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GERMINACION DE SEMILLAS Y CRECIMIENTO DE PLANTULAS

DE CATTLEYA (Brassolaeliocattleya) IN VITRO

Maria Andrade-Rodriguez, Jestis Vargas-Araujo, Oscar Gabriel Villegas-Torres,
Victor Lopez-Martinez, Dagoberto Guillen-Sanchez e Iran Alia-Tejacal

RESUMEN

Brassolaceliocattleya es un hibrido de alto valor en el mer-
cado por presentar flores grandes de colores vivos muy
atractivos. La multiplicacion de las orquideas es mas eficien-
te por germinacion in vitro de semillas que por induccion de
brotacion axilar. Sin embargo, el medio nutritivo para el cul-
tivo in vitro es variable en funcion de la especie a propagar.
El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del me-
dio de cultivo en la propagacion de B. cattleya por semilla,
para elegir el mas adecuado para multiplicacion. Se prepa-
raron siete medios de cultivo: Murashige y Skoog (1962, MS)
al 100, 75, 50 y 25% de concentracion de macro y micronu-
trientes, WPM modificado por Villegas et al. (1992, WPMm),

WPMm sustituyendo el molibdato de sodio por acido molibdi-
co (WPMml), y WPM sustituyendo el sulfato ferroso y EDTA
de sodio por quelato de hierro (WPMm2). Sembradas las se-
millas, los frascos de cultivo se organizaron en disefio com-
pletamente al azar. Se registré porcentaje de germinacion, y
a los 90 dias se evalud el crecimiento inicial mediante altura
de plantula, hojas y raices por plantula, y longitud de raiz.
El medio MS al 25 y 50% generaron el mayor porcentaje de
germinacion (85 y 82%, respectivamente); sin embargo, la
plantulas tuvieron mejor crecimiento en el medio WPMml, en
el que la altura fue de 1,2cm y emitieron en promedio 3,5
hojas y 2,13 raices.

Introduccion

Las orquideas tienen gran
importancia ornamental por
la belleza de sus flores.
Cattleya L. es un género de
alta comercializacion, agrupa
a millares de hibridos que
presentan flores grandes y de
colores vivos muy atractivos
(Paula y Silva, 2004). La
propagacion in vitro es una
técnica de importancia para
la produccién de orquideas
cuya multiplicacion en forma
natural es limitada por las
caracteristicas inherentes a
las semillas; por ello, la mi-
cropropagacioén ha sido de
gran utilidad en la industria
de la produccion de sus espe-
cies, hibridos y cultivares. Se
ha observado que la tasa de
multiplicacién y con ello
el rendimiento de plantas

depende en gran medida de
la metodologia de cultivo uti-
lizada; la produccion de
cuerpos protocormicos pre-
senta rendimientos considera-
blemente superiores cuando
se usan semillas que cuando
se induce la brotacion axilar,
aunque en el cultivo de semi-
llas se manifiesta variacion
(Huang, 1984).

La siembra asimbidtica de
orquidea constituye una técni-
ca relevante desde el punto de
vista comercial y ecologico
(Martini et al., 2001) y se ha
realizado desde el inicio del
siglo pasado, cuando Knudson
(1922) descubrid la germina-
cion en medio de cultivo
aséptico. La formulacion del
medio de cultivo es esencial
para la propagacion in vitro
dado que éste suministra
los nutrientes necesarios

(minerales, vitaminas, regula-
dores del crecimiento, etc.)
para el desarrollo de la plan-
ta; el medio debera prepararse
con diferentes combinaciones
de nutrientes de acuerdo con
los requerimientos de cada
especie (Faria et al., 2002).
El medio de cultivo usado
para la germinacion de semi-
llas de orquidea es variable
en funcion de la especie. Asi,
Faria et al. (2002) germinaron
y cultivaron con éxito a
Cattleya walkeriana en el me-
dio de Murashige y Skoog
(1962; MS) con la mitad de
concentraciéon de macronu-
trientes. Damon et al. (2004)
cultivaron in vitro semillas de
C. aurantiaca, las cuales tu-
vieron una tasa de germinacion
similar (91,3; 93,2; 92,12 y
91,9%) en los medios Hutner,
Knudson C modificado, Dalla

Rosa y Laneri, y Knudson C.
Por su parte, Schneiders et al.
(2012) cultivaron in vitro se-
millas de C. forbesii en medio
de cultivo MS y en medio
MS adicionando 2,5g-1"! de
carbon activado y observaron
que tres dias después de la
inoculaciéon de las semillas
habia ocurrido 45 y 90% de
germinacion en el medio MS
y medio MS con carbon acti-
vado respectivamente.

