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Introduccion

Como se ha documentado extensamente, el Pedregal
ha sido escenario para el desarrollo y establecimiento
de una flora y fauna caracteristica y Unica, fuente de
innumerablesrecolectas paraeducacién einvestigacion.
Lasorquideas,como unodelosgrupos de plantas de mas
reciente evolucién, mayor distribucién y abundancia en
el mundo, estan bien representadas en México (Soto-
Arenas et al., 2007) y en este ecosistema, considerado
como un refugio de la orquideoflora del Valle de México
(Soto, 1983; Téllez, 2002). Las orquideas de la Reserva
Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA) han sido
fuente de inspiracion para la elaboracion de varios
trabajos de investigacién y de tesis a nivel licenciatura
y posgrado, los cuales han documentado diferentes
aspectos sobre su biologia. Entre estas contribuciones,
destacan los listados taxondmicos en los que, si bien
el nimero de especies incluido en éstos no ha sido
consensuado (Téllez et al., 2007), de alguna manera
dan un aproximado de la gran representacion de las
orquideas terrestres en este habitat (Rzedowski, 1954;
Diego, 1970; Castillo-Argliero et al., 2004; Salazar en este
libro, por citar algunos). Algunas de estas especies es
casi seguro que han desaparecido (Hagsater et al., 2005);
otras desde su descubrimiento fueron catalogadas como
amenazadas e incluso endémicas por su distribuciéon
limitada a este fragmentado habitat. Tal es el caso de
Bletia urbana Dressler (Dressler, 1968; Navarro, 1977;
Rzedowski, 1979; Vovides, 1981; IUCN, 1985; Alvarez-
Sanchez et al., 1986; Soto-Arenas, 1996; SEMARNAT,
2002) que posteriormente se ha indicado que tiene una
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distribucién mas amplia (Sosa, 1992; Reyes, 1993; Flores-
Villanueva, 2006) (Fig. 1A). Sobre otras especies, quiza
mas vulnerables o ya desaparecidas en la REPSA, poco o
nada se ha legislado y es pertinente destacar la falta de
estudios sistematicos sobre demografia y ecologia de
este grupo (Sarmiento, 1995).

Fig. 1. A) Bletia urbana (Dressler). B) Cultivo in vitro de B. urbana
por 8 anos.

Las razones principales se deben a que por la dificultad
de su topografia se reduce la posibilidad de recorrer y
observar dos veces un mismo camino cuando se realiza
trabajo de campo, aun cuando su tamafo es pequefio
comparado con otros parques naturales protegidos.
Algunos recovecos han quedado todavia inexplorados,
dando lugar al descubrimiento de nuevos registros en
fechas recientes (Flores-Villanueva, 2006), como el caso
de Malaxis xerophila G.A. Salazar & L.I. Cabrera, (Noti-
mex, 2004), que fue encontrada por Ménica Rangel y
Pilar Ortega en agosto del 2003. Por otro lado, esta el
hecho de que las orquideas son un grupo taxonémi-
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camente complejo y con cambios constantes (Salazar
et al., 2003, Schuiteman y de Vogel, 2003), por lo que la
identificacion de las plantas por personas no especial-
izadas puede llevar a una determinacion incorrecta, no-
menclatura en desuso o sinonimias, generando listados
actuales poco precisos para esta familia (Rojo y Rodriguez,
2003; Castillo-Argtiero et al., 2007). La identificacién de
las especies en campo se dificulta por la frecuencia de
aparicion de las estructuras epigeas, que en algunas es-
pecies no siempre es anual, por lo que es probable que
muchas no sean observadas con regularidad y depen-
dan en extremo de las condiciones climaticas del afio
de estudio (Téllez, 2002; Hagsater et al., 2005; Flores-
Villanueva, 2006). Todo esto conlleva a dificultades en
la adquisiciéon y registro certero de germoplasma para
su conservacion.

