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RESUMEN 

 

Debido a las exigencias del medio ambiente para el desarrollo natural de las orquídeas 

y a su creciente demanda ornamental, ésta familia ha sido catalogada como una de las 

que enfrenta mayor grado de amenaza en el país. El objetivo de este estudio fue 

evaluar doce combinaciones de reguladores de crecimiento 2,4-D/TDZ y tres tipos de 

sustancias para inducir o provocar estrés: Sorbitol (0.4M) por 2h y 4h, Cloruro de Sodio 

(0.3M) y Cloruro de Cadmio (0.6mM) por 6h y 12h; cultivados en medio MS½ con y sin 

0.1 mg/l de 2,4-D, todos estos comparados con un tratamiento testigo en protocormos 

de Cattleya maxima, una orquídea nativa del Ecuador. Los protocormos dieron un 42% 

de formación de callos embriogénicos en medio MS½ libre de reguladores de 

crecimiento vegetal, mientras que en el tratamiento con estrés durante 6 horas con 

0.3M de NaCl mostró un 96% de callo. Por otro lado, el tratamiento suplementado con 

2 mg/l de TDZ dio un promedio de 21 embriones somáticos por callo, en tanto el 

tratamiento de 6 horas con 0.3M NaCl y libre de reguladores de crecimiento mostró un 

promedio de 31 embriones somáticos por callo. El procedimiento descrito permitió 

obtener un mayor número de embriones somáticos en la mejora de la propagación 

clonal de esta especie de orquídea. 

 

Palabras clave: Embriogénesis somática, reguladores de crecimiento, 2,4-D, TDZ, 

Sorbitol, CdCl, NaCl. 

 

Siglas: 2,4-D - ácido 2,4-diclorofenoxiacético; TDZ - Thidiazuron (1-phenyl1-3-(1, 2, 3-

tiadiazol-5-il)-urea); MS - Murashige y Skoog (1962); NaCl – Cloruro de Sodio; CdCl – 

Cloruro de Cadmio. 
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ABSTRACT 

 

Orchidaceae, the largest vascular plant family in Ecuador, are at risk of extinction due to 

habitat loss caused by a high rate of deforestation. It was therefore deemed important to 

establish an efficient way of clonal propagation based on somatic embryogenesis. To 

this end, in the present study we evaluated the influence of twelve combinations of 

growth regulators 2,4-D/TDZ and three kinds of stress on free hormone and 0.1 mg/l 

2,4-D containing ½ MS medium compared with a control treatment on somatic 

embryogenesis induction in protocorms of Cattleya maxima, a native Ecuadorian orchid. 

Protocorms give 42% of embryogenic calli on ½ MS medium, however, this percentage 

was considerably increased (96%) when protocorms were stressed for 6 hours with 

0.3M NaCl and cultured on ½ MS medium supplemented with 0.1 mg/l 2,4-D. With the 

methodology described in this work we can obtain a high number of somatic embryos 

improving significantly the clonal propagation of this orchid. 

 

Keywords: Somatic embryogenesis, growth regulators, 2,4-D, TDZ, Sorbitol, CdCl, 

NaCl. 

 

Abbreviations: 2,4-D - 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; TDZ – Thidiazuron (1-phenyl1-

3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)-urea); MS – Murashige and Skoog (1962) medium; NaCl - 

Sodium Chloride; CdCl - Cadmium Chloride. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El Ecuador es considerado un país megadiverso debido a la variabilidad de sus 

ecosistemas. Tomando en cuenta su extensión, éste alberga mayor cantidad de 

especies de animales y plantas por km
2
 que el resto de países en el mundo 

(Mantareys, 2004). La familia Orchidaceae en el Ecuador, es la más numerosa de entre 

todas las plantas vasculares, con cerca de 4.000 especies de orquídeas catalogadas 

(Dodson y Escobar, 2005; Rivas, 2009), de las cuales 1.318 (40%) son endémicas 

(Jorgensen y León-Yánez, 1999). 

