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COMPENDIO 

La orquidea Rhyncholaelia digbyana , flor nacional de 

Honduras, enfrenta series problemas de conservaci6n debido a 

la destrucci6n de sus habitats, a su lenta reproducci6n y a la 

f uerte presion que ejercen los colectores comerciales por la 

creci ent e demanda que tiene como ornamental. Debido a esta 

situaci6n , se realiz6 este estudio orientado a desarrollar un 

metodo adecuado de propagaci6n que garantice la disponibilidad 

de una gran cantidad de plantas de R. digbyana para su 

comercializaci6n, asi como para tener una importante reserva 

de material genetico para su utilizaci6n en la hibridizaci6n 

o para su eventual repoblaci6n en los bosques . E s t a 

investigaci6n se realiz6 por medic de una serie de experimen­

tos en los cuales se usaron dos medics de cul ti vo , el de 

Murashige y Skoog (MS) y el de Knudson C (KC) ; cada uno con 

las diferentes combinaciones de auxinas y citoquininas. Se 

probaron tres auxinas (ANA, 2,4-D y AIB) y una citoquinina 

(BAP) . Los experimentos se organizaron siguiendo un diseno 

factorial, en el que uno de los factores fue una auxina y el 

otro la citoquinina . Se usaron tres dosis de auxinas y tres 

de la citoquinina, por lo que se tuvieron nueve combinaciones 

o tratamientos, que permi tieron estudiar el efecto de las 

auxinas sol as, las ci toquininas so las y las combinaciones 

posibles de arnbas. La investigaci6n se orienta hacia las 

combinaciones de hormonas donde se observaron resultados 
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favorables en estudios anteriores con especies filogenetica­

mente cercanas. 

El proceso de embriogenesis u organogenesis, en muchos 

casos, estuvo precedido de un proceso de callogenesis, aunque 

tambien hubo organoge nesis direc ta. El estudio nos perrniti6 

c onocer cua l e s son los rne jores medics de cultivo , l a s rne jores 

c o rnb i n aciones de h or rnonas y el rnej or t i p o d e e xplante . El 

rnejor rnedio de cultivo fue el de KC . De las aux inas probadas 

la rnej or fue el AlB en la dosis de 1 , 0 rng 1 l . Se consider a 

necesario el balance de auxinas y citoquininas para la 

callogenesis. Los rnejores explantes para la regeneraci6n de 

plantas fueron las yernas apicales. No se obtuvo regeneraci6n 

con apices de raices ni con apices y bases de hoj as . La 

investigaci6n nos perrniti6 obtener una gran cantidad de 

plantulas que era uno de los objetivos de este estudio . La 

tasa de rnultiplicaci6n perrniti6 obtener hasta 2600 plantulas 

a partir de un solo explante en afio y rnedio de cultivo . 



I. INTRODUCCION 

En muchas parte s del mundo, los bosques desapa recen y los 

t e rre nos se dedican a la agricu l tura . En ese proceso, s e 

t a l a n los arboles y s u flor a e p ifitica se pierde con ellos . 

Baja estas circunstancias , la eliminaci6n de las orquideas es , 

tambien, inminente. 

Honduras no es ajena a esta tendencia mundial . Par 

tanto, la orquidea Rhyncholaelia digbyana , flor nacional de 

Honduras, enfrenta serios problemas de conservaci6n debido a 

la destrucci6n de sus habitats, a su lenta reproducci6n y a la 

fuerte presion que ejercen los colectores comerciales origina­

da par la creciente demanda que tiene como ornamental. 

A. Importancia ecol6qica 

La importancia de la orquideas radica principalmente en 

su alto valor estetico , generado par la belleza de sus flares, 

ademas de que ocupan un lugar importante en la cadena evoluti­

va de las plantas superiores , ya que estan entre las mas 

avanzadas y especializadas. Muchas caracteristicas demuestran 

claramente su gran exito en adaptarse para la supervivencia . 

Par ejemplo , como resultado de su configuraci6n floral , estas 

plantas se han adaptado a un gran numero de polinizadores 
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incluyendo escarabajos , moscas , polillas , abejas , pajaros y 

murcielagos . La respuesta a estos diferentes polinizadores ha 

conducido a una extensa adaptaci6n de varios metodos de 

polinizaci6n, permitiendo la existencia de una relaci6n 

simpatrica entre plantas y animales. Esta relaci6n se llama, 

t ambien, coevoluci6n. En l as f lares de las orquideas l a forma 

y la f unci6n h a n e v olucion ado hacia u na fuerte especializaci6n 

en su relaci6n con los agentes polinizadores . Una muestra de 

lo anterior es que aunque en estas flares el polen (llamado 

polinio) y el estigma estan muy cerca en una misma estructura 

(llamada columna) han modificado su morfologia , evolucionando 

de tal manera que la autopolinizaci6n, en forma natural, es 

casi imposible exceptuando a las especies que han evolucionado 

hacia la autopolinizaci6n (Roebuck y Steinhart, 1978) . Ademas, 

representan parte esencial de la biodiversidad de cualquier 

pais tropical, que pueden ser usadas para fines de ecoturismo 

par la vistosidad de sus flares. Ademas tiene para Honduras 

un gran valor simb6lico pues es su flor nacional . 

B. Utilidad 

Las orquideas, en su gran mayoria, han sido usadas como 

flor de corte . La excepci6n es el genera Vanilla, de cuyas 

plantas se extrae todavia , en algunos sitios, el extracto 

llamado vainilla , que es ampliamente utilizado en la industria 

de la fabricaci6n de alimentos . 
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R. digbyana, par sus caracteristicas, ha alcanzando 

altos precios en los mercados internacionales. Las plantas 

mismas tienen una gran demanda par parte de los aficionados a 

su cultivo. Ademas, esta especie ha sido ampliamente usada en 

la producci6n de hibridos comerciales, de alto valor en e l 

mercado, d e bido a que tiene flar e s grandes, al tamafio y forma 

d e l l a belo y a la al t a h e r edabilidad que t iene n est as caract e -

risticas . Otra ventaja comercial radica en la gran import an-

cia que se le ha dado, par parte de algunos gobiernos y 

o r ganizaciones privadas , al turismo ecol6gico , un fen6meno que 

en afios recientes , representa significativos beneficios para 

los llamados paises en vias de desarrollo . Las giras organiza-

das por los amigos de las orquideas y otros amantes de la 

naturaleza , procedentes de los Estados Unidos y Europa a 

muchas partes de los paises tropicales y subtropicales , son 

beneficiosas para todos los involucrados , cuando son realiza-

das con una supervision adecuada (Dressler, 1990) . 

En el area centroamericana, paises como Costa Rica y 

Guatemala tienen ya al turismo como una fuente generadora de 

divisas. En Costa Rica, par ejemplo , el turismo es ahara uno 

de los principales rubros de la economia , y uno de sus 

componentes mas importantes , es el turismo de tipo ecol6gico. 

c. Reproducc i 6 n 

En la naturaleza , las orquideas se propagan en forma 

P!rnf.(OTECA WilSON I'O~E"OB· 

~"JGI,IE".<It AGRICOLA PANAMERIOANA 
I nARTADO 9J 

lt.~UI.rap,~PA HONUURAS 
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sexual, es decir, por medic de semillas . Sin embargo, con 

este metoda de propagaci6n la tasa de reproducci6n es muy 

baj a, ya que de aproximadamente un mill6n de semillas que 

puede tener una capsula (fruto) s6lo muy pocas logran germi-

nar. Generalmente, menos de dos docenas llegan a la etapa 

adulta , ya que las semillas necesitan de una serie de condi­

ciones favorables como la presencia de un hongo que destruya 

la testa (cascara seminal) , alta humedad al memento de la 

germinaci6n y, en algunos cases , la existencia de un arbol que 

sea un hospedero adecuado. En el caso de R. digbyana , se ha 

observado que , por lo menos en Honduras, s6lo crece en algunas 

especies de robles (Quercus spp.) . Todo lo anterior hace 

totalmente inviable este metoda de propagaci6n para fines 

comerciales. Dentro de la propagaci6n asexual, la manera 

tradicional para propagar clones de estas plantas, usada 

todavia por los aficionados y pequefios cul ti vadores, es a 

traves del llamado metoda de propagaci6n por bulbo trasero . 

La tecnica consiste en separar el pseudobulbo mas viejo para 

forzar el desarrollo de yemas en estado de repose o la 

separaci6n de los crecimientos later ales, cuando estos se 

forman. Sin embargo, este metoda es muy lento y, en el mejor 

de los casas, s6lo nos permite duplicar el numero de plantas 

por afio. Por otra parte, unicamente puede ser aplicado a las 

orquideas de crecimiento simpodial, ya que las de crecimiento 

monopodial no presentan pseudobulbos laterales (Bhojwanii y 

Razdan, 1983). 
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Debido a estas limitaciones, se hace necesario el 

desarrollo de un metoda que pueda ser utilizado para la 

propagaci6n industrial de orquideas . El cultivo de tejidos, 

la embriogenesis somatica y la micropropagaci6n, son los 

metodos mas adecuados, para propagar clones y la tecnica de 

r e scate de embrione s, para la obtenci6n de hibridos. 

D. Objetivos 

En el presente estudio se espera desarrollar un metoda 

adecuado de propagaci6n que garantice la disponibilidad de 

gran cantidad de plantas de R. digbyana para su comercializa-

cion, asi como para tener una importante reserva de material 

genetico para su utilizaci6n en hibridizaci6n o en su eventual 

repoblaci6n en los bosques. 

1. Objetivos especificos 

a . Determinar el mejor medio de cultivo para la producci6n 

de protocormos de R. digbyana. 

b . Encontrar la mejor combinaci6n de reguladores de creci-

miento para la producci6n y desarrollo de plantulas de R . 

digbyana. 

c. Identificar el mejor medio de cultivo para el crecimiento 

de plantulas de R . digbyana . 

d . Reproducir plantas para la comercializac6n y repoblaci6n 

de estas en los bosques . 



II. REVISION DE LITERATURA 

A. Clasificaci6n botanica 

Rhy ncholael ia di gb y ana (Lindl . ) Schltr., como t odas l as 

orquideas , pertenece a la division Espermaphita , subdivision 

Angiospermae, clase Monocotiledoneae, arden Orchidales, 

familia Orchidaceae (Dressler, 1990) . 

Para clasificar las orquideas, al igual que la mayoria de 

los antofitos, es decir, las plantas con flares, se hace usa 

de las partes florales. Esta familia tiene algunas de estas 

partes bastante diferenciadas, como ocurre con la estructura 

sexual llamada ginandrio o columna, los petalos, sepalos y la 

semillas que son numerosas, sin endosperma, y muy pequefias; 

par esta razon al arden Orchidales tambien se le llama Micros­

permales (Dressler, 1990) . 

1 . Distribuci6n 

El pequefio genera Rhyncholaelia, cuenta con solo dos 

especies, R . glauca y R . digbyana. Es originario de las zonas 

bajas y secas del sur de Mexico y del norte de Centroamerica , 

principalmente de Be lice y Honduras ( Senghas y Bockemuhl, 

1983) . Ambas especies estan representadas en Honduras y de 

ellas, Rhyncholaelia digbyana , es la mas conocida y de mayor 
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importancia econ6mica por ser muy usada en la hibridizaci6n o 

para su comercializaci6n como especie. Por otra parte, las 

plantas que se encuentran en Honduras pertenecen, segun 

Senghas y Bockemuhl (1983), a la variedad fimbripetala que al 

parecer es endemica de este pais. Por lo que el nombre 

cientifico de esta planta es Rhyncholaelia digbyana (Lindl.) 

Schltr. v a r. fi mbri pe tal a Ames ., en e s t e traba j o nos referire­

mos a est a especie como R . digbyana . 

2. Caracterist i cas generales de la especie 

R . digbyana , es una planta epifita , con pseudobulbos 

alar gados , delgados , con una sola hoja de hasta 20 em de 

largo , carnosa , gruesa , de color verde o algo purpurea cuando 

esta expuesta al sol . Cada planta produce una sola flor , de 

hasta 20 em de diametro , muy vistosa , de color blanco o blanco 

verdoso ; el petalo superior o labelo es blanco crema , con los 

bordes superiores profundamente fimbriados (Ames y Correll , 

1952) . La variedad fimbripetala, ademas de contar con las 

caracteristicas anteriores, tiene los otros petalos u n poco 

mas anchos , ligeramente fimbriados y , en general , flores mas 

grandes que la forma tipica (Fig . 1) . 
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Fig. 1. Planta de Rhyncholaelia digbyana 
(Lindl.) Schltr. var. fimbripetala Ames., 
mostrando la flor caracteristica de esta 
variedad . 
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3. Habito de crecimiento 

Las orquideas son hierbas perennes y por el lugar en que 

crecen pueden ser terrestres, epifiticas, litofiticas, 

semiacuaticas o, muy raramente, subterraneas. La mayoria de 

las especies encontradas en las regiones templadas son terres­

tres, mientras que l a s de los tr6picos y subtr6picos son, en 

general , epifi t icas o lit of i ticas . 

