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Resumen

Se determinaron los medios de cultivo más eficientes para la germinación, desarro-
llo de protocormos, formación de plántulas y multiplicación de plbs en Cuitlauzina 
pendula. Para el establecimiento del cultivo in vitro se probaron los medios: ms al 
50% y 100%; ms con ba 0.05 mg/l-1; Phytamax al 50% y 100% y fertilizante comercial 
n-p-k 17-17-17 al 50% y 100% de la concentración de sus sales basales. Los mayo-
res valores de germinación se obtuvieron en los medios Phy 50% y Phy 100%, con 
un promedio de 31 y 32 protocormos fuera de la testa de doscientos observados. 
La transferencia se realizó en medio Phy al 50% con una combinación de ácido naf-
talenacético y benciladenina en concentraciones de 0, 0.05, 0.1, 0.5 y 1.0 mgl-1 para 
ambos reguladores de crecimiento; siendo el t18 (0.1/0.5 mgl-1 de ana/ba) con res-
pecto a los demás tratamientos, en el que se registró mayor crecimiento, desarrollo 
y producción de plbs (6.94 plbs). Los resultados de la investigación son útiles para 
implementar la propagación masiva de esta especie amenazada, como una alterna-
tiva para colaborar a su manejo sustentable.
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Introducción

La propagación de las orquídeas se dificulta porque 
sus semillas son diminutas, carecen de endosper-
mo y requieren de hongos en condiciones natura-
les para su germinación a fin de abastecer azúca-
res y nutrientes (Arditti, 1992). El uso de medios de 
cultivo en la propagación in vitro es de particular 
importancia en estas plantas, ya que éstos suminis-
tran los nutrientes necesarios para su crecimiento y 
desarrollo (Lo et al., 2004; Santos-Hernández et al., 
2005). 

Una alternativa de propagación para especies 
endémicas o en alguna categoría de riesgo es la pro-
pagación in vitro, que contribuye indirectamente en 
la disminución de la presión que se ejerce sobre las 
poblaciones naturales (Sarabia-Ochoa et al., 2010). 

La Norma Oficial Mexicana nom-059-ecol- 
2010 incluye a 181 especies de la familia Orchida-
ceae en alguna categoría de riesgo. Cuitlauzina pen-
dula es una de ellas y se encuentra catalogada como 
amenazada y endémica de México (semarnat, 
2010). Presenta la grave problemática de la destruc-
ción de su hábitat y la extracción ilegal; eso ha oca-
sionando una severa reducción o extinción local de 
sus poblaciones silvestres, por lo que quedan muy 
pocas remanentes. 

Existen pocos trabajos enfocados a la propaga-
ción y conservación de especies de orquídeas epifi-
tas mexicanas. Los objetivos de este estudio fueron: 
1. Establecer un medio de cultivo eficiente para la 
germinación in vitro de C. pendula. 2. Determinar 
los medios de cultivo óptimos para el desarrollo de 
plántulas y la proliferación de plbs a fin de conse-
guir la propagación sexual a través de semillas; es-
to, con la posibilidad de mantener niveles de varia-
ción genética aceptables para un manejo in situ de 
C. pendula y la propagación vegetativa para coad-
yuvar en su preservación de manera indirecta, al 
abrir la posibilidad de la obtención a gran escala de 
plantas de calidad en invernaderos para disminuir 
la extracción de C. pendula.

Cabe mencionar que la investigación es parte de 
un proyecto más amplio (Pérez-Decelis et al., en pro-
ceso) que incluye el estudio de algunos factores del 
sistema reproductivo de C. pendula, así como diver-
sos aspectos de su ecología, con cuyos resultados se 
espera proponer alternativas de manejo integral de 
la especie.

