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RESUMEN

Un eﬁc1ente sistema de germ1nac1on fue desarrollado para Masdevallza
1 auropurpurea Relch una orquldea endemlca ¥ en'vias de extincion. En este
“estudio se evalud el efecto de la i mteraccmn entre los cuatro factores 31gu1entes
medios bésicos de cultivo (Murashlge y Skoog ( 1962) Knudson C. (1946),
e Hidro-Coljap®), carbén activado (0 y 0.5 %(w/v)), dcido glberehco (0. 0
2.68 y 5.37 uM) y la calidad de luz (luz blanca, luz roja, luz roja lejana y os-
curidad) en la germinacién asmlblétlca de Masdevallia auropurpurea Reich.
El mejor porcentaje y tiempo de germinaci6n fue logrado eri el medio basico
Hidro-Coljap®, enriquecido con 2.68 uM de 4cido giberélico, bajo luz roja
con un fotoperiodo de 16 horas. La presencia del carbon activado, aunque
no estimulé la germinacién, favorecié el desarrollo de las pléntulas de M.
auropurpurea Reich. Este estudio describe un protocolo que permite alcanzar
mds de 330.000 pldntulas dentro de 40 semanas a partir de una capsula de
esta importante orquidea: Este protocolo, un modelo de conservacion para
especies que se/er'lcuentr'an en vias de extincién, permite la propagacién a
gran escala de M. auropurpurea Reich.

!
;
i
i

*  Universidad Distrital Francisco José de Caldas. ~
Facultad de Ciencias y Educacién. Proyecto Curricular de Licenciatura en Biologia
Teléfonos: 3419618; Fax: 3419619: Correo electrénico: jpedroza@udistrital.edu.co

CENTRO DE INVESTIGACIONES Y DESARROLLO CIENTIFICO rE -

4N



= I Ciencias Basicas
)

Palabras clave
Masdevallia auropurpurea, orquidea, germinacion in vitro, acido giberélico
(GA,), carbén activado, calidad de luz.

ABSTRACT

i An efficient seed germination system was developed for Masdevallia auro-

purpurea Reich., an endemic and endangered orchid of the prairies of Bo-
gotd, Colombia. The effects of four facts (Murashige and Skoog salts (1962);
Knudson C salts (1946); and Hidro-Coljap® salts), activated charcoal (0 and
0.5 %(w/v)), gibberellic acid (0.0; 2.68 and 5.37 uM), and four light qualities
(white light, darkness, red light and f ar-red light) on asymbiotic germination
of Masdevallia auropurpurea Reich., f., were studied. The best germination
percentage and germination time was obtained on agar solidified medium
supplement with Hidro-Coljap® salts and 2.68 uM gibberellic acid under red

- light with a photoperiod of 16 h. The addition of activated charcoal did not

stimulate either germination or the development of Masdevallia auropur-
purea seedlings. This study describes a single medium-based protocol able
to achieve more than 330,000 seedlings within 40 wk, startihg from a single
capsule. This protocol is sufficient for both large-scale propagation and in
vitro conservation of this threatened orchid.

Key words |
Masdevallia auropurpurea, orchids, in vitro germination, gibberellic acid
(GA,), activated charcoal, light quality.

