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Propagacién in-vitro de cuatro especies de orquideas nativas de la regiéon Cusco

In-vitro propagation of four species of native orchids of the Cusco region
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RESUMEN

El cultivo in vitro es una herramienta alternativa para la propagacion de especies vegetales en
forma masiva. En el presente trabajo se evalu6 la germinacion asimbiotica de las especies
Epidendrum secundum, Rodriguezia longifolia, Bletia catenulata y Epidendrum spilatum en
medio de cultivo Murashige y Skoog (M.S.) con tres suplementos organicos: agua de coco,
pulpa de pifia y pulpa de platano. Las semillas provienen del Distrito de Pillcopata, Provincia de
Paucartambo, Region Cusco. Se determind el tiempo de germinacion y su respuesta a tres
medios de cultivo con los suplementos organicos, comparando con el medio testigo. Se
establecié de manera artificial la division de la germinacion en cinco etapas diferenciadas:
imbibicion, cambio de coloracion por la transformacion de protoplastidios en cloroplastos,
inicio de la division celular, formacién del protocormo y diferenciacion de los Organos
vegetativos. Este estudio demostré que el medio M.S suplementado con pifia tiene una mejor
respuesta a la germinacion asimbidtica en las orquideas Rodriguezia longifolia, Bletia
catenulata y Epidendrum spilatum, mientras que para Epidendrum secundum el medio M.S.
suplementado con platano tiene la mejor respuesta a la germinacion, de efecto menor es el
medio suplementado con coco. El tiempo de germinacion para Epidendrum secundum fue de 5
semanas, Bletia catenulata 8 semanas, Epidendrum spilatum 11 semanas y Rodriguezia
longifolia 12 semanas. Se obtuvo un efecto positivo sobre la germinacion de las semillas en
medios con suplementos organicos.
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ABSTRAC

In vitro culture is an alternative tool for the mass propagation of plant species. In the present
work, the asymbiotic germination of the Epidendrum secundum, Rodriguezia longifolia, Bletia
catenulata and Epidendrum spilatum species was evaluated in Murashige and Skoog (M.S.)
culture medium with three organic supplements: coconut water, pineapple pulp and banana
pulp. The seeds come from the Pillcopata District, Paucartambo Province, Cusco Region.
Germination time and its response to three culture media with organic supplements were
determined, comparing with the control medium. The germination division was artificially
established in five differentiated stages: imbibition, color change due to the transformation of
protoplastids into chloroplasts, initiation of cell division, formation of the protoform and
differentiation of vegetative organs. This study showed that the medium S.M supplemented with
pineapple has a better response to asymbiotic germination in Rodriguezia longifolia, Bletia
catenulata and Epidendrum spilatum orchids, while for Epidendrum secundum the M.S.
supplemented with banana has the best response to germination, of less effect is the medium
supplemented with coconut. Germination time for Epidendrum secundum was 5 weeks, Bletia
catenulata 8 weeks, Epidendrum spilatum 11 weeks and Rodriguezia longifolia 12 weeks. A

positive effect was obtained on the germination of the seeds in media with organic supplements

KEYWORDS: In vitro culture, orchids, organic supplements.

INTRODUCCION

La germinacién de las semillas de orquideas es un proceso diferente al de otras plantas, debido a
que los embriones son inmaduros y no presentan tejidos nutricionales, por lo que requieren la
asociacién con hongos, que actian como nodrizas que les proporcionan los nutrimentos
necesarios (Ardiiti, Jy Ernest, R. 1993).

Las semillas germinan formando un protocormo, el que puede o no producir inmediatamente
clorofila. El protocormo sobrevive gracias a que el hongo proporciona azlcares y el protocormo
le provee ciertas vitaminas y un habitat donde desarrollar (Arditti, J. 1992)

El medio de cultivo Murashige y Skoog (1962), se ha probado para la germinacion y
crecimiento de muchas especies, obteniéndose resultados Optimos debido a su contenido en
sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos, que brinda un elevado contenido de
nitrégeno y potasio necesario para su nutricion. A través del tiempo se ha mejorado la
germinacion en orquideas, utilizando medios de cultivos béasicos suplementados con

componentes organicos.



