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RESUMEN: El presente trabajo de investigación se realizó con el objetivo de 
determinar el efecto del uso de dos reguladores de crecimiento (BAP - ANA) y 
nutrientes complejos jugo de piña y agua de coco, para la multiplicación de 
Prosthechea sp., una orquídea que actualmente está sujeta a problemas por 
deforestación y saqueo ilegal por parte de los habitantes de la zona rural de San 
Rafael ubicada en la Agudita, corregimiento del municipio de Fusagasugá 
Cundinamarca. Como alternativa para su propagación se establecieron 
directamente semillas de Prosthechea sp., sobre los medio M y S (Murashige y 
Skoog, 1962), adicionalmente suplementado con nutrientes  complejos (almidón 
10 g.L-1, coco 200ml/L y piña 200 ml/L). También se evaluaron los  reguladores 
de crecimiento; ANA en concentraciones de (0,0, 0.5, 1 y 2  mg.L-1). BAP (0,0, 
0.5, 1y2mg.L-1). Se utilizó un diseño completamente al azar –DCA- con un 
factorial 2x4x4+6, con38 tratamientos y 5 repeticiones, cada frasco de vidrio 
consistió en la unidad experimental. El cultivo se realizó bajo condiciones in vitro 
durante 12 semanas; el mejor tratamiento para germinación fue T3, Medio MS 
con almidón (10g.L-1), y aguade coco(200ml/L) con un 66%, seguido de  T30, 
Medio MS con almidón(10g.L-1), ANA(0,5mg.L-1),con un 55%.El mejor 
tratamiento para formación de protocormos fue T3, Medio MS con almidón 
(10g.L-1), y agua de coco(200ml/L) con un 76% . Seguido de T6, Medio MS con 
agua de coco (200ml/L) con un 69%. El T6 medio MS con agua de coco 
(200ml/L) presento la mejor respuesta para el desarrollo de rizoides obteniendo 
como resultado un 69,7%, al igual que el T24 Medio MS con almidón (10g.L-1) y 
BAP(0,5mg.L-1), que presenta un 57,3% del desarrollo de rizoides,  respuesta 
significativa para esta etapa. ABSTRACT: The present work was carried out with 
the objective of determining the effect of the use of two growth regulators (BAP - 
ANA) and complex nutrients pineapple juice and coconut water, for the 
multiplication of Prosthechea sp., An orchid that is currently Subject to problems 
by deforestation and illegal plunder by the inhabitants of the rural zone of San 
Rafael located in the Agudita, corregimiento of the municipality of Fusagasugá 
Cundinamarca. As an alternative to propagation, Prosthechea sp. Seeds were 
grown directly on M and S mediums (Murashige and Skoog, 1962), 
supplemented with complex nutrients (10 gL-1 starch, 200 ml / L coconut and 
200 ml / L pineapple ). Growth regulators were also evaluated; ANA at 
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concentrations of (0.0, 0.5, 1 and 2 mg.L-1). BAP (0.0, 0.5, 1 and 2mg.L-1).A 
completely randomized design -DCA- with a factorial 2x4x4 + 6 was used, with 
38 treatments and 5 replicates, each glass bottle consisted of the experimental 
unit. The culture was performed under in vitro conditions for 12 weeks; The best 
treatment for germination was T3, MS medium with starch (10g.L-1), and 
coconut water (200ml / L) with 66%, followed by T30, MS Medium with starch 
(10g.L-1), ANA (0.5mg.L-1), with 55%. The best treatment for protocormos 
formation was T3, MS medium with starch (10g.L-1), and coconut water (200ml / 
L) with a 76 %. Followed by T6, MS medium with coconut water (200ml / L) with 
69%. The mean T6 MS with coconut water (200ml / L) presented the best 
response for the development of rhizoids resulting in 69.7%, as well as the T24 
Medium MS with starch (10g.L-1) and BAP ( 0.5mg.L-1), which presents 57.3% 
of the rhizoid development, a significant response for this stage. 
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GLOSARIO 

Callogenesis: Proceso en el cual un tejido diferenciado (raíz, tallo, hoja, flor, etc.) 

inicia con la división de células a manera de tumoraciones, de forma 

desorganizada ―callo‖, mediante la aplicación de Fitoreguladores. La callogénesis 

se expresa como el porcentaje de explantes que forman callos (Smith 2012). 

Capsula: tipo de fruto de las orquídeas dehiscente que contiene las semillas de 

tipo polvoso (Contreras et al., 2016) 

CAULOGENESIS: Crecimiento y desarrollo de tallos preformados o inducidos 

(Cresswell et al., 1982). 

Coleoptilos: es una estructura característica del embrión de la familia de las 

gramíneas, el cual es, en realidad, una primera hoja modificada de tal modo que 

forma una caperuza cerrada sobre las hojas siguientes y el meristemo apical (Font 

P, 1982) 

Crecimiento: aumento irreversible de volumen de una célula, tejido, órgano o 

individuo, generalmente acompañado de un aumento de masa. Para que exista 

crecimiento no basta con que se haya producido división celular, dado que la 

simple división de una célula no constituye un aumento de volumen o masa (Azul 

Courtis,  2014) 

Des- diferenciacion: proceso por el cual células especializadas y con estabilidad 

fisiológica recuperan actividad meristemática, generalmente inducido por la acción 

de diferentes tipos de reguladores de crecimiento.   (Strasburger, 1994). 

Cultivo in vitro: es el conjunto de técnicas y métodos del cultivo de tejidos 

utilizados para obtener plantas asexualmente en forma rápida, eficiente, libres de 

enfermedades y en grandes cantidades (Ramos Amaya, 2012) 

Organogénesis: La organogénesis es un evento morfo-genético que consiste en la 

formación de un primordio unipolar a partir de una yema, con el subsecuente 

desarrollo de un brote vegetativo. Existiendo siempre una conexión entre los 

nuevos brotes y el tejido paterno (Pérez Ponce, 1988). 

Propagación: corresponde a un conjunto de procedimientos para incrementar la 

cantidad de plantas con el objeto de perpetuar individuos o grupos de ellos que 

tienen cierto valor. Las plantas se pueden propagar por distintos métodos, ya sea 

sexual o de reproducción, y asexual o de multiplicación (Pedroza-Manrique, 2006). 

Protocolo: conjunto de procedimientos estandarizados para la propagación 

eficiente de células o tejidos vegetales en condiciones in vitro. Permite cumplir con 
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los requisitos de calidad y control para asegurar los mismos resultados durante la 

repetición de sus procesos (Contreras et al., 2016) 

Protocormo: estructura tuberosa que se forma la germinación de las semillas de 

orquídea y a partir de  la cual se desarrolla una planta completa  (Rincón y 

Chávez, 2006). 

Reguladores de crecimiento: Son compuestos orgánicos sintetizados por plantas 

superiores y diversos microorganismos. Funcionan a manera de señales químicas 

que facilitan la comunicación entre células y coordinan sus actividades (Azcón-

Bieto, 2008; Salisbury y Ross, 1994; Rodríguez et al., 2009). 

Rhizogenesis: Tipo de organogénesis por el cual sólo tiene lugar la formación de 

raíces adventicias en los tejidos del callo (Contreras et al., 2016). La rhizogénesis 

puede estar gobernada por: a) Hormonas o cofactores de enraizamiento (Hr.ss, 

1961); b) Presencia o ausencia de inhibidores de enraizamiento (Barlow et al., 

1961; COYAMA, 1962) 

Simbionte: organismo que vive en simbiosis con otro organismo diferente (Rincón 

y Chávez, 2006) 

Testa: Es la más externa de las dos capas que constituyen el episperma o 

tegumento que rodea a la semilla de las plantas espermatofitas (Font  Quer P  

1982). 
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RESUMEN 

 

El presente trabajo de investigación se realizó con el objetivo de determinar el 

efecto del uso de dos reguladores de crecimiento (BAP - ANA) y nutrientes 

complejos jugo de piña y agua de coco, para la multiplicación de Prosthechea sp., 

una orquídea que actualmente está sujeta a problemas por deforestación y saqueo 

ilegal por parte de los habitantes de la zona rural de San Rafael ubicada en la 

Agudita, corregimiento del municipio de Fusagasugá Cundinamarca. 

 

 

Como alternativa para su propagación se establecieron directamente semillas de 

Prosthechea sp., sobre los medio M y S (Murashige y Skoog, 1962), 

adicionalmente suplementado con nutrientes  complejos (almidón 10 g.L-1, coco 

200ml/L y piña 200 ml/L). También se evaluaron los  reguladores de crecimiento; 

ANA en concentraciones de (0,0, 0.5, 1 y 2  mg.L-1). BAP (0,0, 0.5, 1y2mg.L-1). 

Se utilizó un diseño completamente al azar –DCA- con un factorial 2x4x4+6, con38 

tratamientos y 5 repeticiones, cada frasco de vidrio consistió en la unidad 

experimental. 

El cultivo se realizó bajo condiciones in vitro durante 12 semanas; el mejor 

tratamiento para germinación fue T3, Medio MS con almidón (10g.L-1), y aguade 

coco(200ml/L) con un 66%, seguido de  T30, Medio MS con almidón(10g.L-1), 

ANA(0,5mg.L-1),con un 55%.El mejor tratamiento para formación de protocormos 

fue T3, Medio MS con almidón (10g.L-1), y agua de coco(200ml/L) con un 76% . 

Seguido de T6, Medio MS con agua de coco (200ml/L) con un 69%. El T6 medio 

MS con agua de coco (200ml/L) presento la mejor respuesta para el desarrollo de 

rizoides obteniendo como resultado un 69,7%, al igual que el T24 Medio MS con 

almidón (10g.L-1) y BAP(0,5mg.L-1), que presenta un 57,3% del desarrollo de 

rizoides,  respuesta significativa para esta etapa.   

Palabras claves: Nutrientes complejos, in vitro, protocormos, ácido nafta acético, 

bencil amino purina.  
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ABSTRACT 

The present work was carried out with the objective of determining the effect of the 

use of two growth regulators (BAP - ANA) and complex nutrients pineapple juice 

and coconut water, for the multiplication of Prosthechea sp., An orchid that is 

currently Subject to problems by deforestation and illegal plunder by the 

inhabitants of the rural zone of San Rafael located in the Agudita, corregimiento of 

the municipality of Fusagasugá Cundinamarca. 

As an alternative to propagation, Prosthechea sp. Seeds were grown directly on M 

and S mediums (Murashige and Skoog, 1962), supplemented with complex 

nutrients (10 gL-1 starch, 200 ml / L coconut and 200 ml / L pineapple ). Growth 

regulators were also evaluated; ANA at concentrations of (0.0, 0.5, 1 and 2 mg.L-

1). BAP (0.0, 0.5, 1 and 2mg.L-1).A completely randomized design -DCA- with a 

factorial 2x4x4 + 6 was used, with 38 treatments and 5 replicates, each glass bottle 

consisted of the experimental unit. 