Estrategias de conservacion in situ
y ex situ

En el campo de la conservacién de un habitat o de un gru-
po de organismos, como primera instancia, es necesario
tener un registro de la diversidad amenazada que se pre-
tende conservar. En segundo lugar, la preservacién del
habitat natural, a través de las reservas ecoldgicas, es la
via mas adecuada para conservar a una o varias especies
en peligro de extincién, ya que a través de esta medida
se permite una interaccién estrecha entre las plantas
y su entorno para que continden evolucionando en el
ecosistema (Barrett y Kohn, 1991; Tremblay y Hutchings,
2003). La conservacion de cualquier especie permitira
también la preservacién de las interrelaciones con otros
organismos. Las orquideas, han sido de los grupos mas
estudiados y documentados en relacion a la versatili-
dad y complejidad de interacciones que establecen con
una multitud de otros seres vivos, como polinizadores
altamente especializados y hongos micorrizicos. Sin
embargo, esto no significa, desde luego, que conservar
un grupo de especies como las orquideas sea suficiente
para poder mantener un habitat (Newman et al., 2007;
Farrington et al., 2007). En contraparte, la gran diver-
sidad de asociaciones que establecen estas plantas las
hace dificiles de estudiar por los muchos factores que
pueden estar regulando su distribucién y demografia
en un ecosistema (Whigham y Willems, 2003; Fay et al.,
2007; Gowland et al., 2007). Para establecer protocolos
exitosos de conservacién se requiere de estudios mas
amplios en donde se incluyan aspectos taxondémicos,
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poblacionales, de interacciones, ambientales, etc. (Light
et al., 2003). Al respecto, se ha generado muy poca infor-
macioén en México y menos aun en la REPSA, siendo un
hecho el que la velocidad de desaparicion de orquideas o
deterioro de los habitats supera en gran medida, al tiem-
po en el que se lograra generar informacion suficiente
sobre su biologia.

Queda claro que la via mas adecuada para la preserva-
cién de la flora es la conservacién in situ en su ambiente
natural (Elias, 1986; Barrett y Kohn, 1991). Sin embargo,
en los casos en los que ya no es posible realizar el res-
cate del area natural, cuando la velocidad de deterioro
del hébitat por diversos factores antropogénicos es alta
o cuando las poblaciones de una especie amenazada se
han reducido drasticamente y se encuentran al borde de
la extincion, los métodos de conservacioén ex situ pueden
ser una alternativa viable o el dltimo recurso para evitar
la extincion definitiva (Seaton y Pritchard, 2003; Zelenko,
2007). Estos pueden ser muy diversos en cuanto a la for-
ma y a la efectividad, siendo necesario utilizar todos los
sistemas que permitan conservar la mayor diversidad
genética posible (Frankel y Soulé, 1981). La conservacién
del matorral xerdfilo preservado en la REPSA ha pasado
por una fragilidad de supervivencia en varios periodos
y se agudiza su existencia a cada paso, ya que ha estado
sujeta a innumerables procesos degradativos. Aflo con
ano se va deteriorando este habitat, a tal grado que la
vegetacion nativa Unicamente estard documentada en
herbarios y libros si no se valora la importancia de la
Reserva en su conjunto. De este modo, es urgente esta-
blecer protocolos de conservacién inmediata, paralelos
al mantenimiento del habitat, a través de varias vias de
preservacion de germoplasma (Ramsay y Dixon, 2003).
Los bancos de germoplasma constan de muy diversas
modalidades y en general se simplifican en:
(a) la preservacién de semillas a baja humedad y
temperatura;
(b) la conservacidn de plantas en vivero e invernadero y
(c) la preservacion de células, tejidos, drganos y/o
plantas bajo cultivos in vitro y en nitrégeno liquido.

La preservacién de especies con semillas ortodoxas
como lo son la mayoria de las orquideas, es viable y
puede garantizar su almacenamiento por periodos
mayores de 20 afos (Arditti, 1993; Seaton y Pritchard,
2003, Pritchard, 2004). Aunque las semillas de estas
plantas son consideradas entre las mas simples por



estar constituidas por un embridén sin endospermos y
cubierto por una o dos capas de células, pueden sobre-
vivir si se les sujetainclusive a temperaturas ultrabajas de
-196 °C (Pritchard et al., 1999). Se cuenta con una escasa
documentacion acerca de los periodos de viabilidad de
lamayor parte de las orquideas terrestres de la REPSA; sin
embargo para algunas especies de gran valor biolégico
por su alto grado de amenaza como Bletia urbana, los
registros de su viabilidad en periodos prolongados de
conservacion son prometedores. Después de dos déca-
das de almacenamiento a 6 °C y bajo condiciones de
humedad relativa cercanas al 10 %, las semillas logran
germinar entre 60 y 100 % a los 5-6 dias en un medio
de cultivo especifico (Castillo, 2002; Martinez-Palacios
et al., 2007). Otros estudios han permitido constatar la
viabilidad de semillas recién recolectadas o después de
un corto periodo de almacenamiento (menor a 5 afos)
en especies de la REPSA como Bletia campanulata Llave
& Lex, Bletia sp., Dichromanthus aurantiacus (Lex.) Sala-
zar & Soto Arenas, Dichromanthus cinnabarinus La llave
& Lexarza, Habenaria novemfida Lindl. (H. diffusa Rich. &
Gal.), Malaxis myurus Kuntze (Microstylis myurus Reichb.
F.) (Rangel, 2004; Rangel y Ortega-Larrocea, 2007) y re-
cientemente Govenia superba Lind. (Ortega-Larrocea,
com. pers.).

