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RESUMEN

Cyrtopodium hatschbachii
Pabst, es una orquidea terrestre
nativa de Brasil y Argentina en
peligro de extincion, que no ofrece
recompensa a sus polinizadores,
por ende, la probabilidad de
formacion de fruto y su
regeneracion natural es escasa. El
objetivo del presente trabajo fue
evaluar la germinacion in vitro, y
aclimatacion de plantas en
diferentes sustratos, a partir de
semillas de frutos provenientes de
distintas formas de polinizacion de
Cyrtopodium  hatschbachii.  Se
cosecharon frutos y las semillas
fueron germinadas in vitro, bajo
condiciones ambientales de luz y
oscuridad.  Posteriormente  las
plantas se aclimataron en tres tipos
de sustratos diferentes. Los
resultados demostraron que tanto
la autopolinizacion como la
polinizacion cruzada manual son
efectivas en la produccion de
frutos y de semillas viables para la
germinacion in vitro y posterior
aclimatacion. Las semillas no
requieren de oscuridad para inducir
su germinacion y tanto la corteza
de pino como la de laurel y la
perlita ~ son  sustratos que
contribuyen al  proceso de
aclimatacion exitosa de plantulas

__ SUMMARY

Cyrtopodium hatschbachii
Pabst, is an endangered terrestrial
orchid native to Brazil and
Argentina, which offers no reward
to its pollinators, thus the
probability of fruit formation and
natural regeneration is low. The
objective of the present work was
to evaluate the in vitro germination
and acclimatization of plants in
different substrates, from seeds of
fruits generated by different forms
of pollination of Cyrtopodium
hatschbachii. Fruits were
harvested and seeds  were
germinated in vitro, under light
and dark environmental conditions.
Subsequently, plants were
acclimatized in three different
types of substrates. The results
showed that both self-pollination
and hand cross-pollination are
effective in producing fruit and
viable seeds for in vitro
germination  and  subsequent
acclimatization. Seeds do not
require  darkness to  induce
germination and both pine and
laurel bark and perlite are
substrates that contribute to the
process of successful
acclimatization of seedlings from
in vitro culture. The methodology
developed in this study
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provenientes del cultivo in vitro. La metodologia
desarrollada en este estudio demuestra la posibilidad
de contar con un protocolo efectivo de multiplicacion
in vitro para la producciéon de plantas destinadas a
programas de conservacidon y/o restauracion de C.
hatschbachii.

Palabras clave:
sustrato, polinizacion

Orchidaceae, propagacion,
manual, autopolinizacion.

demonstrates the possibility of having an effective in
vitro multiplication protocol for the production of
plants for conservation and/or restoration programs of
C. hatschbachii.

Key words: Orchidaceae, propagation,
substrate, manual fertilization, self-fertilization.

INTRODUCCION

a familia Orchidaceae es uno de los grupos de
I plantas de las de angiospermas mas diversas
que existen, con unas 28.000 especies, sin
embargo, estan entre las mas vulnerables, por la
pérdida de habitat y los mecanismos de extraccion que
sufren, con fines de comercializacion por la valoracion
de sus flores (AVILA-DIAZ y SALGADO-
GARCIGLIA 2006; CHRISTENHUSZ y BYNG
2016).

Las orquideas tienen una distribucion
cosmopolita en el planeta, pero no estan presentes en
regiones de extremas temperaturas como los polos,
cumbres nevadas y desiertos. Cada especie crece bajo
condiciones ambientales particulares, generando asi
una amplia cantidad de especies endémicas en
regiones o micrositios con caracteristicas especiales.
En este sentido, las orquideas han evolucionado
desarrollando diferentes mecanismos de polinizacion,
como generar néctar de recompensa en algunos casos,
o ser artistas del engafio como en la mayoria de los
casos, asemejandose a un alimento, o aparentar a
hembras para atraer a insectos machos (TAMAY et al.
2016). Los polinizadores cumplen un rol importante
en la produccion de frutos y semillas (BARRIOS et al.
2010), a tal punto que estudios sobre polinizadores
pueden indicar el grado de fragmentacion del habitat,
y esta fragmentacion influye tanto en la produccion de
polen como en la formacion de frutos (PARRA-
TABLA et al. 2000).