La composicion del medio
de cultivo afecta la fisiologia
de los tejidos y 6rganos que
se cultivan in vitro porque
algunos elementos pueden ser
toxicos, como lo son el calcio
y el sodio (Villegas et al.,
1992). Los componentes que
se incorporan para la prepara-
cion del medio modifican el
potencial osmotico y por tanto
el crecimiento de los cultivos.
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SEED GERMINATION AND SEEDLINGS GROWTH OF CATTLEYA (Brassolaeliocattleya) IN VITRO
Maria Andrade-Rodriguez, Jesus Vargas-Araujo, Oscar Gabriel Villegas-Torres, Victor Lopez-Martinez,

Dagoberto Guillen-Sanchez and Iran Alia-Tejacal
SUMMARY

Brassolaeliocattleya hybrid is a high market value plant be-
cause of its large, bright flowers of attractive colors. The mul-
tiplication of orchids is more efficient by in vitro seed germi-
nation than by axillary sprouting induction. However, the nu-
trient medium for the in vitro culture varies depending on the
propagating species. Therefore, the aim of the present study
was to assess the effect of culture medium in seed propaga-
tion of B. cattleya, in order to choose the most suitable one for
multiplication. Seven culture media were prepared: Murashige
and Skoog (1962; MS) at 100, 75, 50 and 25% concentration
of macro and micronutrients, WPM modified by Villegas et al.

(1992, WPMm), WPMm substituting sodium molybdate, for
molybdic acid (WPMml), and WPM substituting ferrous sul-
phate and sodium EDTA for chelated iron (WPMm2). Culture
flasks were seeded and organized by completely randomized
design. The germination percentage was recorded and after
90 days of culture the initial growth was evaluated by seedling
high, seedling leaves, roots per seedling and root length. MS
medium at 25 and 50% concentration produced the greatest
percentage of germination (85 and 82% respectively); howev-
er, the seedlings showed better growth in WPMml, with 1.2cm
height, 3.5 leaves and 2.13 roots.

GERMINACAO DE SEMENTES E CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE CATTLEYA (Brassolaeliocattleya) IN VITRO
Maria Andrade-Rodriguez, Jests Vargas-Araujo, Oscar Gabriel Villegas-Torres, Victor Lopez-Martinez,

Dagoberto Guillen-Sanchez e Irdn Alia-Tejacal
RESUMO

Brassolaeliocatleya é um hibrido de alto valor no mercado por
presentar flores grandes de cores vivas muito atrativas. A mul-
tiplicagdo das orquideas é mais eficiente por germinagdo in Vi-
tro de sementes que por indugdo de brotagdo axilar. No entanto,
0 meio nutritivo para o cultivo in vitro é variavel em fungdo da
espécie a ser propagada. O objetivo do presente estudo foi ava-
liar o eféito do meio de cultivo na propagacdo de B. cattleya por
semente, para eleger o mais adequado para multiplica¢do. Pre-
pararam-se sete meios de cultivo: Murashige e Skoog (1962; MS)
em concentragoes de 100%, 75%, 50% e 25% de macro e micro-
nutrientes, WPM modificado por Villegas et al. (1992; WPMm),

WPMm substituindo o molibdato de sodio por acido molibdico
(WPMml), e WPM substituindo o sulfato ferroso e EDTA de sodio
por quelato ferroso (WPMm?2). Plantadas as sementes, os vidros
de cultivo foram organizados em desenho completamente aleato-
rio. Registrou-se porcentagem de germinagdo e, aos 90 dias foi
avaliado o crescimento inicial mediante altura de plantula, folhas
e raizes por plantula, e comprimento de raiz. O meio MS com 25
e 50% gerou a maior porcentagem de germinagdo (85 e 82%,
respectivamente); no entanto, as plantulas tiveram melhor cresci-
mento no meio WPMmI, em que a altura foi de 1,2cm e emitiram
em média 3,5 folhas e 2,13 raizes.

La concentracion total de las
sales del medio de cultivo
determina el potencial osmo-
tico del medio, que se obtiene
de la suma de los potenciales
osmoticos de sus componen-
tes, donde influyen no soélo
los pesos sino también el gra-
do de disociacion de las sales
que los constituyen; en la
practica el potencial osmotico
se determina en forma directa
en el medio de -cultivo
(Pierik, 1990).