Sin embargo para muchas especies de orquideas, el
almacenamiento por periodos mayores a dos afos o
mas prolongados, no es una alternativa de resguardo al
existir semillas que pierden su viabilidad dias después
de la dehiscencia (Seaton y Pritchard, 2003). Ante esta
situacién, existen otras alternativas como la conserva-
cién de plantas a través de colecciones vivas bajo condi-
ciones semi-controladas en invernaderos, viveros y
orquidarios; alternativa que también puede considerarse
para las especies no recalcitrantes. Tales sistemas artificia-
les de conservacién de colecciones vivas siempre deben
darse al resguardo de Instituciones comprometidas y
especializadas como Jardines Botéanicos y centros de in-
vestigacion y ser manejadas bajo programas especiales,
aplicando medidas eficientes de horticultura para man-
tener colecciones (Elias, 1986; Nash et al., 2003, Garduiio
etal., 2007). Los jardines botanicos durante muchos afios
han sido los mayores centros para el mantenimiento y
estudio cientifico de la riqueza floristica (IUCN, 1987). Es-
tos han constituido islas artificiales que resguardan una
parte de la diversidad floristica para la conservacion de
la variabilidad genética y se han convertido en las vitri-
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nas del mundo con mas de 1400 en distintas regiones
(Villa-Lobos, 1988). Los Jardines Botanicos establecidos
in situ, como el Jardin Botanico del Instituto de Biologia
de la UNAM, son la alternativa idénea para las especies
de la REPSA, debido a que por su ubicacién permiten
la interaccién de las plantas nativas con los organismos
de su entorno natural (micorrizas, polinizadores, etc.) y
bajo las mismas condiciones climaticas. En el Jardin Bo-
tanico del IB-UNAM se tiene un resguardo importante
de varias especies de orquideas de la REPSA (Téllez-
Velasco, 2007).

Ademas, a partir de las plantas generadas por la germi-
nacion de semillas ex situ, se pueden establecer sistemas
de propagacion asexual que pueden generar posterior-
mente bancos de propdagulos (Fig. 1B). Con dichos ban-
cos se pueden establecer otras colecciones de plantas
en Instituciones de Investigacién externas o pueden
ser utilizadas en diversos experimentos bajo condicio-
nes controladas. Por ejemplo, una coleccién de plantas
de Bletia urbana derivadas de la germinacién in vitro y
mantenida por 5 afos en terrarios de cristal, han sido
utilizadas para evaluar su respuesta al adicionar sustra-
tos a rocas basalticas tratando de igualar las condiciones
de escases de suelo (Guillén et al., 2007; Fig. 1C-D). Estas
plantas han reproducido los ciclos que se llevan a cabo
en la naturaleza, donde a principios de la primavera de
los cormos nuevos surgen brotes que crecen a partir de
la colonia (Fig. 1E).

Fig. 1. C-D) Conservacion ex situ de plantas germinadas en el
laboratorio y mantenidas por cinco afios en condiciones de
invernadero.

E) Multiples brotes en segmento basal de protocormo.
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El resguardo genético de orquideas amenazadas
mediante bancos de semillas o colecciones vivas a
veces no es posible de lograr cuando no se cuenta
con suficiente material de campo (capsulas) o en las
colecciones. Por tanto, se hace necesario recurrir a otras
técnicas de reproduccion vegetativa como el cultivo
de tejidos, que es una herramienta biotecnolégica de
propagacion comun en especies horticolas (Ford-Lloyd
y Jackson, 1986) y que puede aplicarse a especies sil-
vestres (Ramsay y Dixon, 2003). El cultivo in vitro tiene un
gran potencial regenerativo y por tanto de propagacion
y es altamente prometedor para el rescate de especies
(Rubluo, 1994; Ortega-Larrocea et al., 1997). Sus limitacio-
nes radican en que el establecimiento de las plantas bajo
condiciones ideales requiere de instalaciones especial-
izadas y su mantenimiento in vitro necesita de tres 0 mas
subcultivos por afo, con el consecuente requerimiento de
espacio en cdmaras de incubacién con condiciones de
iluminacién y temperatura controladas. Estas limitacio-
nes se pueden contrarrestar con el uso de reguladores
(v.g. &cido abscisico o compuestos con efecto osmético)
o condiciones de estrés (v.g. descenso de temperatura),
que solos o combinados minimizan o retrasan el cre-
cimiento vegetal y permiten prolongar los subcultivos
por mas de 10 periodos.

