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RESUMEN

La presente investigacion se desarrollo en la Subdireccion Cientifica del Jardin Botanico de Bogota José
Celestino Mutis (Colombia). El objetivo fue determinar las condiciones nutritivas para la germinacion asimbiética
y el crecimiento in vitro de cinco orquideas silvestres nativas Epidendrum oxysepalum, Epidendrum chioneum,
Epidendrum nocturnum, Oncidium pyramidale y Cyrtochilum revolutum. El medio de cultivo basal estuvo
compuesto por sales MS reducidas en un 50% enriquecido 0 no con suplementos organicos, auxinas y
citoquininas. Al término de dos meses de evaluacion, se determin6 que el medio de cultivo MS reducido en
un 50% en sus sales, mio-inositol, vitaminas, pulpa de banano, sacarosa, canela en polvo y agar fue el mas
indicado para semillas de E. chioneum, E. nocturnum, O. pyramidale y C. revolutum, provenientes de capsulas
en estado de madurez fisioldgica y no dehiscentes (cerradas). En semillas inmaduras de E. oxysepalum no
se observaron procesos germinativos en ninguno de los dos medios de cultivo de germinacién asimbiética
evaluados. El crecimiento in vitro, en términos de indice de incremento de longitud apical, evaluado durante
tres meses para protocormos de E. nocturnumy O. pyramidale, fue favorecido por el empleo del medio de
cultivo MS al 50% enriquecido.
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In vitro propagation of native orchids for contribution to ex situ
conservation

ABSTRACT

The present research was developed in the Scientific Subdivision of the Botanical Garden of Bogota José
Celestino Mutis (Colombia). The objective was to determine the nutritional conditions for asymbiotic germination
and for plantar growth from protocorms of five native wild orchids Epidendrum oxysepalum, Epidendrum
chioneum, Epidendrum nocturnum, Oncidium pyramidale and Cyrtochilum revolutum. The basal culture medium
consisted of the MS salts reduced by 50% enriched or not with organic supplements, auxins and cytokinins.
At the end of two months of evaluation, the MS culture medium reduced by 50% in its salts, myo-inositol,
vitamins, banana pulp, sucrose, cinnamon powder and agar was determined to be the most suitable for E.
oxysepalum, E. chioneum, E. nocturnum, O. pyramidale and C. revolutum, from capsules in a state of
physiological maturity and not dehiscent (closed). In immature seeds of E. oxysepalum no germination
processes were observed in any of the two asymbiotic germination culture media evaluated. In vitro growth, in
terms of apical length increase index, evaluated for three months for E. nocturnum and O. pyramidale protocorms,
was favored by the use of 50% enriched MS culture medium.

Keywords: culture medium, Cyrtochilum, in vitro growth, Epidendrum, Oncidum

INTRODUCCION y los variados habitos de crecimiento que

presentan, hacen que éste sea uno de los

Colombia forma parte de los paises de
Suramérica con mayor rigueza y con mas
especies de orquideas, con 4 270 especies
registradas, de las cuales 1 572 son especies
exclusivas del pais.

Caracteristicas como la belleza de sus flores,
lo enigmético de sus relaciones bi6ticas, la
adaptabilidad a los ambientes en donde crecen

grupos de plantas mas apetecidos y
fascinantes, situaciéon que ha provocado su
comercio intensivo y no controlado y su
extraccion inmisericorde e ilegal de sus
ambientes naturales (Betacour et al., 2015). Lo
anterior, unido a la degradacion, transformacion
o destruccion de sus hébitats, hace que varias
especies estén consideradas en peligro de
extincion (Hagsater et al., 2005).
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Ademaés de los factores externos mencionados,
las orquideas presentan factores intrinsecos
gue limitan su propagacion sexual y la variacion
genética que en ellas se puede presentar. Estos
factores estan relacionados con el pequefio
tamafio de las semillas y sus escasas reservas
alimenticias, que las lleva a establecer
asociaciones simbi6ticas principalmente con
micorrizas para lograr su germinacion, la cual
en condiciones naturales, puede llegar a ser
s6lo de un 2-3% (Luan et al., 2006). Es asi
como las técnicas in vitro se presentan como
una estrategia para la conservacion ex situ de
orquideas debido a que facilita la germinacion
de todas las semillas de las capsulas de las
orquideas que se encuentren bien maduras,
permite la producciéon de un gran nimero de
plantas en un corto periodo de tiempo y se logra
reducir en un 85% aproximadamente el tiempo
de germinacién (Pedroza-Manrique et al.,
2010).

