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Resumen
Cattleya mendelii es una orquídea endémica de Colombia de gran valor ornamental que se encuentra en peligro de extinción a causa de la recolección masiva y a la destrucción de sus hábitats naturales por la acción antrópica. El cultivo in vitro es una alternativa para la conservación de esta especie o su comercialización. En esta investigación se evaluaron la germinación asimbiótica y el desarrollo de plántulas de las semillas de orquídeas de la especie C. mendelii, en diferentes medios de cultivos in vitro. Inicialmente se recolectaron cápsulas maduras; posteriormente, se determinó la viabilidad de las semillas con la prueba de Tetrazolio. En forma paralela, las semillas se desinfectaron y sembraron con el método de jeringuilla para evaluar el efecto de cinco medios de cultivo en el desarrollo de C. mendelii después de dieciséis semanas de cultivo. Se encontró que la viabilidad de las semillas fue del
93%. El mejor porcentaje de germinación se halló en el medio de cultivo Murashige-Skoog más agua de coco (MS + AC) con diferencias significativas (P < 0.05, Tukey) con respecto a los demãs medios de cultivo. En este estudio se demostró que los medios de cultivos MS suplementados con agua de coco y
*ugo de pi+a fueron mãs eficientes en la germinación asim4iótica y en el desarrollo de plãntulas en la orquídea C. mendelii con respecto a los otros medios de cultivo, lo cual los convierte en una opción en la reducción de los costos generados por la utili7ación de las fitohormonas.
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Abstract
Cattleya mendelii is an endemic orchid species from Colombia, which has a great ornamental value which is in danger of extinction due to massive collection and their natural habitat’s destruction by human activities. <n vitro culture is an alternative to preserve this species and=or carry out its mar- keting. In this study the asymbiotic germination and seedling development of seeds of C. mendelii, in several in vitro culture media were evaluated. Mature capsules were collected. Seed viability with tetrazolium test was done; seeds were disinfected at the same time and planted by the syringe method to evaluate the effect of five gro>th culture media on the development of C. mendelii after 16 weeks of cultivation. It was found that seed viability was 93%, the highest percentage of germination was found in the culture medium Murashige-Skoog plus coconut >ater (MS+AC) >ith significant differences com- pared to other culture media (P < 0.05, Tukey). This study showed that MS medium supplemented
>ith coconut >ater and pineapple *uice, >ere more efficient in asym4iotic germination and seedling development of C. mendelii orchids compared with other culture media. It could be an option to reduce the costs generated by using phytohormones.
Key words: Cattleya mendelii, culture medium, embryonic development, germination, in vitro culture, tetrazolium.
Introducción
La familia Orchidaceae tiene una amplia diversidad en el reino Plantae con un estima- do de 750 géneros y entre 25.000 y 30.000 especies en todo el mundo (Thorpe y Yeung,
2011). Gracias a su capacidad evolutiva, pre- senta variaciones en el tamaño, la forma, la textura y el color de la for (Xagara*u y Mani,
2005). Colombia, según los datos más recien- tes, registra 4.010 especies, distribuidas en
260 géneros (Mejía y Pino, 2010). En Norte de Santander se han descrito 37 géneros y 105 especies, dentro de los que se destaca Catt- leya mendelii (Díaz et al., [004), for nativa de Colom4ia donde crece en aforamientos rocosos y en las copas de árboles de gran tamaño en la cordillera Oriental de los Andes en los departamentos de Santander y Norte de Santander, a ][00-800 m.s.n.m. (Santos et al., [0]0). Las plantas poseen fores gran- des y vistosas que les proporcionan un gran valor ornamental y económico. Florece una vez por año entre abril y mayo. Esta especie se encuentra en peligro según el libro rojo de las plantas de Colombia (Calderón, 2007), es decir, enfrenta un alto riesgo de extinción o deterioro poblacional en estado silvestre. Esta amenaza es causada por la recolección excesiva e ilegal con fines comerciales y por la destrucción de los árboles hospederos y su hábitat natural (Salazar et al., 2010; Santos et al., 2010). Además, la germinación de las orquídeas en estado silvestre presenta algu- nas limitaciones, como la poca reserva de nutrientes en las semillas, lo cual es un factor limitante para su germinación y superviven- cia in vivo; por tanto, es necesario establecer asociaciones simbióticas, principalmente con micorrizas, para lograr su germinación en condiciones naturales (Chen y Chen, 2007).
El primer método para la germinación de semillas de orquideas (Moore, ]849) con inte- rés horticola significó un cam4io importante y radical de la manera como otras semillas