INTRODUCCION

Masdevallia auropurpurea Reich. se encuentra en vias de extincién como
consecuencia de su disminucién en niimero, debido a la pérdida de su habi-
tat y la alta presi6én de coleccién (Instituto Alexander von Humboldt, 1997).
Esta especie tiene una muy baja tasa de multiplicacién (Grillo et al., 1985;
Rivera, 1998). No se han reportado investigaciones acerca del desarrollo de
protocolos de propagacién o conservacién de M. auropurpurea Reich., a
pesar de su potencial valor comercial como una flor de excelente fragancia
y como planta de maceta. Ademds, sus flores parecen contener metabolitos
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secundarios, empleados en la medicina aromadtica tradicional, que ain no
han sido determinados y pueden ser de gran utilidad en los campos farma-
céuticos a mediano y largo plazos (Ruiz, 1996; Ortiz, 2000). La propagacién
a gran escala es un requisito para satisfacer los requerimientos farmacéuticos
y evitar la desaparicién de esta planta de gran valor y en vias de extmaon
Para los requerimientos comerciales y la conservacién de esta especie es
indispensable establecer métodos de propagacion rapida y a gran escala. La
germinacion in vitro permite la produccién de gran nimero de pldntulas
en un corto periodo. De hecho, varios métodos han sido reportados para la
‘micropropagacién de orquideas (Dixon, 1987; Margara, 1988; Shimasaki y
Uemoto, 1991; Arditti y Ernst, 1993; Seeni y Latha, 1994; Nayak et al., 1998;
Chan y Chang, 2000; Takahashi et al., 2000; Murthy y Pyati, 2001; Zettler et
al.,2001; Bowles et al., 2002; Peldez, 2002; Pyati et al., 2002; Park et al., 2002;
Chen et al., 2002; Martin, 2003; Chen y Chang, 2004).

En el caso de una orquidea rara o que se éncuentre en vias de extincion, es
necesario acudir a métodos artificiales de propagacién (por ejemplo, metodo-
logias in vitro) en que el cultivo de semillas es una estrategia de propagacién
masiva sin la destruccién del material de origen (Krikorian, 1991; Zettler
et al., 2001). El cultivo asimbi6tico de semillas tiene especial significancia,
debido a que en condiciones naturales, con los hongos formadores de mico-
rrizas germinan menos del 5% de las semillas, mientras que esta metodologfa
permite que germinen entre el 90 y el 100% de las semillas (Kushnir, 1985),
y logra reducir en 85%, aproximadamente, el tiempo de germinacién de
semillas de orquidea, que in vivo puede requerir un periodo cercano a los 3
afios (Devesa, 1997).

Este estudio describe, por primera vez, el efecto de la interaccién entre medios
bésicos de cultivo, dcido giberélico, carbén activado y calidad de laluz en la
germinacién de M. auropurpurea Reich. Con la germinacion de semillas de
Masdevallia auropurpurea Reich. in vitro, se contribuye con un protocolo
para la propagacién masiva de esta especie, como herramienta para su con-
servacion ecolégica, manteniendo la variabilidad natural presentada en los
procesos de propagacién sexual o genérativa para el establecimiento de bancos
de germoplasma (Okada, 2001) y para su potencial explotacién sostenida, que
alargo plazo podria ampliarse hacia la comercializacién, teniendo en cuenta
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Que la certificacién de que una especie ha sido propagada artificialmente
puede facilitar su exportacién (Zambrano, 2000; Rivera, 1998). '

{ MATERIALES Y METODOS o

El establecimiento del protocolo de germinacién de Masdevallia auropurpurea
! Reich. in vitro se obtiene siguiendo estos pasos:

1.

Coleccién de capsulas. Se colectaron cdpsulas maduras de 8 meses. de
edad, de M. auropurpurea Reich., resultantes de la polinizacién natural
en 4reas forestales de la sabana de Bogotd, Cundinamarca, durante los
meses de enero y febrero de 2005.

Desinfeccién de las semillas. Las semillas fueron extraidas del fruto y

desinfectadas directamente con hipoclorito de sodio al 0.5% por 10
minutos y enjuagadas 10 veces con agua destilada estéril en condiciones
asépticas en el laboratorio.

