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RESUMEN

Cyrtopodium schargellii, conocida en ciertas zonas como “lluvia dorada”, es una orquidea nativa de América Central,
cuya distribucién incluye Venezuela y Colombia, donde habita principalmente en ecosistemas de bosque seco tropi-
cal. Esta especie, de interés ornamental y ecoldgico, enfrenta desafios que justifican la bdsqueda de alternativas para
su propagacion y conservacion. El objetivo de esta investigacion fue establecer un protocolo de germinacién asimbi6-
tica y evaluar la formacién de plantulas in vitro de la orquidea C. schargellii. Para ello, se hizo uso de dos capsulas ma-
duras de dicha especie, recolectadas en el departamento de Sucre, para posteriormente cultivar las semillas en tres
tratamientos: T1 (sales MS al 100%), T2 (sales MS al 50%) y T3 (sales MS al 25%). Para la formacién de raices, T3 fue
el mejor tratamiento, mientras que T1 y T2 favorecieron la generacién de brotes y la elongacién del tallo; sin embargo,
T1 fue el mejor tratamiento para la germinacion de las semillas. Estos hallazgos evidencian la viabilidad del protocolo
propuesto para la obtencién de vitroplantulas de la orquidea C. schargellii.
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ABSTRACT

Cyrtopodium schargellii, known in certain areas as “golden rain,” is an orchid native to Central America, whose distri-
bution includes Venezuela and Colombia, where it mainly inhabits tropical dry forest ecosystems. This species, of orna-
mental and ecological interest, faces challenges that justify the search for alternatives for its propagation and conserva-
tion. The objective of this research is to establish an asymbiotic germination protocol and evaluate the formation of in
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vitro seedlings of the orchid C. schargellii. To this end, seeds were extracted from two mature capsules of this species,
collected in the department of Sucre. These seeds are then cultivated in three treatments: T1 (100% MS salts), T2
(50% MS salts), and T3 (25% MS salts). For root formation, T3 is the best treatment, while T1 and T2 favor shoot gen-
eration and stem elongation; however, T1 is the best treatment for seed germination. These findings demonstrate the
viability of the proposed protocol for obtaining in vitro seedlings of the orchid C. schargellii.

Keywords: Biotechnology, tropical dry forest, tissue culture, orchid, vitroplantlets.
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INTRODUCCION

C. schargellii es una planta epffita de la familia Orchida-
ceae, nativa de América Central y distribuida en paises
como Colombia y regiones como el occidente-noroeste
de Venezuela, donde habita principalmente en ecosiste-
mas de bosque seco tropical (Hernandez y Ortega,
2025) (Figura 1). Se diferencia de otras especies del gé-
nero porque esta presenta habito de crecimiento exclu-
sivamente epifito (Romero et al., 2005).

Por otro lado, el estado de conservacion actual de esta
especie, junto con el de otras especies de orquideas, se
estda viendo afectado por la fragmentacion del hébitat,
derivado de la contaminacién del suelo y demas activi-
dades antropogénicas, lo que ha provocado una dismi-
nucion en el ndmero de las poblaciones silvestres
(Garcia et al., 2024). Ademas, factores como los efectos
del cambio climatico, la extraccion ilegal y el aprovecha-

Aprobado: 5 de noviembre de 2025

miento tradicional también compromete el riesgo de
extincion (Baider y Florens, 2021; Castillo et al., 2021).
Todos estos aspectos traen consigo repercusiones nega-
tivas sobre la ecologia de las orquideas y explican su
presencia en listas rojas nacionales e internacionales de
especies amenazadas o en peligro.

En ese orden de ideas, la técnica de propagacion in vitro
a partir del cultivo de tejidos vegetales se ha considera-
do como una herramienta crucial para la conservacién
de especies de importancia ornamental, ecolégica o
comercial (Vasquez et al., 2021; Ramirez-Mosqueda e
Iglesias-Andreu, 2015).