The culture was performed under in vitro conditions for 12 weeks; The best 

treatment for germination was T3, MS medium with starch (10g.L-1), and coconut 

water (200ml / L) with 66%, followed by T30, MS Medium with starch (10g.L-1), 

ANA (0.5mg.L-1), with 55%. The best treatment for protocormos formation was T3, 

MS medium with starch (10g.L-1), and coconut water (200ml / L) with a 76 %. 

Followed by T6, MS medium with coconut water (200ml / L) with 69%. The mean 

T6 MS with coconut water (200ml / L) presented the best response for the 

development of rhizoids resulting in 69.7%, as well as the T24 Medium MS with 

starch (10g.L-1) and BAP ( 0.5mg.L-1), which presents 57.3% of the rhizoid 

development, a significant response for this stage. 

 

Key words: Complex nutrients, in vitro, protocorms, naphtha acetic acid, benzyl 

amino purine 
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INTRODUCCION 

 

Es de resaltar que entre las plantas del reino vegetal, no hay duda que las 

orquídeas ocupan un lugar muy especial, no tanto por el valor económico, como 

otras plantas nutritivas o productoras de madera, si no por su valor ornamental. Se 

puede decir que las orquídeas en este aspecto son verdaderamente fascinantes. 

(p .e. Ortiz, 1976). 

 

Colombia  es un país  biodiverso, en cultura, fauna y flora. Dentro de estos 

factores es importante destacar la gran diversidad de orquídeas nativas que 

encontramos. (Alrededor de 9000 especies entre los bosques húmedos de 

Ecuador y Colombia), sin embargo, cabe aclarar que a pesar de este aspecto,  se 

reportan aproximadamente 3000 especies en peligro de extinción.  

( p. e. Pérez et al., 2009). 

 

En Colombia las orquídeas ocupan el poco honroso primer lugar como la familia 

de plantas con el mayor número de especies amenazadas de extinción (Calderón-

Sáenz, 2007). Las especies de los bosques de niebla del país tienen doble riesgo 

debido a sus niveles elevados de endemismo y las altas tasas de conversión de 

sus ecosistemas a usos como la agricultura y la ganadería además se prevé que 

esta situación, ya difícil de las orquídeas de los bosques de niebla de Colombia, se 

agravará como consecuencia del calentamiento global (Jarvis, 2009). 

 

Conforme a lo anteriormente mencionado, La Orquídea Prosthechea sp. es 

apetecida normalmente por el color y forma de sus flores, que llaman mucho la 

atención de las personas, las cuales han afectado su población a causa de la 

deforestación que se ha presentado paulatinamente en el municipio de 

Fusagasugá (Cundinamarca, Colombia) esta problemática se genera 

especialmente en las zonas rurales a causa de la extracción indiscriminada por 

parte de los pobladores. (Contreras et al., 2016). 

Ante esta situación, es evidente la necesidad de conservación de orquídeas, en 

este caso del género Prosthechea sp. para lo cual se realizan diferentes 

actividades de laboratorio como lo es propagación in vitro teniendo en cuenta que 

es necesario conocer las diferentes concentraciones o cantidades adecuadas 

(reguladores de crecimiento, vitaminas, etc.), esto con el fin de producir más 

plántulas en menor tiempo posible, y también disminuir los costos de producción. 

 

De manera tal que las medidas que se han generado para contrarrestar esta 

problemática y velar por la conservación de las mismas se encuentran los 
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programas de propagación artificial de especies en peligro de extinción (Arditti y 

Ernst., 1993). 

De acuerdo a lo anteriormente mencionado el primer método para la germinación 

asimbiótica de orquídeas in vitro fue realizado por Knudson (1921), quien 

demostró que era posible la germinación de orquídeas sobre un medio simple que 

contuviera minerales y azúcares. De esta manera, contribuyó con la formulación 

de medios para la propagación in vitro de orquídeas sin necesidad de hongos 

micorrízicos (Salazar, 2012). 

Por lo tanto la tecnología de cultivos vegetales ofrece una alternativa adecuada 

para facilitar los trabajos de multiplicación a gran escala y suplir los requerimientos 

necesarios para planes de conservación  (Contreras et al., 2016). 

De manera tal que las hormonas de crecimiento vegetal in vitro son usados para 

promover la división y diferenciación celular e inducir la formación de protocormos. 

Por tanto estos reguladores de crecimiento tienen la capacidad de producir un 

aumento y alargamiento celular. Dentro del cultivo in vitro de orquídeas los 

reguladores de crecimiento vegetal más utilizados son: BAP (bencil-amino purina) 

y ANA (ácido naftalenacético), el primero es una citoquina  y la segunda una 

auxina.  

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue avaluar la germinación asimbiótica 

de la especie nativa de la región del Sumapaz, Prosthechea sp. En el medio de 

cultivo MS con dos suplementos orgánicos (agua de coco y jugo de piña). 

Además, se determinó el efecto de dos reguladores de crecimiento (ANA Y BAP) 

en la germinación de las semillas estudiadas. 
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1. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA 

 

Las orquídeas a nivel mundial son conocidas como las flores más raras en el reino 

vegetal debido a su complejidad en la morfología y taxonomía de cada especie, 

dando como resultado la admiración y fascinación de cada una de ellas generando 

así sobrexplotación en el medio natural, afectando la conservación y preservación 

de estas plantas; llegando al punto de convertirse en un negocio muy lucrativo por 

su valor comercial para los recolectores. 

 

Por lo tanto la propagación de la familia Orquidácea, se hace muy compleja y 

limitada debido a que posee diminutas semillas con un embrión simple carente de 

endospermo, lo cual dificulta su germinación ex vitro. Por tal motivo impide su 

comercialización a gran escala, motivo por el cual se extraen abruptamente del 

habitad de desarrollo generando así un desequilibrio en el ecosistema. (De La 

Noval, et al., 1998). 

 

La propagación in vitro a lo largo de los años aún es un proceso desconocido por 

muchas personas, lo cual conlleva a un desinterés en el tema o se tiene la 

creencia que este tipo de propagación es para empresas con cierta posición 

económica. La familia orquidácea ha sido catalogada como plantas de difícil 

cuidado, es por ello que el método de cultivo in vitro brinda los beneficios 

necesarios en la cultura de la conservación de las orquídeas silvestres, como por 

ejemplo la producción de protocormos la cual es una masa indiferenciada de 

células que se genera cuando la semilla germina en un medio de cultivo. (De La 

Noval, et al., 1998). Teniendo en cuenta esto genera gran importancia que cada 

protocolo o medio de cultivo que se vaya a utilizar debe ser único y específico para 

cada especie vegetal a trabajar en este caso el género Prosthechea sp. 

 

Conforme a lo anteriormente descrito es importante conocer las cantidades 

adecuadas de los reguladores de crecimiento que se utilizaran en la etapa de 

germinación (ácido nafta acético ANA), (bencil amino purina BAP) y nutrientes 

complejos agua de coco y jugo de piña los cuales contribuirán en la etapa de 

desarrollo de las diferentes plántulas las cuales presenten una mejor calidad, un 

índice de germinación más eficaz y un costo de producción menor lo cual conlleva 

a una mayor producción para contribuir a la preservación del género Prosthechea 

sp . 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

Prosthechea sp., una orquídea silvestre apetecida por el color y forma de sus 

flores que está desapareciendo paulatinamente del medio por causa de la 

deforestación y extracción por parte de la población de la zona rural del municipio 

de Fusagasugá (Contreras et al., 2016). Debido a lo mencionado anteriormente 

por estos autores las orquídeas merecen una atención para su conservación. Para 

ello es necesario acudir a técnicas que faciliten y ayuden a la propagación de 

estas especies. Así, para poder llevar a cabo esta labor de manera controlada el 

método más eficiente es el cultivo in vitro, el cual ha demostrado en las orquídeas 

una gran eficiencia en su germinación y desarrollo; por lo que se plantea en el 

presente proyecto la evaluación del uso de dos reguladores de crecimiento (BAP y 

ANA), a diferentes concentración, además el uso de nutrientes complejos (agua de 

coco, jugo de piña y almidón). Determinar el tipo y la cantidad adecuada de estas 

sustancias es una labor que se debe realizarse para cada especie, lo que resulta 

en una tarea ardua que necesita ser ampliada para cada uno de los individuos de 

la familia Orchidaceae catalogados en riesgo. 

El uso específico de ácido naftalenacético y bencil amino purina en las etapas de 

germinación y desarrollo de las semillas en medio in vitro, permite aumentar la 

tasa de germinación y reducir el tiempo de desarrollo de los protocormos, 

cualidades buscadas para un eficiente método de propagación a gran escala 

(Rodríguez et al., 2009). Además el uso  adecuado de nutrientes complejos 

favorecen un mayor crecimiento y desarrollo de algunas especies de orquídeas, 

como lo encontró (Kitsaki et al., 2004; Yam y Arditti, 2009; Yong et al., 2009). En  

C mendelii.,  estos autores dicen que tanto el agua de coco como el jugo de piña 

contienen altos niveles de vitaminas, aminoácidos y fitohormonas y son muy 

energéticos. Por esto se ha demostrado que es posible obtener un gran número 

de plantas a partir de la germinación de semillas utilizando métodos de cultivo in 

vitro (Arditti, 1993). 

La propagación y cultivo de las orquídeas fue revolucionado después del 

descubrimiento de Knudson (1922) en donde las semillas pudieron ser germinadas 

en un medio simple con azúcar. Este trabajo demostró que la germinación de 

semillas de orquídeas en condiciones in vitro fue posible sin la asociación con 

hongos. Posteriormente, el mismo autor propuso una nueva solución con la 

adición de nutrientes para la germinación de semillas de orquídeas en 1946. 

(Martin KP, 2003). 

Las aplicaciones son extensas del cultivo in vitro de orquídeas, permite la 

propagación masiva de plantas, especialmente de difícil propagación o en vías de 

extinción; clonación de individuos de características agronómicas muy deseables 
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durante todo el año; obtención de plantas libres de virus; conservación de 

germoplasmas; producción de nuevos híbridos; mejora genética de plantas; 

germinación de semillas. (Soto, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.2    GENERAL 

Evaluar el efecto del uso de dos reguladores de crecimiento (BAP y ANA) y 

nutrientes complejos en la germinación in vitro de la orquídea Prosthechea sp 

3.3     ESPECÍFICOS 

 

1. Evaluar el efecto de uso de diferentes concentraciones de ANA sobre la 

germinación in vitro de Prosthechea sp. 

 

2. Evaluar el efecto de uso de diferentes concentraciones de BAP sobre la 

germinación in vitro de Prosthechea sp. 

 

3. Evaluar el efecto de uso de nutrientes complejos (almidón, jugo de piña y  

agua de coco) sobre la germinación in vitro de Prosthechea sp. 
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4. MARCO TEÓRICO 

 

4.1. BIOLOGÍA DE LA GERMINACIÓN DE LA SEMILLA DE ORQUÍDEA 

 

Las orquídeas se caracterizan por poseer semillas muy pequeñas y numerosas, 

comúnmente llamadas semillas polvo, de considerable variación, estas poseen 

escasa reserva de nutrientes para germinar (Arditti y Ghani, 2000). 