La polinizacion manual es una técnica
empleada para producir hibridos de interés comercial,
pero esta técnica también puede ser empleada como
estrategia para obtener frutos y plantas utilizando
técnicas de cultivo in vitro con fines de conservacion
ex situ en bancos de germoplasma, vivero o jardines
botanicos, asi como para repoblar areas de crecimiento
natural de las especies bajo conservacion (ORTEGA-
LARROCEA et al. 2007; SUAREZ-GUERRA 2016;
SUAREZ-GUERRA y TELLEZ-BELTRAN 2018).

La polinizacion manual puede alcanzar una
eficiencia de produccion de frutos del 100% en los
casos de polinizacién cruzada, mientras que la
autopolinizaciéon puede ser inferior al 30%
(TORRETA et al. 2011).

Transcurrida la polinizacion de la flor de
manera efectiva, se produce la formacion de los frutos

y consecuentemente de las semillas. No obstante, la
principal problematica en la propagacion de las
orquideas, estd en la germinacidon simbidtica de las
semillas, ya que éstas requieren de la presencia de
hongos micorrizicos. En ausencia de estos, una
alternativa para germinar las mismas, es el cultivo in
vitro, donde se puede alcanzar hasta un 90 % de
germinacion asimbidtica. En este sentido es que
resulta importante, realizar estudios de esta indole a
fin de proporcionar informacién que permita la
conservacion y uso sustentable de las orquideas y
sobre todo de aquellas en peligro de extincion
(SEDANO et al. 2015). Son varias las especies en
peligro de extincion alrededor del mundo, entre las
que se encuentra C. hatschbachii Pabst, por lo tanto,
es importante conocer las estrategias reproductivas de
las distintas especies, para lograr un manejo
sustentable y conservacion de las mismas. En este
sentido, estudios sobre la polinizacion y formacion de
frutos podrian contribuir con el manejo, cultivo y
conservacion de las orquideas y, un mecanismo
exitoso para aumentar la disponibilidad de plantas en
condiciones de vulnerabilidad y riesgo es el cultivo in
vitro (WALSH et al. 2014; SALAZAR-MERCADO y
GELVEZ-MANRIQUE 2015; POTT et al. 2019;
SANTOS y DE AZEVEDO 2021).

El objetivo del presente trabajo, fue estudiar
el efecto de la autopolinizacion y polinizacion cruzada
manual sobre la formacion de frutos, produccion de
semillas, y germinacioén in vitro, con la posterior
aclimatacion de las plantas de C. hatschbachii en
invernaculo con los sustratos corteza de pino, corteza
de laurel blanco y perlita.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

En el presente estudio se emplearon plantas de
Cyrtopodium hatschbachii en estado adulto y en la
etapa fenoldgica de floracion. Las plantas durante el
periodo de floracion y fructificacion, fueron
mantenidas en un inverndculo con cobertura pléstica,
riego automatico por microaspersores, humedad
relativa entre el 70 y 90% y una temperatura media
entre 23 y 30° C.
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Experimentos de polinizacion manual

Con el fin de determinar el efecto de la
autopolinizacién y la polinizaciéon entre genotipos
diferentes en la formacién de frutos y capacidad
germinativa de las semillas de Cyrtopodium
hatschbachii se realizaron tres tratamientos: a)
autopolinizacién manual entre polen y estigma de la
misma flor (las polinias se depositan en la superficie
estigmatica de la misma flor); b) autopolinizacion
manual entre polen y estigma de flores distintas
ubicadas en un misma inflorescencia (Figura 1A); c)
polinizacion cruzada manual, la polinia de una flor se
coloca en la superficie estigmatica de la flor de otro
individuo de genotipo distinto. Los tratamientos
fueron asignados aleatoriamente en las flores de cada
inflorescencia y las polinizaciones manuales fueron
realizadas el segundo dia después de la antesis. La
formacion del fruto se monitore6 diariamente hasta su
cosecha, la que se realiz6 a los tres meses y previo a la
dehiscencia (Figura 1B).

3 2
Figura 1. Polinizaciéon y fructificacion de
Cyrtopodium hatschbachii. A, Flores en el proceso
de polinizacién; B, frutos previos a la cosecha.
Escalas: A: 2,0 cm; B: 1,5 cm.

Figure 1. Pollinization and fruiting of Cyrtopodium
hatschbachii. A, Flowers in the process of
pollination; B, pre-harvest fruits. Scales: A: 2.0
cm; B: 1.5 cm.