Siembra de las semillas in vitro. Las semillas desinfectadas fueron sus-
pendidas en agua destilada estéril y homogeneizadas con la ayuda de un
agitador magnético a 6 rpm. Posteriormente, alicuotas de 20 pl fueron
inoculadas en cada frasco de cultivo (120 ml de capacidad) con 20 ml
de medio de cultivo. Cada alicuota tenfa en promedio 1.200 semillas de
orquideas, que fueron cultivadas en los siguientes tres medios basicos

de cultivo: Murashige y Skoog (1962); Knudson (1946); Hidro-Coljapp
(Fertilizante inorgdnico). Los tres medios bésicos fueron suplementados

con carbén activado (0y 0.5 % (w/v)) y 4cido giberélico (AG,) (0.0;2.68

y 5.37 pM). Ademas, a todos los medios se les suministré 3% (w/v) de

sacarosa y 0.8 % (w/v) de agar. El pH de todos los medios fue ajustado

a 5.8 antes de ser esterilizados a una presién de 1.06 kg/cm™ por 20

minutos.

Incubacién de las unidades experimentales. Los cultivos fueron incuba-
dos en luz blanca (20 pmol m%s! dada por luz fluorescente), oscuridad,
luz roja filtrada (660 nm; 20 pmol m?s' dada por luz fluorescente) y luz
roja lejana filtrada (700-800 nm; 20 pmol m?s dada por luz incandes-
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cente), a 20 +2°C, hasta alcanzar pequefios protocormos redondos (2.5
mm de didmetro) con un fotoperiodo de 16 h. A continuacién, fueron
transferidos a condiciones de luz durante 8 semanas a 25-30 pmol ms!
(tubos fluorescentes de luz dia FL-20D/18, 20 W, China Electric Co.,
Taipei). La germinacién de semillas fue estimada por el registro del
tiempo de germinacién y el porcentaje de germinacién de las semillas
con embriones hyalinos redondos u ovoides (embriones viables) para
cada tratamiento..

Andlisis estadistico -

Las semillas fuero‘n'distribuidas de acuerdo con un disefio completamente
aleatorio con arreglo factorial de 3.x 2 x 3 x 4, tres formulaciones de medios
de cultivo (Murashlge y Skoog (. 1962) Knudson (1946), e Hidro-Coljap), dos
concentraciones de carbdn activado (0; 0.5.%(w/v)), tres concentrac1ones de
AG, (0.0;2.68; 5.37 uM), y cuatro tipos de luz (luz blanca, oscuridad, luz roja
y luz roja le)ano) paraun total de 72 tratamlentos que. evaluaron el tiempoy
el porcentaje de germmacxén de las semillas de M. auropurpurea Reich. En
cada tratamiento se trabajaron diez réplicas, cada una de las cuales estaba
representada por un frasco de cultivo, con aproximadamente 1.200 semillas,
para un total de 720 frascos. Los datos fueron analizados estadisticamente
empleandola prueba de Tukey (Steel y Torrie, 1985) a fin de establecer el
mejor tratamiento con respecto al tiempo de germinacion y al porcentaje de
germinacién de las semillas de M. auropurpurea Reich. El andlisis estadistico
permite evidenciar el efecto interactivo entre las siguientes cuatro variables
trabajadas en esta investigacién: las tres formulaciones de medios de cultivo,
las dos concentraciones de carb6n activado, las tres concentraciones de AG,
y los cuatro tipos de luz. ‘

{ RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de los medios basales, el carbon activado, el 4cido giberélico yla calidad
t de luz senal6 diferencias estadisticas altamente significativas (P<0.01) entre los
72 tratamientos evaluados. A continuacién se analizan estas diferencias.