El crecimiento vegetative de las orquideas puede ser sim­

podial o monopodia!. Todas las especies terrestres y muchas 

epifiticas son simpodiales , es decir , poseen un sistema de 

crecirniento en el cual el tallo vegetative original deja de 

crecer al final de la floraci6n, y se reanuda al siguiente afio 

o epoca de floraci6n en un eje diferente, lo que da como 

resultado una serie de tallos sucesivos anuales . En este tipo 

de crecimiento la inflorescencia puede ser lateral o terminal, 

como es el caso de R . digbyana. La forma de crecimiento 

monopodia! es aquella en la que el crecimiento se presenta afio 

tras afio sobre el mismo eje; de esta manera, los nuevas brotes 

se producen sobre el apice del brote anterior y las inflo­

rescencias siempre estan localizadas en las axilas de las 

hojas (Ames y Correll, 1952}. 

4. Floraci6n 

En las orquideas, la floraci6n es generalmente anual, 

aunque hay algunas especies tropicales y subtropicales que 

florecen dos o mas veces por afio y otras que lo hacen durante 
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casi todo el ano . 

En su habitat natural , en Honduras , R. digbyana florece 

una vez al ano, dos semanas a un mes despues del inicio de la 

epoca de lluvias. La flor permanece abierta de dos a tres 

semana s, tras lo cual, si no ha sido polinizada, muere y 

despue s de unos cuantos d i as cae. 

Se h a comprobado l a emis i 6n de u n olor fue rte e n h or as 

de la noche . Esta caracteristica , unida al g r an tamafio de la 

flor y a su coloracion favorecen su polinizaci6n nocturna. El 

olor es un media de atracci6n muy eficaz , actua a grandes 

distancias y en las flares de este genera , de noche . En muchas 

especies los polinizadores son inducidod por las fragancias 

florales y la composici6n quimica de estas determina cuales 

especies de polinizadores seran atraidos . Esta estrategia de 

atracci6n posteriormente limita a las potenciales especies 

polinizadoras. Pero aun asi, la producci6n de esencias ayuda 

a prevenir la hibridizaci6n entre poblaciones compatibles de 

especies diferentes, pero cercanamente relacionadas (Roebuck 

y Steinhart , 1978). Hasta ahara, las sustancias encontradas en 

R . digbyana , son citronelol y linalol . Se informa que las 

flares de Brassavola , genera en el cual se incluia anterior­

mente a R. digbyana son polinizadas por polillas , principal ­

mente de la familia Noctuidae, por lo que son llamadas 

Phalen6filas (Roebuck y Steinhart , 1978). Por lo tanto R . 

digbyana se puede incluir en este grupo . 
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B. Propagaci6n 

La reproducci6n comercial de orquideas par medias 

convencionales es dificil, ya que sus s emillas no pueden 

germinar cua ndo s e usan me todos tradicionales de siembra. 

Esto s e debe a que las semil l a s son muy pe que fia s, solo mide n 

e ntre 0 , 3 y 5 mm de largo y contie ne n poco o ningun endosper­

ma o reserva alimenticia (Dressler , 1990) . Su pequefio tamafio 

es casi determinante para que las semillas se pierdan si se 

siembran in vivo y sus limitadas reservas alimenticias hacen 

improbable su supervivencia. La germinaci6n in vitro tiene 

muchas mas posibilidades de exito. En el caso de algunos 

generos se puede obtener hasta un 100% de germinaci6n, usando 

el media adecuado (Pierik, 1990) . 

La germinaci6n y el desarrollo tienen lugar mucho mas 

rapido in vitro, ya que se realiza en un ambiente acondiciona­

do y sin competencias con hongos o bacterias (Pierik , 1990) 

Dadas las dificultades existentes en el cultivo de 

orquideas, los descubrimientos hechos par Knudson en 1922 

produjeron una verdadera revoluci6n en el cultivo comercial de 

orquideas. Knudson trabaj6 con semillas de varies hibridos de 

Cattleya y encontr6 que las semillas germinaban facilmente en 

frascos de cristal conteniendo medias nutritivos compuestos de 

agar , macronutrimentos y micronutrimentos . Esta germinaci6n 

tenia lugar en ausencia del hongo micorriza, par lo que se 

llam6 germinaci6n asimbi6tica o germinaci6n no-simbi6tica . A 
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partir de este descubrimiento se pudo cultivar miles de 
• 

plantas de una sola capsula 0 fruto, en lugar de las 10 6 15 

que se podian obtener de la siembra in vivo de semillas (Knud-

son, 1922). 

Los descubrimientos de Knudson abrieron una amplia gama 

de posibilidades a los orquid6filos y cultivadores. Esto hiz o 

que las plantas fueran mas accesibles a un mayor numero de 

personas y que se pudiera explorar el prometedor campo de la 

hibridizaci6n (Northern, 1961). 

La micropropagaci6n in vitro busca obtener, a partir de 

material vegetative, gran cantidad de plantas en el menor 

tiempo posible y al menor coste. Esto se hace por medic del 

cultivo de partes vegetativas de la planta como, por ejemplo, 

apices de raices u hojas, bases de hojas, yemas laterales 0 

terminales y nudes del escape floral (Rao, 1977). 

1. Propagaci6n Sexual 

La investigaci6n en cultivo de tejidos, en orquideas, 

data desde el principia de este siglo, casi desde el origen 

mismo de esta tecnica. Al respecto, son muy importantes los 

aportes de Bernard quien, en 1909, logr6 aislar exit6samente 

el hongo que ayudaba a la germinaci6n de semillas e hizo 

estudios comparatives de germinaci6n con semillas infectadas 

y sin infecci6n (Rao, 1977). 

La propagaci6n sexual in vivo es la que se realiza por 

medio de semillas; este procedimiento no se utiliza en la 
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actualidad para la producci6n masiva de plantas debido a que 

es muy complicado y porque ademas, proporciona un numero 

reducido de indi viduos con variabilidad muy alta (Morel, 

1972). Sin embargo, la germinaci6n asimbi6tica de embriones de 

orquidea ha hecho posible la producci6n masiva de gran 

cantidad de hibridos y especies valiosas. 

Las desventajas de los metodos tradicionales o antiguos 

de propagaci6n, como la siembra in vivo de semillas o la 

propagaci6n por division de plantas hicieron posiblela 

busqueda de otras alternativas de cultivo . Fue asi como se . 

pudo demostrar que los embriones de orquideas podian cultivar­

se in vitro sin que mediara la acci6n de un hongo simbi6tico 

(Knudson, 1922). Este descubrimiento jug6 un papel muy 

importante en el desarrollo de la orquideologia, e hizo 

factible el surgimiento de toda una industria alrededor de la 

propagaci6n de orquideas (Sauleda, 1976). 

El rescate in vitro de embriones es la tecnica mas usada 

para la obtenci6n de hibridos interespecificos o intergeneri­

cos, porque permite una germinaci6n de casi el 100% de los 

embriones; por otra parte, ha sido empleada para la propaga­

ci6n de especies en peligro de extinci6n. No obstante, cuando 

se esta tratando de propagar clones , este es un metoda que no 

puede ser usado debido a la gran variabilidad genetica que 

presenta la descendencia. 
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2. Propagaci6n asexual 

Practicamente el unico metoda para la propagaci6n asexual 

in vivo es el deniminado como propagaci6n por bulbo trasero. 

El metoda involucra la separaci6n del ultimo bulbo trasero y 

obliga a la planta a desarrollar las yemas que se encuentran 

en estado de repose. Este proceso es extremadamente lento y 

solo permite duplicar el n\imero de plantas en un afio (Bhojwani 

y Razdan , 198 3 ) . 

En estes mementos casi toda la investigaci6n que se ha 

heche en cultivo de tejidos, en orquideas, ha estado vinculada 

con la producci6n masiva de hibridos y muy poca con la 

propagaci6n de especies (Alan y Linares, 1992). Se considera 

que la micropropagaci6n permite obtener duplicados de la 

planta madre original, usando explantes de yemas axilares o 

apicales {Morel , 1960), apices y bases de hojas {Churchill et 

al., 1971) y apices de raices {Churchill et al., 1973). 

En 1960 se produjo un heche trascendental en la propaga­

ci6n vegetativa de orquideas. En ese afio, el cientifico 

frances George Morel intent6 obtener plantas de Cymbidium, 

libres de virus a traves del cultivo de meristemas. Aisl6 

yemas de pseudobulbos traseros y cultiv6 in vitro el meriste­

ma con dos primordios foliares de aproximadamente 1 mm de 

largo. A partir de estes apices obtuvo unos cuerpos esfericos 

que en su parte superior tenian una pequefia depresi6n de la 

cual, mas tarde, emergia una hoja y en la parte inferior 

desarrollaban pequefios pelos · absorbentes o rizoides. Eran 
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parecidos a los que se forman despues de la germinaci6n de la 

semilla. Estes cuerpos se conocen en la literatura reciente 

como "cuerpos protoc6rmicos" (Pierik, 1990). De manera 

ocasional estes cuerpos protoc6rmicos se di viden en forma 

espontanea, pero generalmente ella se consigue cortandolos en 

porciones. En el caso de Cymbidium se pueden producir seis u 

ocho nuevas protocormos en mas o menos seis semanas . En 

principia, este proceso se puede repetir en forma indefinida. 

Si no se hacen nuevas cortes, el apice de cada protocormo 

puede en principia desarrollar una plantula con hojas y 

raices. De esta manera, Morel produjo millares de plantas en 

un afio, a partir de un (mica apice. El "clonado" de orquideas 

par cultivo de meristemas fue la primera aplicaci6n comercial 

de la propagaci6n vegetativa in vitro. Este metoda, desarro­

llado originalmente para Cymbidium se modific6 y se utiliz6 

despues para Cattleya y para otros generos de orquideas 

(Pierik, 1990). 

La embriogenesis somatica utiliza los siguientes tipos de 

explantes: a) material juvenil: embri6n cig6tico y partes de 

la plantula (nuda, entrenudo, hoja caulinar, raiz, rizoma), b) 

material de cultivo de tejidos: embri6n somatico y partes de 

plantulas regeneradas de embriones somaticos y c) Material 

adulto: meristema apical, bases y apices de hojas (Rao y Rao, 

1990). 
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c. Medios de cultivo 

En el cultivo de tejidos de orquideas se han usado muchos 

medios, desde unos muy simples basados en jugos de frutas y 

emulsiones de pescado, hasta otros mas complejos y sofistica­

dos (Arango, 1979). 

Anter i o rmente, la mayoria de tej idos u 6rganos eran 

propagados, en medio solido y el medio liquido e ra casi 

exclusive para el cultivo de raices. En la actualidad, 

despues de muchos trabajos, el medio liquido y en agitaci6n 

constante se ha vuelto mas comun para la callogenesis y la 

organogenesis. Para los cul ti vos en movimiento se hace uso de 

agi tadores rotati vos o later ales. En los primeros estudios se 

usaban los medios s6lidos para la diferenciaci6n, organogene­

sis o el cultivo de embriones. Las investigaciones relizadas 

en la decada de los setenta, indican que el medio liquido es 

mas eficaz para la inducci6n 0 proliferaci6n, particularmente 

en protocormos o callos. Muchos investigadores usaron ambos 

tipos de medios para estudiar callogenesis u organogenesis. 

En 1977, Rao inform6 que el numero de medios usados en esas 

investigaciones llegaba a 25. Actualmente, los medios mas 

usados son el de Murashige y Skoog (1962), Knudson C (1946) y 

el de Vaccin y Went (1949) . En el cultivo de apices de hojas 

se han utilizado los medios de Knudson c, Murashige y Skoog y 

el de Heller (1953), principalmente en especies de la subtribu 

Laeliinae (Churchill et al., ~972). 
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En algunas ocasiones, una receta particular es propuesta 

• 
para un genera o especie determinada y luego es modificada o 

mejorada mediante la adici6n de varios promotores del creci-

miento, tales como agua de coco, jugo de tomate, extracto de 

banano, jugos de diferentes frutas, emulsion de pescado, 

extracto de carne y hasta de cerveza (Rao, 1 977 ). En muchos 

casos , tales modificaciones dan resultados beneficiosos 

indudables, pero la fisiologia y la nutrici6n de las plantu-

las, los 6rganos y callos son aun poco conocidas. 