La preservacién en nitrégeno liquido o criopreservacion
podriallegaraserunodelos sistemas mas eficientes para
conservar germoplasma. La temperatura que se alcanza
(-196° C) detiene toda accidén metabdlica permitiendo la
preservacion fisioldgica para almacenar sélo células de
potencial embriogenético o tejidos como meristemos,
de los cuales se pueden regenerar genotipos idénticos
al donador (Kartha, 1981, 1982). Sin embargo esta téc-
nica dista aun de ser aplicada para la conservacién por
un periodo prolongado de tiempo ya que la viabilidad
de las células y tejidos disminuyen considerablemente
(Yamada et al., 1991).

Ortega-Larrocea y colaboradores

Cultivo in vitro: germinacion simbidtica,
asimbidtica y cultivo de tejidos.

Las orquideas desatacan en muy diversos aspectos sien-
do la germinacion uno de ellos. Los embriones, alber-
gados en semillas diminutas carecen de endospermo
que les permita garantizar una germinacion auténoma
sostenida por este recurso (Fig. 1F, H). El desarrollo de las
orquideas durante la germinacién no ocurre como en el
resto de las demds angiospermas (radicula-tallo-hoja) y
pasan por una serie de estadios llamados protocormos
(Fig. 2A-Q). Inician con formas esféricas a periformes a
partir de las cuales se desarrollan primero los apices fo-
liares y posteriormente las raices, hasta alcanzar el es-
tadio de plantula (Zettler y Mclnnis, 1993). Los frutos de
las orquideas llamados capsulas fueron considerados
infértiles hasta finales del siglo antepasado (Fig. 1G,l).
Se pensaba que los millones de semillas que producian
eran vanas, dado su tamano diminuto y a la dificultad de
observar plantulas en campo. A principios del siglo XX,
el francés Claude Bernard (1904) descubrié que alrededor
de las plantas adultas crecian brotes diminutos (los pro-
tocormos), cuyos tejidos al observarse al microscopio es-
taban completamente infestados de hongos al igual que

Fig. 2. A) Semillas en germinacion
asimbidtica de Dichromantus aurantiacus.
B) Semillas en germinaciéony
protocormos asimbioéticos de Bletia
urbana distintas fases. C) Protocormo
simbiotico con primordio de hojay
rizoides.

Fig. 1. F-G) Semillas y capsula de B. urbana. H-1) Semillas y cdpsula de Dichromantus aurantiacus.
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sus raices (Fig. 2D). Esta observacién permitié compren-
der que estos organismos requieren de la mediacion
de una simbiosis para poder desarrollarse. Bajo este
principio, la germinacién simbidtica se empez6 a utili-
zar por los cultivadores de orquideas, ya sea mediante
el uso de sustratos donde crecian las plantas adultas (p.
ej. musgo) o caldos nutritivos con extractos de raices.
Meses después de su manipulacién, en dichos sustratos
era posible observar el surgimiento de las plantas, las
cuales estan listas para su trasplante y cultivo individual.
La germinacion simbiética de orquideas de la REPSA ha
demostrado ser altamente efectiva en la propagacion
de especies como Bletia urbana, B. campanulata, Di-
chromanthus aurantiacus, D. cinnabarinus y Habenaria
novemfida (Rangel, 2004; Fig. 2E). La adicién del endéfito
adecuado a las semillas durante su germinacion reduce
significativamente el tiempo en que se desarrollan las
plantulas en un medio que consiste Unicamente de agar
y unos gramos de avena comercial (Fig. 2F-G)(Ortega-
Larrocea y Gonzalez, 2008). La simbiosis genera plantas
mas vigorosas que sobreviven mejor la aclimatacion
ex vitro (Castillo, 2002; Ortega-Larrocea et al., 2005). La
germinacién simbidtica, sin embargo, requiere de cono-
cimiento especializado sobre el manejo de los endofitos
adecuados para que sea altamente efectiva (Rasmussen,
1995; Ortega-Larrocea, 2008). En términos practicos, los
resultados han sido prometedores en aquellas espe-
cies dificiles de germinar sin su hongo micorrizico. Sin
embargo en lo relativo a la produccion de orquideas a
escala comercial, una de las limitantes mas fuertes de
esta técnica es el hecho de que la produccién de un solo
inoculante para la propagacién de diversas especies, no
es igualmente efectivo para todas éstas.