 

Según el libro rojo de las plantas endémicas del Ecuador, la familia Orchidaceae es una 

de las más vulnerables del país, debido a presiones antropogénicas como: la 

destrucción de su hábitat y la gran extracción de especímenes de los bosques 

provocada por el gran interés comercial que ha despertado desde hace muchos años 

(Ávila y Salgado, 2006; Dodson, 2004). 

 

Según Hágsater et al., (2005), las orquídeas son plantas con gran diversidad en su 

morfología floral que ha sido alcanzada debido a la evolución provocada por la 

necesidad de atraer a los polinizadores y con ello poder producir semillas y perpetuar la 

especie. Estas plantas se han podido establecer en casi todos los ambientes de la 

tierra, con excepción en los desiertos y polos, gracias a sus adaptaciones para soportar 

distintas condiciones ambientales. Las orquídeas, por esta variabilidad genética, tienen 

una gran importancia ecológica, tanto para la flora como para la fauna silvestre 

(Ossenbach et al., 2007). 

 

Las semillas de las orquídeas son tan diminutas como el polvo y contienen pocas 

reservas de alimento (Mckendrick, 2000), tienen un peso aproximado de 0.001 mg. 

(Herrera y Pellmyr, 2002), son semillas fácilmente transportables por el viento, con una 

producción extremadamente numerosa (en un solo evento de polinización, con un solo 

polinia depositado en el estigma de una flor compatible pueden producirse millones de 

semillas viables). Normalmente éstas no germinan en el medio natural a menos que 

sean infectadas por un hongo micorrízico, el mismo que le provee de azúcares y 

nutrientes que necesita la planta para su crecimiento inicial, esto provoca que los 
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porcentajes de germinación en condiciones naturales sean muy bajos (Mckendrick, 

2000). 

 

Un género representativo de la familia orchidaceae es Cattleya, tiene 53 especies con 

distribución intercalada en Sudamérica tropical (Dodson y Escobar, 2005). Se reconoce 

por sus pseudobulbos cilíndricos y apicales, de hojas gruesas y una inflorescencia en 

rácimo dando lugar a majestuosas flores vistosas de gran tamaño (Dodson y Dodson, 

1989), por las cuales es muy apreciado y codiciado. 

 

Según el Catálogo de Plantas Vasculares del Ecuador (1999), el género Cattleya 

cuenta con tres especies nativas para el país, de las cuales ninguna se encuentra bajo 

amenaza, estas especies son: Cattleya iricolor Rchb.f., Cattleya maxima Lindl. y 

Cattleya violacea (Kunth) Rolfe. 

 

Cattleya maxima fue descrita por primera vez por el Dr. John Lindley, esta es una 

especie epífita, ocasionalmente litófita. Se encuentra distribuida en Venezuela, 

Colombia, Ecuador y Perú (Dodson y Escobar, 2005). Lindley la describió como una 

planta caracterizada por poseer pseudobulbos, hojas gruesas, una inflorescencia en 

rácimo de 5-13 flores grandes de color rosado-lila con una vaina en la base, por lo 

general las flores son grandes y vistosas (Dodson y Escobar, 2005) y con producción 

de miles de semillas por cada evento de polinización (Figura 1). 
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Figura 1. Cattleya maxima a) Morfología de la especies según Dodson y Dodson (1989), Datos no 

publicados b) Flores de plantas del invernadero de la UTPL, Fotografía de Alejandra Díaz. 

c) Semillas de Cattleya maxima. 

Cattleya maxima, es una especie epífita nativa de la Costa y de los Andes ecuatorianos 

donde generalmente se distribuye en los bosques húmedos, con menor distribución en 

los bosques secos de la costa ecuatoriana; en un rango altitudinal que va desde los 0 – 

1.500 m s.n.m. Esta especie se la encuentra en las provincias del Oro, Guayas, Loja y 

Manabí (Jorgensen y León, 1999) (Figura 2). 

