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Aspectos reproductivos y germinacion in vitro de la orquidea terrestre
Habenaria pringlei B.L. Rob., en una poblacion en “El Remolino”,

Papantla, Veracruz

Bidlogo José de Jesus Sangabriel Flores

RESUMEN

En este trabajo se estudiaron la fenologia floral, los visitantes florales, y la
viabilidad y germinacion in vitro de semillas de Habenaria pringlei (Orchidaceae:
Habenariinae) en el Remolino, Papantla Veracruz, México; con la finalidad de
incrementar el conocimiento sobre la biologia reproductiva de esta especie de
orquidea terrestre. Para el afio 2016, en la poblacion estudiada, esta especie tuvo
un periodo de floracion de marzo a mayo, las plantas presentaron en promedio 15
flores con un minimo de 10 y un méaximo de 22. Para los individuos con un numero
mayor de flores su periodo de floracién fue mas corto y los que tuvieron un menor
ndamero de flores su perdido de floracion fueron méas largo. Se observaron
visitantes de tres O6rdenes de insectos, los cuales fueron Dermaptera (un
individuo), Orthoptera (un individuo) y Lepidoptera (seis individuos), teniendo un
total de ocho visitantes florales; y no fue posible identificar polinizadores. Para la
viabilidad y germinacion in vitro, se evaluaron las semillas provenientes de tres
tratamientos de polinizacién (autopolinizacion, polinizacién cruzada y natural).
Para la viabilidad de semillas se observé un mayor porcentaje de semillas viables
en el tratamiento de polinizacion cruzada con un 48.53 %, seguido por el
tratamiento de polinizacion natural con un 36.06 %, y por Ultimo la autopolinizacion
con un porcentaje de 33.70 %. El porcentaje de semillas no viables fue de 34.80 %
en el método de autopolinizacion siendo el mas alto, seguido por 31.14 % en el
meétodo de polinizacion natural, por Ultimo se registré un valor de 27.48 % en el
método de polinizacion cruzada. En el recuento de semillas vanas, el método de
polinizacién que tuvo mas semillas de este tipo fue el de polinizacion natural con
un porcentaje 32.78 %, seguido por la autopolinizacion con 31.49 % y por ultimo la
polinizacion cruzada con 23.97 %. En cuanto al cultivo in vitro en el medio
Murashige y Skoog (MS), se sembraron 379 semillas obtenidas a partir del
tratamiento de autopolinizacion, 296 desde polinizacion cruzada y 389 del
tratamiento control (natural). Del 100 % de las semillas sembradas en este medio
de cultivo, solo germiné el 12.22 %, y no se encontraron diferencias significativas
en cuanto al tratamiento de polinizacion aplicado.

Palabras claves: Habenaria, seccion Macroceratitae, México, fenologia floral,
visitantes florales, viabilidad de semillas, cultivo in vitro.



l. INTRODUCCION

La familia Orchidaceae constituye uno de los grupos de plantas mas diversos, con
alrededor de 25,000 especies conocidas en todo el mundo (Chase et al., 2003).
Son entre las plantas con flores, una de las familias que mas ha llamado la
atencion de horticultores e investigadores por poseer potencial ornamental y de
uso en variados contextos, entre ellos el alimentario, por ejemplo la vainilla, y por
tener flores muy variadas y vistosas (Espejo et al., 2002). La mayoria de las
orquideas son polinizadas por animales siendo los insectos los principales y estan
entre ellos representados: abejas, avispas, mariposas, moscas, polillas y otros
(Nilsson, 1992); también pueden ser polinizadas por aves como los colibries

(Johnson et al., 2000).

Otra caracteristica principal de las orquideas son las raices. Para algunas
especies, dentro de dichas estructuras, se ha registrado la presencia de micorrizas
(relacién simbidtica entre un hongo y las raices de una planta vascular) (Hadley,
1986). Para su germinacion, las orquideas dependen de hongos micorrizicos y
muchas de las caracteristicas Unicas de estas plantas estan asociadas con el
hongo que las coloniza (Otero et al., 2002, 2004). A pesar de que la mayoria de
los miembros de la familia Orchidaceae son epifitas tropicales y subtropicales, la
presencia de micorrizas ha sido poco investigada. El grupo mejor estudiado es el
de las orquideas terrestres, particularmente las especies nativas de Norteamérica

(Currah et al., 1990).



Dada la dependencia que tiene la familia Orchidaceae con sus polinizadores para
llevar a cabo la reproducciéon sexual, y de las micorrizas para la germinacion de
sus semillas y establecimiento de plantulas, parece ser un grupo de plantas muy
vulnerable a la perturbacion antropica (Dressler, 1993). Ademas, la gran mayoria
de las especies de orquideas habitan bosques nublados y otras regiones en las
zonas tropicales del planeta, lugares que han sido y continuaran siendo muy
intervenidos por los humanos (Tremblay et al., 2005). Cabe notar, que a pesar de
ser una familia tan numerosa y vistosa, el conocimiento sobre las historias de vida
de la gran mayoria de sus especies es escaso 0 completamente carente
(Tremblay et al., 2005). Por estas razones, es urgente generar conocimiento sobre
las distintas etapas en la vida de dichas especies, ademas de desarrollar

estrategias que permitan protegerlas de la inminente amenaza antrépica.

Algunas de estas estrategias para la conservacion de especies, pueden involucrar
técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales, a través de las cuales se pueden
propagar plantas de calidad certificada y en grandes cantidades (Placencia, 2009;
Billard et al., 2013). La biotecnologia vegetal y en especial las técnicas de cultivo
in vitro consisten en aislar cualquier parte de la planta o protoplastos, células,
tejidos u organos, y cultivarlos en un medio nutritivo de composicion quimica
conocida y en condiciones ambientales controladas de luz y temperatura, para

lograr que se desarrollen en condiciones asépticas (Gamborg, 2002).



El género Habenaria es un grupo de orquideas de distribucién pantropical que
comprende alrededor de 500 especies, crecen en diversos hébitats (Cribb et al.,
2001), principalmente terrestres o de ambientes paludicolas. Tienen un ciclo de
crecimiento estacional marcado a partir de la aparicion de las lluvias y
temperaturas favorables, con una fase de descanso otofio-invernal donde la planta
produce estructuras de reserva nutricionales subterraneas denominadas tuberosas
donde se alojan una o varias yemas de renuevo. Los primeros registros de
Habenaria pringlei B.L. Rob., solo se tenian para el sureste del pais. En un estudio
realizado por Sangabriel-Flores (2015), se incluye un nuevo registrd para el norte
del estado de Veracruz. En el area donde se desarrolla es intervenida por
pastoreo bovino, lo que constituye un riesgo potencial que amenaza su
conservacion. Ademas, existe poco conocimiento sobre su historia de vida. Por
estas razones, el aumento del conocimiento sobre esta especie, y el desarrollo de
metodologias y técnicas de micropropagacion, son importantes para garantizar su
multiplicacion y permitir disefiar programas de conservacion y reintroduccion a

largo plazo.



IIl. ANTECEDENTES

2.1 Aspectos generales

Las orquideas son una de las familias mas numerosas dentro de las
angiospermas. Se considera que existen aproximadamente 20,000 a 30,000
especies (Dressler, 1993), las cuales habitan desde las planicies costeras (0 m
s.n.m.) hasta las altas montafias (3000 m s.n.m.) (Chase, 2001; Chase et al.,
2003). Son una familia cosmopolita, que se halla distribuida desde dentro del
circulo polar artico hasta Tierra del Fuego y las islas al sur de Australia. Se hallan

ausentes solamente en los desiertos verdaderos y en los polos (Dressler, 1981).

