2 -
Na,Mo0, 0.25 0.25 -
CuS0,.5H,0 0.025 0.025 -
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 -
Kl 0.83 0.75 -
FeS0O,.7H,0 27.85 27.8 25
Na,EDTA.2H,0 37.27 37.3 -
KCI - 300 -
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Anexo 2 Resultados

Andlisis de varianza para el porcentaje de Germinacion.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  |Razdn-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A TIEMPO 20400,7 13 1569,28 58,16 0,0000
B:CARBOHIDRATO 3,08703E6 5 617406, 22882,64 10,0000
INTERACCIONES
AB 8245,2 65 126,849 4,70 0,0000
RESIDUOS 58927,4 2184 (26,9814
TOTAL (CORREGIDO) 3,1746E6 2267
Anexo 3 Analisis de varianza para ID por todos los tratamientos.
Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  [Razén-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:TIEMPO 1.18391E7 13 910697. 675.80 0.0000
B:MEDIO 1.1662E7 2 5.83098E6 4326.96 [0.0000
C:[] SALES 8971109. 2 448559, 332.86 0.0000
D:CARBOHIDRATO 3.66459E7 5 7.32918E6 5438.72 0.0000
INTERACCIONES
AB 3.85781E6 26 148377. 110.11 0.0000
AC 365690. 26 14065.0 10.44 0.0000
AD 6.70277E6 65 103120. 76.52 0.0000
BC 339768. 4 84942.1 63.03 0.0000
BD 7.38154E6 10 738154. 547.76 0.0000
CD 653856. 10 65385.6 48.52 0.0000
ABC 176622, 52 3396.58 2.52 0.0000
ABD 2.67445E6 130 20572.7 15.27 0.0000
ACD 399344, 130 3071.88 2.28 0.0000
BCD 1.29029E6 20 64514.4 47.87 0.0000
ABCD 9122009. 260 3508.5 2.60 0.0000
RESIDUOS 2.03756E6 1512 |1347.59
TOTAL (CORREGIDO) 8.78359E7 2267

Anexo 3.1 Pruebas de Rangos Multiples para ID por Tiempo.

TIEMPO [Casos |MedialS [SgmalS [GruposHomogéneos
7 162 171.679 2.88418 (X

14 162 220.735 2.88418 X

21 162 241.037 2.88418 X

28 162 253.605 2.88418

35 162 283.599 2.88418 X

42 162 301.321 2.88418 X

49 162 310.136 2.88418 X

56 162 335.802 2.88418 X

63 162 350.519 2.88418 X

70 162 365.235 2.88418

77 162 381.352 2.88418 X
84 162 397.556 2.88418 X
91 162 408.321 2.88418 X
98 162 410.42 2.88418 X




Anexo 3.2 Prueba de Rangos Mdltiples para ID por Medio nutritivo.

MEDIO |[Casos |Media Grupos Homogéneos
KC 756 220439 (X

MS 756 336.476 X

KM 756 392.652 X

Anexo 3.3. Prueba de Rangos Multiples para ID por Concentracion de Sales.

[] SALES [Casos |Media Grupos Homogéneos
100% 756 300.259 |X

75% 756 304.78 X

50% 756 344.528 X

Anexo 3.4 Prueba de Rangos Mdltiples para ID por Carbohidratos.

CARBOHIDRATO Casos |Media Grupos Homogéneos
GA 378 100.0 X

TE 378 199.27 X

SA 378 351.423 X

GL 378 367.177 X

FR 378 411.254 X

MA 378 470.011 X

Anexo 3.5 Analisis de varianza para el ID por Medio MS.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio |Razon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:TIEMPO 4.62787E6 13 355990. 243.51 0.0000
B:[] SALES 857752. 2 428876. 293.36 0.0000
C.CARBOHIDRATO 1.56934E7 5 3.13867E6 2146.94 0.0000
INTERACCIONES

AB 302518. 26 11635.3 7.96 0.0000
AC 3.18814E6 65 49048.2 33.55 0.0000
BC 1.01782E6 10 101782. 69.62 0.0000
ABC 546499. 130 (4203.84 2.88 0.0000
RESIDUOS 736812. 504 11461.93
TOTAL (CORREGIDO) 2.69708E7 755
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Anexo 3.6 Prueba de Rangos Mdltiples para ID por Tiempo (MS).

TIEMPO |Casos |MedialS |SgmalS |GruposHomogéneos
7 54 173.926 5.20315 [X

14 54 234.648 5.20315 X

21 54 254.667 5.20315 X

28 54 270.37 5.20315 X

35 54 305.685 5.20315 X

42 54 323.741 5.20315 X

49 54 327.704 5.20315 X

56 54 360.593 5.20315 X

63 54 369.481 5.20315 X

70 54 386.815 5.20315 X
77 54 406.37 5.20315 X
84 54 425.556 5.20315 X
91 54 434.815 5.20315 X
98 54 436.296 5.20315 X

Anexo 3.7 Prueba de Rangos Multiples para ID por Concentracion de Sales (MS).