  



6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Distribución espacial de Cattleya maxima en el Ecuador según Dodson y Dodson (1989), 

Datos no publicados. 

La intensa presión que han sufrido las zonas tropicales en las últimas décadas ha 

conducido a la desaparición de algunas especies y a poner a otras en peligro de 

extinción; específicamente Cattleya maxima, antiguamente muy común en las regiones 

secas de la costa, ahora es escasa debido a la persecución por los coleccionistas 

(Dodson, 1989). La fuerte presión antrópica en los ecosistemas ecuatorianos, junto al 

los bajos porcentajes de germinación que presentan las orquídeas en condiciones 

naturales (Dodson y Escobar, 2005); hace necesario el desarrollo de técnicas de 

conservación ex situ en el país. 

 

Una técnica de conservación ex situ, es la regeneración in vitro, que nos permite una 

rápida multiplicación de especies en espacios reducidos (Martínez et al., 2003). La 

embriogénesis somática, un método de propagación escasamente utilizado en el país, 

es una importante vía para la producción de plantas in vitro a gran escala (Guerra et al., 



7 

 

2001), especialmente cuando se trabaja con especies con número de individuos muy 

bajos en condiciones naturales. 

 

La embriogénesis somática es un proceso en el cual una sola célula o grupo de células 

producen embriones no cigóticos -somáticos- capaces de germinar para formar plantas 

completas (Razdan, 2002). A pesar de que el cultivo de embriones somáticos y cultivos 

de células, presenta la posibilidad de producir plántulas anormales debido a la variación 

somaclonal, un número cada vez mayor de especies se producen con éxito por estos 

métodos (Ammirato, 1987). 

 

Como se mencionó anteriormente, Cattleya es uno de los géneros más populares y 

económicamente importantes, por esta razón varias técnicas han sido desarrolladas a 

través del cultivo de tejidos para este género (Arditti, 2008; Krapiec et al., 2003); sin 

embargo, protocolos efectivos en embriogénesis somática han sido descritos solo para 

algunas orquídeas híbridas de los géneros Oncidium, Cymbidium y Phalaenopsis (Ishii 

et al., 1998; Tokuhara y Mii, 2001; Chen y Chang, 2001, 2003; Huan et al., 2004, 

Chung et al., 2007; Hong et al., 2008) y para el género Cattleya, no existen protocolos 

establecidos. 

 

En el presente estudio se evaluó el efecto de los reguladores de crecimiento vegetal y 

condiciones de estrés sobre la inducción a embriogénesis somática de Cattleya 

maxima Lindl, con el fin de ser aprovechada como especie modelo para la propagación 

de especies de la familia Orchidaceae difíciles de propagar en condiciones naturales o 

mediante formas de propagación in vitro convencionales. 
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METODOLOGIA 

 

Cápsulas cerradas con semillas maduras en su interior de C. maxima se colectaron en 

el invernadero de la Universidad Técnica Particular de Loja, y luego de un proceso 

inicial de desinfección (Lavado superficial con el desinfectante Germidal) se 

almacenaron en sobres de papel absorbente a temperatura ambiente, por el lapso de 4 

días antes de su siembra. Las semillas fueron sometidas a un proceso de desinfección 

(Inmersión durante 3 minutos en hipoclorito de sodio comercial diluido al 1%, seguido 

de lavado con agua destilada estéril) y sembradas en medio de cultivo Knudson C 

(1946) al 50%, suplementado con (g/l): 20 sacarosa y 7 Agar (Figura 3). El pH del 

medio de cultivo se ajustó a 5.8 con 1M de NaOH antes del autoclavado, durante 20 

minutos a 121  C (1 Bar de presión). 

  

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema de desinfección y siembra de Cattleya maxima. a) Cápsulas de Cattleya 

maxima al momento de la colección. b) Apertura de las cápsulas para la colección de semillas c) 

Lavado de las semillas en una solución de hipoclorito de sodio comercial diluida al 5%. d) Siembra 

de las semillas en el medio de cultivo Knudson C 50% e) Semillas en los frascos de cultivo. 

