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Resumen

La continua pérdida de hábitat de las orquídeas nativas en Colombia, y las limitaciones de la germinación en estado sil-
vestre, ha dado lugar a un mayor énfasis en la conservación de las orquídeas. Por consiguiente el cultivo in vitro es una 
herramienta alternativa para la conservación de especies en peligro de extinción. En esta investigación se evaluó la germi-
nación asimbiótica y la formación de plántulas de semillas de orquídeas, de las especies Prosthechea vespa Vell. y Sobralia 
klotzscheana Rchb. f. en el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) con dos suplementos orgánicos (jugo de piña y agua 
de coco). Se colectaron cápsulas maduras de las especies P. vespa y S. klotzscheana, en la región nororiental de Colombia 
(Pamplona, Norte de Santander) y se determinó la viabilidad de las semillas con la prueba de Tetrazolio. Las semillas se 
desinfectaron y se sembraron con el método de la jeringuilla. La viabilidad de las semillas fue del 87,2% en P. vespa y 80,6% 
en S. klotzscheana. El porcentaje de viabilidad corregido con respecto a la germinación fue mayor, entre 2,8% (P. vespa) y 
0,5% (S. klotzscheana). Este estudio demostró que el medio MS suplementado con jugo de piña tiene una mayor respuesta 
a la geminación asimbiótica y formación de plántulas en las orquídeas P. vespa (22%) y S. klotzscheana (43%) con diferen-
cias estadísticamente significativas (P ≤ 0,05: Tukey HSD).
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Abstract 

The continued habitat destruction of native orchids in Colombia and its germination limitations in the wild has led to greater 
emphasis of the species conservation, therefore to preserve endangered orchids in vitro culture is an alternative tool. This 
research evaluated orchid seeds asymbiotic germination and seedling formation of Prosthechea vespa Vell. and Sobralia 
klotzscheana Rchb. f. species in Murashige and Skoog (MS) culture medium with two organic supplements (pineapple juice 
and coconut water). Mature capsules from P. vespa and S. klotzscheana species were collected in the Province of Pamplona, 
northeastern region of Colombia and their viability with tetrazolium staining was determined. The seeds were disinfected 
and sown by the syringe method. The seeds viability were 87,2% in P. vespa and 80,6% in S. klotzscheana. The corrected 
percentage of viability compared to the germination was higher, between 2,8% (P. vespa) and 0,5% (S. klotzscheana). This 
study showed that MS medium supplemented with pineapple juice has a greater response to asymbiotic germination and 
seedling formation in P. vespa (22%) and S. klotzscheana (43%) with statistically significant differences (P≤0,05: Tukey HSD).
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Introducción

La familia Orquidaceae tiene una amplia diversidad en 
el reino vegetal, posee alrededor de 35,000 especies 
(Abbas et al., 2011), presenta una gran variedad morfo-
lógica gracias a su poder evolutivo (Nagaraju y Mani, 
2005). Colombia registra aproximadamente 4000 es-
pecies (Pérez et al., 2009) y en la provincia de Pamplo-
na se han descrito 37 géneros y 105 especies (Díaz et 
al., 2004). Las especies de orquídeas se encuentran en 
peligro de extinción a nivel mundial, debido al desarro-
llo, la sobre-colección y la destrucción de sus hábitats 
naturales para fines hortícolas (Mweetwa et al., 2008; 
Basker y Bai, 2010; Pedroza et al., 2010).  En los últi-
mos años la intervención antrópica ha incrementado 
la desaparición y fragmentación de bosques tropicales, 
colocando en riesgo numerosas especies de orquídeas 
debido principalmente a la sensibilidad de sus comple-
jas interacciones en sus ecosistemas (Calderón, 2007; 
Pérez et al., 2009).