Efecto del tipo de polinizacion en la germinacién in
vitro, condiciones de cultivo y crecimiento

Una vez obtenidos los frutos de color verde,
estos fueron desinfectados a través de un lavado con
agua y detergente neutro por 5 min, luego en camara
de flujo laminar se procedi6 a lavar con hipoclorito de
sodio (lavandina) (35 g.L™! de cloro) al 100% durante
10 min, se realizaron tres enjuagues con agua destilada
estéril en vaso de precipitado, posteriormente los
frutos se sumergieron en etanol al 96% en un vaso de
precipitado, se flamearon en un mechero y por ultimo
los frutos fueron enfriados en agua destilada estéril en
un vaso de precipitado. A continuacién en camara de
flujo laminar se procedié a la apertura de cada fruto
con un bisturi para extraer sus semillas, las que se

cultivaron en cajas de Petri que contenian 15 ml del
medio de cultivo sales minerales de MURASHIGE y
SKOOG (1962), reducidas a la mitad de su
concentracion original (MS al 50%), enriquecido con:
sacarosa 20 g.L'!, carbon 2,0 gL ! y agar 6,0 gL
como agente gelificante con un pH 5,8 y esterilizado
por calor himedo mediante autoclave a 1,46 kg.cm™
durante 20 min. Las semillas en las cajas de Petri
fueron incubadas en camara de cria con temperatura
controlada de 27+2 °C, bajo condiciones de luz (116
umol.m2.s!, PAR, fotoperiodo 16 horas) u oscuridad
(en una caja que mantenia esta condiciéon de manera
plena). Al cabo de 60 dias de cultivo se procedio a
realizar la  cuantificacion de  protocormos
desarrollados.

Efecto del sustrato durante la aclimatacion

Después la  germinacion las  plantas
permanecieron bajo condiciones in vitro, durante 12
meses y se realizaron tres sucesivos subcultivos hasta
que alcanzaron un tamafio de 8 a 10 cm de altura.
Posteriormente las plantas fueron extraidas del frasco
y sometidas al proceso de aclimatacion, para ello,
primero se lavaron con abundante agua corriente de
canilla para eliminar todo el medio de cultivo adherido
a las raices, luego fueron secadas con papel absorbente
y se plantaron en recipientes plasticos de 11 cm de
diametro por 7 cm de altura que contenian los
sustratos propuestos: corteza de pino, corteza de laurel
blanco [Nectandra angustifolia (Schrad.) Nees &
Mart.] y perlita. Los recipientes con las plantas se
mantuvieron durante 60 dias en invernaculo, con una
temperatura ambiente promedio de 25 a 30 °C con
riego manual con pulverizador cada vez que se
consider6 necesario, finalizado ese periodo se midi6 la
sobrevivencia de las plantas en cada sustrato.

Disefio y analisis estadistico

El disefio utilizado en los diferentes ensayos fue
completamente aleatorizado, por cada tipo de
polinizacion se emplearon 4 flores seleccionadas al
azar dentro de la inflorescencia y los frutos fueron
cosechados tres meses después de la polinizacion
manual. En el ensayo de germinacion in vitro se
emplearon 3 cajas de Petri por cada tratamiento (a, b,
c) y para la cuantificacion de la cantidad de
protocormos  desarrollados en cada tipo de
polinizacion se procedi6 a realizar una zonificacion de
12 cuadriculas de 4 cm? en cada una de las cajas de
Petri. A continuacién, se seleccionaron al azar 5
cuadriculas por caja conformando un total de 15
cuadriculas por tratamiento, sobre las cuales se
contabilizaron los protocormos y se calculdo la
cantidad de protocormos por cm?. Para determinar la
sobrevivencia de las plantas en los diferentes sustratos
se plantaron 5 plantas por bandeja plastica de 11 cm de
diametro y 7 cm de altura y por tratamiento se
emplearon 5 bandejas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La efectividad de formacion de frutos fue del
100% en los distintos tipos de polinizacion ensayadas
en este estudio, asimismo no se observaron diferencias
en el tamafio de los frutos, ya que presentaron una
longitud de entre 3,0 y 3,5 cm y un ancho de 1,0 a 1,4
cm en los distintos tipos de polinizacién. Tampoco se
observo una diferenciacion en la forma, coloracion o
presencia de dehiscencia prematura en los frutos. La
metodologia empleada en este estudio para obtener
fruto en C. hatschbachii ha sido altamente efectiva y
recomendable para propagar la especie. Si bien la
efectividad de esta técnica ya habia sido comprobada
por otros por otros autores en Cyrtopodium holstii
L.C. Menezes, donde obtuvieron tasas de formacion
de frutos del 60% con autopolinizacién manual y 87%
con polinizacion manual cruzada (SANTOS vy
AZEVEDO 2021). En este estudio en C. hatschbachii,
la proporcion de formacion de frutos y semillas
viables provenientes de las distintas polinizaciones
evaluadasmostraron valores superiores.