La interaccion del genotipo
con el ambiente (medio de
cultivo) también se pone de
manifiesto en la germinacion
in vitro de semillas de orqui-
dea, por lo cual el objetivo
de la presente investigacion
fue evaluar el efecto del me-
dio de cultivo en la propaga-
cion de Brassolaeliocattleya
por semilla, para elegir el

mas adecuado para su
multiplicacion.
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Materiales y Métodos

Se us6 el medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962; MS)
asi como el medio WPM mo-
dificado por Villegas et al.
(1992; WPMm). La composi-
cion de macro y micronutrien-
tes del medio de cultivo varid
en funcion del tratamiento
(Tabla I) y fue suplementada
con 100mg-1"' mioinositol,
Img-1! tiamina HCI, Img-1"!
piridoxina HCI, 1mg1" niacina,
Img 1! 4cido nicotinico, 1mg1!
glicina, 3% de sacarosa; el pH
se ajustd a 5,7 y se agregd
0,6% de agar (Merk) y 1,0g de
carbon activado. El medio se
sirvié en frascos de 100ml,
colocando 20ml de medio de
cultivo y se esterilizdo durante
18min a 120°C y 1.5kg-cm™.
Se determinoé el potencial os-
motico (Mpa) de los medios de
cultivo con un osmoémetro
Loser Messtechnik tipo 6.

Se us6 semilla madura de
Brassolaeliocattleya ‘Trium-
phant coronation’ x self, que
tenia dos meses en almacena-
miento a 4°C. Se pesaron
200mg de semillas y en la
campana de flujo laminar se
desinfestaron con hipoclorito
de sodio (NaOCl) al 0,6%
durante 10min y posterior-
mente se realizaron cuatro
enjuagues con agua destilada
estéril. Las semillas fueron
suspendidas en 10ml de agua
destilada estéril y la siembra
se realiz6 dispensando 100ul
de agua con semillas. Los
frascos sembrados se coloca-
ron en incubacion en un am-
biente con temperatura de 25
+2°C, fotoperiodo de 16h luz,
e intensidad luminosa de
29uE-m2-s1,

El experimento fue desarro-
llado en un diseno completa-
mente al azar para estudiar
siete tratamientos de los

cuales se establecieron diez
repeticiones. Se evalud el por-
centaje de germinacién; a los
90 dias de cultivo, el creci-
miento inicial fue evaluado
mediante altura de plantula,
hojas por plantula, raices por
plantula y longitud de raiz.
Los datos obtenidos fueron
estudiados mediante analisis
de varianza (ANOVA) y prue-
ba de comparacion de medias
(Tukey, P<0,05). Las variables
evaluadas en conteos se trans-
formaron con la funcion vX
previd al andlisis estadistico.

Resultados y Discusion

El analisis de varianza indi-
c6 que la composicion del
medio de cultivo afecto de
manera altamente significativa
(P<0,01) la expresion de todas
las variables evaluadas. Los
coeficientes de variacion fue-
ron pequefios, con excepcion
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TABLA I

CONCENTRACION DE MACRO Y MICRO NUTRIMENTOS DE SIETE
MEDIOS DE CULTIVO PARA LA GERMINACION DE SEMILLAS
DE Brassolaeliocattleya “TRIUMPHANT CORONATION’

Nutrientes MS 100% MS 75% MS 50% MS 25% WPMm WPMml WPMm2
(mg'1") (mgl)  (mgl) (mgl) (mgl) (@mgl) (mgl
NH,NO, 1650 1237,5 825 412,5 400 400 400
KNO; 1900 1425 950 475
MgS0,.7H,0 370 277,5 185 92,5 370 370 370
KH,PO, 170 127.5 85 42,5 170 170 170
CaCl,.2H,0 440 330 220 110
Ca(NO,),.4H,0 695 695 695
Microelementos
MnSO,.4H,0 223 16,725 11,15 5,575 223 223 223
7ZnS0,.4H,0 8,6 6,45 4,3 2,15 8,6 8,6 8,6
CuS0,.5H,0 0,025 0,0187 0,0125 0,0062 0,25 0,25 0,25
CoCl,.6H,0 0,025 0,0187 0,0125 0,0062
H,BO, 6,2 4,65 3,1 1,55 6,2 6,2 6,2
KI 0,83 0,6225 0,425 0,2075
Na,Mo0,.2H,0 0,25 0,1875 0,125 0,0625 0,25 0,25
H,Mo00,.2H,0 0,16
Quelatos

FeSO,.7H,0 27,81 20,8575 13,905 6,952 27,8 27,8
Na,EDTA.2H,0 37,31 27,9825 18,655 9,327 37,2 37,2
FeEDTA.2H,O 0,03

MS: Murashige y Skoog (1962), WPMm: WPM modificado por Villegas et al. (1992), WPMmI: WPM con
acido molibdico en lugar de molibdato de sodio, WPMm2: WPM con quelato de hierro en lugar de

FeSO,.7H,0 y Na,EDTA.2H,0.

del de longitud de raiz. Los
valores de R? fueron de 0,94 a
0,99, indicando que el modelo
estadistico usado para el anali-
sis de varianza fue el adecua-
do (Tabla II).