En este contexto, la Subdireccién Cientifica del
Jardin Botanico de Bogota José Celestino Mutis
(JBB), consciente de la importancia de
contribuir en la conservacién ex situ de la
familia Orchidaceae, ha fortalecido las lineas
de investigacion en propagacion vegetal, con
el objetivo de desarrollar investigaciones
relacionadas con la aplicacién de las técnicas
in vitro para la recuperacién, conservacion y
propagacién de orquideas nativas. Los
resultados han resaltado la importancia de
ahondar progresivamente en el desarrollo de
protocolos de propagacion in vitro para las
especies de la familia Orchidaceae, han
enriquecido los registros de publicacion
existentes y han brindado las bases para el
establecimiento de un sistema de
micropropagacion, a partir de la coleccion de
germoplasma base conformada.

Teniendo en cuenta lo mencionado, se plante6
la presente investigacion que tuvo como
objetivo determinar las condiciones nutritivas
para la germinaciéon asimbiética y para el
crecimiento in vitro de cinco orquideas
silvestres nativas. Se busca que con los
métodos y resultados aqui expuestos se
puedan brindar bases para la reproduccion in
vitro de las especies priorizadas de las cuales
hay escasos trabajos de investigacion
publicados (Rodriguez et al., 2007), que a su
vez permita el establecimiento de un sistema
de micropropagacién como una estrategia de
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conservacion ex situ de Epidendrum
oxysepalum, E. chioneum, E. nocturnum,
Oncidium pyramidale y Cyrtochilum revolutum.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales de la Subdireccion
Cientifica del JBB.

Material vegetal

Las especies en las cuales se llevaron estudios
de germinacién asimbi6tica o crecimiento
plantular a partir de protocormos fueron
Epidendrum oxysepalum H&gsater & E.
Santiago, Epidendrum chioneum Lindl.,
Epidendrum nocturnum Jacq., Oncidium
pyramidale Lindl. y Cyrtochilum revolutum
(Lindl.) Dalstrém. Los criterios de priorizacién
de las especies estuvieron relacionados
principalmente con el origen (nativas), la
accesibilidad a las poblaciones y la
disponibilidad de capsulas necesarias para el
establecimiento del cultivo in vitro.

Germinacion asimbiética

En el presente estudio, se manejo por especie
procedente de una Unica fuente de material
vegetal. Para la colecta de capsulas de las
especies E. oxysepalum, O. pyramidale y C.
revolutum, se realizaron salidas de campo en
las areas de distribucion natural localizadas en
las localidades de Usme, Ciudad Bolivar y
Sumapaz (Bogoti D.C., Colombia). Para E.
chioneumy E. nocturnum, la colecta se llevd a
cabo en la coleccion especializada para la
conservacion (CEPAC) de orquideas del JBB.

Las capsulas se colectaron en estado no
dehiscente y con madurez fisiol6gica. Este
ultimo factor no fue posible para E. oxysepalum,
debido a que las capsulas, en el momento de
la colecta, estaban inmaduras.

En el laboratorio, la capsula se envolvi6 en
papel aluminio y se coloc6 dentro de un sobre
de papel kraft en refrigeracién a 4°C hasta el
momento de su uso. Bajo las condiciones de
asepsia que brinda la cabina de flujo laminar,
este material vegetal fue sometido a un
esquema de desinfeccién superficial
establecido por Pérez-Martinez y Pacheco
(2005), que consiste en colocar la capsula en
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una solucién jabonosa concentrada (2%)
durante cinco minutos, aplicar tres enjuagues
con agua microfiltrada estéril y limpiar su
superficie con un algodén estéril humedecido
con hipoclorito de sodio al 13%, realizando
finalmente, aspersion con alcohol al 70% y
flameado.