En el presente estudio se evalUa la germinacion asimbidtica de las especies de orquideas nativas
de la Region Cusco: Epidendrum secundum, Rodriguezia longifolia, Bletia catenulata y
Epidendrum spilatum en medios de cultivo Murashige y Skoog (MS) con suplementos
organicos con agua de coco, jugo de pifia y platano verde (Figuras 1, 2, 3 y 4). Demostrar que la
adicion de suplementos organicos aumenta el proceso de germinacion de las semillas de las
orquideas y al mismo tiempo reducir los costos.

También se pretende establecer las etapas y tiempo de germinacion en las cuatro especies de

estudio.

Figura 2. Rodriguezia longifolia. (Fuente: Fotografia Manuel Llanos).
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Figura 4. Epidendrum spilatum. (Fotografia Manuel Llanos).

METODOLOGIA

Colecta de las muestras:

Se colectaron capsulas cerradas de una coloracion verde claro maduras sin ningln dafio fisico,
para determinar su madurez, también se colectaron capsulas maduras parcialmente abiertas
Medios de cultivo:

A.- Solucién madre de macronutrientes, micronutrientes y vitaminas:

Se utilizé la formula propuesta por Murashige y Skoog (1962).

Se preparé un stock de las sales MS (macronutrientes, micronutrientes y
vitaminas).

B.- Medios de cultivo. - Para el estudio se utilizaron cuatro medios de cultivo

que son:



- MB: Medio de Cultivo Murashige y Skoog que contiene los nutrientes
minerales, vitaminas y sacarosa.

- MC: Medio de Cultivo Murashige y Skoog suplementado con 500ml/l de agua
de coco.

- MPi: Medio de Cultivo Murashige y Skoog suplementado con 200 gr/l de
pulpa de pifia.

- MP: Medio de Cultivo Murashige y Skoog suplementado con: 100 gr/l de
platano verde.

Estabilizado a un pH de 5.5 que es el ideal para el cultivo in vitro de orquideas.
Gobmez et,al. (2006)

Preparacién/Desinfeccion Del Explante.

a) Protocolo de desinfeccion para capsulas cerradas:

Introducir la capsula por 10 minutos aproximadamente en una solucion de
hipoclorito de sodio al 5%, enjuagar con agua destilada, sumergimos en alcohol

al 70% y flamear (figura 5).

Figura 5. Protocolo de desinfeccion de capsulas cerradas.

b) Protocolo de desinfeccion para capsulas abiertas:

Una cantidad de semillas se colocan en papel tissu y empaquetar, se
colocan en frascos y se afiade una solucion de hipoclorito de sodio al 5 %, Se
enjuaga con agua destilada por 1 minuto (figura 6). Para luego proceder a
sembrar, los frascos de siembra se colocan en un lugar de incubacién a 18

horas de iluminacion por 6 horas de oscuridad. La evaluacion de germinacion



se realiz6 semanalmente, mediante observaciones directas y al microscopio

estereoscopico durante 13 semanas en los 4 medios de cultivos.

Figura 6. Protocolo de desinfeccion de capsulas abiertas.

RESULTADOS

Etapas de germinacion de la semilla.

Durante el tiempo de evaluacion se observaron los cambios que presentan las semillas, las que
se clasificaron artificialmente en cinco etapas para las especies en estudio (tabla 1):

I: Imbibicion, que comprende la absorcion de agua por las semillas, las que comienzan a tener
un leve incremento de volumen.

I1: Semillas verdes, esta segunda etapa se diferencia por el cambio de coloracion que adquieren
las semillas, por la transformacién de los protoplastidios a cloroplastos.

I11: Inicio de divisién celular, se caracteriza por la divisién mitética de las células seminales
dando un mayor incremento en volumen a las semillas,

IV: Protocormo, caracterizado por ser un embrién poco diferenciado con un crecimiento
caracteristico.

V: Desarrollo de 6rganos axiales, aparicion de brote y raices.



Tabla 1.