Efecto del medio basal
El mayor porcentaje de germinacién y el menor tiempo de germinacién
de las semillas de M. auropurpurea Reich. se obtuvo en el medio de cultivo
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Hidro-Coljap® (figura 1). Estos resultados muy seguramente se deben a las
altas concentraciones de los elementos f6sforo y potasio que presenta este
fertilizante cuando es comparado con las formulaciones MS y KC. Ademas,
cuando las semillas de orquideas inician el proceso de germinacién én aso-
ciaciones simbidticas, mejoran mucho la absorcién de fosfatos, nitratos y
otros elementos, como el potasio. El medio MS fue inferior en el nimero de
semillas germinadas al compararlo con las formulaciones Hidro-Coljap® y
KC. Esto significa que la concentracién de las sales de las formulaciones MS
y KC se encuentra muy por debajo de la formulacién Hidro-Coljap®. La alta
densidad de sales presente en la formulacién Hidro-Coljap®‘fue adecuada en
el proceso de germinaci6n de las semillas de M. auropurpurea Reich., debido a
que el potasio, en su presentacién como KH,PO,, KCL y KNO, juega un 'paﬁ_el
importante en la regulacién osmética, actividad enzimatica y traslocacién
de azicares, mientras que la energia celular dependé del fésforo, en especial
cuando se aporta como NaH,PO, H,0 o KH,PO, (Cafias, 1993; Karp, 1998;
Taiz y Zeiger; 1998; Azcon y Talon, 2000; Salisbury y Ross, 2000). -
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Figura 1 Efecto del medio basal en el tiempo y porcenta;e de germinacién de semillas de
M. auropurpurea Reich. ,

Esto confirma el hecho de que las semillas germinaron mejor en el medio
que presenta altas concentraciones de microelementos y macroelementos,
donde el 78.2% la germinacién tuvo lugar después de 45 dias. De hecho,
los altos contenidos de amonio y potasio, presentes en la formulacién Hi-
dro-Coljap®, favorecieron el proceso de germinacioén, teniendo en cuenta
que los iones de amonio y potasio son los méds importantes en el cultivo de
embriones (Pierik, 1990).

La alta tasa de germinacién obtenida en el medio Hidro-Coljap®estuvo
acompaiiada por un buen crecimiento de protocormos. Este resultado fue
similar a los reportados por Chen (1978), Gonzalez (1980) y So-Young et
al., (2002), quienes obtuvieron una gran proliferacién de protocormos al
emplear el fertilizante inorganico Hiponex® como medio de cultivo, en
lugar del medio tradicional. Esto es importante porque los requerimientos
de conservacién y comercializacién demandan protocolos para una répida
propagacion a gran escala (Navarro, 2000; Lee y Lee, 2003).
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Por esta razén, la utilizacién de fertilizantes inorgdnicos como medios basales,
favorece sustancialmente la conservacién y propagacién masiva de especies,
sobre todo de las que se encuentran en vias de extincién. Asi mismo, la forma-
ci6n de clorofila, seis dias después de la siembra, con seguridad fue favorecida
por el incremento en la concentracién de nitrégeno, magnesio y manganeso.
Estos elementos se encontraban en el medio bésico Hidro-Coljap®, y son
importantes en la sintesis de clorofila (Salisbury y Ross, 2000).
Efecto del carbén activado _‘
La adicién de carbén activado a los tres medios basales evaluados no resulté
favorable ni en el tiempo, ni en el porcentaje de germinacién de las semillas
de M. auropurpurea Reich. (figura 2), presumiblemente como consecuencia
de que el carbén activado presenta un efecto inhibidor, porque absorbe los
reguladores de crecimiento, compuestos orgdnicos e inorganicos, presentes
en el medio de cultivo, asi como los compuestos liberados por los tejidos u
érganos vegetales cultivados in vitro (Ernst, 1974). Ante esta situacién, el
efecto de los tres medios basales y los reguladores de crecimiento evidencia
que el carbén activado interfiere negativamente el proceso de germinacién
de las semillas de M. auropurpurea Reich. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Lin et al. (1994), quienes observaron que la adicién de carb6n

‘activado no favorece la germinacién de semillas de Bletilla formosana. Es im-
- portante senalar que la presencia de carb6n activado, sobre todo en el medio
“Hidro-Coljap®, ejerci6 un efecto positivo en el desarrollo de las pléntulas de

M. auropurpurea Reich., esta situacién concuerda con los reportes de Vij et
al. (1994) y Chen et al. (1999), quienes observaron que el carb6n activado
mejora el desarrollo de los protocormos y de las plantulas de orquideas, en
concentraciones inferiores a 2 g.I"! en el desarrollo de plantulas de Dendro-
bium (Zhou et al., 1995).

