
Introducción

La familia Orchidaceae es una de las más grandes
y más diversas familias de plantas, se estima que
existen aproximadamente 800 géneros y alrededor de
25,000 especies (Arditti, 1992; Dreesler, 1993;
Espejo et al., 2002; Dixon et al., 2003). Es una fami-
lia cosmopolita y prácticamente se distribuye en todo
el mundo con excepción de los hielos permanentes y
los desiertos (Quintanar, 1961). En México se distri-
buyen alrededor de 1,200 especies de orquídeas
(Espejo et al., 2002), con un endemismo de 40%; y
los estados con mayor diversidad de orquídeas son:
Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Puebla, Hidalgo, San
Luis Potosí, Guerrero, Michoacán, Jalisco, Nayarit y
Sinaloa (Soto, 1996). A pesar de ser una de las fami-
lias más grandes de plantas con flores, la distribución
de las orquídeas ha disminuido notablemente en nues-
tros días, estos cambios se deben principalmente a la
alteración y destrucción del hábitat, además muchas
de las poblaciones silvestres están siendo seriamente
afectadas por el volumen de individuos reproductores
que se extraen para satisfacer la demanda comercial
de que son objeto debido a que son altamente aprecia-
das como especies ornamentales. Lo anterior trae
como consecuencia el lento o nulo restablecimiento

de las poblaciones, debido a que presentan una baja
tasa de crecimiento, ciclos de vida relativamente lar-
gos y escaso reclutamiento de nuevos individuos bajo
condiciones naturales, llegando a ocasionar que un
gran número de ellas se encuentren en peligro de
extinción (IUCN /SSC Orchid Specialist Group 1996;
Sosa y Platas, 1998; Ávila y Oyama, 2002).  

La rareza y belleza de las orquídeas han atraído la
atención muchos horticultores y/o coleccionistas, en
muchos casos las poblaciones de diversas especies
han sufrido sobrecolectas exhaustivas para satisfacer
el comercio, éste tráfico ilegal de ejemplares silves-
tres ha aumentado principalmente desde la segunda
mitad del siglo XX, teniendo como consecuencia que
muchas poblaciones naturales hayan disminuido con-
siderablemente, de hecho en algunos casos, poblacio-
nes enteras han desaparecido (Betchtel et al., 1981;
IUCN/ SSC Orchid Specialist Group, 1996; Ospina,
1996; Hágsater y Soto, 2001). Los más afectados han
sido las especies con alto potencial ormanental, entre
alguno de los géneros que incluyen especies de alta
importancia hortícola se encuentran: Laelia (por sus
flores grandes y espectaculares), Oncidium (por la
belleza de sus inflorescencias y la potencialidad de
crear híbridos), Rhynchostele (por la belleza de sus
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ABSTRACT. Regeneration protocols were established from the in vitro culture of protocormos of Stanhopea
tigrina, Epidendrum veroscriptum, Laelia anceps and Cattleya x esbetts using the Murashige and Skoog cul-

ture medium added with different concentrations of N6-benzyladenine (BA) (0, 1, 3, y 5 mg/l) y 2,4 dichlo-
rofenoxiacetic acid (2,4-D). The regeneration and formation of new plantlets was achieved by multiple shoot
and also through protocorm like bodies (PLBs). For each species the best concentration of growth regulator,
as well as the time of acquisition of competence for the highest shoot formation and/or PLBs were deter-
mined. As far as we know there are no reports with reference to the acquisition of competence within the
Orchidaceae family that allow the production of many individuals within the shortest time and reducing the
financial cost. This could form the base that covers their commercial demand and also contribute to the con-
servation and sustainable use of mainly wild species. 
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flores) Encyclia (por la sencillez de las mismas) y
Stanhopea (por la rareza y extravagancia de sus flo-
res) (Jiménez et al., 1998).

La conservación de orquídeas no es una tarea fácil y
principalmente en países tropicales como México,
donde se encuentran la mayor diversidad de especies y
es también donde la problemática es más grave. En
México la alteración del hábitat y la sobrecolecta de
orquídeas ha conducido a que 182 especies de orquíde-
as se encuentran dentro de algún estatus de conserva-
ción; se considera que una especie está extinta en el
medio silvestre, 16 en peligro de extinción, 58 amena-
zadas y 107 sujetas a protección especial (SEMAR-
NAT, 2002). En un gran número de mercados públicos
en todo México existe una venta masiva de individuos
colectados ilegalmente, en donde es posible encontrar
especies en peligro de extinción, por lo que esta activi-
dad se ha convertido en una de las principales causas de
la disminución del número de individuos y poblaciones
de las especies de orquídeas mexicanas (Hágsater &
Soto 2001, Salazar 2003). En muchas ocasiones el uso
que se le da a estas especies es únicamente durante el
periodo de floración, una vez que la flor se marchita, es
muy frecuente que la planta sea desechada. En otras
ocasiones el poco conocimiento que la gente tiene sobre
el cultivo de las plantas, hace casi imposible la supervi-
vencia de la misma. Claros ejemplo de esta situación
son las siguientes especies:   

Stanhopea tigrina Bateman es una especie endémica
de nuestro país, muy apreciada por su valor ornamen-
tal, lo que ha provocado una sobrecolecta de indivi-
duos silvestres y una comercialización ilegal (Soto
2002); actualmente se encuentra bajo protección espe-
cial por parte del gobierno federal Mexicano (SEMAR-
NAT, 2002), por lo cual, es fundamental buscar alter-
nativas para su conservación y preservación. 