Evaluacion de las etapas de germinacion in vitro de semillas de las 4 especies de
orquideas en semanas.

v | Epdenaium | Reonguess | bletia catenuiata | S0eIeT
SEMANAS -

MB MC MPi MP MB MC MPi MP MB MC MPi MP MB MC MPi MP
1 | | | | | | | | | | | | | | | |
2 | | I I | | | | | | | | | | | |
3 I I I 1 | | | | | I I | | | |
4 I 1 1 AV | | | | I | 1 I | | I |
5 I 1 (AV4 AV | I | | I | 1 I | | I |
6 I I (AV4 \V I | I | I | 1 I | I I I
7 1 1 V V I I I I I | AV Il I I I I
8 11 AV AV \V ] I I 1 1 | v v I 1 I ]
9 AV AV4 AV V I 1| I | 1 I V AV I I I I
10 AV Vv V Vv I I 1 I AV I Vv AV I I 11 I
11 V V \ \V I I AV} I AV I V V I I AV I
12 \4 \Y; AV Vv I 1 v I V I V V M AV V 11
13 Vv \V Vv V 11 1V v I V I V AV 11 V V (AV4

Leyenda.

Medios. MB (Murashige y Skoog-MS), MC (MS agua de coco), MPi (MS pulpa de
pifa), MP (MS pulpa de platano verde)

Epidendrum secundum

Las semillas de Epidendrum secundum, son de forma alargada, con los
extremos aguzados y ensanchado en la parte media, con la superficie lisa; la
semilla esta formada por una masa irregular de células, rodeadas por una testa

(figura 7).
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Figura 7. Etapas de germinacion in vitro de Epidendrum secundum. A: Imbibicion. B:
Semilla verde. C: Inicio de division celular. D: Protocormo. E, F: Desarrollo de hojas y
raices a un aumento de 100x.

El medio de cultivo de Murashige y Skoog suplementado con platano resulta
ser el mejor para la induccién a germinacion para Epidendrum secundum,
manteniendo fases cortas, con una diferenciacion de los oOrganos axiales
diferenciadas a partir de la quinta semana, seguida en eficiencia por el medio
enriquecido con jugo de pifia, las que presentan una diferenciacion de hojas y
raices a partir de la sexta semana, mientras que los medios Murashige y
Skoog, y M. S. enriquecido con agua de coco son los menos eficientes con
formacion de érganos a partir de la décima y novena semana respectivamente

(tabla 2 y figura 8).



Tabla 2.

Tiempo de duracion de las etapas de germinacion, en semanas de Epidendrum
secundum.

ETAPA/SEMANA MB MC MPI MP
Inbibicion 0-2 0-2 0-1 0-1
Semilla verde 2-6 2-6 1-3 1-2
Inicio de Div. 6-8 6-7 34 2-3
Celular

Protocormo 8-10 7-9 4-6 35
Desarrollo 10 9 6 5
Leyenda.

Medios: MB (Murashige y Skoog-MS), MC (MS agua de coco), MPi (MS pulpa de pifia), MP (MS pulpa de
platano verde).
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Figura 8. Etapas de germinacion in vitro de Epidendrum secundum.

Rodriguezia longifolia
Las semillas de Rodriguezia longifolia son de tamafio pequefio, de superficie lisa y forma

lenticelar corta, formada por una masa celular globosa (figura 9). En el desarrollo de las
semillas, las etapas de mayor duracion fueron la de imbibicion y semilla verde en todos los

medios de cultivo.
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Figura 9. Etapas de germinacion in vitro de Rodriguezia longifolia. A: Imbibicion. B: Semilla
verde. C: Division Celular. D: Protocormo.

En la germinacion de Rodriguezia longifolia las etapas de imbibicion y la del cambio de
coloracién son prolongadas, de 9 a 12 semanas. El medio de cultivo que estimulo mejor la
germinacion hasta la etapa de formacién de érganos axiales es el medio M.S. suplementado con
jugo de pifia, observandose la diferenciacion de hojas a la semana 12.En el medio de M. S.
suplementado con agua de coco se llegd hasta la etapa de formacion de protocormo, en cambio
en los medio de M.S. y M.S. suplementado con platano el comportamiento fue similar, con una
duracién por etapas similar, sin llegar a formar protocormo ni 6rganos, dentro de las 13 semanas

de observacion (tabla 3 y figura 10).



Tabla 3.
Tiempo de las etapas de desarrollo in vitro de Rodriguezia longifolia

ETAPA/SEMANA MB MC MPI MP
Imbibicion 0-5 0-4 0-5 0-5
Semilla verde 5-12 4-11 5-9 5-12
Inicio de Div. 12-13 11-12 9-10 12-13
Celular

Protocormo - 12-13 10-12 --
Desarrollo -- -- 12-13 --
Leyenda.