D. sustancias de crecimiento 

Scully (1967) observ6 que se puede inducir la formaci6n 

de callo, en el cultivo in vitro, de meristemas de especies de 

la alianza Cattleya, usando la auxina acido naftalenoacetico 

(ANA), a la concentraci6n de 1 mgfl. Par otra parte, Reinert 

y Mohr (1967) informan haber logrado callogenesis en Cattleya, 

usando las auxinas acido indol butirico (AIB) y ANA, a una 

concentraci6n de 1. 75 mg/1. No informan haber usado citoquini-

nas. Stewart y Button (1978) afirman haber usado las auxinas 

acido 2 I 4-diclorofenoxiacetico ( 2' 4-D) ' el acido para-dicloro-

fenoxiacetico (pAPC) y la citoquinina quinetina (K), cuando 

cultivaron apices de raices de algunos cultivares de Epiden ­

drum obrienianum. Por otro lado, Flamee (1978) obtuvo buenos 

resultados en el cultivo de plantulas de Paphiopedilum sp., 

con el uso de ANA a una concentraci6n de 1 mgfl . Kukulczanka 
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et al. (1989) obtuvieron la regeneraci6n y organogenesis mas 

altas cuando cultivaron in vitro brotes de Vuylstekeara 

'Cambria' en el medic de MS con 0,2 mg/1 de BAP y de ANA y 

1g/L de peptona. 

E. Ambiente fisico 

Las condiciones fisicas mas importantes para el buen 

desarrollo de un cultivo in vitro son: luz, temperatura, 

fotoperiodo y humedad relativa (Mroginsky y Roca, 1991). 

Reinhert y Mohr ( 1967) , obtuvieron buenos resultados 

cuando cultivaron m,eristemas de Cattleya, usando lamparas 

fluorescentes de luz fria, con una intensidad aproximada de 

2000 lux, durante un periodo de 16 horas, y a una temperatura 

entre los 24° y los 28°C. Stewart y Button (1978), tuvieron 

conclusiones satisfactorias, en la formaci6n de callo, cuando 

cultivaron apices de raices de Epidendrum, bajo las siguientes 

condiciones: intensidad luminosa de 1000 lux, fotoperiodo de 

16 horas, temperatura de 23 a· 25°C y una humedad relativa de 

75 ± 5%. Flamee (1978}, obtuvo resultados positives en el 

cultivo de embriones y plantulas de Phalaenopsis , a una 

intensidad de 3500 lux, con un fotoperiodo de nueve horas y 

temperatura de 22°C. 

Churchill et al. ( 1972) , informan haber obtenido calloge­

nesis y posteriormente formaci6n de plantulas, en el cultivo 

de apices de hojas de Laeliocattleya, manteniendo una intensi-
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dad de 2 500 lux proporcionada, por una mezcla de bulbos 

incandescentes y lamparas Gro LuxR , con un fotoperiodo de 18 

horas y una temperatura de 24 ± 2°C . Morel (1960) , produjo 

plantas de Cymbidium a partir de yemas de bulbos traseros, 

cultivadas a una temperatura de 22°C, y un fotoperiodo de 12 

horas. 

Por otra parte, Tanaka et al. (1976) obtuvieron plantulas 

de Phalaenopsis cultivando apices de raices a 25°C, con un 

fotoperiodo de 16 horas con lamparas fluorescentes de luz 

blanca. Ardi tti et al. ( 1977) , lograron obtener plantas 

cultivando yemas ubicadas en el escape floral de plantas de 

Phalaenopsis, cultivandolas con una intensidad luminosa de 

2500 lux, producidas por una mezcla de lamparas fluorescentes 

y bulbos incandescentes durante un fotoperiodo de 16 horas. 

F. oxidaci6n 

Oxidaci6n es la producci6n y secreci6n de compuestos 

fen6licos por los explantes. Estes compuestos inhiben el 

crecimiento normal y, eventualmente, matan al explante . Por 

ello, siempre que se trabaja en cultivo de tejidos se trata de 

reducir o eliminar la producci6n de estes compuestos (Ishii et 

al. 1979). Con esa finalidad se hace uso de sustancias 

quimicas, asi como tambien de factores fisicos. Entre los 

agentes antioxidantes de origen fisico, estan el cultivo en la 

oscuridad durante la etapa inicial y el uso de medics liqui-
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dos. Entre los agentes antioxidantes de origen quimico se 
• 

tienen: la cisteina, el acido asc6rbico y el acido citrico, 

ademas del carbon activado (Moltalvan, 1992). 

Alan y Linares (1992), utilizaron con exito el cultivo en 

la oscuridad, en la propaga ci6n de Cattleya aurantiaca, 

durante la etapa inicial del cultivo. 

Hua ng ( 1988 ) , rnantuvo los e xpla ntes en una so luc i 6n 

antioxidante , con 100 mgfl de acido asc6rbico y 150 mg f l de 

acido citrico . 

G.Materia l v egetal 

Se considera que las orquideas son faciles de propagar 

por medic de cultivo de tejidos in vitro. La familia Orchida-

ceae incluye casi 25000 especies , agrupadas en mas de 900 

generos . Tales especies son extremadamente heterocig6ticas, 

raz6n por la cual la respuesta al cultivo in vitro es extrema-

damente variable y depende principalmente del genera, especie 

y aun del genotipo. La respuesta a este tipo de cultivo esta 

pobremente documentada en la literatura (Lindsey, 1991) . 

Al culivar orquideas in vitro se pretende destruir la 

menor cantidad de tejidos o plantas . Por esta raz6n , se trata 

de usar tejidos que no conduzcan a la destrucci6n de la planta 

como ocurre cuando se utilizan meristemas de yemas apicales . 

Dentro de la gran variedad de tej ido como fuente de 

e xplantes , se informa sabre el uso de apices y bases de hojas 
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(Vij y Pathak, 1990; Yam y Weatherhead, 1991; Fu, 1979; 

Churchill et a1.,1979; Reinert y Mohr, 1967; Churchill et al., 

1978), el empleo de los brotes laterales y apicales (Li-Chung, 

1988; Morel, 1960; Stewart y Button, 1975; Lindemann et al., 

1970; Teo, 1978; Scully, 1967; Kukulczanka et al., 1979; Guy 

Yan, 1989; Madhuri y Vasundhara, 1990), y otras partes de la 

planta como rizomas (Yam y Weatherhead, 1990; Kim et al. 

1988), apices de raices (Kraus y Monteiro, 1989; Stewart y 

Button, 1978; Churchill et al., 1972; Tanaka et al., 1976), y 

yemas en reposo de pseudobulbos traseros (Vajrabhaya, 1978). 

La propagaci6n sexual in vitro o rescate de embriones a 

diferencia de la asexual o vegetativa, no implica la destruc­

ci6n de tejidos importantes para la planta, porque se utilizan 

las semillas inmaduras (embriones). Generalmente una sola 

capsula proporciona suficiente cantidad de embriones, entre 

1300 y cuatro millones (Pierik, 1990}, por lo que no es 

necesario tener gran cantidad de capsulas cuyo mantenimiento 

podria conducir al debilitamiento de la planta madre. 

1. Apices y bases de hojas 

Se han registrado varios metodos de regeneraci6n, en 

ciertas orquideas; pero si se considera el tamaflo de la 

familia, solo unas pocas especies o hibridos han sido estudia­

dos con miras a analizar su potencial regenerative a partir de 

hojas. Champagnat et al., citados por Rao (1977), usaron 

hojas de plantulas de Cattleya para inducir crecimiento 
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posterior. Por otra parte, el empleo del tejido meristematico, 

en la base de las hojas, condujo a la formaci6n de callo el 

que se diferenci6 en muchos cuerpos protoc6rmicos. En este 

caso se us6 acido indol acetico (AIA) , quinetina (K) , caseina 

hidrolizada, extracto de higado y vitaminas, como variables 

inductoras del crecimiento. Se demostr6 que se podia desarro­

llar el potencial de la base de las hojas para producir 

grandes cantidades de plantas . 

Los apices de hojas j6venes de Dendrobium, Epidendrum y 

Laeliocattleya fueron usados por Churchill et al. ( 1971) , para 

inducir regeneraci6n. Despues de seis a siete semanas en 

cultivo, desarrollaban pequenos callos y cuerpos protoc6rmi­

cos. 

Churchill et al. (1972), obtuvieron plantas a partir de 

apices de hojas de plantulas de Epidendrum obrienianum u hojas 

j6venes de crecimientos nuevas de plantas maduras de Laelio­

cattleya cv . Portia "Mayflower". Las plantulas fueron 

cultivadas en el medio de Heller modificado con 30 g/1 de 

azucar de cocina y suplementado con 1mgjl de 2,4 - D y 0.5 

mg/1 de bencilaminopurina (BAP) yen el medic de MS modificado 

sin aden ina, niacina o pir idoxina . Una vez obtenidos los 

cal los o cuerpos protoc6rmicos, se cul ti varon en medic de 

Knudson C. 

Vij y Pathak (1990), obtuvieron regeneraci6n cuando 

cul ti varon bases y apices de hoj as de nueve especies de 

orquideas, usando los medics de Mitra , MS y Knudson c modifi-
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cado, con varias combinaciones de reguladores de crecimiento 

como AIA, 2,4-D, AIB, ANA, BAP, quinetina y suplemen'tos 

organicos de crecimiento. 

Yam y Weatherhead (1991) produjeron plantas cuando 

cultivaron apices de hojas, de plantulas cultivadas in vitro, 

de cuatro especies nativas de Hong Kong, usando los medics de 

Heller ( 1953), MS e Ichihashi y Yamashita ( 1977), dichos 

medic s se modificaron con la adici6n de agua de c oco al 20% , 

grafito, ANA y BAP. Los mejores resultados, en Pholidota 

chinensis, se produjeron con el medio de Heller, con dosis 

bajas de BAP (1 mgjl) y ANA (0,2 mg/1). 

2. Apices de raices 

A pesar de que de segun el principio de totipotencialidad 

de la celula enunciado por Haberlandt ( 1902) , se podrian 

obtener plantulas a partir de una celula proveniente de 

cualquier parte de la planta, muy pocas veces se ha obtenido 

organogenesis o callogenesis cuando se usan apices de raices 

de orquideas. Sin embargo, Tanaka et al. (1976) lograron 

obtener plantas cuando cultivaron apices de raices de plantas 

j6venes de hibridos de Phalaenopsis amabilis, en el medio de 

cultivo de ~yoto modificado, sin auxinas, ni citoquininas. A 

los tres meses del cultivo, se observ6 incremento en la 

actividad celular y la formaci6n de callo y, gradualmente, la 

constituci6n de cuerpos protoc6rmicos, similares a los 

protocormos obtenidos de semillas de Phalaenopsis. 
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Churchill et al. (1972), informaron no haber obtenido 

callogenesis ni organogenesis, cuando cultivaron apices de 

raices de Epidendrum obrienianum, en diferentes medias y 

subcultivadas cada seis meses. Despues de dos afios en cultivo, 

la mayoria de las raices todavia crecian; no obstante, se 

obs ervaba, un adelgazamiento en las raices y una tendencia a 

p e rder la capa c idad fotos i nte tica. Si n embargo, Stewart y 

Button (1978) indican que obtuvieron callo y finalmente 

plantulas, usando apices de raices de Epidendrum obrienianum; 

atribuyen el exito al uso de hormonas, principalmente 2,4 - D 

a una concentraci6n de 1 mg/1 y acido paratriclorofenoxiace­

tico, a una concentraci6n de 2 mgjl. 

Kraus y Monteiro (1989), obtuvieron cuerpos protoc6rmi­

cos, que posteriormente originaron plantulas, cuando cultiva­

ron apices de raices de plantulas de Catasetum pileatum. Las 

plantulas se cultivaron in vitro, en medio de MS modificado, 

con la adici6n de 1 g/L de peptona; no informan haber usado 

auxinas ni citoquininas. 