Las orquideas son hierbas perennes, éstas pueden ser terrestres, epifitas,
hemiepifitas, rupicolas a veces, o saprofitas (Hagsater et al., 2005). Por lo general
poseen hojas alternas, disticas, coriaceas 0 suculentas, algunas poseen
pseudobulbos, rizomas o bien pueden presentar cormos como es el caso de las
orquideas terrestres (Pridgeon y Chase, 1995). En este grupo de plantas las flores
se encuentran dispuestas en inflorescencias de tipo: espigas, racimos, paniculas,
o bien flores solitarias; dichas estructuras se encuentran en posicion apical, basal
o axilar (Szlachetko y Rutkowski, 2000). Las caracteristicas principales de las
flores son: tres sépalos y tres pétalos, de los cuales uno se encuentra modificado y

se denomina labelo. Una caracteristica principal de esta familia es la columna que
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presenta un réstelo, estructura que separa los polinios de la superficie fértil del

estigma e interviene en la dispersion de éstos (Martinez, 2014).

México alberga una gran riqueza de orquideas y se han registrado alrededor de
1260 especies distribuidas en 170 géneros (Hagsater et al., 2005; Soto et al.,
2007). Muchos ambientes quedan aun sin registrar como son las zonas desérticas
y montafiosas, y se considera que Meéxico tiene los biomas mas abundantes y
variados que cualquier otro pais en el mundo (Hagsater et al., 2005). Para el
estado de Veracruz se han reportado 604 especies de orquideas, en 20 géneros,
ocupando asi el segundo lugar nacional en la variedad de orquideas presentes en

sus ecosistemas (Flores-Palacios et al., 2010).

Dentro de la familia Orchidaceae, Habenaria es un género que incluye mas de 500
especies, cuyos habitos pueden ser terrestres o semiacuéticas (Soto, 2007). Se
distribuyen en zonas rocosas, pastizales, areas semiacudticas, y rara vez se
encuentran como epifitas. El género Habenaria comprende el mayor niumero de
orquideas terrestres y tiene una amplia distribucion en nuestro planeta,
comprendiendo desde América Central y Sudamérica, Africa tropical, Asia y
Australasia. Su distribucion en México abarca la zona sureste y centro del pais

(Carnevali et al., 2003).
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2.2 Aspectos reproductivos

2.2.1 Fenologia floral y polinizacion

La fenologia es un evento repetitivo de etapas de desarrollo que las plantas tienen
como respuesta a los factores ambientales o proximos y factores biéticos (Lobo, et
al., 2003). La fenologia vegetativa, describe la temporalidad en el desarrollo de
estructuras diferenciadas (botones foliares, hojas, ramas, etc., 6rganos de
perennacion o raices) y es principalmente influenciada por los factores proximos
como los cambios en la temperatura ya que algunas orquideas florecen en

temporada de calor y otras en frio (Williams-Linera, 2003).

Los principales estudios de fenologia floral se han hecho en arboles y arbustos,
entre otros (Roldan y Larrea 2003); pocos se han realizado para las
monocotileddéneas como la familia Orchidaceae que presenta gran variedad en sus
flores, con distintos colores, formas y tamafios (Fiallo, et al., 2001). Sin embargo,
algunos estudios sobre la fenologia en orquideas terrestres son los siguientes:
Vieira et al., (2007), en un fragmento de la Mata Atlantica en el sureste de Brasil
estudiaron la fenologia de floracion de la especie terrestre Corymborkis flava,
encontrando que el periodo de floracion se extendié desde marzo (final de la
temporada de lluvias) hasta principios de junio y la dispersion de semillas ocurrié
entre junio y septiembre (estacion seca); el pico de floracion ocurrié principalmente
en abril, observandose hasta 34 flores abiertas por planta; las flores (amarillas,

inodoras y tubulares) duraron aproximadamente 7.8 dias. Juarez et al. (2016),

12



estudiaron aspectos fenologicos y la actividad del polinizador de Cyclopogon luteo-
albus, una especie terrestre asociada al bosque de niebla de la region central de
Veracruz, México, encontraron que el inicio de la floracion se llevé a cabo en
invierno, durante el mes de enero, y tuvo una duracién de alrededor de 40 dias. El
desarrollo de las flores es acropétala, por lo que el tiempo total que transcurrio
desde que abrid la primera flor hasta la ultima fue de 27.5 dias. En otro estudio
sobre las especies Pteroglossa glazioviana y Pteroglossa roseoalba, orquideas
terrestres que ocurren en bosques mesofiticos semi-deciduos en la Serra do Japi y
en bosques de galeria en lItirapina, Brasil, realizado por Pansarin y Ferreira (2015),
reportan que desde principios de octubre, ambas especies comienzan a producir
hojas en roseta y de noviembre a diciembre (P. glazioviana) y de enero a febrero
(P. roseoalba), cada planta adulta produce una inflorescencia terminal. El periodo
de floracion en P. glazioviana ocurre en verano (de enero a febrero), y en P.
roseoalba ocurre desde el verano a principios de otofio (de marzo a principios de

mayo). En ambas especies, cada flor intacta dura 7-8 dias.

Desde el punto de vista ecolbgico, las orquideas son importantes en el equilibrio
dinamico del ecosistema. Esto ocurre debido a su amplia distribucién y a la vasta
diversidad de especies, que muestran gran variacion en sus caracteristicas
florales ofreciendo recursos a los organismos con los cuales interactian (Dressler,
1981; Nilsson, 1992). Dentro de estas interacciones esta la polinizacion, donde las
flores juegan un papel fundamental en la atraccion de polinizadores, para lograr la

transferencia de polen entre la antera de una flora y el estigma de la misma o de
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otra flor, dentro de una misma especie (Darwin, 1862; Dressler, 1981; Nilsson,

1992).

Las orquideas son las plantas mas evolucionadas del reino vegetal, hay aspectos
de interacciones ecoldgicas con los agentes polinizadores y con los hongos con
los que forman micorrizas, de la reproduccion y de la ecologia, que hace suponer
una cierta fragilidad bioldgica de estas plantas (Dressler, 1993). La posibilidad de
reproducirse por autogamia, sugiere la existencia de dificultades para la
polinizacién cruzada; y aunque se ha reportado autogamia en algunas especies, la
mayoria de registros sugiere que las especies de orquideas son autocompatibles
pero no autogamas, requiriendo polinizadores para su reproduccién sexual

(Nilsson, 1992; Tremblay et al., 2005).

Los polinizadores de las orquideas son muy variados, siendo los insectos el grupo
mas diverso, representados por abejas, avispas, moscas, mariposas y polillas,
también pueden ser polinizadas por aves como los colibries (Garcia-Cruz y Sosa,
2010). Darwin describi6 por primera vez y de una manera muy exacta, las
estrategias de reproduccion de las orquideas que promueven claramente la
polinizacion cruzada, como en orquideas terrestres y la produccion de flores
unisexuales en Catasetum, entre muchas otras contribuciones importantes

(Singer, 2009).
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2.2.2 Semillas de orquideas

La semilla es la principal estructura reproductiva en las plantas; en las
angiospermas, el embridon en estado de vida latente o amortiguada, acompafiado o
no de tejido nutricio y protegido por el episperma (Font Quer, 2001). Esta
desempeiia una funcion fundamental en la renovacion, persistencia y dispersion
de las poblaciones de plantas, regeneracion de los bosques y sucesion ecoldgica
(Doria, 2010). Las semillas de las orquideas son muy pequefias y ligeras, y
generalmente se producen en grandes cantidades (Arditti y Ghani, 2000;
Rasmussen, 1995). El gran nimero de especies de orquideas que existen, las
caracteristicas fisicas de las que tienen facilitan amplia cobertura de areas
alrededor de la planta madre esto provoca que la semilla tengan una dispersion
mas amplia aun mas lejos. Una consecuencia de tal dispersion es la colonizacion
de nuevos sitios favorables (Rasmussen, 1995; Murren y Ellison, 1998). Por otra
parte, los embriones de las orquideas son pequefios, algunos de ellos tan so6lo son
unas pocas células; la mayoria de las semillas no tienen endosperma (Arditti y

Ernst, 1984; Arditti, 1992).

Las semillas de orquideas generalmente germinan en sus habitats naturales, en
intima simbiosis con micorrizas, mismas que les proporcionan los azlcares y
nutrientes necesarios en sus primeras etapas de germinacién. En el caso de
orquideas terrestres es de vital importancia la relacion hongo-orquidea, ya que en
estados tempranos del ciclo de vida el protocormo enterrado no puede

fotosintetizar sus nutrientes (McKendrick, 2000).
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2.3 Germinacién in vitro

Las técnicas de cultivo in vitro han sido utilizadas ampliamente para la
propagacion de plantas que son dificiles o imposible de obtener por técnicas
convencionales. Por medio de estas técnicas, se han logrado cultivar una amplia
diversidad de plantas empleando diferentes 6érganos por ejemplo semillas,
protoplastos, células en suspension, anteras, granos de polen, meristemos, yemas

axilares, hojas y raices, entre otros.