           
 

Figura 1. Morfología de la semilla de Prosthechea sp. 

Fuente: Orjuela y Deaza, 2015. 

 

Estas semillas están formadas por un embrión de pocas células, (entre 100 y 200), 

cubiertas por una testa muy dura (Mitchell 1989). El número de semillas puede 

variar de 13.000 a 4.000.000 por cápsula. El rango de peso de una semilla de 

orquídea varía de 0,3 a 14 µg y miden de 0.25 a 1,2 mm de largo y 0,009 a 0,27 

mm de ancho (Arditti y Ghani, 2000). 

En condiciones naturales las semillas requieren necesariamente la presencia e 

infección de un hongo simbionte que le proporcione una fuente de carbohidratos y 

nutrientes necesarios para el proceso de germinación (Barba et al., 2001). Este 

hongo ayuda a las plántulas jóvenes de orquídeas a sobrevivir en campo con 

reservas alimenticias limitadas; el hongo actúa a manera de ―endospermo‖ 

exógeno ya que aporta los nutrientes necesarios en los primeros estadíos de la 

germinación. (Rasmussen, 1995, 2002). 

La interacción micorrízica-orquídeas es un tema de estudio en el ámbito mundial 

(Clements, 1987).Algunos autores afirman que en este sentido existen orquídeas 

generalistas (Curtis, 1939; Hadley, 1970; Masuhara et al., 1993) y otros, 

argumentan que son específicas (Clements, 1988; McKendrick et al., 2002). No 

obstante, algunos estudios como los de Taylor y Bruns (1997) demostraron que 
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algunas orquídeas, generalmente las epifitas, son específicas en su interacción 

micorrízica. La especificidad del hongo micorrízico en orquídeas epifitas tropicales 

puede ser variable (Otero et al., 2002; 2004; 2007) 

En la germinación de Prosthechea sp. Puede tardar unos pocos días a varios 

meses. La germinación se inicia con la imbibición de agua por semilla, para luego 

germinar al  romper la testa de la semilla. La semilla empieza a cambiar de color 

amarillo a verde cuando empieza a realizar fotosíntesis, con la presencia de luz. 

Forma una pequeña esfera de células verdes que se llama protocormos. Una vez 

el protocormos crece se observa el desarrollo de pelos radicales y posteriormente 

el brote con la aparición de las hojas. (Roy et al., 2011). 

 

De acuerdo con Pierik (1990) la germinación de las semillas de orquídeas tiene 

lugar de la siguiente forma: el embrión absorbe agua a través de la testa, 

aumentando de volumen. Después se inicia la división celular, rompiendo el 

embrión la cubierta seminal. A continuación se forma una estructura de tipo 

protocormos a partir del agregado de células y sobre aquel puede distinguirse un 

meristemo del vástago. Tan pronto como se inicia la diferenciación de órganos 

(meristemo del vástago en un lado y rizoides en el opuesto), comienza un periodo 

de crecimiento intenso. Si el protocormos está a la luz adquiere un color verde y al 

mismo tiempo se desarrollan hojas. Como resultado de la producción de la 

clorofila la planta se hace autótrofa. Más tarde las primeras raíces auténticas se 

forman endógenamente; el protocormo y los rizoides (pelos radicales) pierden su 

misión nutritiva y desaparecen. 

 

Durante la germinación el embrión aumenta su volumen para llenar el espacio 

interior de la testa hasta romperla y emerger  fase 1. A continuación se forma una 

estructura tuberizada (o masas de células indiferenciadas) llamada protocormo, 

con apariencia esférica ovoide y de color verde (fase 2). Generalmente  posee 

micorriza sobre la cual, eventualmente, se desarrollarán los primordios caulinares 

y radicales (fases 3 y 4) (Ávila-Díaz et al., 2009). 

 

El proceso de germinación ha sido dividido en categorías de acuerdo a los estados 

de desarrollo del embrión. En la (figura 2) se presenta la escala fenológica con 6 

diferentes estados de desarrollo que fue adoptado para este trabajo. Basados en 

experimentos sobre Orchiscoriophora L., Prosthechea vespa Vell (Yamazaki y 

Kazumitsu, 2006). Y Sobraliak lotzcheana Rchb.f. (Jhonson y Kane, 2007). En  

éstos, los autores han adoptado esta escala con algunas modificaciones. 

Los tiempos estimados para cada fase bajo condiciones in vitro es una cuestión 

incierta, debido a que varían de acuerdo al medio de cultivo, la especie y 
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condiciones ambientales. Durante la germinación el embrión inicialmente se 

hincha hasta llenar el espacio interior de la testa hasta romperlo y así emerger. 

 
Figura 2. Etapas del desarrollo de P Prosthechea sp. A) Etapa 0: Semillas no 

germinadas. (B) Etapa 1: inicio de germinación. (C) Etapa 2: inicio de protocormo 

(D) Etapa 3: protocormos (E) Etapa 4: Desarrollo de rizoides (F) Etapa 5: 

Formación de hojas. (Rodríguez F, 2000). 

c: cubierta de la semilla; e: embrión; h: hoja; p: protocormo; r: rizoide. 

Fuente: Deaza y Orjuela, 2016. 

El protocormo es una estructura organógena particular que procede del embrión, 

compuesta generalmente de una yema terminal y una corona de rizoides 

(Saiprasad y Polisetty, 2003). El cuerpo consiste de largas células 

parenquimáticas que acumulan sustancias de almacenamiento (Chugh et al., 

2009). Las raíces, siempre adventicias, se forman más tardíamente en la base de 
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los nudos de los tallos con hojas. El protocormo está recubierto de una epidermis 

que puede llegar a producir otros protocormos por gemación adventicia a partir de 

los tejidos superficiales (Margara, 1988). 

El protocormo puede continuar creciendo durante semanas, meses o incluso años 

dependiendo de la especie, hasta alcanzar la edad apropiada para producir raíces 

y hojas; el abastecimiento por parte del hongo de los azúcares y nutrientes 

necesarios cesa en el momento en el que la planta joven tiene la capacidad de 

producirlos por sí misma (McKendrick, 2000). Esto indica que el protocormo tiene 

la función de actuar como un órgano de almacenamiento de nutrientes que más 

adelante permite la aparición de los brotes foliares y radicales (Pedroza-Manrique 

& Alonso, 2009). 

La emergencia de los protocormos en la ontogénesis de las orquídeas puede ser 

considerado como un paso necesario en la transición de la reproducción sexual a 

la asexual, presente de manera exclusiva en este grupo de plantas (Mahendran y 

Narmatha, 2012). Debido a esta facilidad, los protocormos se han utilizado como 

explantes en trabajos de embriogénesis somática y organogénesis directa e 

indirecta, cuyas técnicas son aplicadas ampliamente en la micropropagación 

vegetativa (Tuong et al., 2004) 

Estas estructuras poseen un alto grado de totipotencialidad, por lo que se puede 

inducir la brotación múltiple obteniendo varias plantas que se generan a partir de 

un sola semilla con un alto grado de estabilidad genética, estos brotes esféricos 

nuevos son llamados PLBs (Protocorm-likeBodies por sus siglas en inglés).La 

inducción de estos brotes se obtiene agregando un regulador de crecimiento en 

diversas concentraciones ya sean auxinas o citoquininas. Esta técnica está 

justificada en especies amenazadas con restringido material para ser propagadas, 

como la especie en estudio. (ERNST, R. 1993). 
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4.2 FUNDAMENTOS  DE LA GERMINACIÓN DE ORQUÍDEAS IN VITRO 

 

Se reporta que las orquídeas fueron las primeras plantas propagadas in vitro a 

partir de la siembra de semillas, de manera simbiótica y asimbiótica o clonalmente 

al introducirse la técnica de cultivo de meristemos para la propagación vegetativa. 

Dada la importancia hortícola y comercial de las orquídeas, se han desarrollado 

diversos métodos de propagación, tanto sexual, a través de semillas como asexual 

con el cultivo de segmentos vegetativos (explantes) (Ávila et al., 2006). 

 

Para que la germinación se lleve a cabo, tres condiciones deben cumplirse: 

primero, la semilla debe ser viable; segundo, la semilla debe estar bajo adecuadas 

condiciones ambientales; tercero, cualquier condición de dormancia debe ser 

superado, causado por reguladores de crecimiento que inhiben la germinación o 

poseer embriones inmaduros (Pedroza Manrique et al., 2005). 

De tal manera que la propagación natural de las orquídeas se dificulta porque sus 

semillas son diminutas y carecen de endospermo. Por esta razón, requieren de 

una relación obligada con hongos micorrízicos que permita la germinación de las 

semillas (Arditti, 1984).Por esta razón se ha demostrado en experimentos sobre 

Cattleya shoroederae Rchb.f. x Cattleya gigas Rchb.f. (1918) y Cattleya labiata 

Lindl. X Cattleya aurea Lindl. (1919) condujeron a Lewis Knudson afirmar que 

estas semillas pueden germinar sin el hongo si se usan cierto tipo de azúcares 

simples y nutrientes en el medio de cultivo.  De acuerdo a lo mencionado  

anteriormente se han desarrollado metodologías de germinación asimbiótica bajo 

condiciones in vitro (Arditti y Ernst, 1993; Serna, 1999; Mckendrick, 2000; 

Cavalcante et al., 2001; Damon et al., 2004; Pedroza et al., 2005; Yamazaki y 

Kasumitzu, 2006; Pedroza y Mican, 2006; Haddix et al., 2006; Steele, 2007).De 

esta manera la germinación asimbiótica de semillas en medios artificiales es una 

manera simple de conservar diferentes especies de orquídeas; por lo tanto  

existen varios métodos de conservación mediante micropropagación (Shimasaki y 

Uemoto, 1991; Arditti y Ernst 1993; Latha y Seeni, 1994; Nayak et al., 1998; 

Murthy y Pyati, 2001; Chen et al., 2002; Park et al., 2002; Pyati et al., 2002).Una 

de las cuestiones básicas de la siembra asimbiótica es la desinfección adecuada 

de frutos y semillas para lograr cultivos libres de contaminación (Billard et al., 

2012). 
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4.3. EL MEDIO DE CULTIVO: MURASHIGE & SKOOG (MS) 

Para orquídeas es muy común la utilización del medio nutritivo Murashige &Skoog 

(MS), formulados por los científicos FolkeSkole y Toshio Murashige en 1962. Este 

medio proporciona los nutrientes esenciales a las semillas con el objeto de 

desplazar el papel del hongo en la simbiosis (Roca et al., 1991). Por esta razón se 

eligió el medio Murashige y Skoog (1962) debido a que contiene una formulación 

básica que sirve de fuente de nutrientes a gran variedad de plantas, además es 

usado en el cultivo de helechos, los cuales se relacionan un poco con los briófitos, 

aunque este medio tiene un contenido elevado de sales (Hurtado y Merino, 1987; 

Pierik, 1990). Los 17nutrientes esenciales para la mayoría de plantas, incluyendo 

los briófitos, se encuentran en estos medios de cultivo, tanto los micronutrientes 

como los macronutrientes (Taiz y Zeiger, 1998; Jaques, 1998; Glime, 2006).  