Luego de la germinación, los protocormos se cultivaron por un período de 201 días, 

bajo las siguientes condiciones de cultivo: temperatura promedio de 21º C, humedad 

promedio de 65-75% y un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad con 

lámparas fluorescentes de 40 W; las mismas condiciones se utilizaron para la 

germinación. 
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Para evaluar la influencia de los reguladores de crecimiento vegetal, el medio de cultivo 

utilizado fue Murashige y Skoog (MS½ - MS con la mitad de sales minerales) 

suplementado con 12 combinaciones: 0/2; 0/0.1; 0/0.3; 0.01/0.01; 0.01/0.1; 0.01/0.3; 

0.01/0; 0.03/0.01; 0.05/0.01; 0.3/0; 0.1/0; 1/0 mg/l de 2,4-Dichorophenoxyacetic acid 

(2,4-D)  Thidiazuron (TDZ) respectivamente. 

 

En los tratamientos para inducir a estrés se evaluó: estrés osmótico y estrés por 

metales pesados. Los protocormos se sumergieron en medio MS líquido con: sorbitol 

0.4M por 2 y 4 horas; NaCl 0.3M y CdCl 0.6mM por 6 y 12 horas respectivamente. Los 

explantes se mantuvieron bajo estas condiciones de estrés en un agitador rotatorio (75 

rpm) durante los tiempos establecidos. Después de este período los protocormos se 

lavaron con medio MS½ líquido y se transfirieron a medio MS½ sólido libre de 

hormonas y MS½ suplementado con 0.1 mg/l de 2,4-D. 

 

Para todo el estudio se realizaron cuatro repeticiones (cajas petri) por tratamiento, con 

20 protocormos por repetición. Las observaciones de la formación de callo y el conteo 

de número de embriones por callo se realizó bajo un estereoscopio (Thomas Científico 

1200Z). Las diferencias entre medias se obtuvieron con la prueba de Duncan (Duncan, 

1955, sobre XLSTAT, 2008). 
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RESULTADOS 

 

Las semillas de C. maxima mostraron un porcentaje del 50% de germinación en medio 

de cultivo Knudson C después de los 30 días de cultivo. 

 

En los tratamientos con reguladores de crecimiento a los 60 días de cultivo se observó 

un porcentaje de formación de callo entre 8 – 42% y un rango de 4 – 21 embriones por 

callo, los resultados finales se muestran en la Tabla 1 y Figura 4. 

 

Tabla 1. Efectos de 2,4-D y TDZ sobre la formación de callos embriogénicos en Cattleya maxima. 

Datos registrados a los 60 días de cultivo. Los promedios van seguidos por una letra dentro de la 

misma columna que muestran si son o no significativamente diferentes (prueba de Duncan p <0,05). 

 

Reguladores de 
Crecimiento mg/l 

Callos 
Embriogénicos 

(Porcentaje) 
Media ± Error 

Estándar 

Número de 
Embriones 

(Explanto 
-1

) 
Media ± Error 

Estándar 
2,4-D TDZ 

0 2 23 ± 4 bc 21 ± 3 a 
0 0.1 19 ± 5 c 20 ± 2 a 
0 0.3 30 ± 3 bc 14 ± 2 ab 

0.01 0.01 23 ± 5 bc 19 ± 1 a 
0.01 0.1 27 ± 4 bc 16 ± 1 ab 
0.01 0.3 22 ± 1 bc 17 ± 2 ab 
0.01 0 25 ± 3 bc 16 ± 1 ab 
0.03 0.01 26 ± 5 bc 16 ± 2 ab 
0.05 0.01 26 ± 1 bc 18 ± 2 ab 
0.3 0 33 ± 2 ab 9 ± 5 bc 
0.1 0 29 ± 6 bc 10 ± 2 bc 
1 0 8 ± 3 d 4 ± 1 c 

Control 42 ± 3 a 17 ± 3 ab 
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Figura 4. Desarrollo de los protocormos en C. maxima. a y b) Protocormos en medio MS½ sin 

reguladores de crecimiento. c y d) Protocormos en medio MS½ suplementado con 2 mg/l de TDZ. 