La produccion masiva de orquideas se logré de manera
no simbidtica en el primer cuarto del siglo pasado con
los trabajos desarrollados por el fisidlogo americano
Lewis Knudson (1922), quien demostré que el contenido
de los caldos de Bernard podia ser sustituido por un
aporte externo de carbohidratos para llevar a cabo la
germinacion.Lainduccion de la germinacion asimbioti-
ca o no mediada por hongos, tuvo mayores alcances
y repercusiones en la propagacion de estas plantas y
disparé desde su inicio, el desarrollo de la industria de
la orquidea y de la produccién de un sin fin de hibri-
dos en muy diversos medios (Knudson, 1946; Arditti,
1992). Raven (1976) y Wochok (1981) destacan como las
primeras referencias en donde se documenta el uso
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Fig. 2. D) Histologia del desarrollo simbiético, protocormo invadido
por el hongo en su parte basal. E) Comparacion del desarrollo
asimbidtico en un medio con carbohidrato, sin carbohidratos

y sin carbohidratos pero con el hongo micorrizico a partir de
germoplasma almacenado por 14 afios. F) Plantulas simbiéticas a los
28 dias. G) Protocormo asimbidtico con inicio de lamina foliar a los
60 dias. H) Mdltiples brotes en segmento basal de protocormo.

de la micropropagacién como una herramienta para
recuperar especies en vias de extincion. A partir de en-
tonces, se desprende el cultivo de orquideas mediado
por técnicas mas rigurosas y distintas a la multipli-
cacion vegetativa en viveros, las cuales han permitido
propagar especies recalcitrantes mediante explantes
meristematicos de flores, tallos, etc. de plantas adultas a
través de diversas vias de regeneracion morfogenética.

El cultivo de tejidos vegetales es una potente herramienta
en la micropropragacion de especies o genotipos y se
puede llevar a gran escala para abastecer la demanda
comercial (Wochok, 1981). Un ejemplo de esto es la
clonacién de plantas donde no se requiere especifica-
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mente la preservacién de una gran diversidad genética
y se pueden apuntar protocolos de masificacion de
genotipos selectos con alto valor ornamental. La in-
duccién de PLBs (protocorm like bodies) puede cuatriplicar
la regeneracion vegetativa en un tiempo de cultivo corto,
obteniendo mas de 1 millén de plantas en un lapso menor
a un ano (Arditti, 1977).

En México, uno de los primeros trabajos en aplicar las
técnicas de germinacién in vitro y cultivo de tejidos en la
conservacion de orquideas en peligro de extincién y de
una especie de la REPSA, se gest6 desde inicios de 1980
con Bletia urbana (Chavez, 1980). Chavez realizé un estu-
dio detallado en el que documentd sistematicamente por
vez primera a las semillas, su abundancia, forma, tamano,
germinacion y generacion de protocormos en un medio
de cultivo. Posteriormente, Martinez-Palacios (1985 vy
1991) establecié un medio de cultivo 6ptimo para lograr
la germinacion de forma sincronizada, bajo condiciones
de luz y fotoperiodo especificos. La brotacion multiple
de esta especie se consiguié de manera directa, sin pasar
por la formacion de callo que generalmente les ante-
ceden, lo cual garantiza su estabilidad genética (George,
1993). El cultivo de secciones de protocormos de esta es-
pecie a partir de explantes apical y basal en contacto con
un medio modificado con hormonas indujo la formacion
de brotes (Rubluo et al., 1993; Fig. 2H).

Aunque a los reguladores del crecimiento no se les
cataloga como inductores de mutaciones, los cultivos
cuya induccién morfogenética es constante por su uso en
altas concentraciones, pueden derivar en malformaciones
genéticas debido al elevado proceso de mitosis continua
alque se sujetaa untejido (George, 1993). Por lo cual, el uso
de la clonacién a baja escala y el no aplicar subcultivos a
medios inductores para generar multiplicacion masiva de
plantas, puede permitir mantener una mayor estabilidad
de los genotipos (Martinez-Palacios et al., 2003).