3. Yemas apicales y laterales 

En 1960 Morel describi6 un metoda in vitro para multipli­

car orquideas, a una tasa muy alta. Observe que cuando 

cultivaba apices de Cymbidium, en vez de desarrollar un brote 

foliose se observaba la formaci6n de un cuerpo esferoidal, con 

rizoides en la base. Estas estructuras eran morfol6gicamente 

muy similares a los protocormos formados durante el proceso 
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de germinaci6n de la semillaa de orquideas. Algunos de estos 

protocormos proliferaron y formaron racimos de hasta 12 

protocormos . Morel cort6 estos cuerpos en tres o seis partes 

y las cultiv6 en medio de cultivo de Knudson C. Cada pieza 

f orm6 protocormos adicionales y de una sola pieza fue posible 

obte ner h a sta doce p r otocormos en un mes. Este proce so podia 

r epet i r s e indefin idamente . Por est e met oda se pued e n obte n e r 

varies millones de plantas en un afio , par tiendo de un solo 

meristema apical de menos de 1 mm de lar go (Bhojwani y Razdan , 

1983 ) . Esta tecnica fue rapidamente adoptada por los 

cultivadores comerciales de orquideas , quienes vieron en ella 

una forma excepcional de obtener una gran cantidad de plantas, 

con caracteristicas uniformes y de gran valor comercial . 

Reinert y Mohr (1967), produjeron hasta 3000 plantulas a 

partir de un solo meristema lateral de plantas de Cattleya o 

Cymbidium ; los propagulos se cultivaron en un medio liquido, 

desarrollado por ellos, con la adici6n de 100 ml/1 de agua de 

coco y las auxinas AIB y ANA, ambas ala concentraci6n de 1 . 75 

mgjl. Encontraron que al usar 1mg/l de quinetina y 100 mgjl de 

inositol , los explantes se volvieran de color cafe y crecieron 

lentamente . 

Scully (1967), obtuvo buenos resultados cuando cultiv6 

especies de la alianza Cattleya, en el medio de Vaccin y Went 

(1946) con la adici6n de 25% de agua de coco , o en el medio de 

Morel (1965) con 1 mgjl de ANA y 10% de agua de coco . Como 

explantes , utiliz6 meristemas apicales y yemas laterales , 
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ubicadas en el ultimo crecimiento vegetative . Obtuvo cuerpos 

protoc6rmicos que finalmente desarrollaron pltmtulas . El 

proceso, hasta el desarrollo de protocormos , dur6 desde 45 

hasta 85 dias, dependiendo de la especie. 

Huang (1988) 1 produjo mas de 200 plantas, a partir de un 

solo explante, cuando cultiv6 yemas apicales de hibridos de 

Paphiopedilum . Inicialmente cultiv6 los explantes en medio de 

MS (1962), con 3% de sacarosa, 100 mg/1 de i-inositol, 0,1 

mg/1 de ANA y 3 mgjl de N6-isopenteniladenina (2iP). 

Teo ( 1988) , cul ti v6 brotes apicales de Haemaria discolor, 

una especie usada por su follaje ornamental, en condiciones in 

vitro en medio Knudson c; los brotes no produjeron protocor­

mos, ni callos sino numerosas estructuras caulinares o tallos, 

sin que se observara ninguna influencia de las concentraciones 

de auxinas o citoquininas. 

Kukulczanka et al. (1989) obtuvieron in vitro brotes de 

Vuylstekeara 'Cambria', en medio de MS con dosis de entre 0.2 

y 1 . 0 mgjl de ANA y BAP. Los brotes laterales se desarrolla­

ron despues de cinco semanas; cuerpos protoc6rmicos, brotes 

adventicios y raices lo hicieron despues de 10 semanas. La 

inclusion de 1 gjL de peptona estimul6 la actividad meristema­

tica, la proliferaci6n de protocormos, la formaci6n y el 

desrrollo de brotes adventicios. El ANA promovi6 la rizogene­

sis y el BAP solo la inhibi6, pero este efecto fue superado 

con la adici6n de ANA o peptona o de ambas. La regeneraci6n y 

organogenesis mas altas se obtuvieron con medio de MS con 0.2 
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mgfl de BAP y de ANA y 1 g/L de peptona . 

Yoneda et al . (1979) , registraron el mayor peso promedio 

de plantulas cuando cultivaron meristemas de Cattleya fabin­

giana, en el media basal Hyponex con 20 mg/1 de benziladenina 

y 100 mgfl de acido giberelico. El mayor tamafio (altura) se 

obtuvo al cultivar los meristemas en el media basal Hyponex, 

con 10 mgfl de benziladenina y 100 mgfl de acido giberelico. 

Guy Yan (1979), lograron los mejores resultados en la 

formaci on de cuerpos protocormicos, al cul ti var apices de 

Cymbidium grandiflorum, en media liquido de Vacin y Went con 

1.0 mg/1 de BAP. Pero el mejor desarrollo y diferenciacion de 

los cuerpos protocormicos se obtuvo al cultivarlos en media 

solido de Knudson con 0.4 mgfl de BAP. 

Madhuri y Vasundhara (1990), cultivaron meristemas 

apicales en media liquido o solido de Vacin y Went, suplemen­

tados con 10, 15 y 20% de agua de coco, con varias combinacio­

nes de AIA, AIB y ANA ( 0 , 0. 5, 1. 0 mg f l de cada una) y 

sacarosa al 1 o 3%. La mejor formacion de brotes se obtuvo en 

media liquido, con 3% de sacarosa y 1 mgjl de AIB, .ANA o BAP. 

Las auxinas no fueron necesarias para el enraizamiento, el que 

fue mejor cuando unicamente se uso un 1% de sacarosa. 

4 . Embriones 

La tenica de rescate de embriones ha sido ampliamente 

usada en el cultivo de orquid~as para propagar hibridos y su 

uso esta bien documentado en la literatura. Sin embargo , hay 
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pocos informes acerca del uso de esta tecnica para la propaga­

ci6n de especies en peligro de extinci6n. En este sentido son 

notables los trabajos de Rubluo et al. (1989), Dodson (1981), 

Rubluo et al. (1993), Pain (1990) y Christenson (1989). 

Rubluo et al. (1 989) consiguieron la reintroducci6n de 

Bl e tia urbana, en Me xico, en su habita t n a tural, cultivando 

plantulas prove nie ntes de l a g e r minac i 6 n d e embrione s i n 

v itro , en los medics de KC y MS con s uplementos organ icos . La 

mejor germinaci6n ocurri6 en el medio de KC con 3% de sacarosa 

y 10% de agua de coco . Los cul ti vos se colocaron en un 

ambiente con 25 ± 2°C y un fotoperiodo de 16 horas. Uno de los 

casos mas famosos de reintroducci6n a su ambiente natural de 

especies en peligro de extinci6n es el de Epidendrum ilense, 

especie ecuatoriana extremadamente rara y con un habitat casi 

totalmente destruido. Despues de varies intentos de autopoli ­

nizaci6n se pudo obtener una capsula con semillas viables, que 

fueron cultivadas in vitro , produciendo plantulas que mostra­

ron algo de diversidad genetica que fue reintroducida en el 

ambiente silvestre en Ecuador (Christenson, 1989) . 

Rubluo et al . (1993) informan de la recuperaci6n exitosa 

de cinco especies de orquideas en peligro de extinci6n y su 

posterior reintroducci6n . Cultivaron embriones in vitro en el 

medio de KC con las vitaminas del medio B5 (Gamborg et al . , 

1968) . Usaron semillas obtenidas de capsulas provenientes del 

campo y obtuvieron una tasa de germinaci6n de mas del 90% . 

Tuvieron exito con Laelia anceps , Bletia urbana , Lycaste 



III. MATERIALES Y METODOS 

A. Ubicaci6n 

La presente investigaci6n se realiz6 en el Laboratorio de 

Cul ti vo d e Tej i d os , del Depar tament o de Agronomia , de la 

Escuela Agricola Panamericana. 

B. Material vegetal 

Se utilizaron tanto plantas compradas a colectores 

particulares, del area de Talanga, como aquellas obtenidas por 

el autor en colectas efectuadas en los bosques del Norte del 

Valle de Talanga, Departamento de Francisco Morazan. 

Se aislaron los siguiente tipos de explantes: 

1. Yemas apicales: 

Las yemas apicales se obtuvieron del ultimo pseudobulbo 

de plantas maduras, es decir, en edad de floraci6n . 

2. Apices de raices: 

Se extrajeron de las raices j6venes que presentaban 

actividad meristematica, la que se reconoce por una coloracion 

verde brillante en el apice. 

3. Apices y bases de hojas: 

Se usaron apices y bases de hojas j6venes de plantas 
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maduras, en estado previo a la expansion de la lamina . 

4. Embriones inmaduros 

Para la producci6n de semillas se hizo una polinizaci6n 

manual usando una aguja para remover los polinios del progeni­

tor masculine y colocarlos en el estigrna de la flor de la 

planta madre. Despues de 10 meses se cosech6 una capsula, al 

80% de su madurez , con semillas viables listas para la 

siembra. 

c. Desinfecci6n 

Para obtener las yemas apicales y las bases y apices de 

hojas, se separ6 el ultimo pseudobulbo de la planta, se lav6 

con jab6n y abundante agua para quitarles el polvo y la 

suciedad. Se cortaron las yemas apicales y las hojas j6venes, 

se sumergieron en alcohol etilico al 70% durante 30 segundos. 

Despues se pusieron en una soluci6n de hipoclorito de calcio 

al 1%, con unas gotas de Tween 80 durante 15 minutos en un 

agitador magnetico. Por ultimo, se colocaron en una soluci6n 

de hipoclorito de sodio al 2%, con unas gotas de Tween 80, 

durante 15 minutos en agi taci6n constante. Despues de la 

desinfecci6n, en la camara de flujo laminar, el material se 

enjuag6 cuatro veces con agua bidestilada esteril para 

eliminar los residues de hipoclorito de calcio o hipoclorito 

de sodio. 

Para los apices de raices, se cortaron aproximadamente 2 
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em de la parte terminal de la raiz. Se sumergieron en alcohol 

etilico al 70% durante cinco segundos; posteriormente •se 

pusieron en una soluci6n de hipoclorito de sodio al 2%, 

durante 15 minutes. En la camara de flujo laminar, se 

enjuagaron cuatro veces con agua bidestilada esteril 

La capsula se lav6 con jab6n comercial y abundante agua 

para eliminar el polvo y otros residues. Se esteriliz6 con 

etanol al 95% durante un minute, luego en hipoclorito de 

calcic al 1% e inmediatamente despues en hipoclorito de sodio 

al 2%, durante 20 minutes en cada una de estas soluciones. A 

ambas se les agreg6 dispersante Tween 8 0 . Despues, en la 

camara de flujo laminar, se enjuag6 tres veces con agua 

bidestilada esteril. 

D. Medios de cultivo 

Los medics de cultivo que se utilizaron fueron el de 

Murashige y Skoog {MS} {1962}, suplementado con hormonas y 

otras sustancias organicas y el Knudson c {1951} modificado 

{Cuadra 1) . 
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Cuadra 1. Composici6n de los medias basicos de Murashige y 
Skoog (1962) modificado y de Knudson C (1951) 
modificado, utilizado para la propagaci6n in vitro 
de R. digbyana. Escuela Agricola Panamericana, 1991-
1992. 

Macroelementos 

NH4N0 3 
KN03 
Ca(N03 ) 2 4H20 
(NH4 ) 2 so4 
CaC1 2 2H20 
MgS04 7H20 
KH2P04 
FeNa-EDTA 

Microelementos 

KI 
H 3 B03 
MnS04 4H20 
ZnS04 7H20 
Na2Mo04 2H20 
CuS04 5H20 
CoCl 2 6H20 

Inositol 
Acido nicotinico 
Piridoxina 
Pantotenato 
Tiamina 
Biotina 
Caseina hidrolizada 
Sulfate de adenina 
Cisteina 
Agua de coco 
Sacarosa 
Agar 

pH 

MS (mg/ 1) 

1650 
1900 

440 
370 
170 

37,5 

0,83 
6,2 

22,3 
8,6 
0,25 
0,025 
0,025 

100 
0,01 
0,01 
0,01 
0,1 
0,0001 
1 
5 

10 

30000 
7500 

5,8 

E. Hormonas 

Knudson c (mg/1) 

1000 
500 

250 
250 

37,5 

0,63 
6,2 

22,3 
8,6 
0,25 
0,025 
0,025 

10% 
20000 

7500 

5,5 

llfLfOT«CA WILSON p 
OPI\NOlf 

~IJELA AGRICOLA PANAMER 
APARTADO 113 ICANA 

lE IJOI!iALPA HONDURAS 

Se usaron tres auxinas y una citoquinina. Las auxinas 

fueron los acidos naftalenoacetico (ANA), indolbutirico (AIB) 
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y el 2,4 - diclorofenoxiacetico {2,4 -D). La citoquinina fue 

la bencilaminopurina {BAP) . 