La composicion del medio
de cultivo repercutié en el po-
tencial osmédtico del mismo
(Tabla IIT); los medios MS
100% y 75% tuvieron el po-
tencial mas negativo. En los
cuatro medios de cultivo MS,
el potencial osmotico fue me-
nos negativo conforme dismi-
nuy6 la concentracion de sales
en el mismo. Los tres medios
WPMm tuvieron potencial os-
motico menos negativo que los
medios MS 100% y 75%. Al
respecto, Pierik (1990) sefiala
que la concentracion total de
las sales del medio de cultivo
determina su potencial osmoti-
co. Conforme el potencial os-
motico es mas negativo se
cambia el potencial matricial
del medio y ocurre menor ab-
sorcion de agua; ademas, los
explantes tienen contacto me-
nos eficiente con el medio, lo
que dificulta la disponibilidad
de los macro y micro nutrien-
tes del medio de cultivo, de-
pendiendo también de la con-
centracion del agar (George,
1993). El medio MS es consi-
derado rico en sales (Bell

et al., 2009), de ahi que su
potencial osmoético es mas ne-
gativo; por el contrario, el me-
dio WPM se considera como
de bajo contenido de sales.

La germinacion de las semi-
llas de orquidea se manifest6 a
simple vista con el cambio de
semilla amarilla-crema a es-
tructuras de color verde, pero
en el microscopio se observd
que el embrion se transformod
en cuerpo protocéormico con
crecimiento de la primera hoja.
Este proceso tuvi inicio a los
cinco dias después de la siem-
bra en el medio de cultivo MS
con las sales al 50% de la
concentracion original, mien-
tras que en los otros medios la
germinacion ocurrio entre 7 y
15 dias, con excepcion del me-
dio WPMm2. La mayoria de
las semillas germinaron en el

transcurso de tres semanas. La
germinacion de las semillas
fue rapida en comparacion con
lo reportado por Dohling et al.
(2008) para la germinacion de
Dendrobium longicornu y D.
formosum, las que germinaron
en 3 a 5 semanas. Posterior al
cambio a color verde en las
semillas, se formaron los pe-
quefos protocormos a partir
de los cuales se observé la
primera hoja pequefia (meriste-
mo del vastago). La continua-
cion del crecimiento se mani-
festd con la emision de nuevas
hojas, incremento en altura y
grosor de tallo, y en algunos
casos la iniciacidén y creci-
miento de rizoides.

En la mayoria de los casos
se form6 una plantula a partir
de una semilla; sin embargo,
en el medio de cultivo MS al

TABLA 1I

50% de concentracion de sales
se tuvo 4% de plantulas con
tallos multiples. Las semillas
que germinaron en el medio
MS al 25% de concentracion
de sales generaron plantulas de
color verde amarillento, indi-
cando deficiencia nutrimental
por la baja concentracion de
macro y micro nutrientes.

En el medio de cultivo
WPMm?2, donde se sustituyo
el sulfato ferroso y el quelato
de sodio por quelato de hierro,
las semillas no germinaron
(Tabla III); la ausencia de ger-
minacion indica que el sulfato
ferroso y el EDTA de sodio
son componentes del medio de
cultivo necesarios para la ger-
minacion de semillas de la
orquidea estudiada. El porcen-
taje de germinacion de semi-
llas fue mayor cuando se usa-
ron los macro y micronutrien-
tes del medio MS al 25 y 50%
de concentracion, sin diferen-
cias estadisticas entre ambos
medios de cultivo (Figura 1).
Este resultado es acorde con lo
observado por Faria et al
(2002) quienes usaron el me-
dio MS con los macronutrien-
tes al 50% de su concentracion
obteniendo buen resultado. En
contraste, la menor germina-
cioén ocurridé cuando se uso el
medio MS con las sales al
100% de su concentracion,
debido a que este medio tuvo
el potencial osmotico mas ne-
gativo. Estos resultados difie-
ren de lo reportado por
Schneiders et al. (2012), quie-
nes obtuvieron 90% de germi-
nacioén de semillas de C. for-
besii en medio MS con 2,5¢g
de carbon activado; también
difieren de lo obtenido por
Dohling et al. (2008), quienes
observaron mejor germinacion
de D. longicornu (90-95%) y