de orquídeas fueron germinadas hace 160 a+os (Arditti, ]984; Yam et al., 2002; Yam y Arditti, 2009). Medio siglo después del des- cubrimiento de Moore, Noël Bernard formuló un método para la germinación simbiótica de semillas de orquídeas in vitro (Rasmussen,
1995; Yam et al., 2002).
Le>is Knudson desarrolló un método para la germinación asimbiótica in vitro de semillas de orquideas (Knudson, ]9[]; Yam et al., 2002), que fue el primer procedimien- to práctico para la propagación in vitro de cualquier planta en condiciones axénicas, demostrando así que era posible la germi- nación sobre un medio simple que contu- viera minerales y azúcares. La investigación desarrollada por Knudson conmocionó el mundo de las orquídeas al demostrar que las semillas de Cattleya, Vanilla y otras eran capaces de germinar asimbióticamente in vitro (Knudson, ]946). Otros autores, como Arditti (]98[) y Fast (]980), han contri4uido a la formulación de medios de cultivos para muchos géneros y especies diferentes.
El medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) ha sido probado en la germina- ción y crecimiento de muchas especies de or- quídeas con resultados óptimos gracias a su contenido de sales inorgánicas, carbohidra- tos, vitaminas y aminoácidos, lo que brinda un alto grado de nitrógeno y potasio, nece- sarios para la nutrición. Se debe mencionar que el cultivo in vitro de semillas de orquídeas es favorecido con la adición de suplementos orgánicos y fitorormorias al medio de cultivo (Malgren, [006; Arditti, [008; Pedro7a, [009; Cancino y Salazar, 2011).
Los métodos de cultivo in vitro están sien- do utilizados con éxito para la conservación y propagación de especies de orquídeas en peligro de extinción y de importancia medi- cinal (De4 y Pongener, [0]]; Ste>art y Kane,
2006; Lo et al., 2004). Cuando se evalúan las condiciones de germinación es importante te-
ner en cuenta la viabilidad de las semillas en estudio, lo que permite brindar un estimado de la proporción de semillas que no germina- rá, como consecuencia de condiciones desfa- vorables causadas por la falta de viabilidad (Mu+o7 y Jiméne7, [008). En orquideas, el método más utilizado para la determinación de la viabilidad de las semillas es la prue- ba bioquímica de tetrazolio (Johnson et al.,
2007; Lauzer et al., 2007; Vujanovic et al.,
2000) que detecta signos de vida o actividad metabólica. Las semillas viables tienen una fãcil identificación gracias a su caracteristica coloración roja (Mweetwa et al., [008). En el presente estudio se evaluó la germinación asimbiótica de semillas y el desarrollo in vi- tro de plántulas de C. mendelii. Además, se determinó la viabilidad de las semillas de la especie la cual se compara con el porcentaje de germinación.
Materiales y métodos
Material vegetal
Las cápsulas maduras dehiscentes de C. mendelii fueron recolectadas en el municipio de Bochamela, Norte de Santander, Colom- bia, el 30 de marzo del 2011. Estas cápsulas habían sido polinizadas manualmente en invernadero, transfiriendo dos polinias al estigma de otra for, utili7ando pin7as finas. Se emplearon en total cuatro plantas: dos donadoras y dos receptoras. Seguidamente, las semillas maduras fueron retiradas de las cápsulas para ser almacenadas en sobres de papel Kraft a 4 °C dentro de frascos de vidrio que contenían también sílica gel (agente dese- cante) para evitar el deterioro de las semillas por la humedad (Dutra et al., [008; Vogel y Macedo, 2011).
Viabilidad de semillas
Las semillas fueron sometidas a concentra- ciones de hipoclorito de sodio al 0.5%, 1%,
1.5%, 2.0%, 2.6%, 3.0%. Posteriormente, su viabilidad fue evaluada por medio de la prueba de tetrazolio [2,3,5-cloruro trifenil te- trazolio (CTT: C19H15ClN4)]. Se sumergieron
100 semillas de orquídeas en la solución de
CTT (1%) (1 g en 100 ml de buffer fosfat: 0.9
% Na2HP04 2H20 + ].] % KH2P04, pH 6-7)