La propagacién in vitro ha sido implementada exitosa-
mente en especies terrestres, epifitas y litofitas en diver-
sos lugares de todo el mundo, abarcando desde la ger-
minacién de semillas hasta la siembra de explantes a
partir de diversos 6rganos de la planta (Beltran y Solér-

Figura 1. Flor de la especie C. schargellii (Autoria propia).

75 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXVII No. 2 Julio - Diciembre 2025, 74 - 82



zano, 2022). En el caso de las orquideas, el proceso ger-
minativo puede darse por vias simbioticas o asimbioti-
cas. El método simbidtico in vitro consiste en realizar la
siembra de las semillas junto con un inéculo de hongo
micorricico que tenga afinidad con la orquidea
(Pujasatria et al, 2020). De igual manera, el método
asimbidtico, propuesto por Knudson (1922), mostré ser
un avance trascendental, al demostrar que las semillas
tenian la capacidad de germinar en medios enriquecidos
con sales y azlcares bajo condiciones axénicas y con-
troladas en un laboratorio (Mamani et al., 2022). Poste-
riormente, se ha sefialado que, una vez alcanzada la
germinacion, las orquideas desarrollan una estructura
conocida como protocormo, una masa de células em-
brionarias que se caracterizan por presentar divisiones
celulares activas, junto con la diferenciacion del meriste-
mo apical, con una expresién génica distinta a la del
embrién inicial (Hernandez et al,, 2023); los protocor-
mos presentan un alto grado de totipotencialidad, sien-
do capaces de regenerar plantas completas, bajo las
condiciones adecuadas (Ruiz, 2020).

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este traba-
jo fue establecer un protocolo eficiente de germinacion
y evaluar la formacion de plantulas in vitro de la orqui-
dea C. schargellii.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y recoleccion del material vegetal

Se hizo uso de 2 cdpsulas maduras de C. schargellii
(Figura 2), las cuales fueron recolectadas en el municipio
de Sampues, Sucre, en las coordenadas: 9.21939 de
latitud y -75.34243 de longitud del meridiano de Green-

wich. Se conservaron las mismas en papel periédico y
bolsas ziploc y se transportaron hacia el laboratorio de
Cultivo de Tejidos de la Universidad de Sucre.

Desinfeccion del material vegetal

Las capsulas se desinfectaron mediante el lavado por
inmersién en una solucién de hipoclorito de sodio al
2%, durante 3 minutos con dos gotas de Tween 20
(Sigma®), posteriormente se realizaron dos lavados con
agua destilada estéril para eliminar el exceso de
detergente.

Medios de cultivo

Se realizé un total de 60 frascos con medios de cultivo,
distribuidos en 3 tratamientos (T1, T2 y T3), donde cada
tratamiento estuvo conformado por 20 repeticiones,
siendo cada frasco una unidad experimental. Los
tratamientos estuvieron compuestos por sales MS
(Murashige y Skoog, 1962) al 100% para T1, para T2 se
adicioné sales MS (1962) al 50% vy para T3 sales MS
(1962) al 25%, y para todos los tratamientos sacarosa al
3%, Myo-inositol, tiamina HCI, Gelrite al 0,2%, y se
ajusté el pH a 5,7. Luego se disolvié el Gelrite durante
10 minutos en una plancha de calentamiento y se distri-
buyé a razén de 20 ml por frasco. Finalmente se esterili-
z6 en autoclave durante 20 minutos a 15 psiy 1212 C.
Los medios de los diferentes tratamientos se sembraron
en condiciones de asepsia en cabina de flujo laminar
horizontal.

Siembra del material vegetal, germinacion de las semi-
llas y condiciones del medio

Las capsulas se abrieron longitudinalmente con la ayuda
de un bisturi previamente desinfectado dentro de la ca-

Figura 2. Capsula madura de C. schargellii (Autoria
propia).
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Figura 4. Semillas germinadas in vitro (protocormos) de C. schargellii después de
aproximadamente 20 dfas post-siembra.
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mara de flujo laminar, se extrajo un cimulo de semillas y
se sembr6 en los diferentes medios de cultivo distribuyén-
dolas en cinco puntos dentro del frasco con la ayuda de
una asa de aro (Figura 3). Posteriormente, se colocaron
en un cuarto de incubacién a una temperatura de 28 + 5
°C, humedad relativa de 65 % y un fotoperiodo de 12
horas luz con una intensidad luminica de 50 umol m?s™.