Laelia anceps Lindley es una especie endé-
mica mexicana y una de las más utilizadas en hibridi-
zación (Halbinger y Soto, 1997), con un alto poten-
cial ornamental y de gran interés económico; aunque
no se encuentra catalogada dentro de la NOM-059-
ECOL-2001, las presiones de colecta y comercio ile-
gal han disminuido considerablemente sus poblacio-
nes, por lo que es preciso estudiar esta especie y ofre-
cer alternativas para su cultivo y comercialización. 

El género Epidendrum está muy extendido en nues-
tro país, dentro de las especies que se distribuyen en
México se encuentra E. veroscriptum Hágsater, a

pesar que no se encuentra bajo alguna categoría de
protección por parte del gobierno Mexicano, tiene un
alto potencial ornamental y económico (García-Cruz
y Sánchez, 1999), además que el hábitat donde se dis-
tribuye, el bosque mesófilo de montaña, es uno de los
ecosistemas que están en riesgo de desaparecer y por
consecuencia, las especies que contiene. 

Finalmente, Cattleya x Esbetts es un híbrido muy
apreciado como planta de ornato, de gran importancia
comercial debido al tamaño, color y belleza de sus
flores, popular por su fácil cultivo (Hágsater, 1971),
el cual se puede comercializar por productores nacio-
nales y generar recursos económicos importantes. 

En este contexto, la conservación y uso sustentable de
germoplasma valioso se ha planteado como una medida
inaplazable y prioritaria; la conservación se puede
englobar en dos grandes puntos: Se ha intentado realizar
una efectiva conservación in situ a través del manteni-
miento de áreas naturales protegidas, realizando progra-
mas de recuperación de especies, restauración de hábi-
tats, control de especies invasoras y manejo de poblacio-
nes de plantas y ecosistemas; sin embargo, cuando lo
anterior no es posible llevar a cabo con éxito, o se pre-
tende reforzar los esfuerzos realizados,  se puede recurrir
a la conservación ex situ; en este sentido los jardines
botánicos y otras instituciones de investigación, tienen
una importante función, buscando rescatar el germoplas-
ma amenazado mediante el mantenimiento de coleccio-
nes vivas, estableciendo bancos de semillas, suminis-
trando material para diferentes propósitos con el fin de
eliminar o reducir la presión de colecta de que son obje-
to, cultivando aquellas especies con semillas recalcitran-
tes que no pueden ser mantenidas en bancos de semillas
y a través de la propagación y multiplicación a través de
las técnicas de cultivo de tejidos (Wyse, 2001). 

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) es una
herramienta biotecnológica cuyo fundamento se basa
en la totipotencialidad celular, lo que permite mante-
ner, en un medio de cultivo químicamente definido,
cualquier estructura vegetal (embriones, semillas,
inflorescencias, tallos, raíces, meristemos, células
individuales, granos de polen, etc.) bajo condiciones
asépticas controladas (George y Sherrington, 1984).
Las técnicas de CTV han mostrado ser un importante
procedimiento en la multiplicación, el mejoramiento
y la conservación de las plantas útiles al hombre
(Villalobos, 1985). En adición, tales técnicas han sido
adaptadas para utilizarse con un amplio rango de
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especies silvestres y han sido aplicadas exitosamente
para la germinación en semillas y esporas, rescate de
embriones, cultivo de meristemos y de callo (Fay et
al. 1999), y han sido empleadas exitosamente en la
propagación y conservación de especies en peligro de
extinción (Rublúo 1985, Mata et al. 2001 a, b). 

El principal uso de la micropropagación ha sido la
multiplicación masiva de especies útiles para el hom-
bre (Evans, 1990) y ha demostrado su utilidad práctica
en especies de multiplicación deficiente o relativamen-
te lenta como las orquídeas y en plantas que, aunque se
pueden reproducir asexualmente mediante esqueje,
estolón, bulbo, etc., su número se puede incrementar
aún más cuando se propagan in vitro, como es el caso
de las plantas de ornato, incluyendo a las orquídeas
(Lozoya, 1985). Además de la propagación, con el
CTV se pueden realizar estudios básicos de fisiología,
genética, bioquímica, bioconversión y producción de
compuestos útiles, asimismo se puede incrementar la
variabilidad genética, además de que es posible realizar
una conservación e intercambio de germoplasma más
eficientes (Mroginski y Roca, 1993). 