Medios: MB (Murashige y Skoog-MS), MC (MS agua de coco), MPi (MS pulpa de pifia), MP (MS pulpa de
platano verde).
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Figura 10. Etapas de desarrollo in vitro de Rodriguezia longifolia

Bletia catenulata

Las semillas de Bletia catenulata son relativamente mas alargadas en comparacion con las otras
semillas en estudio, presentan una superficie irregular, cubierta por pelos cortos y engrosados,
son alargados, en los que la envoltura seminal es mas desarrollada, ahusada, levemente
ensanchada al medio y con los extremos adelgazados, estos extremos mayormente son
encorvados, con apariencia desecada (figura 11). La semilla esta conformada por escasas
celulas, dispuestas en una masa irregular.
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Figura 11. Etapas de desarrollo in vitro de Bletia catenulata. A: Imbibicién. B: Semilla verde.
C: EN divisidn celular. D: Protocormo. E: Desarrollo de hojas.

En el proceso de germinacion para Bletia catenulata se tiene que el medio de cultivo de M.S.
con el suplemento de jugo de pifia es el que brindo mejores condiciones para una rapido y mejor
germinacion, mostrando el desarrollo de las hojas a la octava semana, con etapas cortas; seguido
del medio de M.S. suplementado con platano con el desarrollo de las hojas a la décima semana.
El medio de M.S. muestra un desarrollo continuo, pero lento con los dos medios anteriores. El
medio de cultivo d M.S. suplementado con agua de coco alargd las etapas de imbibicién y de
semillas verdes, sin completase la formacién del protocormo y menos las formaciones de
Organos vegetativos. Un aspecto particular es el hecho que durante el inicio de la division
celular la semilla en su desarrollo se libera de sus envolturas, quedando libre en el medio (tabla

4y figura 12).



Tabla 4: Tiempo de las etapas de germinacion in vitro de Bletia catenulata

ETAPA/SEMANA MB MC MPI MP
Imbibicion 0-3 0-8 0-2 0-2
Semilla verde 3-8 8-13 2-5 2-6
Inicio de Div. 8-9 - 5-6 6-7
Celular

Protocormo 9-11 - 6-8 7-10
Desarrollo 11-13 -- 8-13 10-13
Leyenda.

Medios: MB (Murashige y Skoog-MS), MC (MS agua de coco), MPi (MS pulpa de pifia), MP (MS pulpa de
platano verde.

14
12
10
m Desarrollo
8 M Protocormo
6 = Division celular
B Semilla verde
4 B Imbibicion
2
0
MB MC MPI MP

Figura 12. Tiempo de las etapas de germinacion in vitro de Bletia catenulata.

Epidendrum spilatum

Las semillas de Epidendrum spilatum son las mas pequefias dentro de las
especies de trabajo, la envoltura que protege a la semilla es lisa y se dispone a
manera de un capuchoén, cerrado hacia uno de sus extremos y abierto de
manera abarquillada en el otro, con la semilla depositada dentro del capuchodn,
la semilla es compacta y bastante pequefia, de forma globosa e indiferenciada
(figura 13). En el proceso de germinacion se libera rapidamente de sus

envolturas puesto que una parte de ellas esta expuesta.



Figura 13. Etapas de germinacion in vitro de Epidendrum spilatum. A: Imbibicién. B:
Semilla verde. C: Germinacién. D: Protocormo. E: Desarrollo de hojas.

Para Epidendrum spilatum las etapas mas prolongadas son la de imbibicion y
la de adquirir la coloracion verde, las que tuvieron una duracion de 9 a 12
semanas. Los medios de cultivo en el que lograron desarrollar estructuras
foliares es en el medio M.S. suplementado con jugo de pifia cuya diferenciacion
se aprecidé a la semana decimoprimera, mientras que en el medio M.S. con
agua de coco alcanzo esta etapa a la decimosegunda semana. El medio M.S.
suplementado con platano a la décimo tercera semana alcanzo la formacion del
protocormo, el medio M.S. en las 13 semanas alcanzo realizar la divisién de

sus células (tabla 5 y figura 14).



Tabla 5. Tiempo de las etapas de germinacion in vitro de Epidendrum spilatum

MB MC MPI MP
Imbibicion 0-6 0-5 0-3 0-5
Semilla verde 6-12 5-10 3-9 5-11
Inicio de Div. 12-13 10-11 9-10 11-12
Celular
Protocormo -- 11-12 10-11 12-13
Desarrollo -- 12-13 11-13 --
Leyenda.