Las especies del género Cyrtopodium se
caracterizan por no ofrecer recompensa a sus
polinizadores y los atraen por engafio, por lo tanto, en
la naturaleza el éxito reproductivo es bajo, pero en el
caso de C. hatschbachii para contrarrestar este
episodio, posee la facultad de ser autocompatible y
puede alcanzar la autopolinizacién por medio de las
lluvias, pero atn asi la produccion de frutos no supera
al 1,4% (MACIEL et al. 2019). En este sentido, es
necesario contar con metodologias que permitan
obtener frutos y semillas viables que garanticen la
reproduccion en invernaderos para una produccion
sustentable de plantas que puedan utilizarse tanto para
la comercializaciéon, como para programas de
restauracion y/o conservacion in situ de la especie.

El fendmeno de autocompatibilidad fue
observado en varias especies de orquideas
(QUIROGA et al. 2010; TORRETA et al. 2011) y ha
permitido su conservacion en el tiempo, debido a que
la autocompatibilidad es un factor favorecido por la
seleccion artificial en la domesticacion, porque las
plantas pueden producir frutos en ausencia de
polinizadores (CASAS et al. 2015). Sin embargo, es
una estrategia poco deseada en términos evolutivos,
porque la variabilidad genética es baja a nula y un
pequefio error en el azar evolutivo podria eliminar la
poblacioén de la especie en su totalidad, en cambio con
la polinizacion cruzada se asegura la variabilidad
genética y por tanto se pueden generar individuos
resistentes a determinadas plagas o enfermedades
(PEREZ-MARTINEZ y PACHECO-SALAMANCA
2005).

En cuanto a la germinacién, no fue factible
poder identificar las semillas que germinaron de las
que no lo hicieron, por el grado de maduraciéon y
agrupamiento que presentaron estas en el momento del
cultivo. Por lo que es necesario que los frutos

permanezcan mayor tiempo en la planta para alcanzar
la madurez y poder individualizar las semillas, pero
las semillas maduras presentan mas dificultad para
germinar bajo condiciones in vitro que las inmaduras
(SURENCISKI et al. 2012). En este estudio la
germinacion de semillas inmaduras se ha logrado en
C. hatschbachii, pero el proceso fisiologico fue
registrado a través de la formacion de protocormo.
Contrariamente, en otras especies como Cattleya
labiata Lindl. y Epidendrum oxysepalum Hagsater &
E. Santiago, las semillas inmaduras no germinan en
ninguno de los medios de cultivo ampliamente
utilizados en la germinacion de semillas de orquideas
(RODRIGUEZ et al. 2003; PEREZ-MARTINEZ y
CASTANEDA-GARZON 2016).

La cantidad de protocormos desarrollados en
los distintos tratamientos de polinizacién presentaron
diferencias significativas (p = 0,0055), siendo las
semillas provenientes de autopolinizacion de una
misma flor y sometidas a condiciones luminicas
(Figura 2A), el tratamiento que presentd la mayor
cantidad de protocormos (semillas que germinaron por
cm?). Altas tasas de germinacion en semillas
provenientes de frutos por autopolinizacion también
fueron observadas en Masdevallia ignea Rchb. f.
(PEREZ-MARTINEZ y PACHECO-SALAMANCA
2005).