Los medios de cultivo para cada experimento se prepararon 

usando las diferentes combinaciones de auxinas y citoquinina, 

que se muestran en el Cuadro 2. 

cuadro 2. Dosis y combinaciones de hormonas usadas en los 
d iferentes experime ntos para la propagaci6n in 
vitr o de R . digbyana. Es cuela Agrico l a Panameri 
c ana , 1991-1992 . 

Citoquininas Auxinas 
(mgj 1) (mg/ 1) 

0 1 2 

0 0:0 0:1 0 : 2 

0,5 0,5:0 0,5:1 0,5:2 

1 1:0 1:1 1:2 

F. Preparaci6n de medios de cultivo 

Para la preparaci6n del medio de cultivo de MS se usaron 

soluciones madres de los macronutrimentos (concentrada 10 

veces) , micronutrimentos (concentrada 1000 veces) , y de FeNa-

EDTA (concentrada 200 veces). Para el medio de Knudson C se 

pesaron los macroelementos cada vez que se prepare; solo se 

utilize la solucion madre de FeNa-EDTA en la misma concen-

traci6n. Para los micronutrimentos se us6 la soluci6n madre 

del medio de MS. Los medios de cultivo se solidificaron con 

agar al 0.75%. 
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Para cada experimento se prepar6 un litre de medic 

semis6lido , del que se tomaron nueve partes de 100 ml . A cada 

una de ellas se le afiadi6 la dosis correspondiente de auxinas 

y citoquininas. El medic se transfiri6, con la ayuda de una 

jeringa automat i ca, a tubes de cultivo de 18 x 15 0 mm, los que 

s e t a p a ron con t apas de plastico . Los tubes se ma rcaron 

prev iamente con el numero del tratamiento . 

Se obtuvo 10 tubes de cada tratamiento , considerandose 

cada tube como una repetici6n . 

G. Esterilizaci6n 

Los tubes con medic se esterilizaron en una autoclave 

automatica, a 1.06 kg de presion por cm2 (15 lbsjpulg2 ), a 

120°C (251°F) durante 20 minutes. 

H. Cristaleria e instrumentos 

La cristaleria se lav6 con detergente AlconoxR, se 

enjuag6 con abundante agua y al menos tres veces con agua 

bidestilada. Se sec6 en un horne a temperatura constante de 

120°C durante cuatro horas . Las pipetas, frascos volumetricos 

y probetas, se secaron al aire. 

Se usaron pinzas, bisturies y agujas hipodermicas , que se 

esterilizaron flameandolos en la llama de un mechero antes de 

cada operaci6n . Durante el tiempo en que no se usaban , 
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permanecieron sumergidos en alcohol. Los instrumentos se 

enfriaron con agua bidestilada esteril antes de cada opera­

cion, para no dafiar los tejidos. 

I. Obtenci6n de explantes 

Una vez que el tejido estuvo esterilizado y enjuagado se 

diseco en la camara de flujo laminar, usando pinzas, bisturies 

y agujas hipodermicas. 

La diseccion se hizo sabre discos de papel filtro en 

plates de Petri esterilizados previamente en un autoclave. 

Durante el proceso de diseccion se agrego un poco de agua 

bidestilada esteril al plato para reducir la oxidacion de los 

explantes. A las yemas apicales se les quito seis o siete 

bracteas, hasta tener un explante de aproximadamente 3 rnrn de 

largo. Cada explante se coloco en un tube de cultivo y la tapa 

se sello con ParafilmR . 

Como fuente de explantes de las bases y apices de hojas 

se tomo las hojas jovenes de plantas maduras, en el estado 

previa a la extension de la lamina. Se corto la parte basal de 

la hoja en forma paralela a la linea de union con el pseudo­

bulbo y, posteriormente, esta porcion se dividio en cinco o 

seis partes de 2 mm de ancho. Los cortes se hicieron en forma 

paralela a las nervaduras. Los apices de hojas se cortaron de 

una longitud cercana a los 5 rnrn y luego fueron seccionados 

longitudinalmente en cinco o seis partes, siendo cada una de 
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ellas un explante; una vez obtenidos los explantes , se 

colocaron en tubes de cultivo con medic y se sellaron con 

Paraf i lrnR. 

Para los ensayos con apices de raices se seleccionaron 

plantas procedentes del campo, se tornaron las puntas de las 

raices, en plena actividad rneristernatica. Tales puntas tenian 

una longitud de unos 2 ern. Los explantes (apices), con los 

rneristernas que se cortaron de las puntas de las raices, tenian 

una longitud de aproxirnadarnente 1 a 2 rnrn, se colocaron en 

tubes con rnedio de cultivo y se sellaron con ParafilrnR . 

Para los experirnentos con ernbriones se usaron sernillas 

provenientes de la capsula que se obtuvo mediante polinizaci6n 

manual. La capsula fue cortada en cuatro secciones longitudi­

nales con la ayuda de pinzas y bisturies. Se extrajeron 

nurnerosas sernillas de cada secci6n y se sernbraron en frascos 

de Mason, con 100 rnl de rnedio . 

J. Condiciones ambientales 

Todos los cultivos se rnantuvieron en una carnara de creci­

rniento a 25 ± 1°C. Durante los prirneros dos rneses se rnantuvie-

ron en la oscuridad para reducir la oxidaci6n . Posterior-

mente, se expusieron a un fotoperiodo de 16 horas de luz, con 

una intensidad lurninica de 3000 lux. 
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K. Metodoloqia 

Esta investigaci6n se realiz6 por media de una serie de 

exper imentos, en los cuales se us6 dos medics de cul ti vo 

(Cua dro 1), cada uno con las diferentes combinaciones de 

auxina s y citoquinina s (Cuadro 2). Se probaron tres auxinas 

(ANA, 2 , 4-D y AIB ) y una cit oquinina (BAP ). Los e xpe rimentos 

se organ i zaron siguiendo un diseno facto r ial , en el que uno de 

los factores fue una aux ina y el otro la ci toquinina . Se 

emple6 tres dosis de aux inas y tres de la citoquinina ; de esta 

manera, se obtuvo nueve combinaciones o tratamientos , los 

cuales permitieron estudiar el efecto de las auxinas solas, 

las citoquininas solas y las combinaciones posibles de ambas 

(Cuadro 2) . La investigaci6n se orient6 hacia las combinacio­

nes de hormonas , debido a que en estudios , anteriores , con 

especies filogeneticamente cercanas se lograron resultados 

favorables . 



IV. RESULTADOS 

A. Apices de raices 

El efecto del ANA y BAP en el cultivo a la luz de apices 

de raices de Rh-i-fWllGJaelia digbyana, en media MS modificado se 

estudi6 por media de un ensayo. 

En este experimento no hubo problemas de oxidaci6n ni de 

contaminaci6n. Despues de unas semanas de cultivo, todos los 

explantes habian tornado una coloracion blanquecina; luego 

algunos de ellos, se volvieron de un color cafe claro. Los 

explantes se observaron cada dos semanas; no hubo ninguna 

reacci6n o crecimiento, ni cambios en la coloracion. 

B. Bases y apices de hojas 

Se manto un ensayo para estudiar el efecto del ANA y del 

BAP en el cultivo de bases y apices de hojas de R. digbyana en 

media MS modificado, por dos meses en la oscuridad y, poste­

riormente, a la luz. 

Despues de dos semanas de cultivo, la mayoria (80%) de 

los explantes habian muerto. Debido a una oxidaci6n fuerte, 

los explantes se tornaron de un color cafe oscuro, el que 

comenz6 por los bordes o cortes, casi al momenta de disecar-



40 

los; a pesar de_ que se colocaron en plates de Petri , con una 

solucion de agua bidestilada esteril y acido citrico . Mas 

tarde , la coloracion cafe se extendio hacia el centro del 

explante . Los explantes sobrevivientes se transfirieron a 

medic fr e s c o, pe ro una s emana despue s mue rie r on. 

c. Yemas ap icales 

1. Efecto del ANA y BAP, en los medios de MS y KC, sobre el 

cultivo de yemas apicales. 

Se estudio, por medic de varies experimentos, el efecto 

del ANA y BAP en los medics de MS y KC, sobre el cultivo de 

yemas apicales de R. digbyana. 

Los principales problemas en el primer experimento, 

fueron la contaminacion ocasionada en su totalidad por 

bacterias sistemicas y la alta tasa de mortalidad. La 

oxidacion fue !eve y la supervivencia fue de baja a media, sin 

que se observara ninguna influencia de los tramientos en la 

misma. Los explantes sobrevivientes fueron transferidos, cada 

cuatro semanas, a medic fresco con las mismas combinaciones de 

hormonas que aquellos en los cuales se cultivaron original­

mente. Despues de cuatro semanas de cultivo en la oscuridad, 

solo un explante habia formado callo en el medic de KC. Once 

semanas despues de la siembra un explante del tratamiento que 

contenia 1 mgfl de las dos hormonas en el medic de MS (Cuadro 

3) , formo un callo de color verde clara, de a par iencia 



41 

friable , de aproximadamente 3 mm de diametro . Veinte semanas 

' despues de la siembra tenia un tamafio de unos 12 mm de 

diametro, presentaba una coloracion verde brillante , de 

apariencia friable y con numerosas protuberancias redondeadas, 

de color un poco mas clara en la superficie. Estas protube-

rancias tenian la apa riencia de protocormos muy p e queftos (Fig. 

2) • 

El calla fue div idido e n 12 part es y cada u n a de el l as se 

subcultivo cada dos semanas , en el mismo media , con la misma 

combinacion de hormonas . Ocho semanas despues del primer 

subcultivo , seis porciones habian formado callas , tres de los 

cuales presentaban protocormos perfectamente distinguibles, 

callas y brotes sin raices . Dos presentaban solo protocormos 

y unicamente uno tenia calla sin diferenciar . Todos fueron 

divididos en tantas porciones como lo permitia su tamafto . Los 

explantes median entre 2 y 3 mm y fueron subcultivados en un 

media de cultivo igual al inicial. Catorce semanas despues, la 

mayoria de los callas seguian vivos y otros habian aumentado 

varias veces su tamafto. Aunque algunos no presentaban creci -

miento, median aproximadamente 2 o 3 mm de diametro y tenian 

una coloracion blanquecina o verde amarillenta, con secciones 

de color cafe (Fig. 3) . Otros presentaban un color verde 

clara y habian crecido hasta alcanzar aproximadamente 4 mm de 

diametro . Algunos de ellos presentaban cuerpos semejantes a 

protocormos , . con distintos grades de diferenciacion (Fig . 4) . 

Otros eran de color cafe con una porcion verde que todavia 
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perrnanecia unida al calla (Fig . 5) . Los callas rnuertos tenian 

un color cafe oscuro o negro . No rnostraban contarninaci6n de 

hongos o bacterias . 
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Fig . 2 . Callo con cuerpos protoc6rmicos 
de R. digbyana originado de una yema 
apical cultivada en el medio de MS modi­
ficado , despues de 11 semanas de cultivo. 
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Fig. 3. Calle proveniente de un subculti­
vo de yema apical de R. digbyana origi­
nado de una yema apical cultivada en el 
medic de MS modificado, 20 semanas des­
pues de la siembra. 
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Fig. 4 . Calle de R . digbyana con proto­
corrnos en diferentes grades de diferen­
ciaci6n , 20 semanas despues de la siern­
bra . 
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Fig. 5. Subcultivo de un callo originado 
de una yema apical de R. digbyana culti­
vado en el medio de MS modificado, 20 
semanas despues de la siembra. 
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once semanas despues de la siembra hubo callogenesis en 

algunos de los tratamientos, principalmente en el media de KC 

(Cuadra 3). En ausencia de ANA y BAP (testigo), hubo un 50% de 

callas. Los porcentajes de callogenesis fue ron variables. En 

ausen c i a d e BAP hubo un 50% de c allas, par a l a s dos i s de 0 y 

1,0 mg/ 1 d e ANA. Sin embargo, no hubo fo r maci6n cua n do la 

dosis se aument 6 a 2 , 0 mgjl . En las diferentes combinaciones 

de hormonas , el mejor tratamiento fue el de 1 mgjl de ambas 

sustancias, con un 50% de callogenesis. Los cal los eran 

pequefios, de 2 a 5 mm de diametro, de color amarillo palido o 

cafe clara y, al principia, de apariencia mucilaginosa (Fig. 