El cultivo in vitro es una alternativa viable para las especies en peligro de extincion
y en el mantenimiento de hibridos de gran valor (Placencia, 2009). Asi mismo
evitar que dia con dia vayan extinguiendo y pasen a la NOM-059-SEMARNAT-

2010.

Por medio de las técnicas englobadas en el cultivo in vitro se han logrado
propagar diversas especies de Habenaria, logrando desarrollar cientos de
plantulas por medio de esta técnica (Takahashi, 2000). EI Cuadro 1 muestra
estudios donde se han cultivado diferentes especies de Habenaria, utilizando el
medio de cultivo Murashige y Skoog (1962). Para obtener plantulas de orquideas

es importante utilizar practicas de cultivo in vitro, (Billard et al., 2013).
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Cuadro 1. Cultivo in vitro en especies de Habenaria.

Medio de Tipo de

Autor Especie Explante cultivo respuesta
Giri et al., 2012 H. edgeworthii Callo MSt  Tubérculo
Giri et al., 2011 H. edgeworthii Semillas MS Formacion de
brotes
Mitsukuri et al., 2009  H. radiata Yemas ms  Formacionde
brotes
Medina et al., 2009 H. bractescens Raices MS Pseudobulbo
Stewart y Kane, 2006 H. macroceratitis ~ Semillas MS Plantulas
Stewart y Zettler H. repens,
2002 y ' H. quinquiseta, Hoja MS Semillas

H. macroceratitis

+MS: Murashige y Skoog (1962).

Con el objetivo de determinar varios aspectos de la historia de vida de Habenaria
pringlei y asi contribuir a disminuir la carencia de informacién con respecto a
dichos aspectos para esta especie, en este trabajo se examind la fenologia floral,
y los polinizadores y/o visitantes florales. Asimismo, se realizaron pruebas de
viabilidad y de cultivo in vitro en tres medios (Knudson C (1946), Murashige y
Skoog (MS) (1962) y BM-1 Terrestrial Orchid Medium (Van Waes y Debergh
1986)), a semillas provenientes de tres tratamientos de polinizacion:

autopolinizacion, polinizacion cruzada y natural, para examinar las diferencias en
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la germinacion con respecto al tratamiento de polinizacién y al medio de cultivo

utilizado.
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lll. OBJETIVOS

3.1 General

Indagar aspectos reproductivos de Habenaria pringlei in vivo e in vitro

3.2 Particulares

Examinar la fenologia floral en la poblacion de estudio.

Identificar los polinizadores y/o visitantes florales.

Evaluar la viabilidad de semillas obtenidas a partir de tres tratamientos de
polinizacion: autopolinizacion, polinizacion cruzada y natural.

Evaluar la germinacion de semillas obtenidas a partir de los tratamientos de

polinizacién, en tres medios de cultivo in vitro.
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V. AREA DE ESTUDIO

4.1 Distribucién de la especie

Habenaria pringlei se consideraba una especie endémica de México que se
localizé por primera vez para el sureste del pais, ahora se conoce una amplia
distribucion de México a Costa Rica (Figura 1). La distribucion en México
comprende a los estados de Jalisco, San Luis Potosi, Veracruz, Tabasco,
Chiapas, Campeche y Quintana Roo (Stevens et al., 2001; UNIBIO, 2008; CICY,
2010). Recientemente, Sangabriel-Flores (2015) reportdé un nuevo registro para el
norte de Veracruz con un total de 385 individuos en una zona pequefia, con un
area aproximada de 10,000 m? (50 m x 200 m), este sitio se encuentra dentro de
un terreno privado dedicado al pastoreo de ganado bovino. Hasta el momento, es

la Gnica poblacion que se ha registrado en la zona norte de este estado (Figura 2).
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Figura 1. Distribucion de Habenaria pringlei en los estados del sur de México, asi

como Centro América llegando hasta Costa Rica.

4.2 Fase de campo

El estudio se realiz6 en la porcién centro-sureste del municipio de Papantla, en el
ejido El Remolino, Veracruz. La zona de estudio esta comprendida entre los 20°22’
a 20°26’ de latitud norte, y 97°13’ a 97°15’ de longitud oeste (Basafiez et al., 2008)
(Figura 2). El clima es calido humedo y subhimedo con abundantes lluvias en
verano, la temperatura media anual oscila entre los 20-28°C, la precipitacion anual

esta entre los 1,200 y 1,600 mm y se localiza a una altura sobre los 200 msnm
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(INEGI, 2013). El area de estudio en El Remolino, municipio de Papantla, limita al
norte con Poza Rica y Cazones de Herrera, al este con Gutiérrez Zamora y al

oeste con el municipio de Espinal (Puebla) (Figura 2).
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Figura 2. Localizacion geografica del area de estudio (A : EI Remolino).
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En la vegetacion predominante en ElI Remolino se destacan las siguientes
especies: Carpodiptera ameliae, Trichospermum mexicanum, Heliocarpus
microcarpus, Heliocarpus donnell-smithii, Triumfetta tomentosa, Bursera
copallifera, Bursera simaruba, Protium copal, Brosimum alicastrum, Ficus
americana y Ficus cotinifolia (Basarfez et al., 2008); los arboles de esta comunidad
alcanzan de 15 a 25 m de altura y, al igual que los de la selva alta perennifolia,
tienen contrafuertes y por lo general poseen muchas epifitas y lianas (INEGI,
2013). Este tipo de vegetacion también se encuentra en zonas secas, pero a lo
largo de los rios (Kromer et al., 2010).

Dentro de ElI Remolino, los muestreos floristicos se llevaron a cabo en una zona
con las siguientes caracteristicas: pastizal para ganaderia, aguachal o aguajales
(areas pantanosas o inundadas) y abrevaderos naturales para ganado. Al visitar la

zona se efectuaron los muestreos correspondientes, dentro del rango de floracion.

23



V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Historia natural de la especie

Las principales caracteristicas que distinguen a Habenaria pringlei B.L. Rob. son
las siguientes: tiene hasta 1.2 m de alto con tallos foliados, hojas lineares a
angostamente lanceoladas de 92 cm de largo, presenta inflorescencia terminal, las
flores por lo general estdn agrupadas apareadas. El sépalo dorsal es erguido o
forma una campana con los pétalos sobre la columna, los sépalos laterales son
extendidos o deflexos, los pétalos son sueltos y enteros (Kolanowska, 2015).
Habenaria pringlei, es una especie terrestre que se desarrolla en humedales,
crece donde le dan los rayos del sol directo, donde no tiene ninguna sombra
(Figura 3A). Florece en temporada de calor, de marzo a mayo, en estos meses es
cuando el sol sale mas temprano; el total de las flores de cada planta estan
abiertas de 26 hasta 30 dias, cada planta presenta en promedio 15 flores con un
rango de 10 hasta 22 flores. Las flores son blancas con verde claro y presentan un
espolén largo (nectario) al final del cual hay néctar (Figuras 3B). Una de las
caracteristicas principales de esta especie es el aroma que desprenden sus flores
en un horario de 19:00 a 00:00 horas, es un olor muy agradable a limén, que
invade el area donde habita, atrayendo de esta manera a los visitantes florales
gue toman néctar y posiblemente polinizan las flores. Habenaria pringlei pertenece

a la seccion Macroceratitae, que esta conformada por especies con flores grandes

24



y con los espolones mas largos del género (Batista et al., 2006). El nectario de H.

pringlei puede llegar a medir 6.5 cm de largo.

(A) (B)

Figura 3. Habenaria pringlei en el sitio de estudio. (A) Habitat de la planta, (B)

flores en la inflorescencia.