Para poder realizar una efectiva conservación ex situ
de las orquídeas y desarrollar programas de uso susten-
table adecuados, es factible recurrir a las técnicas del
Cultivo de Tejidos Vegetales, que pueden ser utilizadas
ampliamente para la propagación y conservación de
germoplasma en riesgo o de alto valor ornamental y que
han mostrado su efectividad con diversas especies en
peligro de extinción (Fay, 1994, Fay et al. 1999, Serna,
1999, Mata et al. 2001b). Así se tiene que muchas
orquídeas epífitas y algunas terrestres son cultivadas en
ambientes artificiales, y no es inusual que se tengan
cientos o miles de individuos creciendo en espacios
limitados (Soto 1996). Actualmente hay una cantidad
considerable de información acerca del mantenimiento
ex situ de orquídeas vía cultivo de tejidos (Soto 1996).
A nivel género se tienen reportados para Laelia trabajos
sobre micropropagación (Mata y Salazar 2003); en el
caso de Epidendrum se han utilizado secciones nodula-
res (Stewart & Button 1976), raíces (Churchill et al.,
1972), hojas (Churchill et al. 1973), y protoplastos
(Yasugi et al. 1986, Oshiro & Steinhart 1991); para
Cattleya la literatura es muy amplia, con reportes sobre
el uso de meristemos apicales (Morel, 1964; 1970), bro-
tes laterales (Reinert y Mohr, 1967), secciones de hoja
(Champagnat et al., 1970; Arditti, et al.,  1971; Fu,
1978; Torres & Mogollón 2002), protoplastos

(Capesius & Meyer 1977; Oshiro & Steinhart 1991)
plántulas (Adelberg et al., 1998, Krapiek et al. 2003) y
ápices caulinares (Torres & Mogollón 2000).

Por otra parte, en diversos estudios sobre regenera-
ción in vitro de tejidos de plantas, principalmente leño-
sas, se ha descrito un evento de desarrollo denominado
adquisición de competencia (Ellis & Bilderback 1989,
Lo 1997, Sánchez-Espinosa et al. 2000, Azcón-Bieto &
Talón 2001, Dhaliwal et al. 2003), el cual se define
como el potencial endógeno que tiene una célula o teji-
do para responder a una señal organogénica, la cual
activa una ruta particular de diferenciación para desa-
rrollarse de una manera específica a través de un tipo de
programación interior o “memoria”  (Christianson &
Warnick, citado por Ellis 1989, Hartmann et al. 1990;
Lackie 1999, Segura, 2001, Taiz & Zeiger 2002).
Experimentalmente la adquisición de la competencia se
puede evaluar exponiendo, a diferentes tiempos (horas a
días), los explantes a un medio de cultivo adicionado
con reguladores del crecimiento y subcultivandolo a
medio libre de reguladores del crecimiento.  

Este trabajo describe los protocolos de propaga-
ción para las especies estudiadas determinando los
tiempos de mayor adquisición de competencia para
la mayor formación de brotes y/o PLBs a partir del
cultivo in vitro de protocormos de Stanhopea tigri-
na, Laelia anceps, Epidendrum veroscriptum y
Cattleya x Esbetts, orquídeas que están bajo alguna
categoría de protección o que poseen un alto valor
ornamental; hasta donde sabemos no se han reali-
zado ensayos sobre la adquisición de competencia
en la familia Orchidaceae; por lo cual este primer
esfuerzo puede ser encaminado a la producción de
un gran número de individuos en un menor tiempo
y con menos insumos, que sean la base para cubrir
la demanda comercial de que son objeto y contri-
buir de esta manera a disminuir el saqueo y comer-
cio ilegal de individuos silvestres.   

Materiales y métodos

MATERIAL BIOLÓGICO EMPLEADO. Se utilizaron proto-
cormos de tres especies de orquídeas (Stanhopea
tigrina, Laelia anceps, Epidendrum veroscriptum) y
un híbrido (Cattleya x Esbetts) provenientes de semi-
llas previamente germinadas en medio basal
Murashige y Skoog (MS) (Murashige & Skoog1962).
Las cápsulas fueron colectadas a partir de adultos



sanos pertenecientes a la colección del Jardín
Botánico Clavijero del Instituto de Ecología, A.C. Se
emplearon protocormos de 4 mm de longitud en pro-
medio y que presentaban un estadio de germinación
caracterizado por una coloración verde, así como la
presencia del primer primordio de hoja y rizoides. 

FASE DE INDUCCIÓN. Los protocormos fueron sembra-
dos bajo condiciones asépticas en medio de cultivo
MS enriquecido con 100 mg l-1 de myo-inositol, 2
mg l-1 de glicina y 30 g l-1 de sacarosa y adicionado
con diferentes concentraciones de  N6-benciladenina
(BA) (0, 1, 3, y 5 mg/l) en combinación de ácido 2,4-
diclorofenoxiacético  (2,4-D) (0 y 0.5 mg/l). El medio
fue ajustado a un pH de 5±0.1 con hidróxido de sodio
(NaOH) 1N y/o ácido clorhídrico (HCl) 1N, previo a
la adición de 8 g/l de agar. El medio de cultivo fue
vertido en frascos de vidrio de 120 ml de capacidad y
conteniendo 25 ml de medio. Posteriormente se este-
rilizaron en autoclave durante 15 minutos a una pre-
sión de 15 lbs/psi y una temperatura de 120° C. 