Evaluacion del material vegetal

Se evaluo6 el desarrollo germinativo de las semillas en
cada uno de los medios a las 24, 48 y 72 horas, 5, 10,
15, 20, 30, 40, 45, 50, 60, 70 y 90 dias con el objetivo
de generar una cinética de crecimiento. Al mismo
tiempo, se evaluaron pardmetros cuantitativos vy
cualitativos, tales como el ndmero de semillas
germinadas, longitud del vdstago, nimero de raices,
nimero de brotes y presencia o ausencia de
contaminacion.

Diseno y analisis estadistico

Esta investigacion se realiz6 bajo un diseno completa-
mente al azar (DCA). A los datos que se obtuvieron se
les aplicaron las pruebas de normalidad (Shapirowilk) y
homogeneidad de varianzas (Bartlett), tras lo cual, aque-
llas variables distribuidas de forma normal y homogénea
fueron sometidas a un andlisis de varianza (ANOVA),
seguido de la prueba de comparacion mdltiples de me-
dias Tukey (a: 0.05), mientras que en caso contrario se
realizo la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. To-
dos los andlisis estadisticos se procesaron en los progra-
mas Excel, R Project y R Studio para Windows (de Men-
diburu, 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que al transcurrir
aproximadamente 20 dias después de la siembra de las
semillas, fue posible observar inicios de germinacion en
los medios de cultivo, observandose asi una estructura
conocida como protocormo globular en diferentes
réplicas de los distintos tratamientos implementados
(Vargas et al., 2023; Utami et al., 2017) (Figura 4).

Los resultados obtenidos sugieren que el porcentaje de
germinacion de semillas en T1 fue del 75%, en T2 del
29% vy en T3, el porcentaje se dio en la menor
proporcion, es decir, del 25%. Estos hallazgos se
relacionan con los obtenidos en trabajos anteriores
sobre germinacion in vitro de semillas de orquideas.
Ruiz ~ (2020) estableci6 las bases para la
micropropagacién de la flor de un dia (Sobralia
macrantha), alcanzando un porcentaje superior al 70%
de germinacién una vez transcurridos 18 dias post
siembra, demostrando la eficiencia de la germinacién
asimbidtica en este tipo de plantas. De igual manera,

Apolo (2021) analizé la viabilidad de semillas de la
especie  Epidendrum  nocturnum  bajo  diferentes
condiciones de almacenamiento, evidenciando que,
alcanzados los 15 dias después de la siembra de las
semillas, la germinacién sobrepasé el 1,5% en todos los
tratamientos implementados; aunque el porcentaje de
germinacion reportado fue menor que el de Ruiz
(2020), la investigacion resalta la influencia de las
condiciones de almacenamiento en la germinacion
favorable de las semillas.

Por otro lado, Mamani et al. (2022) detallaron el
proceso ontogénico y germinativo de Epidendrum
secundum, registrando asi que, a los 21 dias después de
la siembra, las semillas comenzaron a germinar en los
medios implementados, reafirmando la relevancia de la
composiciéon de los medios (incluyendo suplementos
como el agua de coco) en el desarrollo germinativo de
las semillas.

Todos estos antecedentes resaltan que, si bien los
tiempos y porcentajes de germinaciéon pueden presentar
variaciones entre especies y tratamientos, la formulacién
de protocolos de germinacién in vitro de semillas de
orquideas pone en manifiesto la importancia de esta
herramienta clave para la micropropagacion vy
conservacion de este tipo de plantas.