CUADRADOS MEDIOS Y PARAMETROS ESTADISTICOS DEL
ANOVA PARA GERMINACION Y VARIABLES DEL CRECIMIENTO
DE PLANTULAS DE Brassolaeliocattleya “TRIUMPHANT CORONATION’

Germinacion

Altura de

Longitud de

Fuentes de variacion gl (%) plantula (mm) N° hojas  N° raices raiz (mm)
Medio de cultivo 6 3564,551%* 53,408%* 4,538** 3,008** 1,109%**
Error exp. 14 5,428 0,738 0,105 0,006 0,009
CV (%) 5,85 12,6 15,1 13,9 28,0

R? 0,99 0,96 0,94 0,99 0,98

gl: grados de libertad, CV: coeficiente de variacidon, R* coeficiente de determinacion, **: altamente signifi-

cativo (P<0,01).
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TABLA III
EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA PRODUCCION
DE RAIZ EN PLANTULAS DE Brassolaeliocattleya
‘TRIUMPHANT CORONATION’

Medio de cultivo P,o'genc1a1 N° Raices Longltud de
osmotico (Mpa) raiz (cm)
MS 100% -0,3394 0,0b 0,0 ¢
MS 75% -0,3187 0,0 b 0,0 ¢
MS 50% -0,2695 0,0b 0,0 ¢
MS 25% -0,2591 0,0 b 0,0 ¢
WPMm -0,2902 1,96 a 1,46 a
WPMml1 -0,2772 2,13 a 0,95 b
WPMm2 -0,2850 0,0 b 0,0 ¢
DMSH (P<0,05) 0,22 0,27

MS: Murashige y Skoog (1962), WPMm: WPM modificado por Villegas
et al. (1992), WPMmI: WPM con acido molibdico en lugar de molibdato
de sodio, WPMm?2: WPM con quelato de hierro en lugar de FeSO,.7H,0
y Na,EDTA.2H,0. Medias con la misma letra en cada columna son es-
tadisticamente iguales (Tukey <0,05).

estadisticamente igual a las
hojas de las plantas cultivadas
el medio WMPm y las del me-
dio MS al 25%.

Al igual que el niimero de
hojas, la cantidad de raices por
plantula fue afectada por el
medio de cultivo (Tabla III,
Figura 4). Hubo produccion de

raices s0lo en las plantulas
cultivadas en el medio WPMm
y WPMmIl; ambos medios ge-
neraron plantulas con raiz; sin
embargo, las raices fueron de
mayor longitud en el medio de
cultivo WPMm (modificado
por Villegas et al., 1992). Las
plantulas que crecieron en el

D. formosum (80-85%) en el
medio Murashige y Skoog
(1962) que en los medios
Gamborg et al. (B5), Mitra
et al. y Knudson C (KC)
(Dohling et al., 2008).

Con respecto a los medios
WPM, el uso del medio
WPMm generd 50% menos
semillas germinadas que lo
obtenido en el medio MS 25%.
Sin embargo, cuando se susti-
tuyo el molibdato de sodio por
el acido molibdico (WPMm1)
la germinacion mejord, ya que
fue de 45,3% (Figura 1). Lo
anterior indica que el sodio
agregado al medio tuvo efecto
negativo en la germinacion de
las semillas de orquidea.

Al relacionar el potencial
osmotico del medio de cultivo
con el porcentaje de germina-
cion, se observd que conforme
el potencial osmotico fue mas
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negativo se tuvo menor germi-
nacion de semillas, con excep-
cion del medio WPMm2 cuyo
potencial fue de -0,2850 y en
el que no hubo germinacién
(Figura 1).

La altura de las plantulas
(Figura 2) fue mayor cuando
fueron cultivadas en los me-
dios WPMm!1 y WPMm; en
contraste, la altura fue menor
cuando se uso cualquiera de
los cuatro medios que conte-
nian los macro y micronutrien-
tes formulados por Murashige
y Skoog (1962).