Las especies de orquídeas Prosthechea vespa y Sobralia 
klotzscheana se encuentran en un índice de frecuen-
cia bajo (Díaz y Espinosa, 2002), en la región de Pam-
plona, Norte de Santander, por la reducción de sus 
hábitats, ocasionada por la actividad agrícola, gana-
dera y de desarrollo urbano. Además, la germinación 
de las orquídeas en estado silvestre presenta algunas 
limitaciones, como poca reserva alimenticia. Por lo 
tanto, existe dependencia de una relación simbiótica 
con un hongo formador de micorriza para que pue-
dan germinar en condiciones naturales (Rasmussen et 
al., 1995; Chen y Chen, 2007). La técnica de cultivo 
in vitro resulta una alterativa eficaz para la conserva-
ción de especies de orquídeas en peligro de extinción 
(Dutra et al., 2009; Basker y Bai, 2010; Abbas et al., 
2011). Diferentes autores han logrado la germinación 
asimbiótica sobre un medio simple, con minerales y 
azúcares (Knudson, 1946; Arditti et al., 2008 Kauth et 
al., 2011). El medio de cultivo MS (1962), se ha pro-
bado para la germinación y crecimiento de muchas 
especies, obteniéndose resultados óptimos debido a 
su contenido en sales inorgánicas, carbohidratos, vi-
taminas y aminoácidos, el cual le brinda el alto grado 
de nitrógeno y potasio necesario para su nutrición. A 
través del tiempo se ha mejorado la germinación en 
orquídeas, utilizando medios de cultivos básicos suple-
mentados con componentes orgánicos  (Kitsaki et al., 
2004; Lo et al., 2004; Asghar et al., 2011). En el pre-
sente estudio se evalúa la germinación asimbiótica y la 
formación de  plántulas de semillas de orquídeas, de 
las especies nativas de la región de Pamplona P. vespa 
y S. klotzscheana en el medio de cultivo MS con dos 
suplementos orgánicos (agua de coco y jugo de piña). 
Además, se determina la viabilidad de las semillas de 

las especies objeto de este estudio lo cual permitió 
compararlo con los datos evaluados de la germinación 
in vitro de las semillas. 

Materiales y métodos 

Material vegetal 

Las cápsulas maduras de P. vespa y S. klotzscheana re-
sultado de la polinización natural, fueron colectadas 
entre los meses de marzo y abril del año 2011 en la ve-
reda El Escorial (N 07° 20’, W 72° 38’), y en el camino 
de Pamplona a Pamplonita (N 07° 24’, W 072°39’), en 
el Norte de Santander, Colombia. El criterio utilizado 
para diferenciar las cápsulas maduras de las inmaduras, 
fue la transición de color verde a amarillo (Kitsaki et al., 
2004). Las cápsulas se envolvieron en papel aluminio y 
se almacenaron a 4 °C en frascos de vidrio, al cual se 
le aplicó 10 g de sílica gel para evitar el deterioro de la 
cápsula por la humedad (Dutra et al., 2008).

Viabilidad de las semillas

La viabilidad de la semilla fue evaluada por medio de la 
prueba de Tetrazolio [2, 3, 5- cloruro trifenil tetrazolio 
(CTT)]. Se sumergieron 100 semillas de orquídeas en la 
solución de CTT al 1% (1g en 100 ml de buffer fosfato, 
pH 6.5), durante 24 horas en la oscuridad; luego se exa-
minaron en el microscopio estereoscopio (Ossenbach 
et al., 2007). Se hicieron 5 réplicas del proceso de viabi-
lidad por especie. Las semillas viables se tiñeron de rojo, 
debido a la reducción del tetrazolio por la actividad res-
piratoria de las células. Esta prueba está aceptada por 
la International Seed Testing Association (ISTA, 1985). 

Desinfección y siembra de las semillas

Para la desinfección y siembra de las semillas se utilizó 
el método de la jeringuilla, el cual  consistió en colocar 
una porción pequeña de semillas en una jeringa estéril 
de 5 ml con un filtro de tela, las semillas se sumergieron 
en una solución de etanol al 70% durante 30 segundos, 
luego fueron sometidas a una solución de hipoclorito 
de sodio (NaOCl) al 0,39 % con 2 gotas de Tween 20â, 
durante 5 minutos en agitación constante, seguidamen-
te se realizaron 5 lavados con agua desionizada estéril, 
se retiró el filtro de la jeringa para realizar la siembra. Se 
cultivaron 100 semillas por especie en cajas petri, que 
contenía 25 mL del medio de cultivo. 