 

Tabla 1. Formulación del medio basal Murashige & Skoog (MS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Roca et al, 1991; Sultana et al, 2012 

Al medio MS se le atribuye altos contenidos de nitrógeno en forma de NH4+ y 

NO3- y de K+ respecto a otros medios utilizados en el cultivo de tejidos (Bhojwani, 

1996). Se ha encontrado que altos contenidos de N y K favorece la germinación 

Nutrientes mg.L-1 mM 

NH4NO3 1650 20.6 

KNO3 1900 18.8 

CaCl2.2H20 440 3.0 

MgSO4.7H2O 370 1.5 

KH2PO4 170 1.25 

KL 0.83 5.0 

H3BO3 6.2 100 

MnSO4.4H2O 22.3 100 

ZnSO4.7H2O 8.6 30 

Na2MoO4.2H2

O 

0.25 1.0 

CuSO4.5H2O 0.025 0.1 

CoCl2.6H2O 0.025 0.1 

Na2EDTA 37.3 100 

FeSO4.7H2O 27.8 100 

Sacarosa (g) 30 … 

Ph 5.7 … 
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en orquídeas y el cultivo de embriones (Contreras y Gutiérrez, 2012). Murashige 

determinó que el nitrógeno en particular mejoró el crecimiento en tabaco 

(Murashige y Skoog, 1962). 

Hay un efecto indirecto entre el pH y el tipo de N en el crecimiento de tejidos; 

medios con pH por debajo de 5.0 toman nitratos y en pH de 5.0 a 5.5 los callos 

tienen preferencia por amonio o nitratos. Por otro lado, El potasio es necesario 

para la división celular, para la síntesis de proteínas, clorofila y para la reducción 

de nitratos. Los niveles de K+ in vitro raramente son problema pero ciertas 

especies son sensibles a altos niveles (Bhojwani, 1996). 

Sacarosa. Es la fuente de carbono que aporta a las semillas las moléculas de 

carbono y energía para varias actividades metabólicas. La aplicación de 

carbohidratos como la sacarosa permite que las semillas de las orquídeas 

germinen con relativa facilidad casi en un 100%, lo cual no sucede en la 

naturaleza. Será el componente del medio que tomarán las células para formar 

otras moléculas orgánicas requeridas para su desarrollo (Barba et al., 2001). 

En general, el incremento de los niveles de sacarosa favorece el crecimiento y la 

formación de productos, pero valores superiores al 10 % (p/v) pueden producir 

represión por catabolitos (Ertola et al., 1994). 

 

4.4.  REGULADORES DE CRECIMIENTO 

 

Los reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas, son compuestos 

orgánicos de bajo peso molecular que actúan a muy bajas concentraciones en 

sitios distantes de donde son producidos, interviniendo en muchos procesos 

fisiológicos como el desarrollo de tejidos, crecimiento del tallo y la caída de hojas 

(Purveset al., 2002; Salisbury, 1994). 

También en la distribución de los compuestos que la planta biosintetiza y que 

determinan el crecimiento relativo de todos los órganos (Azcón- Bieto, 2008; 

Rodríguez et al., 2009). 

 

Existen siete clases de reguladores de crecimiento vegetal entre los cuales  se 

encuentran auxinas, giberelinas, citoquininas, , ácido abscísico, etileno y ácido 

jasmónico,, las cuales participan en la regulación  del crecimiento y desarrollo de 

la planta (Kende & Zeevaart, 1997; Tanimoto, 2005). 
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Los reguladores de crecimiento vegetal, actúan de uno u otro modo en todos los 

procesos de desarrollo, estos fenómenos de regulación pueden clasificarse de 

acuerdo con Rojas& Ramírez, 1993 en: 

1. De correlación, como multiplicación y alargamiento celular, dominancia 

apical, actividad de las yemas, letargo y absición de órganos. 

2. De sensibilidad o movimiento como los tropismos y nastias. 

3. De reproducción como floración, polinización y desarrollo del fruto. 

 

4.4.1 Auxinas 

Charles Darwin, en su libro el Poder de Movimiento en las Plantas, pone de 

manifiesto la actividad de una sustancia con capacidad para inducir el 

movimiento frente a una fuente de luz en coleoptilos de Phalariscanariensis 

(alpiste), en donde posteriormente fue identificada como auxina (Arteca, 1996). 

Desde ese entonces han sido ampliamente estudiadas y juegan un papel central 

en la regulación del crecimiento de las raíces, promueven la elongación del tallo e 

inhiben el crecimiento de brotes laterales manteniendo la dominancia apical 

(Salisbury, 1994). En cultivo de tejidos han sido usados para división celular y 

diferenciación radical; también promueve la formación de callo y junto con las 

citoquininas son empleadas en la diferenciación de yemas y raíces. En bajas 

concentraciones predomina la formación de raíces mientras que con altas las 

reprime, y tiene lugar la callogénesis.(Bhojwani, 1996). En plantas recién 

germinadas estimula la formación de raíces. (Azcon-Bieto y Talón, 2008; 

Montaldi, 1995). 

 

Las auxinas son ampliamente utilizadas en trabajos de micropropagación y son 

incorporadas al medio nutritivo para promover el crecimiento de callo, 

suspensiones celulares u órganos y para regular la morfogénesis, conjuntamente 

con las citocininas. La respuesta del explante a la adición de auxinas a utilizar y 

la concentración requerida dependerá de 

• El tipo de crecimiento o desarrollo requerido. 

 • La capacidad de los tejidos cultivados para sintetizar auxina en forma natural.  

• La interacción (si hay) entre las auxinas sintéticas aplicada y las hormonas 

endógenas naturales (Amador, D. 1999). 

 

4.4.2  Citoquininas. 

Las citoquininas son un grupo de fitohormonas que regulan la división celular y la 

diferenciación en tejidos vegetales, participan en el control del desarrollo y la 
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senescencia. Además promueven la división celular, formación y actividad de 

brotes meristemáticos, inducción y expresión de genes de la fotosíntesis, 

senescencia foliar, movilización de nutrientes, germinación de semillas, 

crecimiento radical y respuesta al estrés (Yong et al., 2009). 

 

En 1892, Wiesner y un poco más tarde, Haberland (1913) propusieron que existen 

hormonas que estimulan la división celular. Sin embargo, hasta en (1955) Miller et 

al.Aislaron de tejidos animales el compuesto que estimulaba fuertemente las 

divisiones celulares en las plantas. La estructura de este compuesto se identificó y 

la sustancia se le nombró cinetina. 

4.5. SUPLEMENTOS 

 

Los suplementos orgánicos que principalmente son ricos en carbohidratos, entre 

otros. Los principales son: el hidróxido proteico de caseína, lacto-albúmina, 

peptona y triptona que se emplean principalmente como fuente de aminoácidos. El 

jugo de naranja contribuye con el ácido cítrico, así como con otros estimulantes 

del crecimiento.  

Al medio MS (base) se puede enriquecer con otras sustancias más complejas que 

permita promover el crecimiento de ciertos callos y órganos. Sin embargo, el uso 

de extractos naturales, especialmente provenientes de frutas, podría afectar la 

reproductibilidad de los resultados porque la cantidad y calidad de los 

constituyentes varían con la edad del tejido (maduración) e incluso con la variedad 

del organismo donador. (Contreras y Gutiérrez  2012) 

 

En la actualidad es posible preparar medios de cultivo sustituyendo las sales 

minerales y los reguladores de crecimiento por suplementos orgánicos que 

fácilmente encontramos en nuestro alrededor, como el guineo, puré de papa o 

extracto de papa, el plátano o harina de plátano verde, agua de coco, etc., que 

aportan los nutrientes principales para la germinación del embrión y el desarrollo 

de la planta de orquídea. Al medio se debe agregar agar, para que mantenga 

sólido al medio aun a temperaturas del ambiente. Generalmente estos medios 

presentan un pH de 5,6; sin embargo, si no se encuentra en este pH es fácil 

regularlo, ya sea con un ácido o con una base (sal) e incluso con gotas de limón o 

sal de mesa, según sea el caso (Morales Benavent, 2011). 

Actualmente, amantes de las orquídeas producen sus propias plantas en 

laboratorios caseros a partir de germinación asimbiótica vitro, y para ello utilizan 

medios de cultivo constitución orgánica (Silva et al., 2002). Entre los extractos 

naturales utilizados en el cultivo de semillas de orquídeas, se pueden encontrar la 

pulpa homogeneizada banano, agua de coco, peptona, triptona, levadura, 

hidrolizado de caseína, jugo de tomate, jugo de piña y extracto de papa (Torres et 

http://www.monografias.com/trabajos12/consti/consti.shtml
http://www.monografias.com/trabajos30/exportacion-tomate-cherry/exportacion-tomate-cherry.shtml
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al. , 2001). Estos aditivos contienen mezclas de vitaminas y aminoácidos y 

algunos actúan como reguladores del crecimiento (Pierik, 1989). 

 

4.5.1. Fécula de maíz. Este componente aporta nutrientes a la semilla, 

principalmente glutamina que es necesaria para el crecimiento de embriones 

inmaduros; ésta es una fuente importante de nitrógeno (Pedroza-Manrique, et al. 

2010). Es uno de los pocos aminoácidos que posee en su estructura dos átomos 

de nitrógeno, ambos en forma de amino (NH2-). Este es una forma del ―nitrógeno 

orgánico‖ reducido, que posteriormente se transfiere a otros compuestos 

carbonados para producir los aminoácidos que utiliza la planta para sintetizar la 

moléculas nitrogenadas (p. ej., proteínas y nucleótidos) (McKee et al., 2003). 

 

Se ha probado que la implementación de almidones o gomas como agentes 

gelificantes alternativos permite la disminución en los costos de los medios de 

cultivo para tejido in vitro de hasta el 70% comparados con los del agar, 

fisiológicamente hablando los mejores resultados se obtienen en las sustituciones 

parciales que se han estudiado (Martín-Gordo et al. 2012; Mengesha et al., 2012). 

 

 

 
Figura 3.   Medio M y S, suplementado con fécula de maíz 

Fuente: Deaza y Orjuela 2015 

4.5.2. Agua de coco. Es ampliamente usado en la industria de cultivos vegetales, 

como un promotor de crecimiento en los medios de cultivo. Aunque no es 

extensivamente usado en la germinación de semillas de orquídeas (Arditti, 2008) 

 El efecto del medio de cultivo MS, se potencializa utilizando aditivos orgánicos en 

el medio de cultivo. (Kitsuki et al., 2004) informaron que el medio de cultivo 

suplementado con agua de coco, resulta más eficaz para la germinación y 

formación de protocormos, a diferencia de otros medios de  cultivo 

suplementados. Parece tener propiedades como regulador de crecimiento, ya que 

posee Auxinas, Giberelinas y en mayor grado Citoquininas. Posee iones 

http://www.monografias.com/trabajos15/separacion-mezclas/separacion-mezclas.shtml
http://www.monografias.com/trabajos4/costos/costos.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/medios-comunicacion/medios-comunicacion.shtml
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inorgánicos, vitaminas (B6 y B9) y otras sustancias relacionadas como hexitol. 