De esta forma, se demuestra que el carb6n activado no debe estar presente
en el proceso de germinacion de las semillas de M. auropurpurea Reich. Sin

embargo, después de que las semillas han germinado, la presencia del carbén

activado es importante para garantizar un buen desarrollo fisiolégico de las

plantulas y, por tanto, su supervivencia.
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Efecto del AG,

Anadir 2.68 pM de AG, favorecié positivamente el tiempo y el porcentaje de
germinaci6n de las semillas de M. auropurpurea Reich., mientras que 5.37 pM
de AG, no s6lo no estimulé su germinacién, sino que ademds indujc anor-
malidades tanto en los embriones como en los protocormos en desarrollo.
Algunas plantulas de M. auropurpurea Reich. presentaron v1tr1ﬁcac1én como
consecuencia de la interaccién entre los factores ambientales e intrinsecos,
propios del genotipo que expresa esta alteracion fisiolégica (Pedroza et al.,
1997). Estos resultados probablemente se deben al alto contenido endégeno
de hormonas presentes en las semillas, teniendo en cuenta que las zonas de
crecimiento activo son 4reas de sintesis de hormonas (Jiménez, 1998). Por
esta razén, la presencia de 5.37 pM de AG, es muy alta en el medio de cultivo,
y provoca fuertes alteraciones fisiol6gicas en el desarrollo de los embriones
durante su germinacién. De hecho, una caracteristica de las giberelinas es
que en concentraciones bajas, estimula el metabolismo y desarrollo de los
embriones, mientras que lo reprime en concentraciones altas (Rojas, 1993;

Salisbury y Ross, 2000; Pedroza et al., 2005). Esta situacién muestra que 2.68
‘UM de AG, es la mejor concentracién evaluada.

Enesta investigacién’se establecié que 2.68 uM de AG, es favorable para la ger-
minacién de semillas de M. auropurpurea Reich. en el medio Hidro-Coljap®,
mientras que en los medios MS y KC la adicién de giberelinas disminuy¢ el
porcentaje de germinacién, sobre todo en el medio MS, donde este proceso
fisiologico fue practicamente inocuo (figura 3). Estos resultados muestran
un sinergismo entre las altas concentraciones de macro y micronutrientes
presentes en el medio Hidro-Coljap® con las giberelinas. Ademds, se pudo
observar que la presencia del AG, en los medios MS y KC no logra reducir
significativamente el tiémpo de germinacién en semillas de M. auropurpurea
Reich.

Enla interaccién entre el AG, y el carbén activado, la presencia de este tltimo,
junto con las altas concentraciones de AG, (5.37 uM), o la ausencia de este
regulador de crecimiento, desfavorece tanto el tiempo como el porcentaje
de germinacion de las semillas de M. auropurpurea Reich (figuras 5y 6). Asi
mismo, se establece que 2.68 pM de AG, en ausencia del carbén activado,
estimula la germinacién de esta especie in vitro. De esta forma, se evidencia
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que el carbén activado disminuye la disponibilidad del AG; en el proceso de
absorci6n por las semillas. Sin embargo, cuando se utilizan 2.68 uM de AG,,
aun en presencia del carbén activado, se observa un ligero mejoramiento
tanto en el porcentaje de germinacién como en.el tiempo de germinacién.
Ante esta situacion es ficil reconocer que 2.68 uM de AG, es la concentracién
adecuada para el desarrollo de este proceso fisiolégico.
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Figura 3 Efecto del AG, en el tiempo y porcentaje de germinacién de semillas de M.
auropurpurea Reich.
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Efecto de la calidad deluz =~ . S T
El mayor nimero de semillas germinadas se presenté en condiciones de
luz roja, precedida por la luz rojo-lejana y la oscuridad. La luz blanca.es la
menos efectiva en el porcentaje de germinacién de semillas de M. auropur-
purea Reich (figura 4). De hecho, la calidad o composicién espectral de la
luz ejerce diferentes efectos sobre los.procesos fisiolégicos en los que inter-
viene, especialmente en la germinacién. También afecta la morfogénesis y la
organogénesis. Estos efectos no son producidos en igual medida por todos
los tipos de luz (radiaciones de cualquier longitud de onda), ya que algunas
radiaciones concretas tienen un efecto notable mientras que otras tienen