Medio asimbiótico

Se utilizó el medio de cultivo basal MS (Murashige y 
Skoog, 1962) como control, con las concentraciones 
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de macro y micronutrientes al 100%, con 3000 mg.L-1 

de Sacarosa, 700 mg.L-1 de agar, 100 mg.L-1 de Myo-
inositol y 1000 mg.L-1 de carbón activado. Se usaron 
dos medios de cultivo diferentes, uno suplementado 
con agua de coco (MS+AC), otro suplementado con 
jugo de piña (MS+JP). 

Los medios con suplementos orgánicos, se prepara-
ron adicionando 200 mL/L de agua de coco y jugo de 
piña, respectivamente. El pH del medio fue ajustado 
a 5,8 usando NAOH o HCL al 1M. Se esterilizó a 15 
libras de presión (Psi) a 121 °C durante 20 minutos.

Condiciones de cultivo

Los medios de cultivos fueron incubados bajo condi-
ciones ambientales controladas, se utilizaron lámparas 
con luz blanca bajo 16 h fotoperiodo de 25 µmol m-2 
s-1  dada por luz fluorescente a 21 ± 2 °C y 60% de 
humedad relativa.

Diseño experimental y análisis estadístico

El diseño experimental consistió en un análisis factorial 6 
x 3 completamente al azar (seis fases del desarrollo y tres 
medios de cultivos), con 5 repeticiones (cada una con 
100 semillas). Los datos fueron sometidos al análisis de 
varianza (ANOVA). Posteriormente, las medias se com-
pararon utilizando la prueba de rangos múltiples de HSD 
(Diferencia Significativa Honesta) de Tukey, para deter-
minar las diferencias significativas a un nivel de P ≤ 0,05. 

El proceso de germinación de semillas a formación 
de  plántulas, fue evaluado a los 200 días después de 
la siembra, mediante las fases del desarrollo de orquí-
deas adaptadas por Johnson y Kane (2007) (tabla 1). 
Además, Se halló el porcentaje de germinación total 

in vitro para efectos de comparación con la prueba 
de viabilidad, sumando las fases del desarrollo de las 
semillas de orquídeas 1, 2, 3, 4 y 5, de cada medio de 
cultivo utilizado (MS, MS+JP, MS+AC), posteriormente 
se obtuvo el promedio de la germinación (porcentaje 
de germinación). Para el análisis estadístico se utilizó el 
software Statgraphic Centurión® versión 16.

Tabla 1. Fases del desarrollo de las semillas de orquídeas 
(adaptado por Johnson y Kane, 2007).

Fase Descripción

0 Semillas con embrión no germinado

1
Expansión del embrión, ruptura de la testa 
(= germinación).

2 Aparición del protocormo y rizoides.

3 Emergencia y aparición de la primera hoja.

4 Una hoja y aparición de raíces. 

5
Presencia de dos o más hojas, 
raíz presente (=plántula).

Resultados y discusión 

Viabilidad y germinación de las semillas de las 
especies P. vespa y S. klotzscheana

En la prueba de Tetrazolio las semillas viables tienen 
una fácil identificación, su coloración roja caracterís-
tica (figura 1), debido a la reacción que ocurre en las 
células vivas que están liberando hidrógeno por la ac-
tividad de la deshidrogenasa, en el proceso de la res-
piración (Kauth et al., 2011; Ossenbach et al., 2007). 
Las especies P. vespa y S. klotzscheana tuvieron un alto 
porcentaje de viabilidad, del 87,2 y 80,6 respectiva-

Figura 1. Evaluación de la viabilidad de semilla de P. vespa, usando la prueba de Tetrazolio. (A) Semillas viables. (B) Semillas no 
viables. Escala de la barra 1mm. c: cubierta de la semilla; e: embrión.
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mente (figura 2). Algunos estudios en orquídeas indi-
can que la prueba de viabilidad a menudo no es un 
buen indicador de la germinación (Lauzer et al., 1994; 
Vujanovic et al,. 2000). Por esto, la validez de la eva-
luación de viabilidad debe ser confirmada con pruebas 
de germinación (Johnson y Kane, 2007).