Algunos de estos son compuestos biológicamente activos como L-arginina, ácido 

ascórbico y magnesio. Tiene alto contenido de potasio y antioxidantes. 

(Nigrum et al. 2007) y (Abbas et al. 2011) encontraron que la adición del agua de 

coco al medio de cultivo tuvo un efecto benéfico en la germinación y formación de 

plántulas de Coelogyne ovalis y Grammatophyllum scriptum respectivamente 

 

El agua de coco, en general 3 a 15% (v / v) y el aditivo que más se ha utilizado 

para un número de especies en vitro, no sólo para estimular el crecimiento de 

callo, sino también para aumentar la formación embriogénesis somática, inducir la 

división de granos de polen, y en su primera aplicación, en la inducción del 

desarrollo de embriones inmaduros (Caldas et al., 1998). Knudson (1922) observó 

que la sacarosa, la fructosa y otros complejos 231 Quelato de hierro y agua de 

coco en la germinación in vitro de Rossioglossum grande (Orchidaceae), químicos 

de extractos vegetales, favorecen la germinación y promueven el desarrollo de los 

protocormos. El endospermo líquido de la semilla de coco se ha usado a varias 

concentraciones y varias especies establecidas in vitro, incluyendo las orquídeas, 

ya que contiene vitaminas, enzimas, azúcares, fuentes nitrogenadas, reguladores 

de crecimiento y una fracción de sales inorgánicas (Hicks, 2007). Los efectos 

promotores del agua de coco se deben a la presencia de compuestos 

orgánicos como citoquininas, zeatinas, kinetinas y purinas, que se consideran 

promotores del crecimiento vegetal (Yong et al., 2009; Hicks, 2007). Las 

citoquininas juegan un papel fundamental en la organogénesis vegetal, ya que 

inducen la formación de hojas y brotes y aumentan la velocidad de desarrollo y la 

germinación de la semilla (Werner et al., 2001; Huan et al., 2004) 

 

 

4.5.3. Jugo de piña. Se encontró que el medio de cultivo suplementado con jugo 

de piña,  un tiene efecto en las fases del desarrollo en las especies trabajadas con 

diferencias estadísticamente significativas. Por lo tanto, se puede inferir que la 

adición adecuada de componentes orgánicos, como agua de coco y jugo de piña 

al medio de cultivo MS in vitro, es un elemento importante para la germinación y 

desarrollo de plántulas, debido a que son ricos en energía y contienen iones 

inorgánicos, aminoácidos, vitaminas, reguladores de crecimiento y ácidos 

orgánicos necesarias para el desarrollo de las semillas de orquídeas (Kurosaki et 

al., 2004, Young et al., 2009; Abbas et al., 2011). 

http://www.monografias.com/trabajos6/elme/elme.shtml#induccion
http://www.monografias.com/trabajos/metalprehis/metalprehis.shtml
http://www.monografias.com/trabajos5/enzimo/enzimo.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/formulac/formulac.shtml#FUNC
http://www.monografias.com/trabajos10/clorofa/clorofa.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/clorofa/clorofa.shtml
http://www.monografias.com/trabajos33/crecimiento-vegetal/crecimiento-vegetal.shtml
http://www.monografias.com/trabajos13/cinemat/cinemat2.shtml#TEORICO
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Cabe anotar que tanto el agua de coco, el jugo de piña y el almidón  contienen 

altos niveles de vitaminas, aminoácidos y fitohormonas y son muy energéticos 

(Kitsaki et al., 2004; Yam y Arditti, 2009; Yong et al., 2009).  

 

 

 

4.6 MARCO DE ANTECEDENTES 

 

“Evaluación de diferentes medios de cultivo in vitro en el desarrollo de híbridos de 

Phalaenopsis (Orchidaceae) 

En esta investigación se determinó el medio de cultivo más apropiado para la 

germinación in vitro de un híbrido de Phalaenopsis. Inicialmente se evaluó la 

viabilidad de las semillas utilizando la prueba de tetrazolio (TZ). Las semillas se 

desinfectaron y se cultivaron aplicando el método de la jeringuilla. El porcentaje de 

viabilidad en promedio fue de 92,2 % (P≤ 0,05: Tukey HSD), con un porcentaje de 

germinación entre todos los medios de 95,1 % (P≤ 0,05: Tukey HSD). El medio de 

cultivo más eficiente para la germinación de híbridos de Phalaenopsis a las 18 

semanas de cultivo fue el Murashige & Skoog (MS) suplementado con agua de 

coco, y jugo de piña con diferencias estadísticamente significativas (P≤ 0,05: 

Tukey HSD), con respecto a los demás medios de cultivo, contribuyendo de esta 

manera al uso de componentes orgánicos con el fin de mejorar la germinación y 

desarrollo de Phalaenopsis”. 

 

“Propagación in vitro de la orquídea Prosthechea citrina (La Llave & Lex.) W. E. 

Higgins nativa del estado de Durango, México 

Prosthechea citrina es una orquídea sujeta a protección especial debido a que 

presenta diversas problemáticas en su hábitat natural que inciden negativamente 

en su viabilidad biológica, como son el deterioro y la modificación de su entorno y 

la extracción de plantas. En el presente estudio se reporta la propagación masiva 

de P. citrina in vitro, esto mediante protocormos así cultivados en medio 

Murashige y Skoog (1962) MS con reguladores de crecimiento vegetal. La 

eficiencia observada en nuevos brotes fue de 6.75 por explante, no hubo 

diferencias significativas en número de hojas y raíces, la longitud máxima de hoja 

fue de 20.6 mm y la de raíces fue de 38.27 mm. En aclimatación se observó una 

supervivencia de 85%. 
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5.   MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. METODOLOGÍA 

5.1.1. LOCALIZACIÓN DEL EXPERIMENTO 

 

El trabajo en laboratorio se llevó a cabo en la Universidad de Cundinamarca en el 

laboratorio de cultivo de tejidos (figura 4.) entre el segundo periodo de 2015 y 

primer periodo de 2016. Las instalaciones cuentan con áreas especializadas e 

independientes que se recomiendan para garantizar el espacio adecuado y 

condiciones de asepsia. Entre éstas están: cámara de flujo laminar, área de 

preparación de medios, lavado y esterilización, de transferencia y área de 

crecimiento o incubación. 

      
a) Estantes con todos los tratamientos          b) Laboratorio   

Figura 4. Laboratorio de microbiología de la Universidad de Cundinamarca 

Fuente: Deaza y Orjuela 2015. 

 

 

 

 

5.1.2. MATERIAL VEGETAL Y PROTOCOLO DE ESTERILIZACIÓN 

 Obtención del material vegetal y esterilización 

En la reserva natural de San Rafael, ubicada al nororiente del casco urbano de 

Fusagasugá, sobre la vía  Fusagasugá Síbate, se ubicó una población de plantas 

del genero Prosthechea. Sobre arboles de caucho (Ficus sp). De esta población 

se obtienen 8 cápsulas con una madurez avanzada de Prosthechea sp con un 

diámetro entre dos y tres centímetros (figura 5).    
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Figura 5. Capsulas de Prosthechea sp  con madurez avanzada, sobre arboles de 

caucho (Ficus sp). 

Fuente: Juan Camilo franco, 2016.   

 

Posteriormente las capsulas de Prosthechea sp. Fueron llevadas al laboratorio de 

microbiología de la Universidad de Cundinamarca, fueron lavadas superficialmente 

con abundante agua y jabón. Luego se sumergieron durante 10 minutos en una 

solución de hipoclorito de sodio al 5%. Se lavó dos veces con agua esterilizada 

para luego sumergir nuevamente en alcohol al 70% por 1 minuto. Ya dentro de la 

cámara de flujo laminar se dejaron escurrir sobre servilletas estériles y finalmente 

flameadas con el mechero de Bunsen. 

Para extraer la semilla se hizo un corte longitudinal en la cápsula con la ayuda de 

pinzas y bisturí previamente esterilizados. La semilla (de tipo polvoso) fue 

esparcida sobre la superficie de medio MS suplementado con los diferentes 

tratamientos en frascos de vidrio 250 ml (figura 6).   
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Figura 6.  Corte de la capsula y esparsión de las semillas de Prosthechea sp. 

 Fuente: Deaza y Orjuela, 2016.  

 

 Medio de germinación, formación de Protocormos y rizoides 

Se utilizó como medio de germinación, iniciación y desarrollo de protocormos el 

medio desarrollado por Murashige & Skoog (1962) suplementado con diferentes 

concentraciones de ANA (0,0, 0.5, 1 y 2  mg.L-1) y ó BAP (0,0 0,5, 1,0   y  2,0 

mg.L-1) y o nutrientes complejos (Almidón, agua de coco y jugo de piña). Cuando 

se utilizó almidón se usó a una concentración de 10 gr.l-1, El agua de coco y el 

jugo de piña se utilizaron a una concentración de 200 ml.l-1. Los medios obtenidos 

fueron ajustados a un pH de 5.8. 

5.2.3. El experimento 

 Diseño experimental 

Se utilizó un diseño completamente al azar –DCA- con un factorial 2x4x4+6, con 

38 tratamientos (Tabla 2) y 5 repeticiones, cada frasco de vidrio de 250 ml 

consistió en la unidad experimental. Los factores del factorial fueron: 1) El uso o 

no de almidón, 2) La concentración de BAP (0,0, 0.5, 1 y 2  mg.l-1) y 3) La 

concentración de ANA (0,0, 0.5, 1 y 2  mg.l-1). Se utilizan como tratamientos 

adicionales los suplementos complejos (almidón, coco, piña), con el fin de evaluar 

el efecto de  estos en la germinación y formación de protocormos y desarrollo de 

rizoides en Prosthechea sp.  
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Tabla 2.Claves y  tratamientos,  medio M y S con suplementos orgánicos y 

hormonas sintéticas. 