Se sembraron 20 protocormos por tratamiento colo-
cando 10 explantes por frasco. Para determinar con
exactitud el periodo de mayor competencia de los
explantes con respecto a los diferentes tratamientos de
inducción,  se llevó a cabo la siembra y subcultivo en 7
tiempos diferentes: 4, 8, 12, 16, 20, 24 y 28 días, con un
total de 1,120 explantes utilizados por especie. 

Los cultivos fueron incubados para su desarrollo en
un cuarto de crecimiento a una temperatura de 25±2°C,
con fotoperiodo de 16 h luz y una densidad de flujo fotó-
nico de 50 µMol m-2 s-1.

FASE DE EXPRESIÓN Y DESARROLLO. Después del perio-
do de inducción, los protocormos fueron subcultiva-
dos a medio MS sin reguladores del crecimiento
(Medio basal) para evaluar las respuestas morfogené-
ticas, posteriormente se realizó un nuevo subcultivo
después de mes y medio, al mismo medio basal. 
Quincenalmente se registraron por explante la talla de
cada individuo, el tipo de respuesta morfogenética
que presentaron: número de brotes por explante y/o
número de cuerpos semejantes a protocormos (PLBs
por sus siglas en inglés).

Los brotes obtenidos a partir de los protocormos de
las 4 especies, Stanhopea tigrina, Laelia anceps,
Epidendrum veroscriptum y Cattleya x esbetts se indi-
vidualizaron después de cuatro meses de iniciado el
experimento. Los PLBs obtenidos se contabilizaron.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO. Los datos obtenidos: número de
brotes y PLBs por explante obtenidos a partir de los pro-
tocormos cultivados en medio de inducción por diferen-
tes períodos fueron analizados con la ayuda del progra-
ma “statistica ver. 2000”, mediante un análisis de la
varianza de una vía (ANOVA) y los tratamientos fueron
discriminados mediante la prueba de rango múltiple de
Tukey a p≤ 0.05.

Resultados
FORMACIÓN DE PLBS A PARTIR DE PROTOCORMOS DE S.
TIGRINA. La formación de PLBs fue bastante heterogé-
nea; sólo en algunos explantes fue posible observar
PLBs a los 15 días de haber transferido los explantes a
medio basal. La base de los protocormos se hinchó
adquiriendo una apariencia rugosa debido a la presen-
cia de varias estructuras nodulares, las cuales fueron
hinchándose e incrementando en tamaño hasta formar
estructuras esféricas de unos 4 mm de diámetro en pro-
medio, con un color verde claro, posteriormente cada
PLB comenzó a desarrollar primordios foliares y pelos
radiculares en su base, este desarrollo se llevó a cabo a
lo largo de 4 meses de iniciado el cultivo. Cada PLB se
consolidó en una unidad que se desprendía fácilmente
de la masa de PLBs y continuaba con su desarrollo, es
decir, crecía y formaba una plántula de alrededor de
0.5-1 cm de talla con una o dos hojas. 

No se pudo establecer diferencia significativa entre
los tratamientos para la formación de PLBs por explan-
te en S. tigrina; sin embargo el tratamiento que indujo
la mayor formación de PLBs por explante fue el medio
adicionado con 1 y 5 mg/l de BA y con un período de
inducción de 24 días, formando en promedio 8 y 7.8
PLBs por explante en cada caso (Fig. 1); por otro lado,
hubo varios tratamientos donde la formación de res-
puestas morfogenéticas fue nula o muy baja (Tabla 1).

FORMACIÓN DE BROTES A PARTIR DE PROTOCORMOS DE

S. TIGRINA. La consolidación y desarrollo de los brotes
producidos a partir de protocormos cultivados en
medio de inducción durante distintos períodos, se
logró después de transferir los explantes a medio
basal, y al ser subcultivados nuevamente a los 45 días
al mismo medio, donde el número de brotes se incre-
mentó ligeramente. 

Al analizar el conjunto de los tratamientos (concen-
tración de los reguladores del crecimiento y tiempos de
inducción) después de 4 meses de cultivo, se pudo esta-
blecer diferencia significativa entre los diferentes trata-
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mientos ensayados (p ≤ 0.05). Los tratamientos en los
que se logró inducir la mayor formación de brotes por
explante a partir del cultivo de protocormos de S. tigri-
na, fueron tres: 1) medio adicionado con 5 mg/l de BA
y un tiempo de inducción de 24 días, en el cual se for-
maron 6.7 brotes por explante (Fig. 2), 2) medio adicio-
nado con 5 mg/l de BA en combinación de 0.5 mg/l de
2,4-D y un tiempo de inducción de 8 días, donde se
obtuvo un promedio de 6.4 PLBs; y 3) medio adiciona-
do con 5 mg/l de BA y 0.5 mg/l de 2,4-D, en un período
de inducción de 24 días, donde se obtuvo la mayor for-
mación de brotes por explante (8.7) (tabla 2). 