DE CATTLEYA MENDELII DOMBRAIN (ORCHIDACEAE)
durante 24 horas en la oscuridad (Muñoz y Jiméne7, [008; Ossen4ach et al., 2007), antes de ser examinadas en microscopio estereos- cópico (Leica EZ4). El proceso para medir la viabilidad se repitió cinco veces. Las semillas viables se tiñeron de rojo debido a la reducción del tetrazolio por la actividad respiratoria de las células. Esta prueba es aceptada por la International Seed Testing Association (ISTA,
]985).
Desinfección y siembra de semillas
Para la desinfección y siembra de las semillas se utilizó el método de la jeringuilla (Vendra- me et al., 2007), el cual consiste en colocar algunas de ellas en una jeringa estéril de
5 ml con un filtro de tela. Las semillas se sumergieron en la solución de etanol al 70% durante 30 segundos, luego fueron sometidas a la solución de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 1.0% con dos gotas de Tween-20® (agente tensio-activo) durante cinco minutos en agi- tación constante. Seguidamente se realizaron cinco lavados con agua desionizada estéril y se retiró el filtro de la *eringa para llevar a cabo la siembra en condiciones asépticas en una cãmara de fu*o laminar. Se cultivaron
100 semillas en cajas de Petri que contenían
25 ml del medio de cultivo.
Medio asimbiótico y condiciones de cultivo
El medio de cultivo basal fue MS en concen- traciones de macro y micronutrientes al 100% (Murashige y Skoog, ]96[)  con 3000 mg=l de sacarosa, 700 mg=l de agar, ]00 mg=l de myo-inositol y ]000 mg=l de car4ón activado. Se emplearon cinco medios de cultivo: medio basal MS como control, MS suplementado con jugo de piña (MS+JP), MS con agua de coco (MS+AC), MS mãs 0.5 mg=l de ãcido indolacético (A<A) y MS con 0.5 mg=l de ãcido giberélico (MS+GA3). Los medios con suple- mentos orgánicos se prepararon adicionando [00 ml=l ([0%) de agua de coco y *ugo de pi+a, respectivamente. El jugo de piña se preparó utilizando una licuadora, posteriormente se filtró con gasa, se puso en e4ullición por die7 minutos y se almacenó en frascos de vidrio ([00 ml) a -80 °C. El medio fue a*ustado a un pH de 6.0 usando NaOH o HCl al 0.5 M. Se esterilizó a 15 libras de presión (Psi) a 121 ºC
durante 20 minutos. Los medios de cultivo fueron incubados en condiciones ambientales controladas (23 ± 2 ºC, fotoperiodo de dieci- séis horas de luz y ocho horas de oscuridad, con una intensidad de lu7 [5 imol=m por segundo provista por lu7 fuorescente y 60% de humedad relativa).
Diseño experimental y análisis estadístico
El diseño experimental consistió en un fac- torial 6 x 5 completamente al azar (seis fases del desarrollo y cinco medios de cultivo), con cinco repeticiones y promedio de tres cajas de Petri (cada una con 100 semillas) para un total de 75 unidades experimentales. Los datos fueron sometidos a análisis de varianza (Anova) y posteriormente las me- dias se compararon utilizando la prueba de rangos múltiples de HSD (honesta diferencia sgriigficatogva) de Tukey para determinar las diferencias significativas a un nivel de P <
0.05 (Tukey, 1994).
El proceso de germinación de semillas a formación de plántulas fue evaluado cada dos semanas durante dieciséis semanas después de la siembra, mediante las fases del desarro- llo de orquídeas adaptadas por Vasudevan y Staden (2010) (Cuadro 1). Además, se midió el porcentaje total de germinación in vitro para efectos de comparación con la prueba de viabilidad, sumando las fases del desarrollo de semillas de orquídeas 1, 2, 3, 4 y 5, de cada medio de cultivo utilizado (MS, MS+JP, MS+AC, MS+AIA y MS+GA3); posteriormen- te, se obtuvo el promedio de la germinación (porcentaje de germinación). También se determinó el coeficiente de correlación entre la concentración de hipoclorito de sodio y el porcentaje de viabilidad. Para el análisis
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Cuadro 1. Fases de desarrollo de semillas de orquídeas.
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Fase                               Descripción
0        Semillas con embrión no germinaron.
1        El embrión aumenta de tamaño.
2        Ruptura de la testa.
[image: image5.png]