6) • Luego , algunos . de ellos se volvieron de color verde 

clara y de apariencia friable. Los brotes eran de color verde 

brillante y pequefios de entre 3 y 5 mm (Fig. 7). Los callas y 

brotes fueron transferidos a media fresco . 

Cuadra 3. Efecto del ANA y BAP, con l os medias de MS y 
Knudson c, sabre la callogenesis en explantes de 
yemas apicales de R. digbyana , once semanas despues 
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El 
Zamorano. 1992-1993. 

ANA 
(mgj l) 

0,0 1,0 2,0 
BAP 

(mg/1) MS KC MS KC MS KC 

o,o 0 50 0 50 0 0 

0,5 0 0 0 0 0 25 

1,0 0 0 25 50 0 0 
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Fig. 6. Callo de R. digbyana originado 
de una yema apical cultivada en el medio 
de KC, 11 semanas despues de la siembra. 
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Fig. 7. Brote de R. digbyana proveniente 
de una yerna apical cultivada en el rnedio 
de KC , 11 sernanas despues de la siernbra . 
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En el cuadro 4 se presentan los porcentajes de formaci6n 

de callos a las 20 semanas de cultivo para el medio de KC . La 

mayoria de los callos eran pequefios (2 a 5 mm de diametro) , de 

color verde a verde amarillento (Fig. 8), aunque habia algunos 

color c afe cla ro. Uno de los callos, del tratamiento sin BAP 

y con 1,0 mg/1 de ANA, creci6 h a sta alcanzar aproximadame nte 

13 mm d e diametro; era de color v e r de oscuro y con u na 

superficie cubierta d e pequefios cuerpos similares a los 

protocormos (cuerpo protoc6rmicos) . 

Cuadro 4 . Efecto del ANA y BAP , con los medics de MS y 
Knudson c , sobre la callogenesis en explantes de 
yemas apicales de R . digbyana, viente semanas 
despues de la siembra. Escuela Agrico la Panamerica 
na, El Zamorano . . 1992-1993. 

ANA 
(mg I l) 

o, o 1,0 2 , 0 
BAP 

(mgj l) MS KC MS KC MS KC 

0,0 0 50 0 50 0 0 

0 , 5 0 0 0 0 0 50 

1,0 0 0 100 100 0 5 0 
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Fig. 8. Callo de R. digbyana formado de 
una yema apical cultivada en el medio de 
KC, 20 semanas despues de la siembra. 
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No hubo organoge nesis en el media de MS (Cuadra 5 ). En el 

media de KC, en ausencia de BAP y ANA (testigo), hubo un 50% 

de formacion de brotes. Ademas, sin BAP hubo organogenesis en 

la dos i s de 1,0 mgjl de ANA. Sin ANA hubo forma cion de brotes 

con la d osis de 0 , 5 mg jl de BAP . En las c ombinac iones de a mbas 

hormonas , solo hubo formacion de brotes para la dosis de 0 , 5 

mgjl de BAP con 1 , 0 mgjl de ANA . Los brotes tenian apariencia 

vigorosa, color verde o verde oscuro, hojas lustrosas y median 

entre 5 y 10 mm; algunos de ellos habian desarrollado brotes 

laterales, pero solo uno presentaba raices. 

Cuadra 5. Efecto del ANA y BAP, con los medias de MS y 
Knudson c, sabre la organogenesis en explantes de 
yemas apicales de R. digbyana, veinte semanas 
despues de la siembra. Escuela Agricola Panamerica 
na, El Zamorano. 1992-1993. 

ANA 
(mgjl) 

o,o 1,0 2,0 
BAP 

(mg/1) MS KC MS KC MS KC 

0,0 0 50 0 50 0 0 

0,5 0 100 0 100 0 0 

1,0 0 0 0 0 0 0 
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Fig. 9. Brote de R. digbyana proveniente 
de una yema apical cultivada en el medio 
de KC, 20 semanas despues de la siembra. 
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Tanto los brotes como los callos fueron divididos tantas 

veces como lo permitia su tamafio. 

Los brotes se pueden dividir en dos grandes grupos: los 

que presentan diferencia ci6n en tallos, ho j as y raices y en 

los que solo se obse rva n yemas , es d ecir, no t e n ian las hoj as 

e xte ndidas n i ra ices . Los brot es h a b ian aumentado nota blemente 

su tamafio , alcan zando algunos hasta 15 mm de largo ; tenian dos 

o tres hojas verdes y lustrosas . Los que presentaban raices y 

brotes laterales eran morfol6gicamente similares a los brotes 

centrales, pero menores (1 a 4 mm de largo). 

Varios de los callos del medio KC formaron cuerpos 

esfericos muy pequefios, semejantes a protocormos (Cuadro 4), 

de color verde y median de unos 5 a 6 mm de diametro. En su 

mayoria, eran de forma esferica o redondeada, principalmente 

en la superficie que no estaba en contacto con el medio de 

cultivo (Fig. 10). Otros tenian forma irregular. La superfi­

cie, en todos los casos, tenia apariencia friable. 

Los brotes, en el medio de KC, tenian tamafio variable (2 

a 6 mm de largo), con dos o tres hojas de color verde, 

lustrosas y de apariencia suculenta. Algunos tenian raices de 

apariencia normal originadas de los nudos o de la base . Otros 

presentaban callos con varios protocormos en la base, asi como 

varios brotes laterales que eran de menor tamafio (1 a 3 mm) 

que el brote central, pero de la misma apariencia (Fig. 11). 
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Fig. 10 . Callo de R. digbyana con cuer­
pos protoc6rmicos f ormado de una yema 
apical cultivada en el medio de KC , 20 
semanas despues de la siembra . 
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Fig. 11. Brote con callo y protocormos de 
R. digbyana formado de una yema apical 
cultivada en el medic de KC, 11 semanas 
despues de la siembra . 
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Un callo que estaba contaminado con hongos se esteriliz6 

y se transfiri6 a medio fresco, igual que el inicial. Debido 

a la contaminaci6n no se dividi6. Despues de cinco semanas no 

se habia recontaminado y creci6 hasta alcanzar unos 10 rnrn de 

diametro, al tiempo que comenzaba a diferenciarse en nume rosos 

brotes e n la supe rficie . 

2. Efecto del 2,4-D y del BAP, en los medios de MS y KC 

sobr e el cult ivo de y e mas apicales 

El efecto del 2,4-D y del BAP en los medics de MS y KC sobre 

la callogenesis, a partir de yemas apicales de R. digbyana , se 

midi6 mediante experimentos en los que las hormonas se 

combinaron en cada uno de los medics . 

La supervivencia fue de baja a media en ambos medics. La 

contaminaci6n ocasionada por bacterias sistemicas fue alta . No 

se observ6 ninguna influencia de las hormonas en los porcenta ­

jes de supervivencia . Hubo oxidaci6n leve que se observ6 como 

un ligero oscurecimiento en la parte cortada , es decir, en la 

parte basal de la yema. Luego de 12 semanas de cultivo , se 

observ6 callogenesis en casi todos los tratamientos, en el 

medio de MS, con excepci6n del tratamiento con las dosis mas 

altas de ambas hormonas (Cuadro 6) . Sin el 2,4 - D, los porcen­

tajes de formaci6n de callo fueron bajos y similar es a los 

observados en ausencia de BAP . En los trat amientos con ambas 

hor monas el porcentaje de callogenesis alcanz6 hast a un 50 %. 

El tratamiento con 0 , 5 mgjl de BAP y 2 , 0 mg/1 de 2 , 4 - D, asi 
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como el tratarniento con 1,0 rngjl de BAP y 1 , 0 rn/L de 2 , 4-D , 
. 

formaron 50% de callo . En el testigo absoluto y en los 

tratarnientos sin BAP no hubo formaci6n de callo . En ausencia 

de 2,4-D, un tratarniento forrn6 callos. En las combinaciones de 

arnbas hormonas hubo forrnaci6n de callo en todos los tratamien-

t os excepto en el que contenia las dosis mas alta de ambas 

hormonas . 

Cuadra 6. Efecto del 2,4-D y BAP, con los rnedios de MS y 
Knudson c, sobre la callogenesis en explantes de 
yemas apicales de R. digbyana, doce semanas despues 
de la siernbra. Escuela Agricola Panamericana , El 
Zamorano. 1992-1993. 

2,4-D 
(mgj 1) 

0,0 1,0 2,0 
BAP 

(rng I 1) MS KC MS KC MS KC 

0 ,0 33 0 33 25 40 0 

0,5 33 25 17 75 50 0 

1,0 25 0 50 0 0 0 

En esta etapa, en el medio de KC, algunos de los trata-

mientos presentaban callas (Cuadro 6) . Estos eran pequefios, 

entre 2 a 3 rnrn de diarnetro, verde amarillentos y de apariencia 

rnucilaginosa. Algunos se vol vieron de color cafe oscuro y 

rnurieron a las dos semanas de haberse formado (Fig. 12). En 

ausencia de BAP, se produjo callo solo en la dosis media (1 

rngjl de 2,4-D). En ausencia de 2 , 4-D , se form6 callo con la 
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dosis intermedia de BAP (0 , 5 mg/1). En las combinaciones de 
f 

ambas hormonas hubo callogenesis con las dosis intermedias de 

BAP y de 2 , 4-D . 

Los callos que se formaron en esta etapa y los explantes 

que no formaron callo y permanecian vivos fueron transferidos 

a medio fresco. 

Despues de 27 semanas en cultivo, en el medio de MS, 

algunos callos tenian una coloracion cafe o grisacea y habian 

muerto. Otros formaron brotes o continuaron creciendo. Los 

porcentajes de formaci6n de callos se presentan en el Cuadro 

7. En el medio de KC algunos callos tomaron una coloracion 

cafe oscura o grisacea y murieron; los explantes que no habian 

formado callo lo produjeron (Cuadros 6 y 7). 



60 

Fig. 12. Calla de R. digbyana farmada de 
una yema apical cultivada en el media de 
KC, 11 semanas despues de la siembra. 



61 

Cua dra 7. Efecto del 2,4-D y BAP, con los medias de MS y 
Knudson C, sabre la callogenesis en explantes 9e 
yemas apicales de R. digbyana, 27 semanas despues 
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El 
Zamorano. 1992-1993. 

2,4-D 
(mg/ 1) 

0,0 1 , 0 2, 0 
BAP 

(mgjl) MS KC MS KC MS KC 

0,0 0 0 100 0 0 0 

0 ,5 100 0 0 0 0 83 

1,0 0 0 0 0 100 0 

En algunos tratamientos, en los dos medias de cultivo, 

hubo organogenesis (Cuadra 8). En ausencia de BAP, en el 

media de KC, no se desarrollaron brotes. En los tratamientos 

con BAP, la organogenesis se produjo con las dosis de 0,5 y 

1,0 mgjl. En las combinaciones de hormonas algunos tratamien-

tos formaron brotes, observandose que la cantidad aument6 a 

medida que se incrementaba una de las sustancias o ambas. Los 

brotes, con una o dos hojas de 5 a 10 mm de largo, de color 

verde oscuro, lustrosas, eran en general vigorosos. En esta 

etapa, aun no habian desarrollado raices. Algunos formaron 

crecimientos laterales mas pequefios que el tallo central, pero 

de la misma apariencia. Uno de los callas form6 un crecimien-

to similar a un estol6n, con un pequefio brote en el extrema 

distal. 

En el media de MS, en ausencia de BAP, no hubo formaci6n 
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de brotes. Sin 2,4-D hubo formaci6n de brotes con la dosis de 
• 

1,0 mgjl de BAP. En ausencia de BAP y 2,4-D (testigo absolu-

to) la aparici6n de brotes fue nula . En los tratamientos con 

1.0 mgjl de 2,4-D y 0 . 5 y 1.0 mgjl de BAP hubo 100% de 

formaci6n de brotes. 

Los callos y los brotes se dividieron en varies explantes 

y se subcultivaron en medio fresco de la misma composici6n . 

La apariencia de estos brotes era similar a la de los brotes 

formados en el medio de KC. 

Cuadro 8. 

BAP 
(mgjl) 

0,0 

0,5 

1,0 

Efecto del 2,4-D y BAP, con los medics de MS y 
Knudson c, sobre la organogenesis en explantes de 
yemas apicales de R . digbyana, 27 semanas despues 
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El 
Zamorano . 1992-1993. 

2,4-D 
(mg I l) 

0,0 1,0 2,0 

MS KC MS KC MS KC 

0 0 0 0 0 0 

0 100 100 0 0 0 

100 100 100 50 0 100 

Los callos y brotes fueron transferidos a medic fresco. 