Clave                                                       Tratamientos 

  T1                  M y S (Murashige and Skoog, 1962) 
  T2                    Medio M y S  con almidón (10g.L-1) 
  T3                    Medio M y S con almidón (10g.L-1),agua de coco(200mL/L) 
  T4                    Medio M y S con almidón(10g.L-1), agua de coco(200mL/L),jugo de 
piña (200mL/L) 
  T5                    Medio M y S con almidón(10g.L-1),jugo de piña (200mL/L) 
  T6                    Medio M y S con agua de coco (200mL/L) 
  T7                    Medio M y S con jugo de piña (200mL/L) y agua de coco(200mL/L) 
  T8                    Medio M y S con jugo de piña (200mL/L) 

  T9                    Medio M y S con BAP(0,5mg.L-1) 
  T10                  Medio M y S con BAP(1mg.L-1) 
  T11                  Medio M y S con BAP(2mg.L-1)        
  T12                  Medio M y S con ANA(0,5mg.L-1) 
  T13                  Medio M y S con ANA(0,5mg.L-1) y  BAP(0,5mg.L-1) 
  T14                  Medio M y S con ANA(0,5mg.L-1) y BAP(1mg.L-1) 
  T15                  Medio M y S con ANA(0,5mg.L-1) y BAP(2mg.L-1)        
  T16                  Medio M y S con ANA(1mg.L-1)  
  T17                  Medio M y S con ANA(1mg.L-1) y BAP(0,5mg.L-1) 
  T18                  Medio M y S con ANA(1mg.L-1) y BAP(1mg.L-1)         
  T19                  Medio M y S con ANA(2mg.L-1) 
  T20                  Medio M y S con ANA(2mg.L-1) y BAP(0,5mg.L-1) 
  T21                  Medio M y S con ANA(2mg.L-1) y BAP(1mg.L-1) 
  T22                  Medio M y S con ANA(2mg.L-1) y BAP(2mg.L-1) 
  T23                  Medio M y S con ANA(1mg.L-1) y BAP(2mg.L-1) 
  T24                  Medio M y S con almidón (10g.L-1) y BAP(0,5mg.L-1)          
  T25                  Medio M y S con almidón (10g.L-1) y BAP(1mg.L-1) 
  T26    Medio M y S con almidón (10g.L-1) y BAP(2mg.L-1) 
  T27                  Medio M y S con almidón (10g.L-1) y ANA(0,5mg.L-1)                        
  T28                  Medio M y S con almidón (10g.L-1), ANA(0,5mg.L-1), BAP(0,5mg.L-1)     
  T29                  Medio M y S con almidón (10g.L-1), ANA(0,5mg.L-1), BAP(1mg.L-1) 
  T30                  Medio M y S con almidón (10g.L-1), ANA(0,5mg.L-1), BAP(2mg.L-1) 
  T31                  Medio M y S con almidón (10g.L-1) y ANA(1mg.L-1) 
  T32                  Medio M y S con almidón (10g.L-1),ANA(1mg.L-1), BAP(0,5mg.L-1) 
  T33                  Medio M y S con almidón (10g.L-1),ANA(1mg.L-1), BAP(1mg.L-1) 
  T34                  Medio M y S con almidón (10g.L-1),ANA(1mg.L-1), BAP(2mg.L-1)    
  T35                  Medio M y S con almidón (10g.L-1) y ANA(2mg.L-1) 
  T36                  Medio M y S con almidón (10g.L-1) ,ANA(2mg.L-1), BAP(0,5mg.L-1) 
  T37                  Medio M y S con almidón (10g.L-1) ,ANA(2mg.L-1), BAP(1mg.L-1)   
  T38                  Medio M y S con almidón (10g.L-1) ,ANA(2mg.L-1), BAP(2mg.L-1) 
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 Evaluación. 

Cada 8 días se observan bajo estereoscopio tres unidades experimentales 

(frascos). En cada uno de los ellas se evaluó la mitad del área de la base del 

frasco  observando las siguientes variables: 

o El número de semillas. 

o El número de semillas germinadas. 

o El número de protocormos formados. 

o El número de protocormos con rizoides formados. 

o El número de semillas no germinadas.  

 

En base a  los datos obtenidos se obtienen los porcentajes de germinación, 

formación de protocormos y desarrollo de rizoides de acuerdo con las siguientes 

formulas. 

                   
                         

                                
   

 

                   
                          

                                
 

 

                
                            

                                
 

 

 

 

5.2.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos registrados fueron sometidos a un análisis de varianza –ANOVA- 

pruebas de diferencias de medias (Diferencias mínimas significativas) 

utilizando el programa Infostat versión estudiantil. 
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6.   RESULTADOS Y DISCUSION 

 

6.1   EFECTO DE NUTRIENTES COMPLEJOS (JUGO DE PIÑA, AGUA DE 

COCO Y ALMIDÓN), BAP Y ANA SOBRE LA GERMINACIÓN. 

 

Para la fase de germinación se evaluó a partir de la primera semana, después de 

la siembra de las semillas de Prosthechea sp,. Hasta la semana siete. 

El medio MS es ampliamente utilizado para diversas especies de orquídeas en 

diferentes proporciones y suplementado con reguladores de crecimiento vegetal y 

otras sustancias como el agua de coco, jugo de piña, almidón, con lo que se han 

obtenido resultados favorables. Casos similares se han reportado con P. citrina, en 

el cual se obtuvo un promedio de 6.75% de germinación. Estudio realizado por 

Salazar et al., (2013). Evaluaron diferentes medios de cultivo in vitro  

suplementados con agua de coco y jugo de piña, demostrando  ser igualmente 

favorables para el desarrollo de híbridos de Phalaenopsis. Obteniendo porcentajes 

de germinación de 95 y 96%, al adicionar estos nutrientes complejos.   

Para los tratamientos que tienen fitohormonas como el BAP y ANA, 

adicionalmente en interacción con almidón, presentan efectos favorables y con 

porcentajes de germinación adecuados. Ya que  Arditti (1992), informa que  los 

porcentajes de germinación de orquídeas epifitas tropicales alcanzados sobre un 

medio asimbiótico son mayores a 50%. Además en la regeneración in vitro de 

Oncidium sp  (Kalimuthu et al., 2007) adicionaron con 2.0 mg.L-1 de BAP al medio 

MS obteniendo una reproducción satisfactoria. El efecto de ANA para la fase de 

germinación, probablemente no es favorable por que el ácido α-naftalenacético, 

una auxina sintética, se utiliza ampliamente  para estimular la formación de raíces 

adventicias. (Ikuma y Thimann, 1963; Metzger, 1983; Karssen et al., 1989; Derkx y 

Karssen, 1993a; Yang et al., 1995), y por tanto es posible el que ANA  no influya 

en la germinación de la orquídea Prosthechea sp. 
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Tabla 3. Análisis de varianza para del coeficiente de  germinación 

F.V. SC GL CM F p-valor Significancia 

TRAT 25119,86 37 678,92 6,52 <0,0001 ** 

Error 7605,33 73 104,18    

Total 32725,19 110     

 

  R 2 = 0,77                          CV= 39,71 

 

 

EI análisis de varianza para el coeficiente de germinación presentó una  diferencia 

significativa entre los tratamientos, obteniendo un coeficiente de determinación 

(R2) de 0,77  lo cual indica las variaciones por el efecto del modelo estadístico 

sobre los tratamientos estudiados, un coeficiente de variación (C.V.) de 39,71.  

 

 

Efecto de almidón, jugo de piña y agua de coco en la germinación.  

Tabla 4. Prueba de Fisher  

ALMIDON PIÑA COCO Medias 

   1 0 1 65,67 A 

  0 0 1 50,67 A 

  0 1 0 31 

 

B 

 1 0 0 29,69 

 

B 

 0 0 0 18,71 

 

B C 

1 1 0 14,67 

 

B C 

1 1 1 12,67 

  

C 

0 1 1 12,67 

  

C 

 

En esta interacción entre almidón, jugo de piña y agua de coco, el mejor 

tratamiento (T3) para la  fase de germinación, se obtiene un porcentaje del 65,67% 

que es obtenido cuando es  adicionado  almidón al tratamiento que contiene  agua 

de coco en el medio de cultivo MS (Tabla 4.). Es notable que la interacción entre el 

agua de coco y el almidón generan un incremento  favoreciendo   la germinación 

debido a que esta fuente de almidón contiene glutamina que es especialmente 

necesaria para el crecimiento de embriones inmaduros, puesto que es una 

importante fuente de nitrógeno (Pierik, 1990). 

   

Esto ratifica lo descrito por (Kitsuki et al., 2004) en el cual la adición de 

compuestos orgánicos en el medio de cultivo MS, se potencializa. Además  
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informaron que el medio de cultivo suplementado con agua de coco, resultó más 

eficaz para la germinación, a diferencia del medio de cultivo suplementado con 

jugo de piña, que resultó mejor para el desarrollo de Ophrys (Orchidaceae) 

igualmente  Nongrum et al. (2007) y Abbas et al. (2011) encontraron que la adición 

del agua de coco al medio de cultivo tuvo un efecto benéfico en la germinación de 

Coelogyne ovalis y Grammatophyllum scriptum respectivamente. Lo mencionado  

anteriormente  concuerda con lo obtenido  en el presente estudio, dando como 

resultado mayor eficiencia en el uso de agua de coco, para la   etapa de 

germinación de Prosthechea sp. En contraste Salazar y Cansino (2012) obtienen 

resultados distintos en  el porcentaje de germinación  en el medio de cultivo 

suplementado con jugo de piña para las especies de Prosthechea vespa y 

Sobralia klotzscheana siendo así el tratamiento con jugo de piña el mejor para esa 

investigación. Posiblemente debido a que todas las especies tienen diferentes 

necesidades nutricionales por tal motivo, se ve la necesidad de estudiar las 

condiciones para cada especie como lo afirma Ruiz et al., (2008), en donde Dutra 

et al., (2009); Basker et al., (2010); Kauth et al., (2011), implementaron diferentes 

medios de cultivos para la preservación de orquídeas. 

 

 

  

 

Efecto de la interacción de ANA, BAP y almidón en la germinación 

 

Tabla 5.  Prueba de Fisher para la interacción entre ANA, BAP y almidón. 

ALMIDON ANA BAP 

         1 0,5 2 52,67 A 

       1 2 2 50,67 A 

       1 0 1 43,33 A B 

      0 0,5 0 40,67 A B C 

     1 0,5 0 39,67 A B C D 

    1 0 2 36,33 A B C D E 

   1 0 0 36,17 

 

B C D E 

   1 0,5 0,5 33,33 

 

B C D E F 

  0 0 0 32,92 

 

B C D E F 

  1 0,5 1 30,67 

 

B C D E F G 

 1 2 1 27,33 

 

B C D E F G H 

0 2 1 26,67 

  

C D E F G H 

0 1 2 24,67 

  

C D E F G H 

0 0 2 23 

   

D E F G H 
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Continuación   Tabla 5.           

0 2 2 22,33 

   

D E F G H 

1 0 0,5 22 

   

D E F G H 

0 2 0 21,33 

    

E F G H 

1 1 0 20,67 

    

E F G H 

1 1 2 18 

     

F G H 

0 0,5 1 17 

     

F G H 

0 1 1 16,67 

      

G H 

0 0,5 2 16 

      

G H 

1 1 0,5 15,33 

      

G H 

1 2 0 13,33 

       

H 

0 1 0,5 12 

       

H 

0 0,5 0,5 11,33 

       

H 

0 0 1 10,33 

       

H 

1 1 1 10 

       

H 

1 2 0,5 10 

       

H 

0 1 0 8 

       

H 

0 0 0,5 7 

       

H 

0 2 0,5 5 

       

H 

 

Las interacciones de ambos reguladores de crecimiento (ANA y BAP) presentan 

relativamente el mismo porcentaje de semillas germinadas, la función más 

importante de BAP es la de estimular la división celular cuando actúa junto a una 

auxina, ambos compuestos deben estar en balance ya que una alta relación 

auxina- citoquinina estimula el crecimiento y proliferación de Prosthechea sp. 