Aclimatizacion, floracion y reintroduccion
de plantas micropropagadas

La regeneracion de orquideas por cualquiera de las
vias anteriormente descritas es un logro importante
en la conservacion de germoplasma, lldmese semillas
o material vegetativo (v.g.brotes y/o meristemos). Sin
embargo, las plantas no pueden permanecer in vitro in-
finitamente, por lo que cualesquiera que sean los fines

488

Ortega-Larrocea y colaboradores

de su manejo, el paso a condiciones ex vitro, llamado cli-
matizacion o endurecimiento, puede ser la parte critica
en la recuperacion de plantas (Ramsay y Dixon, 2003).
Las plantas bajo cultivo in vitro desarrollan una nutricién
heterdtrofa, predominando la adquisiciéon de carbohi-
dratos de manera directa en el medio de cultivo y limi-
tando al minimo el proceso fotosintético, el cual ademas
no es inducido debido a la baja intensidad luminosa que
predomina en las condiciones de incubacién. Las plan-
tas dentro de los frascos se mantienen en condiciones
de alta humedad relativa (>90 %) y asepsia absoluta, lo
que produce estomas poco funcionales (Ziv et al., 1987)
y ldminas foliares sin un recubrimiento ceroso que per-
mita regular la elevada evapotranspiracion cuando son
sujetas al ambiente natural (Sutter, 1988). Al ser trans-
plantadas en substratos en condiciones de invernadero
0 campo, su nutricion pasa a ser estrictamente autotrofa
y estan expuestas a mayor intensidad luminica, a cam-
bios en la humedad y al ataque de patégenos (George,
1993). Cuando en estas condiciones se alcanzan tasas de
supervivencia mayores a las de los cultivos, puede consi-
derarse que se ha logrado establecer las condiciones fisi-
coquimicas de aclimatizacién y desarrollo, por lo que los
individuos producidos en invernadero estan listos para
su reintroduccion en campo; como fue determinado para
Bletia urbana 'y otras orquideas mexicanas (Martinez-Pa-
lacios, 1991; Rubluo et al. 1989; 1993; Castillo, 2002).

La induccién in vitro de flores es otras de las lineas de
investigacion poco exploradas y de muy alto potencial
comercial en orquideas. Esta linea ha resultado ser
muy atractiva y en el caso de Bletia urbana se pudo
establecer su protocolo recientemente (Guillén, 2003).
En esta especie se logro la floracidn a partir de tejidos
inmaduros, protocormos de 3-4 semanas de edad,
sujetos a diferentes concentraciones de hormonas y
fotoperiodos. La interaccién de ambos factores permitioé
la floracién en mas de un 60 % de los protocormos
(Guillén et al., 2007; Fig. 2 I). Los resultados son de suma
importancia por el aporte en lafisiologia de este proceso
ya que existen pocos trabajos sobre los disparadores de
la floracion in vitro (Sim et al., 2007).

Como se establecié previamente, la reintroduccién de
germoplasma propagado por cualquiera de las técni-
cas descritas anteriormente, es otra de las vias de con-
servacion que utilizan alternativas ex situ. En regiones
donde existen asentamientos humanos es necesario



implementar programas de uso sustentable que per-
mitan la coexistencia entre un habitat protegido y la
urbanizaciéon para disminuir o erradicar las presiones
que ponen en riesgo a las poblaciones silvestres (Calde-
cott et al., 1996). El rescate y reintroduccién propuesto
por Frankel y Soulé (1981) es una herramienta poderosa
en los esquemas de restauracién de habitats deterio-
rados y ha mostrado ser altamente prometedora para
recuperar especies nativas (Smith et al., 2007). En el caso
de las orquideas de la REPSA, el establecimiento de los
protocolos de propagaciéon adecuados permitié llevar
a cabo los primeros experimentos de reintroduccién
a su habitat de Bletia urbana, como la primer orquidea
propagada y reintroducida asimbiéticamente via cul-
tivo de tejidos (Rubluo et al. 1989, 1993; Fig. 2J). Poste-
riormente, se ha continuado con el establecimiento de
otros protocolos de reintroducciéon con plantas sim-
bidticas (Castillo, 2001), que han sido extensivos a otras
especies (Rangel, 2006) y han permitido generar modelos
de conservacién que puedan ser aplicados en un futuro
inmediato (Sudrez, en proceso).

Fig. 2.1) Floracion in vitro a partir de protocormo cultivado en medio
KC con 10uM de BA.J) Plantas a cuatro afios de establecidas en
campo, derivadas de la germinacién asimbiética.

Registros en campo detallados y fenologia
de algunas orquideas de la Reserva

La fragmentacién del Pedregal y el impacto antropogé-
nico ha traido como consecuencia que algunas especies
vegetales se vean favorecidas en su dispersion y algu-
nas otras sean sumamente fragiles. Tal es el caso de las
orquideas D. aurantiacus y B. urbana, respectivamente,
seleccionadas como dos especies clave en estudios de
conservacién por sus contrastantes habitos (Ortega-
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Larroceay Rangel, 2007, Sudrez y Ortega-Larrocea, 2008;
Fig. 3A-Q). Bletia urbana fue parte de un programa de
reintroduccion a su hébitat natural (Rubluo et al., 1989),
en el cual se dio seguimiento a la supervivencia y de-
sarrollo de las plantas por cuatro afos con excelentes
resultados (Rubluo et al., 1993; Fig. 2J). Este trabajo sir-
vié para aplicar el mismo sistema para otras especies de
orquideas de otras areas geograficas del pais (Martinez-
Palacios, 1991) y permitié a estos autores ser pioneros en
reintroducir plantas amenazadas de extincion y produ-
cidas por cultivo in vitro.