[] SALES |Casos [Media Grupos Homogéneos
75% 252 301.095 (X

100% 252 326.544 (X

50% 252 381.79 X

Anexo 3.8 Prueba de Rangos Multiples para ID por Carbohidratos (MS).

CARBOHIDRATO Casos |Media Grupos Homogéneos
GA 126 100.0 X

TE 126 199.683 X

SA 126 348.778 X

GL 126 393.325 X

FR 126 476.5 X

MA 126 500.571 X

Anexo 3.9 Andlisis de varianza para el ID por Medio KM.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:TIEMPO 1.07883E7 13 829868. 392.19 0.0000
B:[] SALES 182461. 2 91230.5 43.12 0.0000
C:.CARBOHIDRATO 2.3062E7 5 4.61239E6 2179.81 0.0000
INTERACCIONES

AB 112889. 26 4341.87 2.05 0.0018
AC 5.3954E6 65 83006.2 39.23 0.0000
BC 477649. 10 47764.9 22.57 0.0000
ABC 370587. 130 (2850.67 1.35 0.0129
RESIDUOS 1.06644E6 504 |2115.96
TOTAL (CORREGIDO) 4.14557E7 755
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Anexo 3.10 Prueba de Rangos Mdltiples para ID por Tiempo (KM).

TIEMPO |Casos |MedialS |SgmalS |GruposHomogéneos
7 54 159.852 6.25975 |X

14 54 233.111 6.25975 X

21 54 268.815 6.25975 X

28 54 289.259 6.25975 X

35 54 333.037 6.25975 X

42 54 359.926 6.25975 X

49 54 381.815 6.25975 X

56 54 420.222 6.25975 X

63 54 454.0 6.25975 X

70 54 473.63 6.25975 X

77 54 497.981 6.25975 X
84 54 525.111 6.25975 X
91 54 547.778 6.25975 X
98 54 552.593 6.25975 X

Anexo 3.11 Prueba de Rangos Mdltiples para ID por Concentracion de Sales (KM).

[] SALES |Casos [Media Grupos Homogéneos
100% 252 373504 [X
75% 252 392.897 |X
50% 252 411556 |X

Anexo 3.12 Prueba de Rangos Mdltiples para ID por Carbohidratos (KM).

CARBOHIDRATO Casos |Media Grupos Homogéneos
GA 126 100.0 X

TE 126 198.317 X

SA 126 505.492 X

GL 126 508.524 X

FR 126 514.437 X

MA 126 529.143 X

Anexo 3.13 Analisis de varianza para el ID por Medio KC.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:TIEMPO 280718. 13 21593.7 46.45 0.0000
B:[] SALES 196674. 2 98336.8 211.53 0.0000
C.CARBOHIDRATO 5.27209E6 5 1.05442E6 2268.11 0.0000
INTERACCIONES

AB 126906. 26 4881.01 10.50 0.0000
AC 793683. 65 12210.5 26.27 0.0000
BC 448677. 10 44867.7 96.51 0.0000
ABC 394467. 130 (3034.36 6.53 0.0000
RESIDUOS 234304. 504 |464.889
TOTAL (CORREGIDO) 7.74752E6 755
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Anexo 3.14 Prueba de Rangos Multiples para ID por Tiempo (KC).

TIEMPO |Casos |MedialS |SgmalS |GruposHomogéneos
7 54 181.259 293412 |X

14 54 194.444 2.93412 X

21 54 199.63 2.93412 X

28 54 201.185 2.93412 X

35 54 212.074 2.93412 X

42 54 220.296 2.93412 X
49 54 220.889 2.93412 X
56 54 226.593 2.93412 X
63 54 228.074 2.93412 XX
70 54 235.259 2.93412 XX
77 54 239.704 2.93412 X
84 54 242.0 2.93412 X
98 54 242.37 2.93412 X
91 54 242.37 2.93412 X

Anexo 3.15 Prueba de Rangos Muiltiples para ID por Concentracion de Sales (KC).

[] SALES |[Casos [Media Grupos Homogéneos
100% 252 200.73 X

75% 252 220.349 X

50% 252 240.238 X

CARBOHIDRATO Casos |Media Grupos Homogéneos
GA 126 100.0 X

GL 126 199.683 X

TE 126 199.81 X

SA 126 200.0 X

FR 126 242.825 X

MA 126 380.317 X

Anexo 3.16 Prueba de Rangos Muiltiples para ID por Carbohidratos (KC).

Anexo 3.17 Andlisis de varianza para el porcentaje de plantas completas a los 98 dias de cultivo.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:MEDIO 721429 2 36071,5 108,31 0,0000
B:CARBOHIDRATO 106570, 5 21314,0 64,00 0,0000
INTERACCIONES

AB 49439,9 10 4943,99 14,85 0,0000
RESIDUOS 53951,6 162 (333,034
TOTAL (CORREGIDO) 294160, 179

Anexo 3.18 Prueba de Rangos Multiples para el porcentaje de plantas completas a los 98 dias de cultivo.

MEDIO Casos [MedialLS |SgmalS |GruposHomogéneos
KC 54 5,85185 2,48341 X

MS 54 35,1852 2,48341 X

KM 72 54,1667 2,15069 X
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