- poco o ningtn efecto (Mohr, 1995). Ruiz y Orozco (1986) sefialan que Ela
calidad de luz y los diferentes reguladores de crecimiento juegan un papel
determinante en la germinacién de muchos tipos de semillas, porque en ellas
se encuentra una gran cantidad de fotorreceptores. Bergareche y‘Moyse!et
(1993) afirman que, tanto en monocotiledéneas como en dicotiledéneas,fel
fitocromo es més abundante en tejidos j6venes. En el caso de las semillas de
M. auropurpurea Reich., el hecho de que el mayor nimero de semillas ger-
minadas se haya presentado en condiciones de luz roja demuestra que esta

_respuesta estd relacionada con los requerimientos de luz de estas semillés,
pues segtin Cordonnier (1989), existen dos grandes clases de fitocromos: el
tipo 1 y el tipo 2. El tipo 1 predomina en las plantas etioladas; el tipo 2, en
las plantas verdes.
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Figura 4 Efecto la calidad de luz en el trempo y porcentaje de germinacién de semillas de
M. auropurpurea Reich.

Cuando las semillas germinan y las pldntulas se desarrollan en la oscuridad,
contienen 10 a 100 veces mds fitocromo total que las cultivadas bajo la luz.
La abundancia de fitocromo del tipo 1 permite interceptar la luz muy débil
en los tejidos que favorecen el desarrollo normal de las plantas verdes (Pérez
y Martinez, 1994; Salisbury y Ross, 2000). .

En condiciones de oscuridad, los protocormos se desarrollaron con un ma-
yor tamaiio, doblando el didmetro de los producidos en las condiciones de
iluminacién evaluadas. En las pldntulas obtenidas en condiciones de oscuri-
dad, se produjo una gran proliferacién de brotes alargados, debido al efecto
fototrépico, es decir, que los brotes se alargan en busqueda de la luz. Esto
refleja la fotosensibilidad de las plantulas de M. auropurpurea Reich., siendo
una especie epifita, lo que evidencia su predileccién por establecerse en sitios
adecuados para recibir la luz (Rivera, 1998). Con respecto a la interaccién
entre el medio basal y la calidad de luz, se evidencia que el medio MS es el
- menos favorable en el porcentaje de germinacién, mientras que el medio
Hidro-Coljap¥ en presencia de luz roja, es la mejor condicién ambiental para
estimular este proceso fisiolégico, a pesar de que en el medio KC, y también
bajo luz roja, se logran resultados aceptables en cuanto al porcentaje de
germinacion. El tiempo de germinacién en los medios MS y KC presenta un
patrén muy similar de respuesta en que la luz roja favorece la germinacién
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mds temprana, mientras que en el medio Hidro-Coljap®, el tiempo de ger-
‘minacion se reduce practicamente a la mitad, comparado con los otros dos
medios de cultivo. Esta condicién favorece el proceso de germinacién, porque
existe una gran disponibilidad de sales y una adecuada sefial luminica qﬁe
promueve este proceso fisiolgico. Ademds, la temperatura, aunque para
todos los tratamientos fue la misma, posiblemente influyé en la respuesta
de germinacién en condiciones de oscuridad, ya que, en ausencia de luz, el
fitocromo es llevado lentamente del estado activo (P, —P730) al estado inactivo
(P -P660). Este proceso reversible es causado por una reaccion termoqulmlca
en la oscuridad (Borthwick, 1952; Labouriau, 1983).