FORMACIÓN DE PLBS A PARTIR DE PROTOCORMOS DE

LAELIA ANCEPS . La formación de PLBs por explante
fue muy heterogénea, sin embargo, los resultados en
la tabla 3 muestran que la mayor formación de PLBs
se dio de manera general en los explantes cultivados
en medio de inducción por 20 días para la mayoría
de las concentraciones de reguladores empleadas.

Cuando los explantes se subcultivaron a medio
basal, los PLBs incrementaron ligeramente su tama-
ño, en algunos los PLBs sufrieron hiperhidratación.
Cuando los PLBs alcanzaron 4 mm de diámetro,
algunos comenzaron a formar primordios foliares y
pelos radiculares, pero después de 4 meses de culti-
vo muy pocos llegaron a consolidarse como plántu-
las (Fig. 3). 

Al realizar el análisis estadístico para determinar la
influencia de los períodos de inducción y las diferen-
tes concentraciones de reguladores empleadas sobre
los explantes para la formación de PLBs se pudo esta-
blecer una diferencia significativa (p = 0.000000). La
adquisición de competencia para la mayor formación
de PLBs por explante se obtuvo a  los 20 días de
inducción en dos tratamientos: 1) medio adicionado
con 3 mg/l de BA, formando 50.6 PLBs por explante;
2) medio adicionado con 5 mg/l de BA, en el cual se
formaron 56.3 PLBs (Tabla 3).

FIGURA 1. Formación de PLBs en protocormos de
Stanhopea tigrina cultivados con 1 mg/l de BA y con
un período de inducción de 24 días.

FIGURA 2. Brotación múltiple en protocormos de
Stanhopea tigrina cultivados en medio adicionado con
5 mg/l de BA y un tiempo de inducción de 24 días. 

FIGURA 3. Formación de múltiples PLBs a partir de cultivo
de protocormos de Laelia anceps en medio MS adicio-
nado con diferentes concentraciones de BA y 2,4-D con
un tiempo de inducción de 20 días. 

FIGURA 4. Brotación múltiple a partir de cultivo de proto-
cormos de Laelia anceps en medio MS adicionado con
1 mg/l de BA y 0.5 mg/l de 2,4-D con 4 días de induc-
ción.
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FORMACIÓN DE BROTES A PARTIR DE PROTOCORMOS DE L.
ANCEPS. Para los explantes de L. anceps la formación de
brotes fue heterogénea. La consolidación y desarrollo de
los brotes producidos fue manifestándose después de
transferirlos a medio basal, los brotes fueron desarrollan-
do primordios foliares y raíz hasta convertirse en plántu-
las completas. Cuando fueron subcultivados después de
45 días a medio basal, el número de brotes se incremen-
tó considerablemente, llegando en algunos casos a dupli-
car o incluso a triplicar la cantidad de brotes producidos
por explante. 

Al analizar el efecto del tiempo de inducción para la
formación de brotes en el conjunto de los tratamientos
después de 4 meses de cultivo, se logró establecer dife-
rencia significativa (p = 0.000000) entre las concentra-
ciones y tiempos de inducción utilizadas. De acuerdo
con la tabla 4 se observa que el mayor período de induc-
ción se obtuvo en: 1) medio sin reguladores del creci-
miento, formando un promedio de 26.5 brotes por
explante en un tiempo de 4 días de inducción; 2) medio
adicionado con 1 mg/l de BA en combinación con 0.5
mg/l de 2,4-D, que formó 24.9 brotes por explante a los
4 días de inducción (Fig. 4), y 3) medio adicionado con
3 mg/l de BA en combinación con 0.5 mg/l de 2,4-D,
con un promedio de 23.6 brotes. El promedio más bajo
para la formación de brotes por explante fue de 3 en dos
períodos de inducción: 1) medio sin reguladores del cre-
cimiento, con un tiempo de inducción de 16 días, y 2) el
medio adicionado con 1 mg/l de BA en combinación
con 0.5 mg/l de 2,4-D (tabla 4). 

Después de 4 meses de cultivo, 19.19% del total de los
protocormos de L. anceps (1120) germinaron y formaron
una plántula, con hojas y raíz, solamente en algunos casos

formaron pseudobulbos, con una apariencia vigorosa y
una coloración verde oscura en las hojas, el 72.41% pre-
sentó respuestas morfogenéticas, como brotes y PLBs. y
el 8.39 % del material biológico se perdió debido a necro-
sis de los protocormos o por contaminación.