3        Formación de protocormos y rizoides.

estadístico se utilizó el software Statgraphic
Centurión XV versión 15.2.05 (2006).
Resultados y discusión
Porcentaje de viabilidad en relación con la concentración de hipoclorito de sodio
El mayor porcentaje de viabilidad de C. men- delii se encontró en las semillas tratadas con hipoclorito de sodio al 1%, y el menor en el tratamiento con mayor concentración de este compuesto (3%) (Figura 1). De acuerdo con estos resultados, se puede decir con una probabilidad del 95% que el hipoclorito de sodio tiene una infuencia moderadamente fuerte en la viabilidad de las semillas y un coeficiente de correlación R2 igual a 0.784]
(Figura 1, Foto 1). Alvarez-Pardo et al. (2006) al asociar la viabilidad de semillas con concentraciones diferentes de hipoclorito de sodio, encontraron un mayor porcentaje de viabilidad en C. bicolor. El hipoclorito de sodio escarifica la cu4ierta de las semillas permitiendo con ello que la solución de te- trazolio penetre fácilmente y estimulando su germinación (Rännbäck, 2007; Vasudevan y Staden, 2010).
La prueba de tetrazolio es un méto- do recomendado de4ido a su eficiencia y facilidad de uso. Las semillas viables son fãcilmente identificadas por su coloración roja característica debida a la reacción que ocurre en las células vivas la cuales liberan hidrógeno por la actividad deshidrogenasa en el proceso de la respiración (Vujanovic et al., 2000; Ossenbach et al., 2007; Muñoz y Jiméne7, [008).
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5
Elongación de la primera hoja y su desarrollo posterior.
Fuente: Modificado de Vasudevan y Staden, [0]0.

Concentración de hipoclorito
Figura 1. Correlación entre el porcentaje de viabilidad y la concentración de hipoclorito de sodio.
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Foto 1.    Evaluación de la viabilidad de Cattleya mendelii, usando la prueba de Tetrazolio. (A) semilla viable. (B) semilla no- viable. La sal de Tetrazolio es una solución incolora, soluble y oxidada. Cuando hay presencia de actividad respiratoria se reduce, produciendo un precipitado rojo insoluble llamado Formazán. Escala de la barra 1 mm. c: cubierta de la semilla; e: embrión.
Viabilidad y germinación de semillas
En promedio, la viabilidad de C. mendelii fue alta (93%). Lauzer et al. (2007) y Vujanovic et al. (2000) demostraron que la prueba de viabilidad no es un buen indicador de ger- minación ya que no evalúa la capacidad de división celular y el desarrollo (Padilla, 2011). Por esta razón, la validez de esta prueba debe ser confirmada con prue4as de germinación en vivero (Johnson et al., 2007; Muñoz y Ji- méne7, [008).
La germinación asimbiótica in vitro de semillas de C. mendelii en los cinco medios de cultivo evaluados, fue, en promedio, del 94.1% (Cuadro 2). La diferencia entre la prueba de germinación y la prueba de viabilidad fue del
1.1%, lo que indica que no existen diferencias (P < 0.05) entre ambas. Esto demuestra que la prueba de tetrazolio puede ser utilizada para predecir la capacidad de germinación de C. mendelii. Hosomi et al. (2011) utilizaron la prueba de tretrazolio para estimar la viabili- dad de semillas de Cattleya sp. con fines de propagación y conservación. También se ha empleado para determinar la capacidad de