La germinación in vitro de semillas en los 3 medios de 
cultivos evaluados (MS, MS+AC y MS+JP) de la espe-
cie P. vespa en promedio fue del 84,4%, y en la especie 
S. klotzscheana del 80,1%; se comparó el porcentaje 
de las semillas viables con respecto al porcentaje de 
la germinación de las semillas. La viabilidad, según 
lo indicado por la prueba de tetrazolio, osciló entre 
0,5% (S. klotzscheana) y 2,8% (P. vespa), superior que 
la germinación real de las semillas bajo condiciones 
óptimas (figura 2). El hecho de no haber encontrado 
diferencias significativas de P ≤ 0,05, permitió observar 
la relación que hay entre el porcentaje de viabilidad y 
el de germinación in vitro. Demostrando que la tinción 
de semillas de orquídeas para determinar el porcentaje 
de semillas con embriones viables, es un paso impor-
tante para la conservación y propagación in vitro de 
orquídeas (Thompson et al., 2006; Kauth et al., 2011), 
ya que puede predecir la capacidad germinativa y del 
crecimiento de plántulas, de una amplia gama de es-
pecies (Bhering et al., 2005; Oliveira et al., 2005). Sin 
embargo, esta prueba revela los porcentajes de germi-
nación, basándose únicamente en las condiciones in-
ternas de la semilla, pero no revela el comportamiento 
combinado de la calidad de las semillas y de ciertas 
condiciones dadas de crecimiento (Ossenbach et al., 
2007). Además, la viabilidad de las semillas de dife-
rentes cápsulas, varía considerablemente, y en muchas 

especies de orquídeas, disminuye durante el almace-
namiento (Rasmussen, 1995; Vendrame et al., 2007). 

Efecto del medio de cultivo en la germinación 
asimbiótica y formación de las plántulas de las 
especies P. vespa y S. klotzscheana

El porcentaje del desarrollo de semillas en fase 0 (Em-
brión no germinado; figura 3A) de las especies P. vespa 
y S. klotzscheana fue similar en los 3 medios de cultivos 
(tablas 2 y 3), por el contrario, el porcentaje de semi-
llas en la fase 1 (germinación; figura 3B) fue mayor en 
el medio MS (44,3% y 12,7% respectivamente; tabla 2 
y 3). Igualmente el porcentaje de semillas desarrolladas 
en fase 2 (Aparición del protocormo y rizoides; figura. 
3C), fue mayor en el medio MS básico (26,3% y 22,7%, 
respectivamente) (tabla 2 y 3). En la fase 3 (Emergencia y 
aparición de la primera hoja; figura 3D), el porcentaje del 
desarrollo de semillas fue más alto en el medio MS+AC, 
17,3 y 34,7%, respectivamente (tablas 2 y 3). El mayor 
porcentaje de semillas en fase 4 (Una hoja  y aparición 
de raíces; figura 3E) de la especie P. vespa fue del 34,7%, 
utilizando el medio MS+JP y no se observó desarrollo 
en el medio MS básico. En contraposición, la especie S. 
klotzscheana tuvo desarrollo de semillas en todos los me-
dios. Finalmente, el porcentaje del desarrollo de semillas 
en fase 5 (plántula; figura 3F), solo tuvo desarrollo en el 
medio MS+JP (22%) de la especie P. vespa, a diferencia 
de la especie S. klotzscheana, que tuvo desarrollo en los 
medios de cultivo MS+AC (5,6 %) y MS+JP (43%).