FORMACIÓN DE PLBS A PARTIR DE PROTOCORMOS DE E.
VEROSCRIPTUM. La formación de PLBs a partir de los
protocormos de E. veroscriptum cultivados en diferentes
concentraciones de reguladores del crecimiento y en
diferentes tiempos de inducción, fue de manera general
baja. La mayor formación de PLBs por explante se obtu-
vo con un tiempo de inducción de 12 días y a partir del
control y del tratamiento adicionados con 1 mg/l de BA
en combinación con 0.5 mg/l de 2,4-D se logró formar
15.3 y 7.2 PLBs por explante en promedio respectiva-
mente (Tabla 5). 

Cuando los explantes fueron subcultivados a medio
libre de reguladores del crecimiento (MB), la formación
y desarrollo de PLBs por explante fue gradual, es decir,
los PLBs comenzaron a aparecer como pequeños nódu-
los, los cuales fueron hinchándose hasta tener una
estructura semiesférica, con apariencia rugosa, en todos
los casos los PLBs siempre se formaron como estructu-
ras independientes que se desprendían fácilmente del
explante original. Cuando los PLBs alcanzaron una talla
de 5 mm en promedio, comenzaron a desarrollar primor-
dio foliar y rizoides (Fig. 5). 

FORMACIÓN DE BROTES A PARTIR DE PROTOCORMOS DE E.
VEROSCRIPTUM. La formación de brotes a partir de los
protocormos no fue evidente sino hasta los protocormos
fueron subcultivados a medio basal, quince días después
era perceptible la formación de primordios de brote. 

FIGURA 5. Formación de múltiples PLBs en protocormos
de Epidendrum veroscriptum cultivados en medio MS
con 1 mg/l de BA en y 0.5 mg/l de 2,4-D con un tiempo
de inducción de 12 días.

FIGURA 6. Brotación múltiple a partir de cultivo de proto-
cormos de Epidendrum veroscriptum cultivados en
medio MS adicionado con 3 mg/l de BA y 0.5 mg/l de
2,4-D con un tiempo de inducción de 20 días.
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Al analizar los datos registrados para la formación de
brotes por explante fue posible establecer diferencia
significativa entre los diferentes tiempos de inducción y
concentraciones de reguladores empleadas
(p=0.001387). Los datos en la tabla 6 muestran que la
adquisición de competencia para la mayor formación de
brotes se obtuvo en tres tratamientos: medio adicionado
con 3 mg/l de BA y 0.5 mg/l de 2,4-D los cuales, con
períodos de 16 días y 20 días de inducción, formaron
9.6 y 9.2 brotes por explante respectivamente y medio
de cultivo adicionado con 1 mg/l de BA y 0.5 mg/l de
2,4-D, con un período de inducción de 16 días, forma-
ron 9.1 brotes por explante en promedio (Fig. 6). 

Cattleya x Esbetts

FORMACIÓN DE PLBS A PARTIR DEL CULTIVO IN VITRO DE

PROTOCORMOS DE C. X ESBETTS. Al analizar el efecto
que tuvieron los períodos de inducción en los explantes
para la formación de PLBs entre los tratamientos ensa-
yados, fue posible establecer diferencia significativa (p
= 0.000208). En la tabla 7 se puede observar que la for-
mación de PLBs fue en general baja, y solamente en
algunos tratamientos  se obtuvo una gran cantidad de
PLBs por explante. La mayor formación de PLBs se
obtuvo a partir de los explantes cultivados en medio de
inducción por 4 días en dos tratamientos, el adicionado
con 3 mg/l de BA y 0.5 mg/l de 2,4-D, los cuales pro-
dujeron un promedio de 22.2 PLBs por explante y en el
medio adicionado con 1 mg/l de BA y 0.5 mg/l de 2,4-
D, en donde los explantes formaron 20.8 PLBs en pro-
medio (Fig. 7). En algunos tratamientos no se obtuvo la
formación de PLBs, principalmente con un tiempo de
inducción de 12 días (tabla 7).

FORMACION DE BROTES A PARTIR DEL CULTIVO DE PROTO-
CORMOS DE CATTLEYA X ESBETTS. Al analizar el efecto
de los períodos de inducción para la formación de bro-
tes por explante, fue posible establecer diferencia signi-
ficativa (p≤0.5). Los datos en la tabla 8 muestran que la
adquisición de competencia para la mayor formación de
brotes por explante se obtuvo en tres tratamientos: 1) en
medio MS adicionado con 1 mg/l de BA en un período
de inducción de 20 días, donde se obtuvo una forma-
ción promedio de 18.7 brotes por explante; 2) en medio
MS adicionado con 3 mg/l de BA por 16 días, donde se
logró una formación de 17.8 brotes por explante en pro-
medio; 3) en el medio adicionado con 3 mg/l de BA y
0.5 mg/l de 2,4-D, con un período de inducción de 28
días, obteniendo un promedio de 16.5 brotes por
explante (Fig. 8). Por el otro lado, la menor capacidad
regenerativa para la formación de brotes se registró en
los explantes cultivados en medio de inducción adicio-
nado con 1 mg/l de BA por 28 días, los cuales formaron
alrededor de 0.9 brotes por explante (tabla 8).