En la interaccién entre la calidad de luz y la presencia de carbon activado, se
observa que la calidad de luz tiene un efecto preponderante sobre el tiempo de
germinacién y el porcentaje de germinacion, sobre todo cuando los cultivos
se encuentran incubados bajo luz roja (figura 4). ' '

Asi mismo, se observé una buena proliferacién de brotes con la luz roja, corro-
borando los planteamientos de Rojas (1993), quien afirma que el mayor efecto
morfogenético lo tiene la luz roja. De igual forma, las plantulas obtenidas en
luz roja lejana presentaron gran proliferacion de brotes y desarrollo de raices,
coincidiendo con Pierik (1990), quien sefiala que el sistema rojo/rojo-lejano
es importante para la formacién de raices y vastagos adventicios, mientras
que la luz roja lejana, promueve el crecimiento del tallo en algunas especies

(Casal, 2000).

Con respecto a la luz blanca, se encontr6 que esta calidad de luz no tuvo un
efecto significativo en la germinacién de semillas, porque aunque promovié
una produccién de protocormos robustos y alargados, estimulé una amplia
proliferacién de callos friables, evitando la continuacién del desarrollo mor-
fogenético de los protocormos y su conversién en plantulas. De acuerdo con
Go6mez (1998), estos resultados se deben a la amplia calidad espectral o mayor
longitud de onda que posee la luz blanca. De este modo, se evidencia que ejerce
un efecto estimulador en la proliferacién celular, al parecer por su capacidad de
sensibilizar el fitocromo y otros fotorreceptores que regulan el proceso morfo-
génico, desencadenando una serie de procesos bioquimicos que se traducirén
en las respuestas ﬁsiolégicas de la planta (Salisbury y Ross, 2000).
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Los tiempos de germinacion mds prolongados se presentaron bajo la calidad
de luz roja lejana, en la que se inici6 la germinacion, en algunos casos, luego
de 256 dias en condiciones de oscuridad. Con la calidad de luz blanca no se
produjo una aceleracién significativa de la germinacion de las semillas. Los
mejores tiempos de germinacioén se lograron con luz roja: el tiempo minimo
requerido para lograr la germinacién fue 45 dias.

Esto significa que, de acuerdo con.las respuestas fisioldgicas de las semillas
de M. auropurpurea Reich. por efecto de la luz roja, esta especie forma parte
del grupo de semillas fotolatentes, a diferencia de otras especies de orquideas,
como Epidendrum nocturnum y Odontoglossum ehrenbergii (Yates y Curtis,
1949; Martinez y Rubluo, 1997).

En este experimento se encontré un efecto sinérgico en la interaccién entre
la calidad de luz y el AG, cuando las semillas de M. auropurpurea Reich. son
cultivadas en condiciones de luzroja y en presencia de 2.68 uM de AG,. Estas

- condiciones favorecieron el mayor porcentaje de germinacion y el menor
tiempo de germinacién (figuras 5y 6).
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Figura 5 Efecto de la interaccién entre el carbén activado, el AG, y la calidad de luz en el
tiempo de germinacién de semillas de M. auropurpurea Reich. cultivadas en los medios
basales MS, KC e Hidro-Coljap®.
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Interaccion entre el carbén activado, AG; y calidad de luz en el medio Hidro-Coljap ‘

Figura 6 Efecto de la interaccion entre el carbén activado, el AG, y la calidad de luz en el
porcentaje de germinacion de semillas de M. auropurpurea Reich. cultivadas en los medios
basales MS, KC e Hidro-Coljap®.