A la cépsula ya desinfectada, se le realiz6 un
corte longitudinal para llevar a cabo la siembra
uniforme de sus semillas en dos medios de
cultivo, cuya composicién estuvo basada en las
sales minerales MS (Murashige y Skoog, 1962)
reducidas en un 50% (MS al 50%), enriquecido
con: mio-inositol 50 mg I, niacina 0.25 mg |2,
piridoxina 0.25 mg I, tiamina 0.05 mg I, glicina
1.0 mg I, sacarosa 40 g I%, carbon activado 2.0
g I, canelaen polvo 1.5 g 1%, pulpa de banano 60
g It yagar6.0 g I'* como agente gelificante y sin o
con el suplemento acido indol butirico (AlIB) a2.5
mg It (TG1y TG2, respectivamente).

La unidad experimental correspondio al frasco
de vidrio que contenia 20 ml del medio de
cultivo. La cantidad y tamafio de las capsulas
fue variable entre las especies, lo que conllevé
a diferencias en el nimero de repeticiones:
cinco para E. chioneum, cinco para E.
oxysepalum, diez para O. pyramidale, 15 para
E. nocturnum y 20 para C. revolutum. Se
realizé observacion directa al
estereomicroscopio de semillas de cada una
de las especies, lo cual permitié verificar la
presencia de embrién en ellas.

La germinacion se registr6 a partir del momento
en el que se observé coloracién verde
acentuada del embrién y aumento del tamafio
en circunferencia y longitud (engrosamiento),
gue ocasion6 el rompimiento de la testa y por
tanto, el inicio de la germinacion (Flores-
Escobar et al., 2008). El registro de la variable
se llevo a cabo cada siete dias, por observacion
directa, mediante la determinacién del area
(dentro del frasco) ocupada por las semillas
gue iniciaron el proceso germinativo, segun lo
descrito anteriormente. El seguimiento al
porcentaje de germinacién se llevé a cabo
durante dos meses, tiempo en el cual se
tomaron 880 datos.

Crecimiento in vitro a partir de protocormos

Protocormos de E. nocturnum y O. pyramidale,
provenientes del medio de cultivo de germinacién
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TG1, que poseian un vastago no superior a 0.4
cm de longitud, fueron empleados como
explantes para la evaluacion del crecimiento,
relacionado con longitud de la parte aérea
(apical).

Los protocormos de cada especie se cultivaron
en tres medios de cultivo (TC1, TC2 y TC3)
basados en las sales MS al 50% y mio-inositol,
niacina, piridoxina, tiamina y glicina (Tabla 1).
La unidad experimental estuvo constituida por
dos explantes en un frasco de vidrio que
contenia 20 ml del medio de cultivo.

Para E. nocturnum se manejaron 20
repeticiones por tratamiento, para un total de
120 registros semanales y para O. pyramidale,
se emplearon 14 repeticiones por tratamiento
(84 registros semanales). La variable longitud
apical (cm) fue medida desde la base del
protocormo hasta la zona distal de la hoja mas
larga del explante. La evaluacién se realiz6 cada
15 dias, durante 12 semanas. Como
herramienta de medicion se utilizé una regla
graduada con aproximacion milimétrica. Con
los datos registrados quincenalmente, se
construyeron las curvas de crecimiento del
material vegetal en funcién del tiempo y se
determinaron los respectivos indices de
incremento de crecimiento (lIC), en términos
de longitud apical. El lIC se calcul6 mediante la
férmula (Vilchez et al., 2009): IIC = (MT-MLI) /
MLI, donde MT es la longitud final y MLI es la
longitud inicial del explante.

Las sales minerales, vitaminas, mio-inositol, AIB
y BAP, empleados en cada una de las fases de
propagacion in vitro, fueron de grado analitico.
El pesaje se llevo a cabo en una balanza
analitica de precisién y la preparacion se hizo
en agua microfiltrada. Las soluciones de estos
compuestos fueron afiadidas al medio de
cultivo antes de su esterilizacién en autoclave.
En el proceso, se emplearon recipientes de
vidrio, con un volumen de 20 ml de medio de
cultivo en cada uno de ellos. El pH del medio
de cultivo, se ajusté a 5.8 antes de afiadir el
agar y la esterilizacion se realizé en una
autoclave durantel5 minutos, con una
temperatura de vapor aproximada de 121.5 °C.
Los cultivos, permanecieron en la sala de
incubacion del laboratorio, a una temperatura
minima de 24°C y maxima de 27°C , con una
humedad relativa del 55% al 70% y un
fotoperiodo de 16 h luz (intensidad luminica de
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Tabla 1. Medios de cultivo evaluados para el crecimiento in vitro de protocormos

de E. nocturnumy O. pyramidale.