Metodología 

Germinación de las semillas

Dos cápsulas cerradas y maduras de C. pendula (desa-
rrolladas en el Parque Nacional Barranca del Cupa-
titzio, Uruapan, Michoacán, México) fueron desin-
fectadas de acuerdo con Ávila-Díaz et al. (2009). Cada 
cápsula fue disectada en condiciones de asepsia en 
campana de flujo laminares. Se tomó alrededor de 
5 mg de las semillas, se distribuyó uniformemente 
sobre la superficie de los siguientes medios de cul-
tivo: ms1 (ms 50%), ms2 (ms 100%), ms3 (ms 50% con 
ba 0.05 mgl-1) y ms4 (ms 100% con ba 0.05 mgl-1) (ms 
es medio de cultivo Murashige y Skoog,1962); el me-
dio de cultivo Phytamax (Phytamax Orchid Main-
tenance Medium sigma®): Phy1 (Phytamax 50%) y 
Phy2 (Phytamax 100%) y medios con fertilizante co-
mercial triple 17: t1 (100%: 1000mg1) y t2 (50%: 500 
mgl-1). Las condiciones de crecimiento in vitro, fue-
ron a una temperatura de 25 °c y un fotoperiodo de 
16 horas luz (2000 lux). 

A los 60 y 90 días del cultivo se hicieron observa-
ciones en un microscopio óptico (Carl Zeiss modelo 
Primo Star, 10x (60d) y 4x (90d), considerando los 
estadios de desarrollo que a continuación se enun-
cian: a) deformes (semillas con el embrión reducido 
a un 50% o menos dentro de la testa); b) protocormo 
1 (aquellas semillas que tenían el embrión en forma 
globular completo o más del 50% dentro de la testa); 
c) protocormo 2 (aquellas semillas que tenían más 
del 50% o todo el embrión, fuera de la testa); d) plán-
tula 1 (plántula con una o dos hojas) y e) plántula 2 
(plántula con más de dos hojas).
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Transferencia de protocormos in vitro 
con adición de reguladores de crecimiento

Para la transferencia de protocormos en estadio 2 de 
C. pendula se utilizó el medio Phy 1 (medio Phyta-
max con 50% de sus sales basales), suplementado 
con distintas concentraciones de una combinación 
de ácido naftalenacético (ana) y benciladenina (ba) 
(0, 0.05, 0.1 y 0.5 mgl1 para ambos reguladores de 
crecimiento). 

La evaluación del desarrollo de los protocormos 
transferidos se realizó a los 125 días; se determinó 
la longitud del vástago, el número de hojas, largo y 
ancho de las hojas, número y longitud de raíces y el 
vigor de las plántulas. Este último parámetro fue de-
terminado en categorías (Pérez-Decelis et al., en pro-
ceso). También se evaluó el número de plbs.

Se efectuó un análisis anova y una prueba de 
Tukey y Kramer con un 95% de confiabilidad cuan-
do hubo diferencias significativas; para las variables 
categóricas cualitativas (vigor) se llevó a cabo una 
prueba de Chi-cuadrada con el programa jmp 8 
(jmp8, 2009).

Resultados y discusión

Germinación de las semillas

A los 60 días (f=101.78, gl=7, p<0.0001) se obtuvo la 
geminación más alta con promedios de 31 y 32 «pro-
tocormos en estadio 2» en los medios Phytamax al 
50% y 100% y a los 90 días (F=3.23, gl=7, p<0.0146); se 
registraron valores promedios de 18 y 20.25 de proto-
cormos 2 para esos mismos medios. Hasta los 90 días 
sólo los medios Phy1 y Phy2 registraron desarrollo de 
plántulas de C. pendula. Los medios Phytamax (50% 
y 100%) fueron los mejores para la germinación in vi-
tro de C. pendula, como en Encyclia adenocaula (Ruíz 
et al. 2008), con la que se logró el 69.16% de germina-
ción en este medio.

Transferencia de protocormos in vitro
con adición de reguladores de crecimiento

A los 125 días de la transferencia de protocormos en 
estadio 2, se registraron los valores más altos de las 
variables longitud de hojas, número y longitud de 
raíces en aquellas plántulas sometidas al tratamien-
to t20 (1/0.5 mgl-1 de ana/ba); en los tratamientos 
t18 (0.1/0.5 mgl-1 de ana/ba) y t19 (0.5/0.5 mgl-1 de 
ana/ba) se observaron las mayores longitudes del 
vástago. El valor más alto del ancho de las hojas fue 
mostrado por los tratamientos t18 (0.1/0.5 mgl-1 de 
ana/ba) y t20 (1/0.5 mgl-1). 