Por  otro lado, las semillas  de
autopolinizaciéon incubadas en oscuridad mostraron
valores inferiores, pero con diferencias significativas
con el tratamiento en ambiente de luz, aunque no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos de
autopolinizacion, ya sea de una flor o de flores de una
inflorescencia (Tabla 1, Figura 2B). Contrariamente
los tratamientos con menor desarrollo de protocormo
se observaron en la polinizacion cruzada incubadas
tanto en ambiente luminico como en oscuridad (Tabla
1; Figura 2C, D), pero el tratamiento menos eficiente
fue cuando los cultivos de semillas de polinizacion
cruzada se incubaron en condiciones de oscuridad
(Tabla 1; Figura 2D). No obstante, investigaciones
sobre el efecto de la calidad de la luz sobre la
germinacion de semillas de orquideas, la luz blanca
fue la menos efectiva para inducir germinacion y el
ambiente oscuro el mas oOptimo para promover este
proceso fisiologico en Masdevallia auropurpurea
Rchb. f. & Warsz. (MANRIQUE 2007). Las semillas
de orquideas al igual que de otras especies de
angiosperma pueden germinar bajo condiciones de un
fotoperiodo o en oscuridad total, en algunos casos
necesitan oscuridad total hasta que germine, otras
especies con solo una leve induccidon en oscuridad
durante unos dias es suficiente y otras especies
requieren luz para que ocurra la germinacion, pero
dependen de la calidad de esta (DE LA CUADRA
1993; RODRIGUEZ et al. 2007; VOGEL vy
MACEDO 2011; BALTIERRA y ALONSO 2012;
CASTANOS et al. 2017).
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De acuerdo con los resultados obtenidos en
este y otros estudios se ha demostrado que el tipo de
polinizacion del cual provienen las semillas puede
afectar la germinacion de estas y por ende la
obtencién de plantas (PEREZ-MARTINEZ vy
PACHECO-SALAMANCA 2005).

Tabla 1. Efecto de la polinizacion y el ambiente
luminico sobre la formacion de protocormos en
semillas de Cyrtopodium hatschbachii.

Table 1. Effect of pollination and light
environment on protocorms formation in seeds of

Cyrtopodium hatschbachii.

Ambiente
Polinizacion luminico Protocormo/cm?
*A Con Luz 8,35+2,05 a
A Sin Luz 5,20+3,79 ab
B Con Luz 7,30+3,80 ab
B Sin Luz 6,90+3,14 ab
C Con Luz 4,45+1,94 ab
C Sin Luz 2,40£131 b

Valores promedio + desviacion estandar. Letras distintas
indican diferencia significativa. *A, autopolinizacion
dentro de una misma flor; B, autopolinizacion entre flores
de una misma inflorescencia; C, polinizacién cruzada
entre plantas de genotipos distintos.

Cabe destacar que en los tratamientos que se
incubaron bajo un ambiente con luz presentaron
protocormos de mayor tamafio y de coloracion verde
(Figura 2A y C), mientras que los protocormos
desarrollados en ambientes sin luz, fueron muy
pequeiios y de coloracion blanca (Figura 2B y D),
observandose como un ambiente mas efectivo para
la germinacion la condiciones ambientales con luz,
contradiciendo lo expuesto por la bibliografia que el
ambiente oscuro favorece la germinacion de semillas
de orquideas terrestres, debido a que simula las
condiciones naturales de germinacion de estas
especies (RODRIGUEZ et al. 2001), por lo que, no
en todas las especies de orquideas terrestres las
condiciones de oscuridad favorecen a la germinacion
como lo es el caso de C. hatschbachii.

Después que los protocormos se convirtieron
en plantas, estas fueron sometidas al proceso de
aclimatacion ex vitro y transcurrido 60 dias, los
mejores porcentajes de sobrevivencia fueron
observados en las plantas provenientes de semillas
de polinizacion cruzada y autopolinizaciéon entre
flores distintas de una misma inflorescencia, en
todos los sustratos (Tabla 2).

Figura 2. Germinacién y formacion de
protocormos en semillas de Cyrtopodium
hatschbachii. A, B, provenientes de polinizacion
de una misma flor; C, D, polinizacion cruzada. A,
C, en ambiente con luz; B, D, en ambiente sin luz
(oscuridad). Escala: 1 cm.

Figure 2. Germination and formation of
protocorms in seeds of Cyrtopodium hatschbachii.
A, B, from pollination of the same flower; C, D,
cross-pollination. A, C, in light environment; B,
D, in dark environment. Scale: 1 cm.

En cambio, en las plantas de
autopolinizacion de una misma flor el nivel de
supervivencia fue inferior al 50% en los sustratos de
cortezas, mientras que en el sustrato de perlita la
sobrevivencia de estas plantas fue del 88% (Tabla
2), observandose diferencias significativas (p =
0,011) entre tratamientos de las plantas de
autopolinizacién de una misma flor (A) y las otras
polinizaciones (B y C) ensayadas, sin embargo, no
hubo diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos con el sustrato perlita (Tabla 2). La
diversidad genética es fundamental para Ia
conservacion de especies, por lo tanto, la
polinizacion cruzada no solo contribuye con la
variabilidad genética sino también con Ia
supervivencia de las orquideas a largo plazo
(KAHILAINEN et al. 2014; CUARTAS-
DOMINGUEZ et al. 2017).
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Tabla 2. Sobrevivencia de plantas de Cyrtopodium
hatschbachii después del periodo de aclimatacion
en los distintos sustratos en relacion con los tipos
de polinizacion.