Este estudio demuestra que la luz roja activa el proceso de germinacién en
estas semillas fotolatentes porque, de acuerdo con Salisbury y Ross (2000),
el P, (receptor de la luz roja) incrementa el potencial de crecimiento de las
células radiculares, disminuyendo su potencial hidrico para absorber agua del
medio con mds facilidad y, asi, puedan germinar. Estos hechos sugieren que
el porcentaje de germinacién de las semillas de M. auropurpurea Reich., en
presencia de luz roja, se ve favorecido porque probablemente esta calidad de
luz estimula la sintesis de giberelinas que promueven el empuje de la radicula
o debilita las barreras préximas que limitan su crecimiento.

La fotolatencia de semillas no es tan misteriosa cuando se considera que la
germinacién es una lucha entre el potencial de crecimiento de la radicula y
los efectos mecanicos de restriccién del movimiento de las capas circundantes
a la radicula. Es importante sefialar que en muchas semillas fotolatentes la
aplicacién de giberelinas sustituye a la luz, porque ésta estimula su sintesis
en los embriones y entonces ocurre el proceso normal de germinacién (Taiz
y Zeiger, 1998). En esta investigacion, el efecto fisiolégico del AG,, en la
germinacién de las semillas de M. auropurpurea Reich. comprueba una vez
m4s que efectivamente estas semillas son fotolatentes y que el P, rompe la
fotolatencia provocando la sintesis de giberelinas.

Este modelo experimental permite comprender las relaciones entre la luz y

los promotores del crecimiento, por ejemplo las giberelinas, en los procesos
fisiolégicos de germinaci6n de semillas fotolatentes, en este caso M. auropur-
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purea Reich. Esta situacidn justifica que, para la existencia y conservacion de
esta especie, se requieran adecuadas condiciones medioambientales.

En las figuras 5y 6 se observa claramente que existe interaccién entre los
factores evaluados en este trabajo, donde el tiempo y el porcentaje de ger-
minacién son afectados por el tipo de medio basal, la presencia del carbén
activado, la concentracién del AG, y la calidad de luz de incubacién in vitro
de las semillas de M. auropurpurea Reich. De hecho, las especies fotosensibles
se encuentran ubicadas en la categoria de dormancia fisiolégica, con semi-
llas fotosensibles caracterizadas por presentar tamafios pequefios, como las
especies de orquideas (Hartman et al., 1997), entre las que se encuentra M.
auropurpurea Reich.

CONCLUSIONES

' Las semillas de M. auropurpurea Reich. in vitro responden de modo posi-
¢ tivo las altas concentraciones de macro y de micronutrientes, presentando

la mejor germinacién ‘en el medio Hidro-Coljap¥ enriquecido con 2.68 uM
AG,, en condiciones de luz roja (figura 7). El carbén activado, aunque no
estimuld el proceso de germinacion, si favoreci6 el desarrollo de las plantulas
de M. auropurpurea Reich. En estas condiciones, se logra obtener el mayor
porcentaje de germinacién en el menor tiempo posible con un adecuado
desarrollo de las plantulas, optimizando los procesos de produccién. El
protocolo establecido en este trabajo permite obtener, en corto tiempo y a
bajo costo, aproximadamente 330.000 pldntulas en 40 semanas a partir de
una capsula madura de M. auropurpurea Reich. Esta situacién garantiza
evitar la extincién de esta especie y posibilita la apertura del libre comercio
de sus productos y de la planta en maceta. De igual forma, este protocolo
sirve de modelo para contribuir en la conservacién de otras especies que se
encuentran en vias de extincion.
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Figura 7 Germinaci6n de semillas de M. auropurpurea Reich. en el medio Hidro-Coljap®
con 2.68 pM AG,, bajo luz roja, después de: A, 5 semanas (barra = 90 pm); B, 6 semanas
(barra = 90 pm); C, 7 semanas (barra = 90 ym); D, 8 semanas (barra = 150 pym); E, 16
semanas (barra = 120 pm); F, 18 semanas (barra = 2 mm); G 20 semanas (barra =2 mm); H,
30 semanas (barra = 5 cm); 1, 35 semanas (barra = 2 cm); J, 40 semanas (barra = 4 cm).
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