Además, la viabilidad de las semillas de di- ferentes cápsulas varía considerablemente y en muchas especies de orquídeas disminuye durante el almacenamiento (Vendrame et al.,
2007; Hirano et al., 2011).
Medio de cultivo, germinación asimbiótica y desarrollo de plántulas
El porcentaje de germinación de C. mendelii fue constante a partir de la semana cuatro (Figura 2). El mayor porcentaje se encontró en el medio MS+AC (P < 0.05) (Cuadro 2). El mayor porcentaje de formación de protocor- mos ocurrió en el medio MS+JP que no fue diferente (P > 0.05) del medio MS+AC (Cuadro
2). Resultados similares hallaron Stewart y Kane ([006) con la formación de protocormos de Habenaria macroceratitis (Orchidaceae). Kitsaki et al. (2004) encontraron que el me- dio de cultivo enriquecido con agua de coco era más adecuado para la germinación y
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Cuadro 2. Efecto del medio de cultivo en el porcentaje de germinación y formación de protocormos de Cattleya mendelii. Evaluación realizada a los 120 días de cultivo.
germinación y el crecimiento de plántulas en
una amplia gama de especies de orquídeas

Medio de
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Cultivo

Porcentaje de germinación

Formación de protocormos
(Stewart y Kane, [006; Yama7aki y Miyoshi,
2006; Mweetwa et al., [008; Cancino y Sa- lazar, 2011). No obstante, la prueba se basa únicamente en las condiciones internas de las semillas y no revela el comportamiento combinado de su calidad con ciertas condicio- nes de crecimiento (Ossenbach et al., 2007).

MS
9[.86 a*
][.798 a
MS + JP
94.06 bc
[6.]98 4
[image: image10.png]


MS + AC
95.7 d
23.464 bc MS + AIA
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*Valores en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05), segün la prue4a de Tukey.
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Figura 2. Fases del desarrollo de Cattleya mendelii cultivada en cinco medios. (A) medio de cultivo MS (Murashige y Skoog). (B) MS + Jugo de piña. (C) MS + Agua de coco. (D) MS + ácido indolacético. (E) MS + ácido giberélico. (F) símbolos de las fases.
formación de protocormos de Ophrys que el enriquecido con jugo de piña. Independien- temente del hábito de crecimiento y de la taxonomía, muchas especies pueden tener diferentes requisitos de germinación (Vogel y Macedo, 2011). Además, es posible inferir que la germinación es infuenciada no sólo por el medio de cultivo, sino también por la madurez y calidad de las semillas (Lo et al.,
2004; Yam y Arditti, 2009).
Las fases del desarrollo de C. mendelii (Foto 2 y Figura 2) fueron muy variables en los medios en el transcurso de las dieciséis semanas evaluadas, a diferencia de la fase
0, en la cual no varió a partir de la semana cuatro en todos los medios (Foto 2A). En las demás etapas del desarrollo se halló que el mayor porcentaje en la Fase 1 (Foto 2B y C) ocurrió en el medio MS (47.33%; (P < 0.05) (Figura 3). En la Fase 2 (Foto 2D) el desarrollo fue poco equilibrado en los medios de cultivos (MS: [[.798; MS+JP: [3.33; MS+AC: [7.57; MS+A<A: [].864 y MS+GA3: [3.796; Figura 3). En la Fase 3 (Foto 2E y F) el mayor porcentaje