Fig. 3. A) Aspecto natural de Dichromantus aurantiacus en la REPSA.
B) Emergencia de plantas después de dos afios de reintroducciéon
(agosto, 2007).

Fig. 3. C) Aspecto
natural de Bletia urbana
(julio, 2007).

Sin embargo, la reintroduccién de plantas a su medio
natural no es la tarea final, ya que son necesarios los estu-
dios a largo plazo que permitan asegurar que las pobla-
ciones se han podido restablecer o recuperar a través de
ésta via. Mucho se ha escrito sobre el laboratorio natural
que constituye la REPSA (Castillo-Argliero et al., 2007).
A este respecto, la documentaciéon constante de las
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plantas llevadas a campo permitird saber si el nUmero
de individuos reintroducidos ha sido el adecuado, si las
plantas han sobrevivido hasta su madurez reproductiva,
si han generado propagulos que les permitan perpetuar-
se; solo de este modo podra aplicarse la palabra rescate
de una especie de manera correcta. Desde luego, esto
es complejo pero no imposible y es la Unicta manera
de poder generar informacién precisa que pueda ser
aplicada a la conservacion potencial de otras especies
amenazadas en México. En la REPSA, este procedimien-
to se ha comenzado aimplementar con el registro de la
supervivencia de B. urbana a largo plazo, cuyas plantas
fueron reintroducidas de manera simbidtica en el afo
2001 (Castillo, 2002). Al cabo de cinco afios de mantener
una sobrevivencia documentada anualmente en 17 mi-
crositios distintos, se registré el primer evento de flo-
racién bajo condiciones naturales (Ortega-Larrocea et al.,
no publicado; Fig. 3D). Las semillas de las capsulas ob-
tenidas fueron nuevamente sometidas a cultivo in vitro,
demostrandose su viabilidad y potencial regenerativo
(Ortega-Larroceay Rangel, 2007; Fig. 3E). A partir de este
evento, las plantas han florecido afio con afio; sin em-
bargo los factores ambientales, ecolégicos y humanos,
han mostrado ser determinantes en la viabilidad de las
capsulas ya que algunas de ellas han sufrido pudricion,
ataque por patégenos y robo (Fig. 3F-M).

El caso contrario lo constituye Dichromanthus aurantiacus,
que dada la gran cantidad de germoplasma que se pue-
de obtener de la especie, se puede disponer de material
suficiente para elaborar protocolos de propagacion,
endurecimiento y reintroduccién (Fig. 3A). Sin embargo,
su cultivo in vitro mediante la germinacion es dificultoso
debido a problemas de oxidacién de los tejidos cuando
esta especie es propagada asimbidticamente (Fig.
2A) y que se logra disminuir en gran medida con el
cultivo simbidtico (Rangel, 2006). La reintroduccién de
plantas asimbidticas en parcelas experimentales ha
documentado una baja sobrevivencia en un tiempo
corto (Suarez, en proceso) y las plantulas simbioticas
se ven afectadas por el enddfito y las condiciones de
micrositio (Ortega-Larrocea y Rangel, 2007; Fig. 3B)
por lo que otras estrategias estan siendo exploradas
demostrandose una elevada supervivencia en una
segunda reintroduccién simbidtica (Suarez, en proceso).
Esto demuestra que el protocolo de propagacion
hasta la reintroduccién de una especie presenta muy
distintos resultados, por lo que se hace necesario
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Fig. 3. D) Celebracién por la aparicién en campo de la primer
capsula (octubre, 2005) en individuos reintroducidos en el afo 2001.
E) Germinacion asimbidtica de semillas de la primer capsula
obtenida (febrero, 2006). F) Floracién por segundo afio consecutivo
de las plantas reintroducidas (julio, 2006). G) Desarrollo de capsula
de la planta anterior planta un mes después. H) Acercamiento de

la capsula inmadura (septiembre, 2006). 1) Pudricion de esa misma
capsula por la abundante precipitacion en el afio (noviembre,
2006). J) Afectacion de la viabilidad de las semillas (central), algunos
protocormos lograron germinar (sup.) (enero, 2007). K) Vitrificacion
de flores naturales por exceso de lluvia en el afo 2007 (julio, 2007).
L) Floracion por tercer afio consecutivo (junio, 2007). M) Robo de
escapos de plantas reintroducidas (agosto, 2007).



calibrarlo segun el caso. Asimismo, se reconoce que
toda la informacién generada sirve de base para planear
estrategias de restauracion mas alld de los estudios
piloto en parcelas experimentales.