5.2 Proteccioén de las plantas

Para este estudio se delimitd un area circular aproximada de 40 m de diametro
(1256 m?), para proteger a la mayoria de las plantas del ganado bovino presente
en el sector. Dicha area fue delimitada mediante el uso de alambre de puas,

grapas y postes de madera (Figura 4).
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Figura 4. Cercado de terreno donde habita Habenaria pringlei.

5.3 Recoleccion de los datos

Se seleccionaron 20 individuos de H. pringlei distribuidos en el area de estudio,
para examinar la fenologia floral de la poblacién. Para realizar los tratamientos de
polinizacion (autopolinizacion, polinizacién cruzada y natural), se seleccionaron 15
individuos adicionales (diferentes a los elegidos para el andlisis de la fenologia
floral), utilizando cinco de estos para cada tratamiento, se aplicé un solo
tratamiento por individuo. Se marcaron los individuos tratados y las inflorescencias
fueron etiquetadas de acuerdo al tipo de polinizacién, después de esto fueron
cubiertas con bolsas de tul de 20 centimetros de ancho por 40 centimetros de
largo, excepto el tratamiento natural, para evitar el acceso de visitantes florales y/o
polinizadores. Cabe notar, que para el tratamiento de polinizacion natural, se

seleccionaron individuos que ya tenia flores polinizadas y solo se espero la
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formacion de la capsula para esto se existe un vector de polinizacion que para

esta especie serian insectos nocturnos como polillas.

Después de un mes de realizar los tratamientos de polinizacion, se obtuvieron las
capsulas maduras. Para las semillas de estas cépsulas se evalu6 la viabilidad,
comparando los tres tratamientos de polinizacidn; y se realizaron cultivos in vitro
(utilizando tres medios diferentes), para evaluar la germinacion de las semillas

provenientes de los tres tratamientos de polinizacion.

5.4 Fenologia floral

Durante el periodo de marzo a junio de 2016 se realizaron visitas de
reconocimiento al area y se seleccionaron 20 plantas alejadas unas de otras en
las cuales se realizaron los seguimientos de la fenologia reproductiva del total de
flores presentes en las mismas. Los individuos fueron marcados con etiquetas de
plastico. Para evaluar la fenologia floral, se marcaron todas las inflorescencias de
las plantas con cinta masking tape y se numeraron de acuerdo a su aparicion en el
campo. Se observaron las inflorescencias desde el inicio hasta el final de la
floracion, se registraron los siguientes datos de acuerdo a la metodologia
propuesta por Hentrich (2012):

(a) ¢ Fecha antesis de la primera flor de la planta?

(b) ¢ Fecha cuando marchito la dltima flor?

(c) ¢Cuantas inflorescencias presenta la planta?
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(d) ¢ Cuantas flores estaran abiertas cada dia?
(e) ¢ Cuantas flores presenta cada inflorescencia?

(f) ¢, Duracion de la floracion?

5.5 Observacién de polinizadores y/o visitantes florales

El comportamiento de los posibles polinizadores fue documentado para la especie
estudiada mediante notas de campo y fotografias, los registros se llevaron a cabo
entre las 18:00 y 00:00 horas, ya que es el horario en que H. pringlei desprende su
aroma. Los visitantes que fueron registrados, se recolectaron y se pusieron en una
camara letal que contenia formol, para sacrificarlos sin que se maltrataran. En el
laboratorio, para su identificacion se utilizaron manuales con claves para las
principales familias. Ademas, se utilizaron claves dicotdbmicas, para identificar

insectos de las familias mas comunes que visitaron esta especie de orquidea.

5.6 Evaluacion de la viabilidad de semillas

Para realizar la prueba de viabilidad se siguié la metodologia de Béhm (1996), la
cual consiste en preparar una solucion al 1% de tetrazolio (2,3,5-Trifenil-2H-
Tetrazolio Cloruro), [C19H15CIN4]) con agua destilada. Para mantener un pH de 6-
7, se le adicion6é una solucion amortiguadora al 0.9% Na2HPO4*2H20 + 1.1%
KH2PO4. Ademas, se le agrego un par de gotas de Tween 80, actia mojando (crea

una pelicula alrededor de la cubierta de las semillas para evitar que la lejia tenga
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un efecto perjudicante en el interior de las semillas). Esta solucién se guard6 en un

frasco ambar en el refrigerador a 4°C.

Para realizar la prueba de viabilidad en las semillas provenientes de cada uno de
los tratamientos de polinizacion (autopolinizacion, polinizacion cruzada y natural),
éstas fueron incubadas con 3-5 mL de la solucion preparada en tres tubos de
ensayo diferentes, durante 8 dias a 25 °C en la oscuridad. Posterior a la
incubacion en tretrazolio, se enjuagaron las semillas con agua destilada, retirando

la solucién con una pipeta.

Para los conteos de semillas, éstas se clasificaron como viables, no viables y
vanas. En los embriones de las semillas, diferencia los tejidos vivos de los muertos
sobre la base de la actividad de enzimas deshidrogenasas (enzimas de la
respiracion). Al ser hidratadas las semillas, la actividad de las deshidrogenasas
incrementa, resultando en la liberacién de iones hidrégeno, lo que reduce a la
solucién de tetrazolio, los embriones vivos de color rojo, en tanto que las muertas
permanecen sin colorear y las vanas no tienen embrién solo tiene la testa. La
viabilidad de las semillas se determina en funcion del patrén de tincién del embrién
y la intensidad de la coloracion. Que una semilla sea viable, nos indica que es
capaz de germinar y producir una plantula normal, sin embargo podria estar
dormida, y en ese caso no germinaria inmediatamente (Figura 5). Las semillas
incubadas en los tubos de ensayo se vertieron sobre cajas Petri. Las cajas Petri se

colocaron sobre hojas cuadriculadas, las cuales fueron divididas en 10 cm
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cuadrados, dentro de estas cuadriculas se contaron las semillas. Para la

observacion se utilizaron aumentos de 40X y 100X.

No

viable Vana

Viable

Figura 5. Semillas viables, no viables y vanas de Habenaria pringlei. Una semilla
se considera viable cuando el embrién se tifie de color rojo, no viable cuando tiene
el embrién pero no se tifie, y vana cuando no tiene embridn y solo tiene la testa.

5.7 Cultivo in vitro

Las semillas se obtuvieron de la recolecta de cdpsulas maduras, antes de la
dehiscencia, de los tres tratamientos de polinizacién: autopolinizacion, polinizacién
cruzada y polinizacion natural (control), durante el mes de junio de 2016. Las

capsulas se transportaron en sobres de papel filtro, para evitar que se
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humedecieran o se maltrataran, al laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del

Orquidario Universitario en Xalapa Veracruz.

5.7.1 Desinfeccién de las semillas

Dado que las semillas estuvieron expuestas al aire libre, éstas se esterilizaron con
una solucién de hipoclorito de sodio al 2% adicionando una gota de Tween 20 por
cada 100 mL de solucion. Las semillas fueron colocadas en un sobre de papel
filtro para facilitar su manejo; el sobre con las semillas se deposité en la solucién
antes mencionada y se agité durante 20 minutos. Posterior a esto, las semillas
fueron llevadas a la campana de flujo laminar. Dentro de la campana se realizaron

tres enjuagues con agua destilada estéril.

5.7.2 Medios de cultivo

Se evaluaron tres medios de cultivo: Knudson C (1946), Murashige y Skoog (1962)
y BM-1 Terrestrial Orchid Medium (Van Waes y Debergh 1986). Los componentes

de cada uno de los medios se describen en el Cuadro 2.
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5.7.2.1 Preparacion de los medios de cultivo Knudson Cy BM-1 Terrestrial
Orchid Medium

Estos medios de cultivo ya contaba con sacarosa al 2% y se ajusto el pH a 5.8 con
hidréxido de sodio y/o acido clorhidrico. Posterior a esto se agregé 3 g L de

Gelrite, como agente gelificante.

5.7.2.2 Preparacion del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS)

Para la preparacion de este medio se hizo lo siguiente: Para un volumen de 1 L.
se pesaron 4.32 g del medio en polvo en una balanza analitica. Asimismo, se
pesaron 20 g de sacarosa y 3 g de Gelrite y se agregaron en un vaso de
precipitados con 1 L. de agua destilada, se homogeniz6 con un agitador
magneético. Se midié el pH con un potenciometro y se ajusté a 5.8 usando HCI o

NaOH.