Las especies de orquídeas tienen diferentes necesi-
dades de nutrientes minerales para su germinación y 
desarrollo. Por tal motivo es importante estudiar el me-
dio de cultivo in vitro más adecuado para cada una de 
ellas (Ruíz et al., 2008). A través del tiempo se han im-

Figura 2. Prueba de viabilidad y germinación in vitro de semillas de las especies P. vespa y S. klotzscheana.
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Figura 3. Fases del desarrollo de P. vespa en medio de cultivo asimbiótico in vitro. (A) Fase 0: semilla con embrión no germinado. 
(B) Fase 1: el embrión se expande, ruptura de la testa (= germinación). (C) Fase 2: aparición del protocormo y rizoides (D) Fase 
3: emergencia y elongación de la primera hoja (E) Una hoja y aparición raíces. (F) Presencia de dos o más hojas, raíz presente (= 
plántula). Escala de la barra = 1mm. c: cubierta de la semilla; e: embrión; h: hoja; p: protocormo; ra: raíz; r; rizoide.

Tabla 2. Efecto del medio en la germinación y formación de plántulas en P. vespa 

Fases  del  Desarrollo de las semillas de orquídeas (%)

Medios F0 F1 F2 F3 F4 F5

MS 17,7a 44,3a 26,3a 11,3a 0a 0a

MS+AC 13,3a 38,7b 15,3b 17,3b 15,3b 0a

MS+JP 15,7a 5,7c 7,3c 14,3a;b 34,7c 22b

Los valores de las medias con diferente letra de cada columna, indican diferencias estadísticamente significativas, según la prueba de Tukey HSD 
(P≤0,05). Evaluación realizada a los 200 días de cultivo. Se realizaron 5 repeticiones.

plementado diferentes medios de cultivo para la pre-
servación de orquídeas (Dutra et al., 2009; Basker y 
Narmatha, 2010; Kauth et al., 2011). No obstante, las 
investigaciones de las especies P. vespa y S. klotzschea-

na sobre su germinación son muy limitadas. El medio 
de cultivo realizado por Murashige y Skoog MS (1962) 
se ha utilizado con éxito en casi todas las especies de 
orquídeas (Thompson et al., 2006; Asghar et al., 2011).
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En esta investigación se encontró que el efecto del me-
dio de cultivo MS, se potencializa utilizando aditivos 
orgánicos en el medio de cultivo. Kitsaki et al., 2004, 
informaron que el medio de cultivo suplementado con 
agua de coco, resultó más eficaz para la germinación 
y formación de protocormos, a diferencia del medio 
de cultivo suplementado con jugo de piña, que resul-
tó mejor para el desarrollo de Ophrys (Orchidaceae). 
Nongrum et al. (2007) y Abbas et al. (2011) encon-
traron que la adición del agua de coco al medio de 
cultivo tuvo un efecto benéfico en la germinación y 
formación de plántulas de Coelogyne ovalis y Gram-
matophyllum scriptum respectivamente. Sin embargo, 
en esta investigación se encontró que el medio de cul-
tivo suplementado con jugo de piña, tuvo un mejor 
efecto en las fases del desarrollo en las especies tra-
bajadas con diferencias estadísticamente significativas. 
Por lo tanto, se puede inferir que la adición adecuada 
de componentes orgánicos, como agua de coco y jugo 
de piña al medio de cultivo MS in vitro, es un elemento 
importante para la germinación y desarrollo de plántu-
las, debido a que son ricos en energía y contienen io-
nes inorgánicos, aminoácidos, vitaminas, reguladores 
de crecimiento y ácidos orgánicos necesarias para el 
desarrollo de las semillas de orquídeas (Kitsaki et al., 
2004, Yong et al., 2009; Abbas et al., 2011). En este es-
tudio se encontró que el medio más adecuado para la 
iniciación de la germinación y formación de plántulas 
de las especies P. vespa y S. klotzscheana, fue el medio 
MS+JP, ya que allí se encontró el mayor porcentaje de 
plántulas formadas de las especies objeto de estudio.

Conclusiones

El medio MS suplementado con jugo de piña tiene 
una mayor respuesta a la geminación asimbiótica y 
formación de plántulas en las orquídeas P. vespa y S. 
klotzscheana, siendo un suplemento adecuado para 
propagar plantas in vitro, y facilitar su reintroducción 
en sus hábitats naturales en la provincia de Pamplona.

La prueba de tetrazolio es confiable para la determi-
nación de la viabilidad de las semillas de P. vespa y 
S. klotzscheana,y los resultados se complementan de 
manera precisa con pruebas de germinación in vitro.
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