Perspectivas a futuro

La aplicacion de técnicas de conservacion de
germoplasma, propagacion y reintroduccién como su
fin Ultimo, han sido exitosamente aplicadas para algunas
especies de orquideas de la REPSA. Sin embargo, falta
mucho trabajo por hacer, como el levantamiento
demogréfico de las especies mas vulnerables (Tinoco,
en proceso) que permitird estimar las plantas que es
necesario recuperar en términos de metodologias de
propagacion, factores de supervivencia en campo, de
diversidad genética, etc. En el caso particular de las
orquideas terrestres, caracterizadas por ser altamente
especializadas en asociaciones con otros organismos,
se hace evidente que las estrategias de conservacion
asimbidticas y simbidticas confieren distintas ventajas.
La propagacién asimbidtica permite obtener clones de
alto valor comercial que pueden ser comercializados con
el fin de disminuir las presiones de recolecta, representan
una alternativa de ingreso para el financiamiento de
investigacion y también permiten preservar genotipos
valiosos ex situ. Especies de flores altamente atractivas
como los cutzis (D. aurantiacus y D. cinnabarinus) son
una alternativa. Por otro lado, la propagacion simbidtica,
altamente efectiva en especies del género Bletia, ha
mostrado ser invaluable para el rescate de genotipos
silvestres en programas de conservacién, aunada ade-
mas, a la propagacion vegetativa para distintos fines.

Aun cuando se apliquen las herramientas antes dis-
cutidas y las plantas se lleven exitosamente al campo,
las orquideas tienen una gran vulnerabilidad a ser
completamente rescatadas en el sentido estricto del
término. Para muchas de ellas, la fecundacion de sus
flores depende de organismos altamente especificos,
por lo que si éstos no se encuentran mas en el habi-
tat, los esfuerzos de recuperacién por métodos de
propagacion y documentacién en campo son comple-
tamente infértiles. LA REPSA es un habitat en donde to-
davia se pueden conservar muchos elementos origina-
les, Ildmense plantas, animales u hongos los cuales han
permitido ensayar protocolos de conservacién de ger-
moplasma que pueden ser aplicados en otros habitats.
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Es notable que las poblaciones resistan altos indices
de perturbacion, tal y como se puede constatar en la
Reserva, donde algunas especies que son mas vulnera-
bles como Bletia urbana, se encuentran aun creciendo
y reproduciéndose.

Las recomendaciones finales no apuntan a estrategias
administrativas de proteccion, se dirigen a remarcar el
tipo de investigacion basica que es pertinente para con-
servar lo poco que queda de nuestro entorno. Queda
plasmado en este capitulo que, la mayor parte de los
estudios sobre orquideas son listados taxonémicos no
actualizados en su mayoria y la falta de un proyecto
serio de conservacién de germoplasma, la nula infor-
macién sobre flujo genético o factores que afectan su
distribucion o al menos la informacion actualizada so-
bre las poblaciones que quedan. Asimismo, se reconoce
que algunas especies protegidas como el chautle, Bletia
urbana, son sujetas a la recolecta clandestina dentro de
la Reserva.

Es importante considerar en los estudios futuros el gran
avance en las técnicas moleculares y estudios de diver-
sidad genética, los cuales pueden ser muy valorados en
los siguientes afos para la restauracidon de este habitat
prioritario. Su vinculacién con sistemas de horticultura
podrian tener un impacto positivo en la naturaleza y en
la calidad de vida de sus habitantes. Se ha demostrado
que entre mas se limite el uso del recurso, existe un
incremento del saqueo de especies. Por tanto, la mul-
tiplicacién de especies en peligro de extinciéon podria
abastecer al mercado demandante via clones y apoyar
de manera indirecta la conservacion de las poblaciones
silvestres. Para los casos de reintroduccion, el uso de la
clonacién sélo se justifica si se ha erosionado a tal grado
la diversidad de una especie que ya no se cuente con
material para su propagacién por los métodos tradicio-
nales (Zelenko, 2007) y sélo puede ser aceptada después
de un estudio ecoldgico y genético minucioso, locali-
zando los genotipos Unicos que estan en inminente ex-
tincidn para evitar su pérdida (Mistretta, 1994; Valverde
y Chavez, en este libro).
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