Table 2. Survival of Cyrtopodium hatschbachii
plants after the acclimatization period on the
different substrates in relation to pollination types.

Polinizacion
Sustrato
*A B C
Corteza de pino 48=1788b 96=804a T2=2681a
Corteza de lanrel 40=3162b 76=1673a 92=1095a
Perlita BE=1788Ba T76+2191a 0Q1+1788a

Valores promedio + desviacion estandar. Letras distintas
indican diferencia significativa. *A, autopolinizacion dentro
de una misma flor; B, autopolinizacion entre flores de una
misma inflorescencia; C, polinizacién cruzada entre plantas
de genotipos distintos.

La corteza de pino es uno de los sustratos mas
empleados en los viveros para aclimatar plantas in
vitro de orquideas, pero no siempre ha resultado ser el
sustrato mas adecuado, como lo fue en el caso de
Prosthechea citrina (La Llave & Lex.) W.E. Higgins y
Encyclia phoenicea (Hook.) Schltr., donde la corteza
de pino no ha sido apropiada para su aclimatacion
(DOMINGUEZ-RODRIGUEZ y HERNANDEZ DEL
VALLE 2006). Como alternativa se recomienda

utilizar mezclas de sustratos, ya que se ha demostrado
que una mezcla de corteza de pino con otros sustratos
fue mas eficiente en la aclimatacion de plantas de
cultivo in vitro en Miltonia flavescens Lindl. y Laelia
tenebrosa (Rolfe) Rolfe (MULLER et al. 2007;
ANTONIETTI et al. 2014). Otra opciéon que
contribuye a la aclimatacion de orquideas de cultivo in
vitro es la preaclimatacion en laboratorio y posterior
trasplante y aclimatacion de las plantas en macetas
con corteza de pino, metodologia que proporciono el
100% de sobrevivencia de Bletilla striata (Thunb.)
Rchb. £, después de 30 dias (BILLARD et al. 2013).
Por otro lado, el empleo de fibra de Brahea dulcis
(Kunth) Mart. (Arecaceae), ha demostrado ser efectivo
en la aclimatacion del 46,9% de plantas de Laelia
eyermaniana Rchb. f. (FRANCISCO NAVA et al.
2011) y una mezcla de sustratos con corteza de
encino, tezontle y carbon en una proporciéon de 1: 1: 1
permitieron una supervivencia del 85% en
Prosthechea citrina (CAZAREZ-FAVELA et al.
2016). En este estudio tanto la corteza de pino como la
de laurel y la perlita fueron favorables en la
aclimatacion de las plantas provenientes de las
distintas polinizaciones (Figura 3).

Figura 3. Plantas provenientes de semillas originadas por polinizacion cruzada manual de Cyrtopodium
hatschbachii en los distintos sustratos. A, corteza de pino; B, corteza de laurel; C, perlita. Escala: 2 cm
Figura 3. Plants from seed originated from manual crossing pollination of Cyrtopodium hatschbachii in
different substartes. A, pinus bark; B, laurel bark; C, perlite. Scale: 2 cm.
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CONCLUSION

La polinizacion manual cruzada, como la
autopolinizacion de una misma flor y flores distintas
de una misma planta de C. hatschbachii, admitieron la
formacién de frutos con semillas viables.

Fue exitosa la germinacion asimbiotica in
vitro en el medio de cultivo MS a la mitad de su
concentracion original en presencia de luz vy
oscuridad, pero los mejores resultados de germinacion
se manifestaron bajo condiciones de luz.

En cuanto a la aclimatacion las cortezas de
pino y laurel fueron menos eficientes para las plantas
provenientes de autopolinizacion de una misma flor,
mientras que la perlita permitié altos porcentajes de
sobrevivencias en las plantas provenientes de los
diferentes tipos de polinizacion.

El protocolo desarrollado en este estudio es
una estrategia mas que puede contribuir con la
conservacion de Cyrtopodium hatschbachii, como de
muchas otras especies de orquideas.
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