Discusión

USO DE PROTOCORMOS EN LA MICROPROPAGACIØÓN.
Los protocormos derivados de semillas de orquídeas

fueron una importante fuente de explante para los pro-
pósitos de este trabajo, pues se sabe que las semillas son
el material de diversidad genética por excelencia que se
debe tomar en cuenta cuando se requiere recuperar
especies que se encuentren amenazadas, pues garanti-
zan una estabilidad y diversidad genética (Martínez,
1985). Los protocormos pueden ser utilizados lo mismo
para incrementar su talla y consolidarlos como plántu-
las, como es el caso del trabajo de Fonnesbech (1972),

FIGURA 7. Formación de múltiples PLBs a partir de cultivo
de protocormos de Cattleya x esbetts cultivados en
medio MS adicionado con 3 mg/l de BA y 0.5 mg/l de
2,4-D por 4 días 

FIGURA 8. Brotación múltiple a partir de cultivo de proto-
cormos de Cattleya x esbetts cultivados en medio MS
adicionado con 1 mg/l de BA con un período de induc-
ción de 20 días.
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o bien para que sigan una ruta específica de desarrollo
(Ramírez, 1990; Park et al., 2002; Faria et al., 2004;
Ket et al., 2004 y Malabadi et al., 2005). Aunque se uti-
lizó la misma técnica de cultivo para las cuatro especies
estudiadas (cultivo de protocormos en medio de induc-
ción MS y posteriormente medio basal) los resultados
fueron diferenciales, ya que las concentraciones de los
reguladores de crecimiento y los tiempos de inducción
empleados fueron diferentes y se obtuvieron respuestas
morfogenéticas distintas. 

La principal respuesta a partir del cultivo de proto-
cormos de L. anceps, E. veroscriptum y Cattleya x
esbetts fue la formación de PLBs, mientras que en
Stanhopea tigrina fue la formación de brotes. Baltazar
(2004) reporta en su trabajo que la principal respuesta al
cultivo in vitro de protocormos enteros en medio KC y
MS con combinaciones factoriales de reguladores del
crecimiento fueron brotes adventicios, mientras que a
partir de mitades de protocormos la principal respuesta
que obtuvo fue la formación de PLBs. Shyamal y
Pinaki, (2004) obtuvieron regeneración de brotes a par-
tir del cultivo de semillas de Vanda teres (Roxb.) Lindl.
en medio Vacin and Went adicionado con 1.0 mg/l
BAP y 0.5 mg/l ANA. Por su parte, Lu (2004) consi-
guió una alta brotación a partir del cultivo de protocor-
mos de Pleione formosana Hayata en medio MS al
50% adicionado con 5 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/l de
Tidiazurón. Además, Cacalvante et al., (2001) promo-
vieron la expresión de respuestas morfogenéticas vía
organogénesis indirecta a partir de protocormos cultiva-
dos en medio MS adicionado con 0.5 y 1 mg/l de BAP
en Góngora quinquenervis, Por último, Bhadra y
Hossain (2003) también obtuvieron diferentes respues-
tas morfogenéticas a partir del cultivo de protocormos
de Geodorum densiflorum (Lam.) Schltr. en medio MS
adicionado con diferentes combinaciones de regulado-
res del crecimiento.

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS EN LA ADQUISICIÓN DE

COMPETENCIA PARA LA FORMACION DE PLBS. 
En todas las especies estudiadas los PLBs fueron

inducidos directamente a partir de los explantes origina-
les de cada una de las especies y la respuesta a la induc-
ción fue heterogénea. La mayor formación de PLBs se
presentó principalmente en L. anceps con 20 días de
inducción y con altas concentraciones de BA (3 y 5
mg/l) y en ausencia de 2,4-D, donde se indujo la forma-
ción de 50 a 56 PLBs por explante en promedio,  en

Cattleya x esbetts, cuyos explantes cultivados en medio
con BA (1 y 3 mg/l) en presencia de 2,4-D por 4 días,
los cuales promovieron la formación de 20 a 22 PLBs
por explante al final del experimento. En el caso de E.
veroscriptum, la capacidad regenerativa más alta para la
formación de PLBs se obtuvo con 12 días de inducción,
tanto en el medio sin reguladores del crecimiento como
el medio con una baja concentración de BA (1 mg/l) y
2,4-D, mientras que la concentración más alta de BA en
ausencia de 2,4-D inhibió la formación de PLBs en los
explantes cultivados. Por su parte, los explantes de S.
tigrina cultivados en medio de inducción por 28 días
tuvieron una fuerte influencia de BA en (1 y 3 mg/l) sin
2,4-D, así como en altas concentraciones de BA en pre-
sencia de 2,4-D, las cuales promovieron la mayor for-
mación de PLBs, mientras que bajas concentraciones de
BA con 2,4-D inhibieron fuertemente la producción de
PLBs, estos resultados contrastan con lo reportado por
Mata y Salazar (2003), pues ellos obtuvieron la mayor
formación de PLBs en protocormos de Cuitlauzinia
pendula que fueron cultivadas en medio MS sin regula-
dores de crecimiento y en medio adicionado con 0.5
mg/l BA por 4 meses. Lo anterior demuestra que los
requerimientos para la inducción (micropropagación)
de las diferentes especies de orquídeas, es decir, medio
de cultivo, concentración de reguladores del crecimien-
to y tiempo de inducción, deben ser determinadas expe-
rimentalmente. 