Los medios se esterilizaron en autoclave a 120 °C, durante 15 miny a 1.5 Ib de
presion.

Para cada medio se prepararon en cajas Petri estériles de 12 cm, en una campana
de flujo laminar. Se incubaron cinco cajas Petri por cada tratamiento de
polinizacién en cada uno de los medios. Cabe mencionar que la campana de flujo
laminar fue encendida 15 minutos antes de utilizarse, ademas de limpiarse con

alcohol al 70 %.
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Cuadro 2. Componentes de los tres medios de cultivo utilizados para la
germinacion de semillas de Habenaria pringlei.

BM-1
Murashige Terrestrial
Componentes KnLrlrgis/(I)_n C y Skoog Orchid
(mg/L) (mg/L) Medium
(mg/L)
Nitrato de amonio (NH4NO3) 500 1650 —
Sulfato de amonio (NH4)2S04 500 — —
Nitrato de calcio Ca(NO3)2 347.2 — —
Sulfato ferroso heptahidrato (FeSO47H20) 25 27.8 27.85
Sulfato de magnesio anhidro (MgSOa) 122.13 180.7 100
Sulfato de manganeso monohidrato (MNnSO4¢H20) 5.68 16.9 25
Cloruro de potasio KClI 250 — —
Fosfato de potasio monobasico anhidro (KH2PQOa4) 250 170 300
Sacarosa 20,000 — 20,000
Acido bérico (HsBO3) — 6.2 10
Cloruro de calcio anhidro (CaClz) — 332.2 —
Cloruro de cobalto hexahidrato (CoClz2¢6H20) — 0.025 0.025
Sulfato cuprico pentahidrato (CuSOa4+5H20) — 0.025 0.025
Naz-EDTA dihidratado (C10H14N2Na20g*2H20) — 37.26 37.25
Sal sédica de acido molibdico dihidrato (NazMoQO4+2H20) — 0.25 0.25
Yoduro de potasio (KI) — 0.83 —
Nitrato de potasio (KNO3) — 1900 —
Sulfato de zinc heptahidrato (ZnSO4+7H20) — 8.6 10
Agar — — 5000
D-Biotina — — 0.05
Caseina, Hidrolizado Enzimatico — — 500
Acido folico — — 0.5
L-glutamina — — 100
Glicina (base libre) — 2.0 2
mio-inositol — 100 100
Acido nicotinico (acido libre) — 0.5 5
Clorohidrato de piridoxina — 0.5 0.5
Clorohidrato de tiamina — 0.1 0.5
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5.8 Recoleccion floristica y registro fotografico de flores y polinios

La recoleccion de muestras floristicas se desarrollé6 durante los muestreos, para
no ocasionar dafios a la poblacion. Los individuos que se encontraron con flor o
fruto en campo se utilizaron para preparar material herborizado. Los individuos
recolectados se trasladaron al herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y

Agropecuarias de la Universidad Veracruzana, region Poza Rica-Tuxpan.

Se recolectaron flores sin polinizar y con su carga polinica intacta en el campo y
se llevaron a la Facultad de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (Universidad
Veracruzana). En el laboratorio, se tomaron fotografias a las flores y a los polinios,
a través de un microscopio especializado en capturas digitales marca Leica

modelo SMZ1500.

5.9 Andlisis de los datos

Para indagar la relacion entre el numero de flores por planta y la duracién de la
floracion, se llevo a cabo un andlisis de correlacion entre estas variables (StatSoft,

2004; Zar, 2010).
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Para evaluar la relacion entre el tratamiento de polinizacion aplicado y viabilidad
de las semillas se utilizé una tabla de contingencia 3 x 3, realizando un analisis
exploratorio adicional, subdividiendo la tabla de contingencia, para indagar sobre
qué tratamiento estaria causando la significancia de la Chi-cuadrado calculada

(Zar, 2010).

En cuanto a la germinacion in vitro, para ver las diferencias entre los medios de
cultivo evaluados y los tratamientos de polinizacion aplicados, se realiz6 una
ANOVA de una via de efectos fijos, utilizando los datos de porcentajes de semillas
germinadas transformados a Arcoseno (Zar, 2010). Dado que entre los
tratamientos de polinizacion y los medios de cultivo no hubo diferencias

significativas no se realizaron analisis a posteriori.

Todos los andlisis estadisticos fueron llevados a cabo en el programa

STATISTICA 7.0 para Windows (StatSoft; 2004).
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6.1 Fenologia floral

VI. RESULTADOS

La floracion de H. pringlei abarcé un periodo de 45 dias de los meses de marzo a

mayo de 2016. El alargamiento del botén se inicia desde la mafiana cerca de las

09:00 h, la antesis se inicia con la separacion de los pétalos alrededor de las 16:00

h, presentando las plantas de 1 a 7 flores abiertas por dia. En la Figura 6 se

muestra que el numero maximo de dias de floracion para una planta fue de 30,

observandose esto en el 30% de la muestra. Y el nUmero minimo de dias de

floracion fue de 26, lo cual se observé en un 20% de los individuos.
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Figura 6. Numero de flores por planta y dias de duracion de la floracion. Existe
una correlacion negativa altamente significativa entre el tiempo de duracion de la
floracion de cada planta y su nimero de flores (1> = 0.6267; r = =0.7916; P = 0.00).

La correlacion entre el niumero de flores y la duracién de la floracion (dias) es

negativa y altamente significativa (r = -0.7916; P = 0.00).

6.2 Polinizadores y/o visitantes florales

Como se muestra en la Figura 7, se observaron visitantes de tres ordenes de
insectos en H. pringlei, los cuales fueron Dermaptera (un individuo), Orthoptera
(un individuo) y Lepidoptera (seis individuos), teniendo un total de ocho visitantes
florales. Paradirphia sp. Esta especie se detuvo en algunas flores en un horario de
10. 20 pm. Pharmacis fusconebulosa esta especie llego a las planta a las 8: 00 pm
intentando tomar néctar de las flores, Phragmatobia fuliginosa, visito varias flores
en un horario de 7:00 pm, Erebus odoratus, esta especie fue capturada en un
horario de 10. 00 pm tomando néctar de una de las flores, cabe sefalar que este
individuo al medirle el nectario le media 5.5 cm y el nectario de la flor mide 6.5
cm. Lascoria ambigualis, esta especie se acercO a las plantas en un horario de
11:30 pm donde se detenia en busca de alimento, Acronicta impleta, esta larva se
encontré en un horario de 10:30 pm en una de las plantas. Forficula auricularia la
especie interactu6 con la planta en a las 8:45 pm. Phaneroptera sp. La especie

estuvo colocada en una de las flores de la planta a las 9:16 pm. En el Anexo 1 se
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muestran fotografias y la descripcion taxondmica de los visitantes registrados

durante la floracion del afio 2016 para la poblacion de H. pringlei.

Visitantes florales

y

Figura 7. Porcentaje por Orden de visitantes florales en Habenaria pringlei.

6.3 Viabilidad de semillas

El Cuadro 3 muestra los resultados de las pruebas de viabilidad de semillas en H.
pringlei. En la prueba de viabilidad se observé un mayor porcentaje de semillas
viables en el método de polinizacion cruzada con un 48.53 %, seguido por el
método de polinizacién natural con un 36.06 %, y por ultimo el método de

autopolinizacion con un porcentaje de 33.70 %. El porcentaje de semillas no



viables fue de 34.80 % en el método de autopolinizacion siendo el mas alto,
seguido por 31.14 % en el método de polinizacién natural, por ultimo se registré
un valor de 27.48 % en el método de polinizacion cruzada. En el recuento de
semillas vanas, el método de polinizacion que tuvo mas semillas de este tipo fue el
de polinizaciéon natural con un porcentaje 32.78 %, seguido por el método de
autopolinizacion con 31.49 % y por ultimo el método de polinizacion cruzada con

23.97 %.