Componente TC1 TC2 TC3
Sales MS (%) 50.00 50.00 50.00
Mio-inositol (mg I') 50.00 50.00 50.00
Niacina (mg I) 0.25 0.25 0.25
Piridoxina (mg I'%) 0.25 0.25 0.25
Tiamina (mg I't) 0.05 0.05 0.05
Glicina (mg I'Y) 1.00 1.00 1.00
Pulpa de banano (g I'%) 60.00 - -
Bencilaminopurina (mg I'%) - 1.00 -
Carbdn activado (g I'%) 2.00 2.00 2.00
Canela en polvo (g I'Y) 1.50 1.50 1.50
Sacarosa (g I'%) 30.00 30.0 30.00
Agar (g I'Y 6.00 6.00 6.00
pH 5.80 5.80 5.80

40 ymol m2 s, provista por lamparas de luz
fluorescente tipo blanco-frio) y 8 h de
oscuridad.

Andlisis estadistico

Para la evaluacion de los ensayos, se aplicé
un disefio experimental completamente al azar
para cada una de las etapas desarrolladas. Se
realiz6 la transformacion arcoseno para los
porcentajes de germinacién registrados en la
Ultima semana de evaluacion, con el objetivo
de normalizar los datos y establecer
homogeneidad de las varianzas. Con el
programa estadistico SAS ®9.0, se sometieron
los datos a un anélisis de varianza ANOVAY la
prueba de rangos multiples de Duncan (con
base en un 95% de confiabilidad), para poder
determinar el efecto de los distintos medios de
cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Germinacion asimbiética

En el presente trabajo, para ninguna de las
especies estudiadas se llevaron a cabo pruebas
de viabilidad de las semillas, sin embargo, la
calidad y madurez de las semillas fue
confirmada al observarse, con la ayuda del
estereomicroscopio, que éstas presentaban
embrion bien formado. Asi mismo, durante el

momento de su siembra en los dos medios de
cultivo, las semillas no presentaban
agrupamientosy se desprendieron con facilidad
de la capsula.

Los dos medios de cultivo ensayados (TG1
y TG2, sin y con AIB a 2.5 mg I},
respectivamente), brindaron las condiciones
nutritivas favorables para la germinacién de
E. oxysepalum, O. pyramidale, E. nocturnum
y C.revolutum. Sin embargo, para E.
oxysepalum, la inmadurez del embridn fue
determinante en los valores nulos de la
variable porcentaje de germinacién (Fig. 1).
Por lo tanto, los medios de cultivo, no
cumplieron con las exigencias nutritivas para
qgue el embrién inmaduro de las semillas
rompiera la latencia y diera inicio a su
desarrollo fisiolégico.

Se consideré util el empleo de cépsulas
inmaduras de E. oxysepalum, debido a que
semillas inmaduras de otros géneros (Lelia,
Cattleya, Brassavola y Encyclia), han
brindado resultados positivos de germinacién
in vitro (Damon et al., 2004; Barrera et al.,
2005; Aguilar-Morales y Lépez-Escamilla,
2013). Especificamente, Aguilar-Morales y
Lopez-Escamilla (2013) refirieron que las
semillas inmaduras de Laelia speciosa
(Kunth) Schltr., registraron un 100% de
germinacion in vitro, a diferencia de las
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Figura 1. Curva de germinacién asimbiética in vitro para E. chioneum, E. oxyseplaum, O.

pyramidale, E. nocturnum y C. revolutum.

semillas maduras para las que la
germinacion fue nula (0%). Estos resultados,
estuvieron relacionados con la calidad de las
semillas provenientes de la capsula madura,
ya que éstas estaban vacias o carecian de
embridon, mientras la capsula inmadura
presento tanto semillas vacias como semillas
con presencia de embrién.