Dando continuidad a lo mencionado, el andlisis de
varianza para el nidmero de semillas germinadas
demuestra que hay diferencias significativas entre el
ndmero de semillas germinadas y los tratamientos (p-
valor=8.09¢'*, GL=2, «a=0.05, p<a), siendo T1 (300
semillas germinadas aproximadamente) el tratamiento
que presenta mayor diferencia con T2 (110 a 120
semillas germinadas) y T3 (100 semillas germinadas) en
cuanto a esta variable (Figura 5).
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Figura 6. Boxplot del nimero de raices con respecto a
los tratamientos.

El andlisis de varianza para el ndmero de raices
demuestra que hay diferencias significativas entre el
nimero de raices y los tratamientos (p-valor=1.14e,
GL=2, a=0.05, p<a), siendo T3 (20 a 22 raices obtenidas)
el tratamiento que presenta mayor diferencia con T1 y
T2 (10 a 15 raices) en cuanto a esta variable (Figura 6).
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Figura 7.Boxplot del ndmero de brotes con
respecto a los tratamientos.

El andlisis de varianza para el ndmero de brotes
demuestra que hay diferencias significativas entre el
nimero de brotes y los tratamientos (p-valor=5.62¢'>,
GL=2, a=0.05, p<a), siendo T1 (240 a 250 brotes
aproximadamente) el tratamiento que presenta mayor
diferencia con T3 (80 a 90 brotes) y T2 (60 a 80 brotes)
en cuanto a esta variable (Figura 7).

El andlisis de varianza para la longitud del vastago
demuestra que hay diferencias significativas entre la
longitud del vastago y los tratamientos (p-valor=0.00532,
GlL=2, a=0.05, p<a), siendo T3 (0,5 a 1 cm) el
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Figura 8. Boxplot de la longitud del vastago con
respecto a los tratamientos.

Figura 9. A. Vitroplantas en T1, T2 y T3 respectivamente, después
de 120 dias post-siembra.

tratamiento que presenta mayor diferencia con T1 y T2
(2a 2,5 cm)en cuanto a esta variable (Figura 8).

Por otro lado, después de aproximadamente 120 dias
realizada la siembra de las semillas, fue posible
evidenciar diferencias significativas principalmente en
cuanto al crecimiento y elongacion de las vitroplantas y
la formacién de raices (Figura 9).

Los resultados obtenidos en el presente estudio
confirman que la concentracién de sales minerales en el
medio de cultivo tiene una influencia decisiva sobre las
distintas etapas del desarrollo in vitro de las orquideas
(Hwang et al, 2024), incluyendo a C. schargellii. En
términos de germinacién, el medio MS al 100% (T1) fue
el mas eficiente, mientras que la disminucién de sales al
25% (T3) inhibi6 considerablemente tanto la
germinacion como la formacién de brotes. Este
comportamiento observado puede ocurrir debido a la
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baja disponibilidad de macro y micronutrientes en los
medios de cultivo, componentes fundamentales en el
proceso de division celular, metabolismo energético y
sintesis/transporte de hormonas, tal como lo reportan
Cadavid y Salazar (2008) para la especie Cattleya
quadricolor, en donde el tratamiento 3 con sales MS V4
(25%) arrojo un porcentaje de germinacién de semillas
bajo en comparacién con los tratamientos 1 (100%) y 2
(50%), donde estos fueron de 88% y 64%,
respectivamente. Segin lo anterior, Martinez et al.
(2015) afirman que la disminucién de la concentracion
de sales puede afectar el potencial osmdtico,
dificultando la absorcién de nutrientes y reduciendo la
eficiencia de la actividad metabdlica de las plantulas.

Sin embargo, los resultados obtenidos por Andrade et al.
(2015) evidencian un efecto contrario en hibridos de
Brassolaeliocattleya, donde la concentracion de sales al
100% provocé un potencial osmético negativo que
inhibi6 la germinacion. Estas diferencias dan cabida a la
necesidad de implementar pruebas de susceptibilidad
previas, variando la concentracion de sales segln la
especie y su respuesta en fases criticas del proceso
germinativo, como la imbibicion y el desarrollo de
protocormos.