se encontró en el medio MS+JP ([6.]98) (Figu- ra 3); no obstante, no fue diferente (P > 0.05) con el desarrollo en el medio MS+AC (23.464). En la Fase 4 (Foto 2G) las plántulas en el medio MS presentaron un menor desarrollo (10.794) en relación con los otros medios de cultivo y no se encontraron diferencias entre ellos. (P > 0.05; Figura 3). El desarrollo en la Fase 5 (Foto 2H e I) solamente se alcanzó en los medios MS+JP y MS+AC, pero las diferen- cias no fueron significativas (P > 0.05).
Kitsaki et al. (2004) encontraron que el medio de cultivo suplementado con agua de coco es mãs efica7 en las primeras fases del desarrollo (1, 2 y 3), a diferencia del medio de cultivo suplementado con jugo de piña el cual es mejor para las fases 4 y 5. Por el contra- rio, en la presente investigación se evidenció que los medios MS+AC y MS+JP fueron los mejores en todas las fases del desarrollo de C. mendelii. No obstante, los demás medios de cultivo utili7ados fueron eficientes hasta la Fase 4 de cultivo. Pedroza (2009) demostró que la adición de A<A (0.5 mg=l) al medio de
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Foto 2.    Fases del desarrollo de Cattleya mendelii desde la germinación de la semilla a formación de la plántula en medio de cultivo in vitro asimbiótico. (A) Fase 0: Semilla con embrión no germinaron. (B y C) Fase 1: El embrión aumenta de tamaño. (D) Fase 2: Ruptura de la testa. (E y F) Fase 3: Formación de protocormos y rizoides. (G) Fase 4: Aparición de la primera hoja. (H y I) Fase 5: Elongación de la primera hoja y su desarrollo posterior. Escala de la barra = 1mm. c: cubierta de la semilla; e: embrión; h: hoja; p: protocormo; r: rizoide; ra: raíz.
50 
a
[image: image15.png]


40
30


[image: image16.png]


c
d
b
a;ba;b
 aa;b


b
b;c


Medios de Cultivo
MS MS+JP MS+AC MS+AIA MS+GA3
c
a
20
10  a b;c  a;b
d
0

bb
a b b
a
a
a
Fase 0 
Fase 1 
Fase 2 
Fase 3 
Fase 4 
Fase 5
Fases del desarrollo
Figura 3. Efecto del medio de cultivo en las fases del desarrollo de Cattleya mendelii. Las barras con distinta letra dentro de cada fase demuestran diferencias estadisticamente significativas, de acuerdo con la prue4a de Tukey HSD (P<0.05). Evaluación realizada a las 16 semanas de cultivo.
cultivo MS promueve las fases del desarrollo de Epidendrum elongatum (Orchidaceae). En otros estudios, igualmente se demostró el efecto 4enéfico del A<A cuando se agrega al medio de cultivo MS (Farias y Arciga, 2011). Manrique et al. (2005) y Coello et al. (2010) encontraron que el GA3 puede acelerar la germinación y el crecimiento de las orquí- deas, lo cual no coincide con los hallazgos del presente estudio, en el que el efecto de los fitorreguladores A<A y GA3 no fue óptimo para las fases de desarrollo de la planta. Cabe anotar que tanto el agua de coco como el jugo de piña contienen altos niveles de vitaminas, aminoãcidos y fitohormonas y son muy ener- géticos (Kitsaki et al., 2004; Yam y Arditti,
2009; Yong et al., 2009). En esta investigación se encontró que la adición de estos aditivos orgãnicos al medio MS me*oró su eficiencia y por tanto favorecen un mayor crecimiento y desarrollo de C. mendelii.
Conclusiones
    El presente estudio demostró que los me- dios de cultivos MS suplementados con componentes orgánicos como agua de coco y jugo de piña, favorecieron la germina- ción asimbiótica y el desarrollo in vitro de plántulas en la orquídea C. mendelii, sien- do esta una combinación adecuada para producir múltiples plantas y reintroducir especies en peligro de extinción en sus hábitats naturales.
    La utilización de suplementos orgánicos en los medios de cultivo podría ser una alternativa para la reducción de los altos costos generados por el uso de fitohormo- nas en el medio de cultivo. Asimismo, la prue4a de tetra7olio es un método efica7 para predecir la capacidad germinativa en las semillas de C. mendelii.
    Son necesarios estudios relacionados con la multiplicación y el endurecimiento de especies de orquídeas en riesgo de extin- ción y con valor ornamental, que ayuden en su conservación o comercialización. Además, se recomienda la evaluación de otros componentes orgánicos con diferen- tes especies de orquídea para comprobar su efectividad.
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