El niimero de hojas por plan-
tula también fue afectado por
el medio de cultivo (Figura 3).
Las plantulas que crecieron en
el medio WPMml, sustituyen-
do el molibdato de sodio por
acido molibdico, tuvieron
el mayor numero de hojas
(3,5 por plantula) que fue

35.6

25.6

e
e 3.1
0 —

MS 25% MS 50%

(-0.259) (-0.269) (-0.277)

T
WPMm1 WPMm2 WMPMm
(-0.285)

T T 1
MS 75% MS 100%

(-0.290) (-0.318) (-0.339)

Figura 1. Efecto del medio de cultivo y potencial osmotico (Mpa) en la
germinacion de semillas de Brassolaeliocattleya ‘Triumphant coronation’.
Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey
<0,05), DMSH= 6,49.
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Figura 2. Efecto del medio de cultivo y potencial osmdtico (Mpa) en la
altura de plantulas de Brassolaeliocattleya ‘Triumphant coronation’.
Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey
<0,05). DMSH= 2,39.

MS: Murashige y Skoog (1962), WPMm: WPM modificado por Villegas
et al. (1992), WPMml: WPM con acido molibdico en lugar de molibdato
de sodio, WPMm?2: WPM con quelato de hierro en lugar de FeSO,.7H,0
y Na,EDTA.2H,0. Medias con la misma letra en cada columna son es-
tadisticamente iguales (Tukey <0,05).
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Figura 3. Efecto del medio de cultivo y potencial osmoético (Mpa) en el
numero de hojas por plantula de Brassolaeliocattleya ‘Triumphant coro-
nation’. Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes
(Tukey 0,05), DMSH= 0,90.
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Figura 4. Plantulas de Brassolaeliocattleya ‘Triumphant coronation’,
cultivadas en dos medios nutritivos. a: en medio MS (1962) al 50%; b,c:
en medio WPM modificado por Villegas et al. (1992), sustituyendo el
molibdato de sodio por acido molibdico.

medio MS no presentaron rai-
ces, independientemente de la
concentracion de sales del me-
dio (Tabla III).

Haciendo un analisis general
de las variables evaluadas, se
puede decir que aunque los
medios de cultivo MS 50 y
25% presentaron los mayores
porcentajes de germinacion de
semillas de orquideas, su com-
posicion no fue adecuada para
nutrir a las plantulas ya que
éstas crecieron mejor en el me-
dio de cultivo WPMm, que
tuvieron potencial osmotico de
-0,290 y -0,277pa respectiva-
mente. Estos resultados contra-
dicen lo observado para D.
longicornu y D. Formosum, ya
que el numero de brotes, longi-
tud de brote, nimero de raices
y longitud de raiz fueron ma-
yores en el medio de cultivo de
Murashige y Skoog que en los
medios Gamborg et al. (BYS),
Mitra et al. y Knudson C (KC;
Dohling et al., 2008).

Se observé que hubo tres
factores que afectaron negati-
vamente la respuesta de las
variables evaluadas: el sulfato

ferroso y el EDTA de sodio
fueron componentes del medio
de cultivo indispensables para
la germinacién de semillas, ya
que en su ausencia no ocurrid
germinacion; el potencial os-
motico mayor a -0,3 que limitd
la germinacidn y crecimiento
de plantulas; y la composicion
nutrimental del medio MS 25 y
50% que afectd negativamente
el crecimiento de las plantulas.
Pierik y Steegmans (1975) se-
flalan que el crecimiento y or-
ganogénesis de las plantas in
vitro se detiene si el potencial
osmdtico es mas negativo que
-0,3Mpa, ya que impide la ab-
sorcion de agua del medio ha-
cia la planta. De igual modo,
Morard y Henry (1998) indican
que el potencial osmotico del
medio tiene efecto directo en
los explantes; conforme es mas
negativo, la absorcion de agua
es menor y por consecuencia
se dificulta el crecimiento por
la baja disponibilidad de los
nutrientes del medio. Navarro
et al. (2000) indican que junto
con al aumento del potencial
osmotico aumenta la salinidad,
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la que reduce el transporte del
agua y la asimilacion de
nutrientes.

Con base en las condiciones
en que se desarroll6 la investi-
gacion y los resultados obteni-
dos, se concluye que la germi-
nacion de semillas de B. cattle-
ya ‘Triumphant coronation’ fue
mayor en el medio MS al 25 y
50% de concentracion de sales.
Sin embargo, la plantulas tu-
vieron mejor crecimiento en el
medio WPMm modificado por
Villegas et al. (1992), sustitu-
yendo el molibdato de sodio
por 4cido molibdico.
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