En general, las semillas de una capsula verde,
permanecen en estado de latencia, en el cual
no se logra alcanzar una etapa minima de
desarrollo y por lo tanto se restringe la
germinacién. El medio de cultivo para un
embrion inmaduro, exige condiciones
especiales diferentes a las que contienen otros
medios de cultivo para la germinacién
asimbidtica (Pedroza-Manrique et al., 2010),
relacionadas con el empleo de nutrientes
especificos, como la glutamina (fuente de
nitr6geno), la cual se considera que puede
beneficiar el crecimiento de embriones
inmaduros (Pierik, 1990).

Para E. chioneum, O. pyramidale, E.
nocturnum y C.revolutum, el porcentaje
semanal de germinaciéon mostrado en la figura
1, corresponde al promedio registrado en las
repeticiones, segun el medio de cultivo (TGly
TG2). La germinacién empez0 a registrarse en
los dos medios de cultivo a partir de la segunda
semana después de la siembra, excepto en C.
revolutum. Tres semanas despues, los valores
promedios minimos (2%) y maximos (77%) se
presentaron en C. revolutum en TG2 y en E.
nocturnum en TG1, respectivamente.

En la octava semana de evaluacion, no se
encontraron diferencias significativas para E.
chioneum, O. pyramidale y C. revolutum (P=
0.3466; P=0.5372; y P=0.6494) en el andlisis
de varianza ANOVA. Sin embargo, la
germinacién  fue observada més
tempranamente y con mayores valores al
término del tiempo de evaluacién en las
semillas colocadas en el medio de cultivo TG1,
donde el AIB (2.5 mg I') no estaba presente. Al
emplear este medio de cultivo, los porcentajes
de germinacién finales fueron 100%, 84% y
87%, respectivamente.

La germinacion de E. nocturnum se vio
significativamente afectada por la composicion
del medio de cultivo (P= 0.0395). La prueba
Duncan determind dos grupos homogéneos,
donde el medio de cultivo TG1 sobresalio al
permitir un 100% para la variable evaluada. De
ésta manera, el TG1 (basado en las sales MS
al 50%), se consider6 como el medio de cultivo
apropiado para la germinacion de las especies
evaluadas. Se lograron éptimos resultados en
tiempo y porcentajes de germinacion y permitio
una reduccion de los costos de produccion al
no emplearse reguladores del crecimiento.

Todos los tratamientos, manejaron como base
el medio de cultivo MS. Suempleo en diferentes
proporciones, ha brindado resultados 6ptimos
para la germinacién y crecimiento de diversas
especies de orquideas, gracias a su contenido
de sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas
y amino@cidos, lo que brinda un alto grado de
nitrégeno y potasio, necesarios para la nutricién
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(Salazar y Mata, 2003; Flores-Escobar et al.,
2011; Salazar-Mercado, 2012).

Especificamente, en la etapa de germinacién
evaluada en la presente investigacion, el empleo
del medio de cultivo MS al 50% junto a la pulpa
de banano y el carbén activado, se basé en los
resultados favorables que han proporcionado
en la germinacién in vitro de otras especies de
orquideas pertenecientes principalmente a los
géneros Laelia, Bletia, Epidendrum, Eulophia,
Oncydium y Prosthechea (Rodriguez et al.,
2007; Aguilar-Morales y Lépez- Escamilla,
2013). Eluso de AIB en el medio de cultivo TG2,
respondi6 a los resultados de otras
investigaciones que relacionan su presencia
unida a altas concentraciones de sacarosa,
como favorables en la promocién del desarrollo
de embriones inmaduros de orquideas
(Pedroza-Manrique et al., 2010).

La germinacién de semillas de orquideas
cultivadas in vitro a partir de cépsulas, varia
dependiendo de su madurez, de la calidad de
la semillas y del tipo de orquidea, sin embargo,
los informes de diferentes autores mencionan
que en promedio germinan después de 30 y
60 dias de cultivo (Avila y Salgado-Garcigilia,
2006). Segin Yamazakiy Miyoshi (2006) y Avila
y Salgado (2006), no todas las orquideas
requieren de reguladores de crecimiento para
la germinacion, ya que generalmente los
embriones contienen concentraciones
endégenas de hormonas para iniciar su
desarrollo (Montoya, 1991). Dichas
observaciones coinciden con los resultados de
este trabajo.