Como lo presenta la tabla 5, en los tratamientos 30 y 38 se obtienen porcentajes 

de germinación de 52,67% y 50, 67% respectivamente. Cabe resaltar que estos 

tratamientos con mejor respuesta de germinación están suplementados con la 

fuente de almidón (fécula de maíz) y  se evidencia una baja germinación en los 

tratamientos que están en ausencia de este componente, resultado que se 

presenta en T16, T9 y T20.   
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Grafica 1. Tasa media de germinación de  Prosthechea sp con respecto a 

diferentes concentraciones de nutrientes complejos (almidón, jugo de piña, 

agua de coco)  y hormonas sintéticas ANA y BAP. 

Nota: Los valores de las medias con diferente letra de cada columna, indican 

diferencias estadísticamente significativas, según la prueba de Fisher LSD 

(P≤0.05). 

 

En este estudio se encontró que el medio más adecuado para la iniciación de la 

germinación de la especie Prosthechea sp, fue el T3 medio MS+AC, ya que allí se 

evidencio  el mayor porcentaje de germinación,  con un 66% de la especie objeto 

de estudio. 

Caso contrario sucede con los tratamientos que  no contienen  suplementos 

orgánicos,  presentan un porcentaje bajo en la fase  de germinación (T9) con  7% 

Medio M y S con BAP (0,5mg.L-1), (T20)  con  5%  Medio M y S con ANA (2mg.L-1) 

y BAP (0,5mg.L-1) 
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Según lo anterior se obtuvo que los tratamientos con ausencia de almidón 

presentan un desarrollo bajo en la fase  de germinación para Prosthechea sp. Bajo 

condiciones in vitro. Por tanto se puede afirmar que para nuestro experimento  el 

uso de almidón genera mayor porcentaje  de germinación. Ya que la fécula de 

maíz genera un aporte  de  vitaminas a la semilla, por  su contenido de glutamina 

que es esencial para el crecimiento de embriones inmaduros por ser una 

importante fuente de nitrógeno  (Pierik, 1990) 

 

 
Figura 7.  Germinación de semillas en T3.  Medio M y S con almidón (10g.L-1), 

agua de coco (200mL/L) 

Fuente: Deaza y Orjuela 2015 

 

 

6.2    EFECTO DE NUTRIENTES COMPLEJOS (JUGO DE PIÑA , AGUA DE 

COCO Y ALMIDÓN), BAP Y ANA SOBRE LA FORMACION DE 

PROTOCORMOS. 

  

Tabla 6. Análisis de varianza para del coeficiente de formación de 

Protocormos 

F.V. SC Gl CM F p-valor Significancia 

TRAT 29439,10 37 795,65 7,61 <0,0001 ** 

Error 7737,33 74 104,56    

Total 37176,43 111     

 

  R 2 = 0,79                          CV= 38,12 
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EI análisis de varianza para el coeficiente de formación de Protocormos presentó 

una alta diferencia significativa entre los tratamientos, obteniendo un coeficiente 

de determinación (R2) de 0,79  lo cual indica las variaciones por el efecto del 

modelo estadístico sobre los tratamientos estudiados, un coeficiente de variación 

(C.V.) de 38,12 %  

 

Efecto del jugo de piña, agua de coco y almidón para la formación de 

Protocormos. 

Tabla 7. Prueba de Fisher  

ALMIDON PIÑA COCO Medias 

    1 0 1 73,67 A 

   0 0 1 69 A 

   0 1 0 30,67 

 

B 

  1 0 0 28,54 

 

B 

  1 1 1 27,33 

 

B C 

 0 0 0 20,46 

 

B C D 

0 1 1 13,67 

  

C D 

1 1 0 9,67 

   

D 

   

La formación de protocormos  se desarrolla notablemente en los tratamientos que 

contienen agua de coco, pero si hay interacción con la fuente de almidón se 

observa un  mayor porcentaje para esta etapa, obteniendo así un 73,67% en el T3  

(Tabla 7). Sin embargo el tratamiento que contiene agua de coco solamente, 

también presenta un buen porcentaje (69%) en la formación de los protocormos de 

la orquídea Prosthechea sp. De acuerdo a Kitsaki et al. (2004) quien afirma que  el 

desarrollo de protocormos es notable en medios que contienen suplementos 

orgánicos, en un estudio realizado en el hibrido  Phalaenopsis. Resultado que 

coincide con esta investigación en donde la mejore respuesta se  presentan en  

los tratamientos con suplementos orgánicos. Igualmente, los resultados obtenidos  

en este trabajo concuerdan con los de Hicks (2007) quien encontró que el agua de 

coco puede promover la regeneración espontánea de protocormos in vitro del 

género Oncidium (Orchidaceae). 

Stewart y kane (2006)  encontraron que el medio de cultivo enriquecido con agua 

de coco era más adecuado para la germinación y formación de protocormos de 

Ophrys, al igual  Kitsaki et al., (2004), informan que el medio de cultivo 

suplementado con agua de coco, resultó más eficaz para la germinación y 
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formación de protocormos, a diferencia del medio de cultivo suplementado con 

jugo de piña, que resultó mejor para el desarrollo para esa misma especie 

(Ophrys).  

La formación de los protocormos de Prosthechea sp.,  en general, es mejor  en el 

medio de cultivo MS+AL+AC, encontrando diferencias significativas (Tabla 7), 

(grafica2), la fuente de almidón (fécula de maíz) potencializa el efecto del complejo 

orgánico agua de coco sobre la formación de protocormos de la especie objeto de 

estudio. Probablemente por  el aporte de  glutamina que brinda el almidón, dando 

así ―nitrógeno  orgánico‖ (McKee et al., 2003; Pedroza-Manrique, et al. 2010). 

Los tratamientos suplementados con jugo de piña presentaron   porcentajes de  

formación de protocormos del  30,67%, resultados  inferiores a los tratamientos 

que contienen agua de coco.  

 
 

Figura 8: Tratamiento suplementado con 10g.L de almidón y Agua de coco 

Fuente: Deaza y Orjuela 2016 

 

Efecto de la interacción de ANA, BAP y almidón en la formación de 

protocormos. 

Tabla 8. Prueba de Fisher. 

ALMIDON ANA BAP Medias 

       1 0 1 46,33 A 

      1 0,5 0 43 A B 

     1 0 0,5 43 A B 

     0 1 2 42,33 A B 

     1 0,5 1 41 A B 

     1 0 0 40,17 A B 

     1 0 2 40 A B C 

    0 0 0 38,33 A B C 
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1 2 2 35 A B C D 

   1 2 1 30,67 A B C D E 

  0 2 1 29 

 

B C D E 

  0 2 2 28,33 

 

B C D E 

  0 0 2 28 

 

B C D E 

  1 1 0 26,67 

 

B C D E 

  1 0,5 0,5 24,33 

  

C D E F 

 0 0,5 0 24,33 

  

C D E F 

 0 1 0,5 21,67 

   

D E F G 

1 1 2 20 

   

D E F G 

0 0,5 1 19,67 

   

D E F G 

0 0 0,5 15,33 

    

E F G 

0 0,5 2 15,33 

    

E F G 

1 2 0 13 

    

E F G 

0 0 1 12,67 

    

E F G 

1 1 0,5 12,33 

    

E F G 

0 0,5 0,5 12,33 

    

E F G 

1 2 0,5 12 

    

E F G 

0 1 1 11,67 

    

E F G 

1 1 1 10,33 

    

E F G 

0 2 0 10,33 

    

E F G 

0 2 0,5 10 

    

E F G 

1 0,5 2 9 

     

F G 

0 1 0 6,33 

      

G 

Es claro que la adición de Almidón  (fécula de maíz), en interacción con las 

hormonas BAP y ANA genera un efecto positivo para la formación de protocormos 

obteniendo resultados en porcentajes del 46,33% (T25), 43% (T27)  y   43%(T24).  

  

 
 

Figura 9: Tratamiento suplementado con 10 g.L-1 de almidón y 1mg.L-1 de BAP 

Fuente: Deaza y Orjuela, 2016 
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Grafica 2. Tasa media de formación de Protocormos de  Prosthechea sp con 

respecto a diferentes concentraciones de nutrientes complejos (almidón, 

jugo de piña, agua de coco)  y hormonas sintéticas ANA y BAP. 

Nota: Los valores de las medias con diferente letra de cada columna, indican 

diferencias estadísticamente significativas, según la prueba de Fisher LSD 

(P≤0.05). 

Se encontró que el medio más adecuado para la formación de protocormos de 

Prosthechea sp fue el medio el T3.  MS+ AC,   ya que allí se encontró el mayor 

porcentaje con un  73.67% de protocormos  formados de la especie objeto de 

estudio. 
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Figura 10. Tratamiento suplementado con almidón y agua de coco 

Fuente: Deaza y Orjuela 2016 

Para este experimento la adición de agua de coco al medio con almidón fue muy 

favorable para formación de protocormos de  Prosthechea sp. 

En esta investigación se encontró que el efecto del medio de cultivo MS, se 

potencializa utilizando aditivos orgánicos en el medio de cultivo. (Kitsuki et al., 

2004), informaron que el medio de cultivo suplementado con agua de coco, resultó 

más eficaz para la germinación y formación de protocormos, a diferencia del 

medio de cultivo suplementado con jugo de piña, que resultó mejor para el 

desarrollo de Ophrys (Orchidaceae). Resultados similares los que hallaron Stewart 

y kane (2006) con la formación de protocormos de Habenariamacroceratitis 

(Orchidaceae). 

 

6.3   EFECTO DE NUTRIENTES COMPLEJOS (JUGO DE PIÑA, AGUA DE 

COCO Y ALMIDÓN), BAP Y ANA SOBRE EL DESARRROLLO DE RIZOIDES. 

 

 

Tabla 9. Análisis de varianza para del coeficiente de desarrollo de rizoides 

F.V. SC Gl CM F p-valor significancia 

TRAT 26118,67 36 725,52 8,43 <0,0001 ** 

Error 6114,00 71 86,11    

Total 32232,67 117     

 

  R 2 = 0,81                          CV= 35,54 

 

EI análisis de varianza para el coeficiente de desarrollo de rizoides presentó una 

alta diferencia significativa entre los tratamientos, obteniendo un coeficiente de 
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determinación (R2) de 0,81  lo cual indica las variaciones por el efecto del modelo 

estadístico sobre los tratamientos estudiados, un coeficiente de variación (C.V.) de 

35,54 %.  

 

 

Efecto de jugo piña y agua de coco y almidón en la formación de Rizoides  

Tabla 10.  Prueba de Fisher.  