Se observe una alta contaminaci6n provocada por hongos. Entre 

los explantes que no se contaminaron, del medio de MS, hubo un 

callo que creci6 y alcanz6 un . tamafio de aproximadamente 11 rom 

de diametro, de color verde amarillento , de forma redondeada 



63 

y superficie de aspecto rugosa . Se observ6 la formaci6n de 

• 
pequefios cuerpos protoc6rrnicos e n la superficie y algun os de 

ellos comenzando a desarrollar rizoides. Al partir el calla 

para subcul ti varlo , se apreci6 que la formaci6n de estes 

cuerpos s e limitaba a la supe rficie. Este ca l la se dividi6 en 

11 explantes de tamafio aproxima damente igual . Algunos se 

f r agmentaron e n d os o t r es part es a l momenta de tra ns fe r i r se 

al media f r esco . Determinadas secc iones se volvieron amari -

llentas y en los cortes se tornaron de color cafe clara, 

continuaron creciendo y forrnando cuerpos protoc6rmicos . Al 

momenta del transplante median aproximadarnente de 1 a 2 mm de 

diametro. Despues de cuatro semanas de subcultivo (31 despues 

de la s iembra) , median entre 4 y 5 mm de diametro . Los 

protocormos no se habian diferenciado. 

Los callas , brotes y los explantes del media de KC que 

aun estaban vivos fueron transferidos a media fresco , de igual 

composici6n al original. Despues de seis semanas de subcultivo 

algunos callas murieron y los explantes produjeron calla 

(Cuadra 7). La mayoria de los callas presentaba una coloracion 

verde amarillenta, forma irregular , superficie de apariencia 

friable y con numerosos cuerpos protoc6rmicos en la superfi-

cie. Estes callas tenian un tamafio promedio estimado de 4 mm 

de diametro. Otros callas tenian una secci6n verde que 

permanecia unida a otra de color cafe oscuro , aparentemente 

muerta . Un calla del tratarniento con 0,5 mg/1 de BAP y 2 , 0 

mg/ 1 de 2 , 4-D tenia forma irregular, con una parte verde 
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oscuro unida a otra de color cafe clara, con superficie de 

aspecto mucilaginoso y con fuerte oxidaci6n. 

3. Efecto del AIB y del BAP, en los medios de MS y KC sobre 

el cultivo de yemas apicales 

Se realizaron experimentos para detectar el efecto del 

AIB y BAP en los medias de MS y KC, sabre la callogenesis, a 

partir de yemas apicales de R . digbyana . 

La contaminaci6n, en estos experimentos, fue baja y la 

oxidaci6n que se observ6 , en todos los explantes , fue leve. 

Esta consisti6, principalmente, en un oscurecimiento de las 

partes cortadas en los explantes. La supervivencia fue de 

media a alta. 

En todos los tratamientos se observ6 callogenesis despues de 

ocho semanas en cul ti vo (Cuadra 9) . Los callas eran al 

principia pequefios, de aproximadamente 2 mm de diametro, de 

' .,.. I • coloraclon varlable, desde el verde amarillento hasta el verde 

oscuro y algunos de color grisaceo . La mayoria , de aparien-

cia mucilaginosa. Todos los tratamientos, en ambos medias, 

formaron calla, llegando, en el mejor de los casas, a un 80% . 

El testigo absolute form6 29% de callas en el media de MS y 

30% en el de KC . En ausencia de BAP se not6 una tendencia 

hacia el aumento en el porcentaje de callas, con cada incre-

menta en la dosis de AIB. Con 0,5 mgfl de BAP, en el media de 

MS, el porcentaje de callogenesis fue bajo: entre 14 y 56% . 

En cambia, en el media de KC fue mas alto : entre 29 y 83%, se 
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observ6, en este caso, que la callogenesis disminuia a medida 

que se aumentaba la dosis de AlB. Con 1 , 0 mg/1 de BAP, en el 

medio de MS, hubo una respuesta variable, entre 29 y 80%, 

siendo el mejor el de 1 mgjl de ambas hormonas. Con el medio 

de KC el mejor tratamiento fue el 2,0 mg/1 de AlB. En 

ausencia de AlB hubo callogenesis en todos los tratamientos, 

observandose los porcentajes mas altos con 1,0 mgjl de BAP 

para el medio de MS, y con 0,5 mgjl de BAP , para el de KC. En 

las combinaciones de ambas hormonas hubo formaci6n de callo en 

todos los tratamientos, siendo los mejores 1,0 mgjl de ambas 

hormonas, para el medio de MS, y el 0,5 mgjl de BAP y 1,0 mg/1 

de AlB, para el medio de KC. 

Cuadro 9. Efecto del AlB y BAP, con los medics de MS y 
Knudson c, sobre la callogenesis en explantes de 
yemas apicales de R. digbyana, ocho semanas despues 
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El 
Zamorano. 1992-1993. 

2,4-D 
(mg I 1) 

0,0 1,0 2,0 
BAP 

(mgjl) MS KC MS KC MS KC 

0,0 29 30 75 33 80 50 

0,5 14 83 56 60 25 29 

1,0 60 43 80 20 29 50 

Los callos y los expla_ntes vivos del medio de MS se 

transfirieron a medio fresco y despues de ocho semanas de 
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subcultivo algunos habian muerto y otros formaron brotes. En 

el medio de MS, solo habia callos en los tratamientos con 0,5 

mg/1 de AlB (Cuadro 10). En el medio de KC, en ausencia de 

ambas hormonas, hubo un 25% de callogenesis. Sin BAP se 

obtuvo callogenesis en todos los tratamientos. Sin AlB se 

observ6 formaci6n de callo en el tratamiento con 0,5 mg/1 de 

BAP. En las combinaciones de ambas hormonas solo se observ6 

formaci6n de callo en el tratamiento con la dosis de 1,0 mg/1 

de ambas y con 0,5 de BAP y 2,0 de AlB. Los callos formados 

en el medio de KC eran de color verde oscuro, con la superfi-

cie de aspecto mucilaginoso, de 2 mm de diametro. 

Cuadro 10. Efecto del AlB y BAP, con los medios de MS y 
Knudson c, sobre la callogenesis en explantes de 
yemas apicales de R. digbyana, 16 semanas despues 
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El 
Zamorano . 1992-1993 . 

AlB 
(mg I 1) 

0,0 1,0 2,0 
BAP 

(mg/ 1) MS KC MS KC MS KC 

0,0 0 25 0 66 0 66 

0,5 0 50 25 0 0 75 

1,0 0 0 0 100 0 0 

Dieciseis semanas despues del cultivo se observ6 organo-

genesis en ambos medics (Cua~ro 11). En el medio de MS, en 

ausencia de BAP, no hubo formaci6n de brotes. Sin AlB se 
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obtuvo formaci6n de brotes con 0,5 y 1,0 mg/1 de BAP. Hubo 

organogenesis en los tratamientos con 0,5 mgjl de BAP y 1,0 

mgfl de AIB y 2,0 mg/1 de AIB con 1,0 mg/1 de BAP. En el 

medio de KC, hubo organogene~is en ausencia de BAP o de AIB, 

o de ambas. En las combinaciones de la dos hormonas hubo 

formaci6n de brote s en los tratamientos con 2,0 mg/1 de AI B y 

0 , 5 mg j l d e BAP y con 1 , 0 d e BAP con 2, 0 mgj l de AIB . 

Cuadra 11 . Efecto del AIB y BAP, con los medias de MS y 
Knudson c , sobre la organogenesis en explantes de 
yemas apicales de R. digbyana, 16 semanas despues 
de la siembra . Escuela Agricola Panamericana , El 
Zamorano , 1992 - 1993 . 

AIB 
(mg/1) 

o, o 1,0 2 , 0 
BAP 

(mgj l) MS KC MS KC MS KC 

0,0 0 50 0 33 0 33 

0,5 50 50 25 0 0 25 

1,0 33 100 0 0 100 100 

Los brotes, en ambos medias , eran de color verde, de 3 a 

4 mm de largo y de apariencia similar a los observados en los 

otros experimentos . Algunos presentaban brotes laterales . En 

esta etapa aun no habian formado raices (Fig . 13) . Estos 

callas y brotes se transfirieron a medio fresco . Los brotes 

se subcul ti varon en un medio igual al inicial , cada seis 

semanas . 
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Los callas que formaron protocormos en todos los experi ­

mentos con yemas apicales, desarrollaron plantulas completas 

de apariencia vigorosa, al dejarlos de subcultivar par mas de 

cuatro semanas (Figs. 14 y 15) . 
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Fig . 13 . Plantulas de R. digbyana origi­
nadas de un callo sin subcultivar por mas 
de cuatro semanas . 
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Fig. 14. Plantulas de R. digbyana origi­
nadas de un callo sin subcultivar por mas 
de cuatro sernanas. 
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Fig. 15 . Plantulas de R. digbyana origi­
nadas de un callo sin subcultivar por mas 
de cuatro semanas . 
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D. Experimentos con embriones 

Hubo una alta tasa de contaminaci6n ocasionada por 

bacterias sistemicas presentes en las capsulas. Solamente 

sobre vivieron las semillas de uno de los 12 frascos que se 

cultivaron. Estos se subcultivaron en frascos de 125 ml con 

15 ml de medic de KC. Cuatro semanas despues de la siembra 

los embriones se tornaron de color verde y comenz6 la forma­

cion de protocormos. Seis semanas despues de la siembra se 

podian reconocer los protocormos a simple vista y cuatro 

semanas mas tarde algunos presentaban una hoja de aproxi­

madamente 5 mm de largo. Seis meses despues de la siembra, 

habia plantulas de casi 3 em de alto, algunas de ellas con 

raices. Un ano despues, las plantulas tenian alrededor de 5 

em de alto con 2 6 3 hojas y raices completamente desarrolla­

das. En esta fase estaban listas para someterlas a un proceso 

de adaptaci6n en el invernadero. 



V. DISCUSION 

En los primeros experimentos hubo altas tasas de mortali ­

dad y oxidaci6n, a pesar de que los e xplantes fue ron disecados 

en plat es de Petr i , con u na so l uci6n d e agua bidest ilada 

esteril y con acido citrico al 1%, como agente antioxidante . 

Es probable que la oxidaci6n se haya debido a la manipulaci6n 

excesiva de los explantes, la que podria haber destruido 

tejidos meristematicos. 

A. Experimentos con apices de raices 

El uso de apices de raices ha sido sugerido para evitar 

la destrucci6n completa de plantas, en especial de aquellas 

especies que se encuentran en peligro de extinci6n. Son pocas 

las especies en las cuales se ha obtenido regeneraci6n de 

plantas . En el experimento con apices de raices, no se obtuvo 

callogenesis ( Secci6n IV, pag. 38) . Esto coincide con los 

resultados de Churchill et al. ( 1972) , quienes encontraron que 

los apices de raices de Epidendrum obrienianum morian al ser 

cultivados en los medias de MS , Heller y Knudson C, aunque si 

crecieron al cultivarlas en otros medias. Despues de dos afios 

no habian formado cal los ni plantas. Estos resultados son 

distintos de los de Stewart y Button (1978) , quienes lograron 
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calla y posteriormente plantulas , al cultivar apices de raices 

de la misma especie en medias con concentraciones de sales 

bajas y diferentes dosis de BAP (0 , 5 ; 1 , 0 y 2,0 mgfl) . Ellos 

obtuvieron la mayor formaci6n de calla con la dosis de 0,5 

mgjl. En el experimento estaban incluidas dos de las dosis 

con las que obtuvieron callogenesis (0,5 y 1,0 mgjl ), pero n o 

observaron cal los en ninguna. El media de cul ti vo de KC, 

usado en el presente estudio, es quimicamente distinto a los 

utilizados por Steawrt y Button. Estes investigadores 

emplearon el media de Ojima y Fujiwara (1959), al doble de la 

concentraci6n 6riginal y lograron resultados favorables . 

Ellos indicaron, por lo tanto , la ventaja de usar medias con 

una mayor concentraci6n de sales. El media de KC se considera 

rico en sales minerales, pero aun asi no hubo formaci6n de 

calla; por ella se descart6, entonces, la posibilidad de que 

los resultados de este trabajo hayan estado influidos por las 

concentraciones de sales en el media. 

Todos los autores que informan acerca del uso de apices 

de raices, trabajaron con explantes provenientes de plantulas 

cultivadas in vitro, lo cual no requeria esterilizaci6n; en 

cambia, en los experimentos se llevaron a cabo se emplearon 

explantes de plantas maduras provenientes del campo, raz6n por 

la cual no esta clara si los explantes murieron debido al 

tratamiento aplicado para esterilizarlos. No se observ6 

formaci6n de compuestos fen6licos (oxidaci6n), ni contamina­

ciones causadas por hongos o bacterias que pudieran afectar la 
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superviv encia . 