A partir del andlisis de la tabla de contingencia 3 x 3, se concluyé que se debe
rechazar la hipétesis de independencia y por lo tanto, asumir que existe relacion
entre la viabilidad de las semillas y el tratamiento de polinizacion aplicado (Chi-
cuadrado = 10.48; g.l. = 4; P = 0.03). Al realizar un andlisis exploratorio adicional,
subdividiendo la tabla de contingencia, para indagar sobre qué tratamiento estaria
causando la significancia de la Chi-cuadrado calculada (Zar 2010) se encontrd
evidencia que sugiere que la viabilidad de las semillas en el tratamiento de

polinizacion cruzada difiere de los otros dos tratamientos (Cuadro 3)
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Cuadro 3. Porcentaje de semillas viables, no viables y vanas de Habenaria
pringlei, obtenidas de los tres tratamientos de polinizacion.

Tratamientos de polinizaciéont

Autopolinizacion Polinizacién cruzada Polinizacion natural

(%) (%) (%)
Viables 33.70 48.53 36.06
No viables 34.80 27.48 31.14
Vanas 31.49 23.97 32.78

TLa viabilidad de las semillas tratadas no es independiente del tratamiento aplicado (Chi-cuadrado
=10.48; g.l. =4; P =0.03).

6.4 Germinacioén in vitro de semillas

Los medios de cultivo in vitro Knudson C y BM-1 Terrestrial Orchid Medium, no
mostraron resultados positivos; ninguna de las semillas, obtenidas a partir de los
tres tratamientos de polinizacién, germinaron en estos medios. De los tres medios
de cultivo evaluados, s6lo Murashige y Skoog (MS) mostro resultados positivos, y

semillas obtenidas a partir de los tratamientos de polinizacion germinaron.

Se sembraron 379 semillas obtenidas a partir del tratamiento de autopolinizacion,
296 desde polinizacién cruzada y 389 del tratamiento control (natural). Como se
puede ver en la Figura 8, del 100 % de las semillas sembradas en este medio de

cultivo, solo germiné el 12.22 %.
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Figura 8. Germinacion del total de semillas sembradas de Habenaria pringlei en el
medio de cultivo Murashige y Skoog.

Para las semillas obtenidas a partir de los tres tratamientos: autopolinizacion,

polinizacién cruzada, y natural, del 100 % sembrado germinaron el 12.93 %, 12.16

% y 1157

respectivamente (Figura 9); no encontrandose diferencias

significativas entre tratamientos (ANOVA: F2,11 =0.08, P = 0.92).
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Tratamientos

m Germinadas ®= No germinadas

Figura 9. Porcentaje de germinacion de semillas obtenido en tres tratamientos de
polinizacion de Habenaria pringlei.

Como se puede ver en la Figura 10, el nUmero minimo de semillas sembradas en

cada una de las cajas Petri fue de 50 y el maximo de 110. Para la germinacion el

namero minimo de semillas por caja Petri fue de 3 y el maximo de 19.
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Medio MS

- 6 8 10 12

NUMERO DE SEMILLAS SEMBRADAS ®  NUMERO DE SEMILLAS GERMINADAS

Figura 10. Total de semillas sembradas y germinadas en el medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS).

6.5 Recoleccion floristica y registros fotograficos a flores y polinios

Se recolectaron muestras de la planta que contara con raiz, tallo, flores y hojas de
dos individuos de la poblacion en estudio. Estas fueron disecadas y montadas, y
se depositaron en el herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas vy

Agropecuarias (Universidad Veracruzana) (Figura 11).
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Figura 11. Muestra boténica para el Herbario de la Facultad de Ciencias
Biol6gicas y Agropecuarias.

Las flores son blancas, con pétalos blancos y sépalos blanco-verdosos (Figura
12). Los polinios son de color amarillo cuando la flor esta fresca, y se tornan de
color café cuando ésta empieza a envejecer. Las flores tiene un tamafio de
aproximadamente 6.5 cm de largo y 2.5 de ancho, el labelo mide 2.5 cm de largo y
1.2 de ancho, los pétalos 2.3 cm de largo y 0.5 de ancho, los sépalos 2.8 cm de
largo y 1.4 cm de ancho, el nectario tiene 6.5 cm de largo. Los polinios tienen un

tamafio aproximado de 1.1 cm de largo (Figura 12).
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Figura 12. Flor y polinio de Habenaria pringlei, fotografias tomadas con
microscopio de diseccion.
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VII. DISCUSION

7.1 Fenologia floral y polinizacién

Las orquideas terrestres en cuanto a su floracion y/o reproduccion parecen seguir
dos estrategias. Por ejemplo H. pringlei y H. repens florecen en la época de seca
fendbmeno asociado con un mayor cantidad de radiacion solar y con la humedad
suficiente para poder florecer (Garcia, 1974; Méndez-Gonzalez et al., 2008). En
contraste otras especies de orquideas terrestres por ejemplo las especies de la
subfamilia Spiranthoideae prefieren florecer en la época de lluvias (agosto y
septiembre), las cuales tienen suficiente humedad durante esta época Sahagun-
Godinez (1996). Lo anterior sugiere que si la vegetacion primaria sigue
desapareciendo los niveles de humedad la humedad disminuirian poniendo en
riesgo las especies como H. pringlei.

Por otra parte, la floracion en H. repens es similar a la de H. pringlei (especie que
habita zonas pantanosas, que tiene raices gruesas y presenta un cormo), cuyas
caracteristicas del habitat y de sus raices, proporcionan una disponibilidad de
agua, incluso en la estacion seca, permitiendo la floracion durante este periodo del
afo. La estacion seca puede llegar a ser mas favorable para la floracion, menos
lluvia mejoraria la visibilidad de las flores, aumenta la actividad de los
polinizadores y, ademas, hay menos insectos fitdfagos los cuales muestran una

preferencia por yemas y flores (Janzen 1967, Dressler 1981).
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Hasta el momento se desconocen estudios sobre fenologia floral para especies
del género Habenaria. Este trabajo es el primer estudio sobre la fenologia floral de
H. pringlei, en la poblacion mas al norte dentro del estado de Veracruz, de la que
se tiene registro. Para esta poblacion la floracidon abarcé tres meses, desde
mediados de marzo hasta mediados de junio, durante la primavera de 2016 en
La estrategia reproductiva de H. pringlei incluye una abundante produccion de
flores blanco verdosas a lo largo de toda la estacién seca (primavera), las plantas
presentaron de una a siete flores abiertas por dia. La distribucién agregada de H.
pringlei, puede aumentar el atractivo visual de las flores, y el aroma a limon que
desprenden por las noches, puede favorecer la atraccion de potenciales

polinizadores, Garcia, 1974, Méndez-Gonzalez et al., 2008.

Habenaria es uno de los géneros de orquideas mas grandes, con sus principales
centros de diversidad en Brasil, Asia oriental y Africa central y meridional (Kurzweil
y Weber, 1992). A la fecha son pocos los estudios sobre polinizacién en especies
de Habenaria, mientras que la mayoria de los informes publicados indican que
estas especies son polinizadas principalmente por polillas (Batista et al., 2013). La
mayoria de los trabajos realizados sobre polinizacion en Habenaria, han estudiado
especies de Sur América (Moreira et al. 1996, Galetto et al., 1997, Singer y
Cocucci, 1997, Singer 2001, Singer et al., 2007, Moré et al., 2012, Pedron et al.,
2012, Amorim et al., 2014), una especie en Norte América (Thien 1969, Thien y
Utech 1970), otra en Africa (Peter et al., 2009) y otras tres en Asia (Dangat y

Gurav, 2014, Suetsugu y Tanaka, 2014, Ikeuchi et al., 2015, Xiong et al., 2015).
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Ningun trabajo ha reportado polinizacion para alguna especie de Habenaria en

Centro América, y tampoco para México.