ALMIDON PIÑA COCO Medias 

   0 0 1 69,67 A 

  1 0 1 36,33 

 

B 

 0 1 0 34,33 

 

B 

 1 0 0 33 

 

B 

 1 1 1 18,33 

 

B C 

0 0 0 18,02 

  

C 

1 1 0 14 

  

C 

0 1 1 13,33 

  

C 

 

Para la fase de  desarrollo de rizoides se evaluó a partir de la semana nueve hasta 

la semana doce en esta interacción entre almidón, jugo de piña y agua de coco el 

mejor porcentaje  se obtiene en el tratamiento (T6) donde  se adiciona agua de 

coco al medio de cultivo MS para la fase de desarrollo  de Rizoides de 

Prosthechea sp. (Tabla 10). 

 

Coello et al., (2010) resaltan la importancia y crecimiento de rizoides en orquídeas, 

sin embargo cabe considerar, que a pesar de la dificultad en el análisis de su 

composición y la poca información en la literatura acerca de los efectos que tienen 

los componentes orgánicos, como el agua de coco y el jugo de piña, estos son 

ricos en energía, vitaminas, aminoácidos y fitohormonas (Kurosaki et al., 2004; 

Yang y Arditti, 2008; Yong et al., 2009 

En el presente estudio los tratamientos sin componentes orgánicos muestran un 

porcentaje más bajo en la formación de rizoides (tabla 11), esto coincide con lo 

descrito por Rodríguez et al. (2000), en Phaphiopedillum caudatum, donde se 

observaron los mejores resultados al agregar al medio de cultivo agua de coco, 

esto manifiesta lo dicho por( Nongrum et al., 2007 y Abbas et al.,2011), quienes 

afirmaron que la adición de componentes orgánicos al medio de cultivo ejerce un 

efecto benéfico en el desarrollo de tejidos celulares, formando plántulas de 

Coelogyne ovalis y Grammatophyllum scriptum.  
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De igual manera Shina et al. (2004), obtuvieron los mayores tamaños de brotes, al 

agregar 10% de agua de coco. 

El desarrollo de rizoides de híbridos de Phalaenopsis, en general presentó el 

mejor desarrollo en el medio de cultivo MS+AC, encontrando diferencias 

significativas, resultado que no coincide con lo descrito por (Salazar y Cancino, 

2012), donde el mejor porcentaje en desarrolló de rizoides en el medio de cultivo 

suplementado con jugo de piña para las especies de Prosthechea vespa y 

Sobralia klotzscheana, posiblemente debido a que todas las especies tienen 

diferentes necesidades nutricionales, por tal motivo, se ve la necesidad de estudiar 

las condiciones para cada especie como lo afirma Ruiz et al., (2008), en donde 

Dutra et al., (2009); Basker et al., (2010); Kauth et al., (2011), implementaron 

diferentes medios de cultivos para la preservación de orquídeas. 

 
Figura 11: Tratamiento  con medio de cultivo MS suplementado con agua de 

coco. 

Fuente: Deaza y Orjuela, 2016 

Efecto de la interacción de Almidón, ANA y BAP en la formación de rizoides  

Tabla 11. Prueba de Fisher.  

ALMIDON ANA BAP Medias                       

1 0 0,5 57,33 A                     

1 0 1 50,33   B C                 

1 1 1 48,33   B C D               

1 0,5 1 40,67     C D E             

1 0,5 0 40,33     C D E F           

1 2 2 36,67     C D E F           

0 0 0 35,58       D E F           

1 0 2 35       D E F           

1 2 1 34,33       D E F           
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0 0 2 32         E F G         

0 2 1 29,67         E F G H       

1 0 0 29,67         E F G H       

0 0,5 1 27,33         E F G H I     

1 1 0 27         E F G H I J   

1 0,5 0,5 26,33         E F G H I J   

1 2 0 20,67           F G H I J K 

0 2 0 20           F G H I J K 

1 1 2 19,33           F G H I J K 

0 2 2 19           F G H I J K 

0 1 2 18,33             G H I J K 

0 0,5 0 16,33               H I J K 

1 0,5 2 15,67               H I J K 

0 0,5 2 13,33                 I J K 

0 0,5 0,5 11,67                   J K 

1 2 0,5 11,33                   J K 

1 1 0,5 11,33                   J K 

0 1 1 10                     K 

0 1 0,5 9                     K 

0 1 0 7,33                     K 

0 0 0,5 6,33                     K 

0 0 1 5,67                     K 

 

En esta  interacción  la mejor tasa media para desarrollo de  rizoides fue  mejor en  

tratamiento (T24) donde se adiciona almidón y BAP (tabla 11).  

 

De acuerdo con Krikorian (1991), el BAP es la citoquinina sintética que más se 

utiliza actualmente en el cultivo de tejidos vegetales bajo condiciones in vitro, y 

según Rozell (1983), si es adicionada al medio de cultivo en concentraciones de 

0.03 a 3,0 mg.L-¹, estimula los procesos de multiplicación celular (Krikorian, A. D. 

1991).  

Además las auxinas favorecen el crecimiento vertical o apical, por lo que estas 

raíces pudieron haber respondido al alargamiento por la presencia del ANA en el 

medio. Caso similar se observó en Phaiustan kervillaeRchb.f. Donde la mayor 

extensión de las raíces se dio en presencia de 0,1 mg/L-1 de ANA (Sultana et al., 

2012). 
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Gráfica 3. Tasa media de desarrollo de rizoides de  Prosthechea sp con 

respecto a diferentes concentraciones de nutrientes complejos (almidón, 

jugo de piña, agua de coco)  y hormonas sintéticas ANA y BAP. 

Nota: Los valores de las medias con diferente letra de cada columna, indican 

diferencias estadísticamente significativas, según la prueba de Fisher LSD 

(P≤0.05). 

Para este estudio se encontró que el medio más adecuado para la formación de 

rizoides de la especie Prosthechea sp , fue el T 6 medio MS+AC, ya que allí se 

encontró el mayor porcentaje para esta etapa con un 69.7%  de la especie objeto 

de estudio. 

La mejor tasa media que se obtiene es para el tratamiento donde se adiciona agua 

de coco al medio de cultivo MS para producción de Rizoides para Prosthechea sp. 
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Figura 12.Desarrollo de rizoides. T6 Medio M y S con agua de coco (200mL/L). 

Fuente: Deaza y Orjuela; circulo indica el desarrollo de rizoides. 

 

Los tratamientos que  no contienen  suplementos orgánicos presentan una tasa 

media de desarrollo de rizoides muy baja (T16) M S con ANA 1mg.L-1, (T9) MS 

con BAP 0,5mg.L-1 y (T10) MS con BAP 1mg.L-1).  

Según Romay et al.,(2006)  los medios de cultivo con adición de almidón, 

posiblemente  aumentan la dureza del medio, lo que impide la difusión de los 

nutrientes. También ayuda la absorción de agua y algunos nutrientes que 

potenciaban la dureza de los protocormos y  rizoides 

Para el tratamiento (T16) presenta un porcentaje en desarrollo de rizoides de 

7,33%, muy bajo en comparación a los tratamientos suplementados con 

componentes orgánicos, debido probablemente a que esta fitohormona en 

concentraciones de 1mg. L-1  ejerce un efecto negativo en el desarrollo de rizoides 

como lo afirma Salisbury y Ross (2000), las auxinas o cualquier tipo de regulador 

son funcionales cuando se encuentran en pequeñas cantidades, y que en altas 

concentraciones no es favorable por que en lugar de inducir una respuesta 

específica por parte del tejido vegetal, produce toxicidad en el mismo. 

Diversos estudios han demostrado que las auxinas estimulan la rizogénesis en el 

cultivo de tejidos vegetales bajo condiciones in vitro (Cañas, 1993;Álvarez y 

Sagawa, 1965) señalan que los efectos de las auxinas en el cultivo de orquídeas 

bajo condiciones in vitro incluyen la formación y elongación de la raíz. Resultado 

que   no concuerda con nuestro estudio, como lo muestra la grafica3 en el (T16), 

debido a que la concentración de ANA es alta, es posible que  para la especie 

Prosthechea sp. Se deben utilizar concentraciones más bajas que 1mg .L-1 , 

incluso más bajas que 0,5 mg.L-1  de esta auxina.  

De acuerdo con Krikorian (1991), el BAP es la citoquinina sintética que más se 

utiliza actualmente en el cultivo de tejidos vegetales bajo condiciones in vitro, y 
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según Rozell (1983), si es adicionada al medio de cultivo en concentraciones de 

0,03 a 3,0 mg.L-¹, estimula los procesos de multiplicación celular, razón por la cual 

los tratamientos en los que se implementó su uso en ausencia de ANA mostraron 

buenos resultados en cuanto al desarrollo de los rizoides de Prosthechea sp.  

 Li-Ru et ál., (2002) Saiprasad y Raghuveer, (2003) en un  cultivó de Epidendrum 

radicans y Dendrobium formosum  enriquecido con la citoquinina BAP, 

demuestran que se logra un adecuado desarrollo de rizoides para estas especies .   
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7. CONCLUSIONES 

 

 El medio de cultivo suplementado con agua de coco, resultó más 

eficaz para las fases de  germinación, formación de protocormos y 

desarrollo de  rizoides. 

 

 Los tratamientos suplementados con la fuente de almidón (fécula de 

maíz), son potencializados por el aporte de carbohidratos hierro y 

nitrógeno orgánico que contiene la glutamina.   

 

 El almidón juega un papel importante en las fases de germinación y 

formación de protocormos, ya que los mejores resultados se 

obtienen en los tratamientos que son suplementados con este 

compuesto.   

 

 El medio MS suplementado con agua de coco tuvo una mayor 

eficacia en la germinación, formación de protocormos y rizoides de 

Prosthechea sp. demostrando que la adición de compuestos 

orgánicos en los medios de cultivo in vitro es de suma importancia 

para obtener grandes volúmenes de material vegetal. 

  

 La citoquinina BAP en concentraciones de 0,5 ml.L-1  y 1 ml.L-1, en 

interacción con la fuente de almidón estimulan el desarrollo de 

rizoides, como se muestra en el estudio. Obteniendo porcentajes de  

57,33 y 50,33% respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
52 

 

8. RECOMENDACIONES 

 

 Para próximos estudios de cultivo in vitro  de Prosthechea sp., es necesario 

evaluar el tiempo de germinación   

 

 Es necesario evaluar el efecto de maduración de las capsulas sobre la 

germinación y posterior desarrollo de la orquídea Prosthechea sp.  

 

 Se recomienda utilizar el medio  Murashige y Skoog + Almidón+ Agua de 

coco donde presentó la mejor germinación y formación de protocormos  

para Prosthechea sp. 

 

 Realizar trabajos con otros compuestos orgánicos para la propagación in 

vitro de Prosthechea sp. 

 

 Tanto para los medios de germinación, formación de protocormos y 

desarrollo de rizoides necesario aumentar el tiempo de incubación (>10 

semanas) así podremos determinar los efectos a largo plazo que puedan 

tener estos reguladores en semillas de Prosthechea sp 

 

 Para próximos trabajos se debe realizar un análisis de costos del proceso 

de propagación in vitro,  efectivos que se hallan desarrollado. 
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