La comparacién entre resultados de estudios confirma
que no existe un medio y/o concentraciones
universalmente 6ptimas, sino que la respuesta depende
considerablemente de los requerimientos fisiol6gicos y
ecolégicos de cada especie. Por ejemplo, Cyrtopodium
paludicolum, especie adaptada a suelos hidromorficos
pobres en nutrientes, arroj6 mayores porcentajes de
germinacion en medios diluidos, como VW y MS 2
(50%) (de melo et al., 2022), lo cual reafirma la relacién
existente entre condiciones ambientales naturales vy
desarrollo in vitro. De igual manera, Caramaschi (2001)
registr6 que Cyrtopodium punctatum mostré mayores
porcentajes de germinacion en medio VW que en MS,
mientras que Dutra et al. (2009) documentaron en la
misma especie una mejor respuesta en VW en
comparaciéon con MS y KC. Por su parte, de Sousa et al.
(2017) demostraron que Cyrtopodium saintlegerianum
responde favorablemente tanto en medio MS como en
medio Knudson C modificado, siendo este udltimo mas
facil de preparar y mas econémico, convirtiéndolo en
una alternativa viable para la propagacion in vitro de
esta especie.

En este estudio, aunque la germinacion se dio de una
manera mas eficiente en T1 (100%), la formacién de
tejido radicular fue considerablemente mayor en T3
(25%). Este comportamiento podria estar relacionado

con el efecto de la sacarosa, la cual tiene un papel
determinante en el potencial osmético del medio en
comparacion con las sales minerales (Pierik, 1990;
Arditti, 2008). La hidrdlisis de la sacarosa a glucosa y
fructosa proporciona carbono disponible (Yoshida et al.,
1973), promoviendo la organogénesis de raices en
medios con bajas concentraciones de sales, tal como se
observé en T3. Este resultado afirma que, para etapas
posteriores de desarrollo radicular, medios con bajas
concentraciones de sales podrian ser favorables para
esta especie.

En cuanto al ndmero de brotes y la longitud del vastago,
los mejores resultados se obtuvieron en T1 (100%) y T2
(50%). Estos hallazgos contradicen lo reportado por
Dogan (2020), quien asegura que las altas
concentraciones de sales limitan el crecimiento
longitudinal del vastago, debido a un potencial osmético
reducido; en este caso en particular, la mayor
disponibilidad de nutrientes parece haber favorecido un
mejor desarrollo, evidenciandose asi que C. schargelli
presenta una tolerancia relativamente alta a
concentraciones elevadas de sales MS. Esto coincide
con lo observado por de Oliveira et al. (2023) en
Cyrtopodium aliciae, donde el medio MS al 50%
produjo plantas con mayor resistencia y mejor
adaptacion a la aclimatacion.

Finalmente, se hace la aclaracion de que, en este
estudio, la contaminacion no representé  un
inconveniente, ya que en ninguno de los medios de
cultivo evaluados se presenté indicios de proliferacion
de hongos o bacterias durante el tiempo de evaluacién
estipulado, permitiendo que los ensayos se realizaran de
manera satisfactoria y que los parametros analizados
reflejaran con mayor precision las respuestas a los
tratamientos implementados.

Los resultados de la presente investigacion reafirman la
idea de que la respuesta de las orquideas a los cultivos
in vitro depende de la especie y de las condiciones del
medio, lo que impide el establecimiento de un
protocolo de aplicacién general. Mientras que para C.
schargellii la germinacién y formacién de brotes se ven
favorecidas en medios con altas concentraciones de
sales, la formacion de tejido radicular se da de una
manera mas eficiente en medios con bajas
concentraciones.

CONCLUSIONES

La respuesta in vitro de C. schargellii esta directamente
relacionada con la concentracion de sales del medio de
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cultivo. Se concluye que el tratamiento mas viable y
efectivo para la formacion de plantulas in vitro de C.
schargellii es el que viene dado por sales MS al 100%.
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