Uno de los primeros trabajos sobre polinizacién en especies de Habenaria, fue
realizado por Galetto y colaboradores (1997) en la region central en Argentina;
dentro de su trabajo reportaron que H. gourlieana es visitada por Sphingidae, y no
pudieron registrar visitantes florales en H. hieronymi. En otro trabajo con especies
simpatricas de Habenaria en el sur de Brasil. Pedron y colaboradores (2012)
reportan el proceso de polinizacion de H. johannensis, H. macronectar, H.
megapotamensis y H. montevidensis, encontraron que H. montevidensis es
polinizada por mariposas (Hesperiidae, especialmente del género Urbanus) que
llevan sus polinarios sobre sus 0jos; las otras tres especies son polinizadas por
Sphingidae. Habenaria johannensis es polinizada por las polillas Manduca rustica
y M. sexta que llevan los polinarios en la base de la probdscide. Habenaria
macronectar es polinizada por las polillas Eumorpha labrusca y M. cf. lucetius, y
éstas llevan los polinarios entre los palpos. Habenaria megapotamensis es
polinizada por las polillas de M. cf. lucetius que llevan los polinarios en la
probdscide (Pedron et al. 2012). Cabe notar que especies polinizadas por “polillas
halcén” (Sphingidae), de lengua larga, como H. johannensis, H. macronectar, H.
megapotamensis (Pedron et al., 2012), H. gourlieana (Galetto et al., 1997), y H.
paulistana (Amorim et al. 2014), pertenecen a la seccidon Macroceratitae, de la cual

también hace parte H. pringlei, que esta conformada por especies de flores
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grandes y con los espolones (nectarios) mas largos del género (Batista et al.,
2006).

Durante el tiempo de muestreo para H. pringlei, solo se pudo observar visitantes
florales y hasta el momento no ha sido posible observar e identificar los
polinizadores de esta especie, pero se sugiere que deben ser lepiddpteros de la
familia Sphingidae (polillas de probdscide larga), como se ha registrado para otras
especies de Habenaria pertenecientes a la seccion Macroceratitae (Galetto et al.,
1997, Pedron et al., 2012, Amorim et al., 2014), que presentan caracteristicas
como flores con largos espolones (> 6 cm de longitud). Las caracteristicas de las
flores de H. pringlei, como el espoldn largo (= 6.5 cm de longitud), la presencia de
néctar, el color blanco verdoso, la secrecién nocturna de fragancia (olor a liman),
son rasgos que sugieren adaptacion a polinizacién por esfingidos de probdscides

largas.
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7.2 Viabilidad de semillas

En investigaciones de viabilidad de semillas de orquideas, algunos autores
pudieron encontrar porcentajes de viabilidad diferentes, como por ejemplo
Vujanovic et al. (2000), compararon los procedimientos quimicos estandar del
cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) y fuchsina acida (AC), para probar la viabilidad
de las semillas con Cypripedium reginae, C. parviflorum y Platanthera grandiflora,
reportaron que la eficiencia del bioensayo fue similar a la de los procedimientos
TTC y AC, para el porcentaje de viabilidad de las semillas de C. reginae 51 %y
55 %, para C. parviflorum 58 % y 62 %, y para P. grandiflora 47 % y 53 %,

respectivamente.

En un trabajo realizado sobre germinacion ex situ como método de evaluacion de
la viabilidad de semillas de Platanthera blephariglottis, realizado por Lemay et al.
(2015), comentan que la duracién del pre-tratamiento con hipoclorito tuvo un
efecto significativo sobre el porcentaje de semillas demostradas como viables tras
la tincién, ellos lo hicieron en varios tiempos, pero en los 15 y 30 min tuvieron la
mayor cantidad de semillas viables ya que no difirieron significativamente entre si
(Fa20 = 38.83, P < 0.00). Dowling y Jusaitis (2012), evaluaron la viabilidad de
semillas de cuatro especies terrestres con tincion de cloruro de tetrazolio, los
resultados de la estimacion de la viabilidad fueron: 50 % para Pterostylis nutans,
30 % para Microtis arenaria, 60 % para Thelymitra pauciflora y 58 % para

Prasophyllum pruinosum. Por otro lado, en un trabajo sobre propagacion in vitro
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de semillas de la orquidea Comparettia falcata mediante técnicas simbidticas y
asimbioticas, realizado por Chavez et al. (2015), hicieron prueba de viabilidad de
semillas con tetrazolio utilizando dos céapsulas de dos plantas diferentes, y
encontraron que la viabilidad de las semillas varié entre 72.8 % y 75.7 %, lo cual
garantizaba su uso para los ensayos de germinacion, ya que tuvieron un alto

porcentaje de viabilidad.

En otro trabajo, realizado por Faast et al. (2010), sobre la viabilidad de las semillas
en poblaciones en declive de Caladenia rigida, en dos poblaciones de estudio;
encontraron valores muy bajos, ya que para una de las poblaciones la viabilidad
fue significativamente baja, con s6lo el 9 % de las semillas siendo viables, en
comparacion con el 36 % en cépsulas de la otra poblacién evaluada. En un trabajo
sobre restricciones en el establecimiento de una orquidea terrestre en peligro de
extincion: un estudio comparativo de la germinacion in vitro e in situ de semillas y
el desarrollo de plantulas en Nervilia nipponica, en un trabajo realizado por Gale et
al. (2010) estudiaron la viabilidad con varias capsulas con semillas para realizar la
prueba utilizaron la tincion del cloruro de tetrazolio, y el promedio que obtuvieron
fue significativo ya que mas del 96 % de las semillas de todas las cépsulas
contenian un embrién, haciendo una prueba estadistica ellos obtuvieron que la
proporcion media de semillas que contenian embriones fue de 98.5 + 0.4 % para

las capsulas.
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Cabe resaltar que a diferencia de las especies anteriormente mencionadas, para
H. pringlei se compara la viabilidad de semillas provenientes de tres tratamientos
de polinizacion (autopolinizacion, cruzada y natural), donde el mayor porcentaje de
viabilidad se registro para semillas obtenidas por polinizacion cruzada (48.53 %),
seguido por polinizacion natural (36.06 %), y por ultimo las semillas obtenidas a
partir de autopolinizaciéon (33.70 %), encontrandose que la viabilidad de las
semillas en el tratamiento de polinizacion cruzada difiere de los otros dos
tratamientos. En un trabajo reciente, Metsare et al. (2015) evaluaron la viabilidad
de semillas comparando los mismos tres tratamientos de polinizacion que los
realizados para H. pringlei, en dos especies de orquideas terrestres: Orchis
militaris y Platanthera bifolia. Ellos encontraron que hubo una diferencia en el
ndamero de semillas viables en los tres tratamientos para O. militaris, con las
semillas obtenidas por cruzamiento mostrando mayor viabilidad que las obtenidas
a través de los otros dos tratamientos; este resultado es similar al obtenido para H.
pringlei. Para P. chlorantha, las diferencias entre los tratamientos no fueron

significativas pero la viabilidad fue méas baja en las flores autopolinizadas.
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7.3 Germinacioén in vitro de semillas

Las semillas de especies del género Habenaria pueden germinarse de manera
asimbidtica, utilizando diferentes medios de cultivo (Takahashi et al. 2000, Stewart
y Kane 2006, Giri et al., 2012). Takahashi et al., (2000), reportaron para Habenaria
radiata un porcentaje de germinacion de semillas de manera asimbio6tica del 48.8
% en medio Hyponex, bajo incubacidn de luz después de 28 dias. Stewart y Kane,
(2006) con H. macroceratitis, evaluaron seis medios asimbiodticos (Lucke
Modificado (LM), Murashige y Skoog (MS), Lindemann (LN), Vacin y Went (VW),
Malmgren Modificado (MM), Knudson C (KC), el porcentaje de germinacion de las
semillas fue mayor tanto en LM como en KC después de siete semanas de cultivo
(LM = 89.1 %, KC = 89.2 %). Tanto la zeatina como la kinetina a 1 yM mejoraron
la germinacion de las semillas (zeatina = 58.1 %, kinetina = 47.2 %). El porcentaje
final de germinacion de semillas (91.7 %) y el desarrollo del protocormo
incrementaron en ausencia de luz (0/24 h L/D). En otro estudio sobre cultivo in
vitro de semillas en la especie H. edgeworthii, Giri et al., (2012) utilizaron el medio
Murashige y Skoog (MS), en diferentes concentraciones, la maxima germinacion
de semillas (94.7 %) se observd en MS suplementado con 1 pyM de acido
naftalenacético (NAA). Este es el primer trabajo sobre germinacion in vitro de
semillas de Habenaria pringlei, pero el porcentaje de germinacién fue bajo (12.22
%) comparado con los resultados de los autores mencionados, donde dichos
porcentajes fueron altos, logrando valores cercanos o muy superiores a un 50 %

en algunos de los medios de cultivo que ellos utilizaron. Para H. pringlei, sélo en el
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medio MS las semillas germinaron; siendo un porcentaje menor al 50% de
germinacion mucho menor a los registrados para H. macroceratitis y H.
edgeworthii, cuya germinacion fue de 80 % y 94.7 % en MS, respectivamente.
Ademas, H. macroceratitis en el medio KC present6 una germinaciéon del 89.2 %y
H. edgeworthii de 87.6 %, a diferencia de H. pringlei donde la germinacién en

dicho medio fue nula.