En cuanto al número de hojas los tratamientos 
t5 (1/0 mgl-1 de ana/ba), t7 (0.05/0.05 mgl-1), t18 
(0.1/0.5 mgl-1 de ana/ba), t19 (0.5/0.5 mgl-1 de ana/
ba) y t20 (1/0.5 mgl-1) presentaron los valores mayo-
res. Como puede observarse, para C. pendula se exhi-
be en general una respuesta favorable a moderadas 
y altas concentraciones de ana.

Otro estudio hecho en C. pendula reportó una alta 
formación de plántulas en el medio ms adicionado 
con ba (0.5 mgl-1) o sin reguladores de crecimiento 
(Mata-Rosas y Salazar-Rojas 2009), similar a lo que 
ocurre en el t18 ana/ba (0.1 mgl-1/0.5 mgl-1), t19 
ana/ba (0.5 mgl-1/ 0.5 mgl-1) y t20 ana/ba (1 mgl-

1/ 0.5 mgl-1) percibido en esta investigación. Se ha-
llaron diferencias significativas (x2=256.05, gl=144 
p<0.000) con respecto a las categorías de vigor de 
las plántulas de C. pendula, a los 125 días de haberse 
efectuado la transferencia de protocormos en los dis-
tintos tratamientos (ana/ba). 

Los valores más altos de vigor se registraron en 
las plántulas de los tratamientos t18 (0.1/0.5 mgl-1) y 
t21 (0/1 mgl-1) (Pérez et al., en proceso). Dichos trata-
mientos fueron los más adecuados para el desarrollo 
de plántulas de C. pendula. 

Multiplicación de plbs

Después de 125 días de efectuada la transferencia de 
protocormos se observaron diferencias significativas 
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(f=2.3377, gl= 24, p<0.0005). El mayor número de 
plbs (en promedio 6.94 plbs) se registró en el trata-
miento t18 (0.1/0.5 mgl-1 de ana/ba).

En otro estudio también se reportó la formación 
de plbs en C. pendula, con ba a una concentración 
de 0.5 mgl-1 y sin reguladores de crecimiento (Ma-
ta-Rosas y Salazar-Rojas, 2009); en Cattleya auran-
tiaca con 0.1 mgl-1 de ana y 10 mgl-1 de ba (Mauro 
et al., 1995), en Laelia speciosa con 0.5 mgl-1 de ana 
y 0.1 mgl-1 de ga3 (Ávila-Díaz et al., 2009) y con 2.5 
mgl-1 de ana y 1 mgl-1 de ba (Sarabia-Ochoa et al., 
2010). La obtención de plbs es una forma de repro-
ducción asexual para C. pendula, lo cual permitiría 
obtener una gran cantidad de plantas idénticas a 
ejemplares con características deseadas.

Los resultados de la investigación abren la 
posibilidad para la propagación masiva y para 
la obtención de plantas de calidad de C. pendula 
en invernaderos, para disminuir en cierto grado 
la extracción de individuos de sus poblaciones y 
colaborar a un manejo adecuado de esa especie 
amenazada. 

Conclusiones

C. pendula presentó la mayor geminación en los 
medios de Phytamax al 100% y al 50% de la con-
centración de sus sales basales, a los 60 y 90 días de 
realizada la siembra. Los medios Phy 50% adicio-
nados con 0.1 y 0.5 mgl-1 de ana y ba (t18) y con 
1 y 0.5 mgl-1 de ana y ba (t20), respectivamente, 
fueron los más eficientes para el crecimiento y de-
sarrollo de plántulas de C. pendula; se obtuvieron 
plántulas sanas, con seudobulbo y raíz desarro-
llada en los tratamientos t18 y t21 (0/1 mgl-1). El 
medio t18 fue también el mejor para producir la 
mayor cantidad de plbs.
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