B. Experimentos con apices y bases de hojas 

En los experimentos con apices y bases de hojas (Secci6n 

IV . B p a g. 38 ) , no s e observ6 ningun tipo d e crecimiento . 

Churc hi ll et al. (1972 ), obt uvie ron protocormos y, posterior ­

mente , plant ulas al c u l t ivar in v itro apices de ho jas j6v e nes 

de plantas maduras de Laeliocattleya ; t ambien lograron 

producir callo e n apices de hojas de plantulas de Epidendrum 

obrienianum. En el experimento desarrollado con este fin , los 

explantes se extrajeron de hojas j6venes de plantas maduras, 

a l igual que e n el caso de la Laeliocattleya cultivada por 

Churchill et al . (1972) . A pesar de ella, los explantes se 

oxidaron muy rapidamente y la o x idaci6n persisti6 aunque 

aquellos se transfirieron a medic fresco . Mas tarde, la 

oxidaci6n se extendi6 al centro de los explantes y estos 

murieron . Yam y Weatherhead ( 1991) , hicieron posibla la 

aparici6n de cuerpos protoc6rmicos y brotes , cuando cultivaron 

apices de hojas de plantulas de Acampe rigida . En presencia de 

ANA y BAP, la organogenesis fue siempre precedida de calloge­

nesis; cuando usaron unicamente ANA solo hubo callogenesis . La 

mas tasa alta de organogenesis la obtuvieron en el medic de 

MS , con 1 mgfl de BAP y 0 , 2 mgfl de ANA . Se debe recalcar que 

si bien en los e xperimentos que se disefiaron con este fin , se 

emple6 el mismo medic y las mismas h ormonas , de heche , no se 
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alcanz6 organogenesis ni callogenesis . Esto podria atribuirse 
• 

al estado de desarrollo de la planta y tambien a cualidades 

fenotipicas de la especie, ya que la respuesta al cultivo de 

tejidos puede depender de caracteristicas fenol6gicas o 

genotipicas. Otra raz6n podria ser la fuerte oxidaci6n 

observada. Se sabe que la oxidaci6n es la liberaci6n de 

compuestos fen6licos los cuales , al acumularse en el medic, 

son t6xicos para los explantes y eventualmente los matan. 

c. Experimentos con yemas apicales 

Al cultivar yemas apicales hubo callogenesis y, peste-

riormente, formaci6n de protocormos y pltmtulas, asi como 

organogenesis en ambos medics y en varies tratamientos. 

1. Callog€mesis 

Aparentemente, la mejor dosis de BAP para la inducci6n de 

callogenesis fue la de 0,5 mg/1 (Cuadros 4, 7 y 10) . Es 

dificil comparar estos resultados con los de otros autores 

porque la mayoria de ellos no informan de los porcentajes de 

callogenesis, sino que proporcionan como resultado final, la 

formaci6n de protocormos o de plantulas. En los experimentos 

ejecutados al respecto, la formaci6n de brotes o protocomos ha 

sido muchas veces precedida de la callogenesis . 

Cuando se utiliz6 ANA y BAP la mayor callogenesis se 

obtuvo con las dosis de 1,0 mg/1 de ambas hormonas (Cuadra 4). 
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Esto sugiere que tanto las auxinas como las citoquininas son 

necesarias para la callogenesis . Los resultados alcanzados 

son distintos de los de Reinert y Mohr ( 1967) , en el sentido 

de que ellos lograron los mejores resultados cuando aplicaron 

dosi s de 1,75 mgfl de dos a ux i nas (ANA y AI A) s in c itoquinina . 

Al c u l tiva r yemas apic a les con 2 ,4-D y BAP h ubo cal loge ­

nesis en varies tratamientos (Cuadro 6 ), sin que se pueda 

observar una influencia de estes en la formaci6n de callo. 

Aunque el mayor porcentaje de callogenesis se obtuvo con 1 

mgfl de 2,4-D, con las diferentes dosis de BAP . 

Al usar AIB y BAP se produjo, despues de ocho semanas, 

callogenesis en todos tratamientos. Muchos de estes callos 

murieron o formaron brotes. En esta etapa no se observaba 

ninguna tendencia en los porcentajes de callogenesis . Despues 

de 16 semanas se detect6 callogenesis en la mayor parte de los 

tratamientos del medic de KC y solamente en uno de los 

tratamientos del medic de MS (Cuadro 10) . La formaci6n de 

callo, en los diferentes tratamientos, no permite deducir 

ninguna tendencia en la callogenesis. Es notable el heche de 

que, despues de 16 semanas de cultivo, muchos callos que se 

habian formado en el medic de MS murieron. Ello podria 

deberse a la falta de reguladores de crecimiento en el medic. 

Estes reguladores podrian hallarse presentes en el medic de 

KC, como consecuencia de la adici6n de agua de coco. 

A pesar de que en la literatura se cita mas comunmente 

el uso de la auxina ANA (Reinert y Mohr , 1967; Flamee, 1978; 
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Kukulczanka, 1988), en el experimento en menci6n se obtuvo los 

mejores resultados con AIB (Cuadros 4, 7 y 10). El AIB fue mas 

eficaz en la inducci6n de callas en las concentraciones de 1,0 

6 2,0 mgfl. 

Los resultados obtenidos con las diferentes combinaciones 

d e auxina s y BAP p a r ecen indica r que el uso d e est a u l tima no 

es esencia l p a r a obt e n e r ca llogenes i s , c u a ndo se c ul ti v a n 

yemas apicales de R . digbyana . 

2. orga no g e nes i s. 

Se consider6 como organogenesis directa la formaci6n de 

brotes a partir de yemas apicales sin pasar por el proceso de 

callogenesis . Despues de algunas semanas en cultivo todos los 

brotes formaron raices. La organogesis directa tiene como 

desventaja que solo se obtiene un brote unico o planta de una 

yema apical. En cambia, cuando hay un proceso de callogenesis 

es posible subcultivarlo indefinidamente y , al final, tras un 

proceso de organogenesis o embriogenesis, obtener una gran 

cantidad de plantas . Hubo organogenesis directa en los dos 

medias y en varies de los tratamientos , con las diferentes 

auxinas . Ahara bien , la mayor formaci6n de brotes se alcanz6 

con el empleo del media de KC y la auxina AIB, con diferentes 

dosis de BAP . Los resultados obtenidos no permiten inferir 

cuales son las mejores dosis de ambas hormonas . 
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3. Medios de cultivo 

• 
Al principia, hubo callogenesis en los dos medias usados 

(Cuadros 3,6 y 9}, pero despues de algun tiempo en cultivo, 

algunos de los callas formados habian muerto, especialmente en 

el medio de MS (Cuadros 4, 7 y 10}. Por lo tanto, se observa-

ron variaciones en los porcentajes de una e tapa a otra. Esto 

se debe a que hubo algunos callas que produjeron brotes, a la 

formaci6n de callas en explantes que no lo habian hecho o a la 

muerte de otros. En general, la callogenesis fue mayor en el 

medio de KC (Cuadros 4, 7 y 10). Esto podria explicarse, en 

parte, ala adici6n de agua de coco (Cuadra 1}, que es un 

componente indeterminado, con cantidades variables de hormo-

nas, vi taminas y otras sustancias de crecimiento . que, en 

combinaci6n con las hormonas ex6genas, podrian tener un efecto 

sinergistico en la callogenesis . 

Aparentemente, la proliferaci6n de callo es mas rapida en 

medias liquidos y en agi taci6n constante, que en medias 

s6lidos y estacionarios (Guy Yam, 1989; Reinert y Mohr, 1967; 

Rao, 1977). Se cree que la agitaci6n rompe la polaridad y 

provoca multiples centres de crecimiento, proporciona mas 

aireaci6n al explante y aumenta su area de exposici6n al 

medio. En este estudio se obtuvieron buenos resultados con 

medias s6lidos. La tasa de crecimiento fue parecida a las 

obtenidas por Reinert y Mohr (1968), cuando cultivaron explan-

tes en medias liquidos y en agitaci6n constante . En los casas 

en que hubo callogenesis seria posible obtener hasta 2500 
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plantas en afio y medio de cul ti vo, partiendo de un solo 

explante . 

El metodo tiene muchas ventajas al propagar clones 

especif icos cuando, por razones tecnicas y econ6micas, se 

desea mantener la uniformidad genetica. Es menos ventajoso 

cuando se trata de obtener gran cantidad de plantas que tengan 

diversidad genetica para conservar la especie y reintroducir­

las en su ambiente natural, aunque en el campo, terminarian 

por recombinarse y restablecer una parte de la variabilidad 

genetica de la especie. 

En el medio de MS los porcentajes de callogenesis y 

embriogenesis (Cuadros 5, 8 y 11) fueron menores que los 

obtenidos en el medio de KC , a pesar de que el medio de MS es 

mas complejo (Cuadro 1). 

Cuando Morel cultiv6 meristemas apicales de Cymbidium, 

obtuvo un solo protocormo de cada meristema; este fue dividido 

en cuatro o seis pedazos, los que volvieron a formar protocor­

mos y se separaron nuevamente. Este proceso podia ser 

repetido indefinidamente y obtener millones de plantas en un 

afio. Los resultados con R. digbyana fueron diferentes cuando 

se cultivaron yemas apicales ya que se produjo callo y no 

protocormos. Estos callos se di vidieron y subcul ti varon 

muchas veces. Al dejarlos sin subcultivar por mas de cuatro 

semanas, se diferenciaron y formaron muchos cuerpos protoc6r­

micos que desarrollaron plantulas normales. En otros casos, 

los callos desarrollaron brotes que posteriormente formaron 
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raices. Sin embargo, en otros hubo organogenesis directa . 
(formaci6n de brotes), sin pasar por el proceso de callogene-

sis. A pesar de las diferencias, en el proceso de obtenci6n 

de plantulas, de estes experimentos con los de Morel (1960), 

es evidente que es un metodo igualmente ef icaz, ya que 

proporciona un gran numero de plantulas en poco tiempo. 

D. Experimentos con embriones 

Cuando se cultivaron embriones de R . digbyana , se observ6 

una alta tasa de contaminaci6n (92%) ocasionada por bacterias 

sistemicas . Esta contaminaci6n fue dificil de controlar 

aunque se trabaj 6 con plantas provenientes del campo o de 

jardines. Afortunadamnete, del 8% restante (un frasco que no 

present6 contaminaci6n), se obtuvo una excelente germinaci6n, 

lo que proporcion6 una gran cantidad de plantas . Este metodo 

es apropiado cuando se quiere propagar plantas . al tamente 

heterocig6ticas , para conservar variabilidad genetica, que fue 

uno de los objetivos del estudio . Este metodo, en principia, 

es mas largo debido a la espera de un afio, desde la poliniza-

cion hasta la obtenci6n de semillas viables . Se observ6 que 

las plantulas provenientes de meristemas son mas vigorosas que 

las de la misma edad originadas de embriones. 



VI. CONCLUSIONES 

1 . - Por me dio del cultivo in vitro de yemas apicales y 

embriones se puede multiplicar, en forma masiva, la 

orquidea R . digby ana . 

2 . - El mejor medio de cultivo tanto para la producci6n de 

protocormos como para el crecimiento de plantulas fue el 

de Knudson C (KC) . 

3.- La mejor combinaci6n de hormonas para la producci6n de 

callos y protocormos , asi como para el desarrollo de 

plantulas, fue el AIB (auxina) y BAP (citoquinina) . 

4 . - De las auxinas probadas, el AIB favorece la callogene­

sis en el cultivo in vitro de yemas apicales de R . 

digbyana . 

5 . - La BAP favorece la organogenesis (formaci6n de brotes) en 

el cultivo de yemas apicales . 



VII. RECOMENDACIONES 

1.- Continuar los experimentos con apices de raices y apices 

y bases de hojas. 

2.- Hacer subcultivos de callos , con mayor frecuencia , para 

obtener mayor numero de plantas. 

3 .- Continuar los cultivos de plantulas en la fase de inverna­

dero. 

4.- Hacer un estudio ecol6gico y de poblaci6n que permita 

conocer el estatus actual de la R. digbyana en Honduras. 

5. - Llevar a cabo una campafia divulgativa que permita dar a 

conocer la importancia ecol6gica y simb6lica de R. 

digbyana en Honduras. 
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