En este sentido, Rodriguez et al. (2007),
realizaron estudios de germinacién asimbidtica
in vitro de 15 especies de orquideas silvestres,
para las cuales la germinacién se present6 en
el 60% al emplear medios de cultivo sin
reguladores del crecimiento y a los que se
adicionaron carbén activado (1.5 g I'%), luego
de un periodo de tiempo de seis y 40 semanas.
En el presente estudio, los porcentajes de
germinacion se obtuvieron en ocho semanas
y los valores oscilaron entre el 84% y el 100%,
para cuatro de las cinco especies silvestres
de orquideas. Esto fue posible, al emplear un
medio de cultivo MS al 50%, con mio-inositol,
niacina, piridoxina, tiamina, glicina, sacarosa y
pulpa de banano. Este ultimo compuesto, al
igual que otras sustancias organicas como el
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agua de coco, contiene altas concentraciones
de azucares, aminoacidos, antioxidantes,
minerales, &cidos organicos y agentes
promotores del crecimiento vegetal (Arditti,
1993). Su empleo es de gran importancia para
favorecer procesos germinativos o para el
desarrollo y aclimatizacion de orquideas debido
a que estimula el crecimiento y la formacion
de raices y pseudobulbos. Ademas, posee la
ventaja de su bajo costo comparado con el de
reguladores de crecimiento como las auxinas
y citoquininas (Minea et al., 2004; Moreno y
Menchaca, 2007; Flores-Escobar et al., 2008;
2011; Salazar-Mercado, 2012).

Es oportuno referir que ademés del medio de
cultivo y del estado de madurez, existen otros
factores que no fueron evaluados en el
presente estudio pero que pueden influir en la
germinacion asimbidtica in vitro de orquideas.
Tales factores son la calidad de semillas,
relacionada directamente con la viabilidad
(Salazar-Mercado, 2012) yla fuente de material
vegetal. El conjunto de estos factores puede
tener una incidencia particular para cada
especie, y de modo general, puede reportar
beneficios importantes en el proceso
germinativo bajo condiciones de laboratorio.

Crecimiento in vitro a partir de protocormos

En la figura 2, se representa la curva de
crecimiento para E. nocturnum y O.
pyramidale, basada en los promedios de la
longitud apical (cm), registrados periédicamente
(15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias después de la
siembra) en los medios de cultivo
mencionados.

Al aplicar el andlisis de varianza (ANOVA) a los
IIC basados en los valores de longitud apical
registrados quincenalmente (Figura 3), se
determiné que para E. nocturnum, los medios
de cultivo ensayados no difirieron
significativamente, excepto en los datos
tomados 15 dias después de la siembra, donde
TC2 y TC3 presentaron las mayores medias
(1.67 y 1.45) seguido por el TC1 (1.03). Al
término del tiempo de evaluacion (90 dias), los
explantes en el medio de cultivo TC1
presentaron un lIC igual a 4.15, el cual es mayor
alos valores observadosen TC2y TC3 (3.97 y
3.24). Para O. pyramidale, se presentaron
quincenalmente diferencias entre los medios
de cultivo ensayados (15 dias P= 0.0113; 30
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Figura 2. Curva de crecimiento in vitro, en términos de longitud apical (cm), para E. nocturnum (A) y

O. pyramidale (B). Barra= error tipico.
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Figura 3. Indice de incremento de crecimiento (1IC) para E. nocturnum y O. pyramidale. Letras
iguales sobre barras indican que los valores no difieren para un nivel de significancia del 5% (notacién

Duncan).

dias P=0.0053; 45 dias P=0.0006; 60 dias P=
0.0003; 75 dias P=0.0011y 90 dias P= 0.0004).
Con la prueba de rangos multiples de Duncan,
los medios de cultivo TC1y TC2 conformaron,
desde el dia 15 hasta el dia 75, un grupo
homogéneo con las mayores medias. 90 dias
después de la siembra, el TC1 se considerd el
medio de cultivo apropiado al brindar un IIC igual
a 4.65, estadisticamente diferente a los valores
alcanzados por TC2y TC3 (3.04 y 1.12).