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS EN LA ADQUISICIÓN DE

COMPETENCIA PARA LA FORMACION DE BROTES.
Para L. anceps la mayor formación de brotes, 26.5

brotes por explante, se obtuvo con 4 días de inducción
en medio MS sin reguladores de crecimiento. Ha sido
demostrado que algunas veces, no siempre se requiere
de los reguladores del crecimiento para obtener la res-
puesta morfogenética adecuada, ya que puede lograrse
por medio de factores físicos o químicos que afectan la
movilización, producción o inhabilitación de los regula-
dores del crecimiento en el explante; los niveles endó-
genos de los reguladores son influenciados por la dura-
ción, calidad e intensidad de la luz y por factores quími-
cos ambientales, tales como macro y micronutrientes,
además, la activación o inactivación de las rutas meta-
bólicas por  la biosíntesis de aminoácidos aromáticos y
la respiración pueden cambiar los niveles endógenos
hormonales en el explante (Bonga y Aderkas, 1992). 

En Cattleya x Esbetts la presencia de BA fue deter-
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minante para la mayor inducción de brotes por explan-
te, logrando inducir la formación hasta 18.7 brotes por
explante en aquellos explantes cultivados únicamente
con 1 mg/l de BA, este resultado concuerda con lo
reportado por Arditti (1992), quien afirma que después
de varios estudios realizados en Cattleya, las combina-
ciones óptimas para la formación de brotes para este
género fue 1 mg/l de BA y 0.5 mg/l de ANA. Es fre-
cuente encontrar reportes en la propagación in vitro de
orquídeas el uso de bajas concentraciones de citocininas
con nulas y muy bajas concentraciones de auxinas,
Baltazar (2004) reporta que las mejores respuestas mor-
fogenéticas en el cultivo de protocormos enteros de
Oncidium tigrinum en medio de cultivo MS con una
concentración similar (0.1 mg/l de ANA y 1 mg/l de
BA), mientras que Krapiec et al., (2003) obtuvieron una
alta brotación a partir de protocormos cultivados en
medio B5 con diferentes combinaciones de BA y AIB.
Por su parte, George y Ravishankor (1997) mencionan
en su trabajo con Vanilla plannifolia que obtuvieron
respuestas morfogenéticas en medio adicionado con 2
mg/l de BA y 1 mg/l de ANA. 

En S. tigrina y E. veroscriptum se logró la induc-
ción de brotes entre los 16 y los 24 días con altas con-
centraciones de BA en presencia de 2,4-D, obtenien-
do entre 8 y 9 brotes por explante. Además, se ha
podido constatar de manera general, que la presencia
de 2,4-D en el medio inhibió la multiplicación de bro-
tes, lo cual no afectó su crecimiento, alcanzando en
algunos casos las tallas más altas para cada especie,
lo cual es similar nuevamente con lo que reporta
Arditti (1992), quien determinó que muy bajas con-
centraciones (0.1 mg/l) de ANA o 2,4-D promueven
el crecimiento de los explantes.

Conclusiones

Es muy común encontrar en la literatura referente a
la propagación de orquídeas y otras especies tiempos de
inducción que van de 30 a 60 días y son muy pocos los
que mencionan estudios específicos para determinar los
tiempos de adquisición de competencia, la gran mayo-
ría de trabajos de este tipo se han realizado con conífe-
ras y no hemos encontrado ninguno con orquídeas, por
lo que este trabajo puede considerarse pionero en la
investigación acerca de la adquisición de competencia
en esta familia. El poder determinar con una mayor pre-
cisión el momento en que el explante a cultivar adquie-
re competencia para la formación de brotes y/o PLBs

no sólo se logrará inducir la mayor cantidad de regene-
rantes por explante, sino que también se podrán reducir
los tiempo y costos de producción, teniendo como con-
secuencia, material suficiente que pueda ser usado ya
sea para realizar otro tipo de estudios (anatómico, fisio-
lógico, genético, ecológicos etc.) o plantas de las espe-
cie silvestres que puedan ser usadas para satisfacer el
comercio legal con lo que se estará contribuyendo a dis-
minuir la presión de colecta, en muchos casos ilegal, de
sus poblaciones silvestres, con le que se estará incidien-
do directamente con la conservación y uso sustentable
de este valioso recurso natural. En caso de los híbridos
con alto valor ornamental y de las mismas especies el
poder reducir los tiempos y costos de producción y con-
tar con plantas sanas y vigorosas será posible ofrecerlas
al consumidor de manera controlada y a precios alta-
mente competitivos y accesibles.   
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