Medios: MB (Murashige y Skoog-MS), MC (MS agua de coco), MPi (MS pulpa de pifia), MP (MS pulpa de
platano verde.
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Figura 14. Tiempo de las etapas de germinacion in vitro de Epidendrum spilatum.

Tiempo de Germinacion

El medio de cultivo M.S. suplementado con jugo de pifia (MPi) | en las especies
de estudio mayor eficiencia en el proceso de la germinacion, observada dentro
de las 13 semanas de evaluacion, siendo superado por una semana solo por el
medio de M.S. suplementado con platano, para la germinaciéon en la especie

Epidendrum secundum.

Las especies que presentan mayor tiempo en completar el proceso de

germinacién en los medios de cultivo evaluados son Epidendrum spilatum y



Rodriguezia longifolia con 11 y 12 semanas respectivamente la que podria

deberse al obtenerse de semillas de céapsulas frescas (tabla 6 y figura 15).

Tabla 6. Tiempo de germinaciéon en semanas por medio de cultivo.

Especie T.de germ. T.de germ.

Medio Cult. 1 Medio Cult. 2
Epidendrum 5/ MP 6/ MPi
secundum

Rodriguezia longifolia 12/ MPi -

Bletia catenulata 8/ MPi 10/ MP
Epidendrum spilatum 11/ MPi 12/ MC
Leyenda.

Medios: MC (MS agua de coco), MPi (MS pulpa de pifia), MP (MS pulpa de platano verde
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Epidendrum Rodriguezia  Bletia catenulata  Epidendrum

secundum longifolia spilatum

Figura 15. Tiempo de las etapas de germinacion in vitro por especie.

DISCUSION

El medio MS sin suplementos orgédnicos presenta para Epidendrum secundum, Rodriguezia
longifolia y Epidendrum spilatum el mayor tiempo de germinacion, resultado semejante es el
por Sardi y Guzman (2007) que obtuvieron el menor porcentaje de germinacion en el medio sin
compuestos orgénicos para Epidendrum secundum.



El medio MS suplementado con jugo de pifia para Rodriguezia longifolia, Bletia catenulata y
Epidendrum spilatum presento el menor tiempo de germinacion, este resultado se relaciona con
el trabajo presentado por Salazar y Orlando (2012) que tuvieron la mejor respuesta con el medio
MS suplementado con jugo de pifia a la germinacion asimbiotica y formacion de plantulas en las
orquideas Prosthechea vespa y Sobralia klotzscheana siendo un suplemento adecuado para

propagar plantas in vitro.

El medio MS suplementado con platano para Epidendrum secundum obtuvo el menor tiempo de
germinacion, relaciona con los resultados obtenidos por Sardi y Guzman (2007) que observaron
la mejor germinacion con medio suplementado con platano.

La germinacion y desarrollo de plantulas de hibridos de Phalaenopsis, desarrollado por Salazar
y Anaya (2013) presentaron la mejor germinacion en el medio de cultivo MS suplementado con
agua de coco, resultado que no coincide con el presente trabajo, posiblemente debido a que
todas las especies tienen diferentes necesidades nutricionales, por tal motivo, se ve la necesidad

de estudiar las condiciones para cada especie como lo afirma Roca, W. y Mroginsky, L. (1991).

CONCLUSIONES

El medio de cultivo M.S. suplementado con jugo de pifia (MPi) es la mas eficiente para inducir
la germinacidén completa, con formacion de tallo y hojas en las especies de estudio, observadas
dentro de las 13 semanas de evaluacion, siendo superado por una semana solo por el medio de
M.S. suplementado con platano, para la germinacién en la especie Epidendrum secundum.

El medio de M. S. suplementado con agua de coco es la menos eficiente para el proceso de
germinacion en las especies en estudio, con la cual no se alcanz6 a la formacion de 6rganos
vegetativos en las especies Bletia catenulata y Rodriguezia longifolia, siendo su
comportamiento similar al medio M.S. sin suplemento.

Se establecié de manera artificial la division de la germinacidén en cinco etapas, que son:
imbibicion, cambio de coloracién por la transformacién de protoplastidios en cloroplastos,
inicio de la division celular, formacién del protocormo y diferenciacion de los 6rganos

vegetativos.
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