Lo planteado anteriormente, determina que la
tasa de crecimiento in vitro, medida en IIC de
longitud apical, difirié entre E. nocturnumy O.
pyramidale, lo cual puede ser un reflejo de su
tasa de crecimiento in vivo o puede indicar que
algunas especies satisfacen mejor que otras
sus necesidades nutricionales en el medio de

cultivo basal utilizado (Molphe et al., 2012).
Ademas, es importante tener en cuenta que las
especies silvestres de orquideas, presentan
lento crecimiento y en algunas ocasiones,
necesitan méas de un afo en condiciones in vitro
para alcanzar entre 3 - 5 cm de altura
(Rodriguez et al., 2010).

En términos nutricionales, la tasa de
crecimiento in vitro, se vio favorecida por la
adicion de sustancias como la pulpa de banano
0 BAP, las cuales se encuentran representadas
en los medios de cultivo TC1 y TC2. En
contraste, al emplear el medio de cultivo TC3,
carente de éstos compuestos, la tasa de
crecimiento (medida en IIC), fue menor. Estos
resultados, apoyan los presentados por Moreno
y Menchaca (2007); Flores-Escobar et al. (2008
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y 2011) y Salazar-Mercado (2012), quienes
indicaron que el cultivo in vitro de orquideas,
puede ser favorecido por la adiciéon al medio
de cultivo de suplementos orgéanicos o
reguladores del crecimiento. Lo anterior
también fue confirmado por Kaur y Bhutani
(2012), quienes concluyeron que con el empleo
de homogeneizado de banano (50 g I%), los
explantes (protocormos) de Cymbidium
pendulum (Roxb.) Sw., presentaron la mas alta
tasa de regeneracion, con formacién de brotes
vigorosos y de raices.

Teniendo en cuenta los resultados al término
del tiempo de evaluacion (90 dias), el medio de
cultivo TC1 (MS al 50%, mio-inositol 50 mg |2,
niacina: 0.25 mg I, piridoxina: 0.25 mg I?,
tiamina 0.05 mg I, glicina 1 mg I, sacarosa
30 g I, carbén activado: 2 g I%, canela en polvo
1.5 g%, pulpade banano: 60gltyagar6gl?),
se consider6 como el mas indicado para
favorecer la longitud apical en E. nocturnum y
O. pyramidale. Las ventajas de este medio de
cultivo se relacionan principalmente con su
composicién reducida en sales inorgénicas,
mio-inositol y vitaminas, y a su carencia de
reguladores del crecimiento, que puede verse
reflejada también en la reduccién de costos de
produccion. El mayor conocimiento que existe
en cuanto a los demas factores que influyen
en el cultivo in vitro, ha conllevado al empleo
de medios de cultivo sencillos (Pedroza-
Manrique y Bejarano, 2008). Uno de estos
factores, estd relacionado con las
concentraciones enddgenas de auxinas y
citoquininas presentes en los explantes, las
cuales dependen de la especie y del tipo de
explante (Pedroza y Mican, 2006).

CONCLUSIONES

El medio de cultivo MS modificado (MS al 50%),
enriqguecido con pulpa de banano y sin
reguladores del crecimiento, favorecio la
germinacién asimbiética de E. chioneum, O.
pyramidale, C. revolutum y E. nocturnum. El
anterior medio de cultivo, igualmente brindé
condiciones nutritivas 6ptimas para el
crecimiento in vitro (en términos de longitud
apical) de E. nocturnum y O. pyramidale.

Con los nulos porcentajes de germinacién
asimbibtica obtenidos en E. oxysepalum, se
puede brindar fundamentos para determinar
que la madurez fisiolégica de las semillas es

Biotecnologia Vegetal Vol. 16, No. 3, 2016

un factor influyente y necesario para el
rompimiento de la latencia e inicio del proceso
germinativo.

Es necesario el desarrollo de estudios
complementarios que permitan dilucidar
aspectos nutricionales y ambientales
(combinaciones de sustancias orgénicas y
requerimientos de luz, entre otros), que pueden
influir en los procesos in vitro de las especies
estudiadas. Sin embargo, se considera que
con los resultados aqui presentados, ha sido
posible identificar la respuesta in vitro de estas
especies, lo cual puede aportar en el desarrollo
de un sistema de produccién de plantas in vitro,
como estrategia de conservacion ex situ. Lo
anterior se considera importante,
principalmente por ser especies nativas,
silvestres, con gran potencial ecolégico y con
escasos trabajos publicados.
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