Para mejorar la germinacion in vitro de semillas de H. pringlei, se podrian probar
otros medios de cultivo y varios periodos de horas luz. Por ejemplo, Pereira et al.,
(2015) probaron cinco medios para la germinacion asimbidtica de semillas de
Bipinnula fimbriata: agua de agar (AW), medio de cultivo de banano (CMB), medio
de cultivo de tomate (CMT), Knudson C (KC) y Malmgren modificado orquidea
terrestre (MM), y lograron gran cantidad de germinacion de semillas. También,
estos autores probaron varios periodos de horas luz, pusieron a germinar semillas
en la oscuridad a 24 + 1 °C durante cuatro semanas Yy luego se transfirieron a un
ciclo luz / oscuridad de 16/8 horas a 20 + 1 °C durante otras cuatro semanas. Un
control fotoperiodo similar de la produccion de rizoides durante la germinacion
asimbidtica de semillas de orquideas ha sido reportado por Kauth et al., (2006)
para Calopogon tuberosus, mientras que Arditti et al., (1982) informaron que la
produccion de rizoides no fue controlada por fotoperiodo en especies de

Platanthera y Piperia, géneros relacionados a Habenaria.
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Por otro lado, ya que las semillas de H. pringlei germinaron en el medio MS, se
podria hacer varias modificaciones utilizando dicho medio de cultivo, como lo hizo
Salazar-Mercado, (2012) en Cattleya mendelii. Este autor prob6 agregando al MS
jugo de pifia (MS+JP), MS con agua de coco (MS+AC), MS mas acido indolacético
(AIA) y MS con &acido giberélico (MS+GA3), cabe sefialar que estos medios son
suplementos organicos. Tanto el agua de coco como el jugo de pifia contienen
altos niveles de vitaminas, aminoacidos y fitohormonas y son muy energéticos
(Kitsaki et al., 2004; Yong et al., 2009). Los medios de germinacion asimbioticos
de semillas de orquideas, se complementan tipicamente con una fuente de
carbohidratos simples (sacarosa). Nuestros datos actuales respaldan la idea de
germinacion de semillas con apoyo de carbohidratos como la sacarosa son
totalmente recomendables para la germinacion in vitro y que a menudo las
orquideas terrestres dificiles de germinar pueden seguir esta misma tendencia. Sin
embargo, dada la prevalencia de la germinacion asimbittica de semillas de
orquideas como herramienta en la produccién comercial de estas plantas y como
herramienta de investigacion primaria, los datos para H. pringlei representan
nueva informacién ya que su germinacion de semillas es muy rapida en tan solo

30 dias ya se tiene protocormos.
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VIIl. CONCLUSIONES

De acuerdo a lo observado en el presente estudio, H pringlei presento un
periodo de floracion de marzo a mayo de 2016 con un promedio 15 flores
en cada inflorescenciay en un rango de floracién promedio de 28 dias. Las
plantas con un una mayor cantidad de flores tuvieron periodo de floracion
corto y en tanto que las de una menor cantidad, un periodo de floracion

mas largo.

H pringlei desprende una fragancia floral a citrico en un horario de 7:00 pm
a 12:00 am en ese momento atrae mayor tazas de visitantes florales como,
lepidopteros, Dermaptera y Orthoptera ya que se acercan para alimentarse

del néctar que producen las flores.

Los tipos de polinizacion tanto natural, cruzado y autopolinizacion no influye
para la vialidad ya que los resultados son muy similares en la prueba que

se hizo de tetrazolio.

El medio de cultivo, Murashige y Skoog es el mas recomendable para la
germinacion de semillas de H. pringlei, de los tres tipos de polinizacion
probados en este estudio los tres son actos para la germinacion de

semillas.
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IX. APLICACION PRACTICA

El potencial ornamental que tiene nuestro pais, hasta la fecha no se ha
aprovechado en toda su magnitud por los mexicanos ya que desconocemos los
recursos con los que contamos. Este hecho ayudaria a los agricultores y
horticultores, profesionales de la horticultura ornamental y a la sociedad en
general para obtener recursos econémicos.

Trabajar con orquideas ayudara a los mexicanos a sumar esfuerzos y tener
creatividad con el propdésito de poseer un plan con sus estrategias, y de esta forma
generar conocimiento, preservar y aprovechar de una manera sustentable los
recursos ornamentales silvestres e introducidos de todo el pais.

En la comunidad EI Remolino municipio de Papantla, se encuentra un area
dedicada al pastoreo de ganado, donde habita la orquidea Habenaria pringlei la
cual es un nuevo registro para el norte de Veracruz. A pesar de la importancia
bioldgica que este hecho representa, las actividades de ganaderia podrian acabar
con esta especie por lo que es necesario realizar con los duefios de este terreno
platicas de concientizacion para que ellos sepan del valor de la conservacion y
puedan establecer algunas partes del habitat cercos que la protejan.

Por otro lado es necesario realizar estudios sobre la reproduccion que aborden
aspectos de variabilidad genética a nivel poblacional. Ya que las orquideas son
apreciadas por la comunidad cientifica y coleccionistas y seria importante que se
propusieran programas de cultivo de tejidos o reproduccién en laboratorios bajo

condiciones asépticas controladas y asi contribuir a su conservacion.
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Por ultimo lo que se pude hacer con este género estudios filogenéticos ya que
hasta donde se sabe este género tiene propiedades medicinales como sedantes o
para bajar la fiebre lo que se utiliza de esta especie es tubérculo de raices. Es
importante dar a conocer todo los beneficios que se pueden obtener al tener esta

especie en la zona norte del estado.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Descripcion taxonémica de los visitantes florales registrados durante

la floracion del afio 2016 para una poblacion de Habenaria pringlei.

Paradirphia sp.
Orden: Lepidoptera
Superfamilia: Bombycoidea

Familia: Saturniidae

Género: Paradirphia Michener,
1949

Pharmacis fusconebulosa
Orden: Lepidoptera
Familia: Hepialidae

Género: Pharmacis

Especie: P. fusconebulosa De
Geer, 1778.
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Orden: Lepidoptera
Familia: Arctiidae

Género:Phragmatobia

Linnaeus, 1758

Erebus odoratus
Orden: Lepidoptera

Familia: Arctiidae

Género: Erebus

Phragmatobia fuliginosa

Especie: P. fuliginosa

Especie: E. odoratus Linnaeus,

1758

Lascoria ambigualis
Orden: Lepidoptera
Superfamilia:  Noctuoidea
Familia: Erebidae

Género: Lascoria

Especie: L. ambigualis Walker,

1866.




Acronicta impleta
Orden: Lepidoptera
Familia: Noctuidae
Género: Acronicta

Especie: A. impleta Walker,
1856

Forficula auricularia
Orden: Dermaptera
Familia: Forficulidae
Género: Forficula

Especie: F. auricularia
Linnaeus, 1758

Phaneroptera sp.
Orden: Orthoptera
Familia: Tettigoniidae

Género: Phaneroptera
Serville de 1831




Anexo 2. Fase de la siembra de semillas hasta obtener plantulas

Protocormos de plantulas de H. pringlei después de un mes de haberlas cultivado
en el medio Murashige y Skoog.




Plantulas de H. pringlei germinadas en el laboratorio bajo condiciones asépticas
controladas en el medio Murashige y Skoog.
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