 

Para los tratamientos con estrés se observó respuesta de formación de callo en un 

rango que va desde los 13 – 96% a los 60 días después de su siembra en medio con y 

sin 2,4-D. Mientras que para el número de embriones, mostraron un rango que va 

desde 11 – 31 embriones por callo a los 60 días después de su siembra. Ver Tabla 2 y 

Figura 5, donde se muestran las combinaciones y los resultados de los tratamientos de 

estrés. 

 

 

 

 

30 días después 60 días después 
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Tabla 2. Efecto combinado del pretratamiento de estrés con 2,4-D en la formación de callos 

embriogénicos a partir de protocormos de Cattleya maxima. Datos registrados a los 60 días 

después de la siembra. Los valores van seguidos por una letra dentro de la misma columna, la que 

muestra si son o no significativamente diferentes (prueba de Duncan p <0,05). 

Tratamientos de Estrés Callos 

Embriogénicos 

(Porcentaje)                       

Media ± Error 

Estándar 

Número de 

Embriones 

(Explanto -1) 

Media ± Error 

Estándar 

 Tipos de Estrés 

Duración del 

Tratamiento de 

Estrés (h) 

C
o

n
 2

,4
-D

 

0.4M Sorbitol 2 79 ± 6 b 20.8 ± 3 ab 

0.4M Sorbitol 4 53 ± 6 cd 11.2 ± 11 ab 

0.3M NaCl 6 96 ± 2 a 20.7 ± 8 ab 

0.3M NaCl 12 61 ± 9 c 18.7 ± 7 ab 

0.6mM CdCl 6 19 ± 3 f 0 

0.6mM CdCl 12 0 0 

 

S
in

 2
,4

-D
 

0.4M Sorbitol 2 18 ± 3 f 29.6 ± 6 a 

0.4M Sorbitol 4 26 ± 2 de 31.1 ± 11 a 

0.3M NaCl 6 36 ± 3 de 31.3 ± 2 a 

0.3M NaCl 12 44 ± 8 de 0 

0.6mM CdCl 6 13 ± 5 f 13.0 ± 13 ab 

0.6mM CdCl 12 0 0 

 

Control 40 ± 3 cd 27.3 ± 3 a 
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Figura 5. Desarrollo de los protocormos en C. maxima en el tratamiento estrés 0.3M NaCl por 6h + 

0.1 mg/l de 2,4-D (a y b) y 0.3M NaCl 6h (c y d). 

  

30 días después 60 días después 
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DISCUSIÓNES 

 

Cattleya maxima presenta 50% de germinación en un medio de cultivo simple. 

 

En el medio de cultivo Knudson C (1946) Cattleya maxima alcanzó 50% de 

germinación después de 30 días de cultivo. Según Singh (1993), muchas especies 

pueden proliferar muy bien en medios simples como el Knudson C (1946), pero otras 

como las pertenecientes al género Cattleya requieren de medios más complejos para la 

germinación. Datos de germinación (37%) para Cattleya warnerii (Leite y Hebling, 

2007) confirman la afirmación de Singh, sin embargo para Cattleya maxima nuestro 

estudio presentó un mejor porcentaje de germinación, utilizando el mismo medio de 

cultivo y bajo las mismas condiciones de luminosidad; demostrando que esta especie 

del género Cattleya puede presentar buenos porcentajes de germinación en un medio 

de cultivo simple. 

 

La sacarosa, probable factor inductor de embriogénesis somática. 

 

Al evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento vegetal, la mayor tasa de 

formación de callo embriogénico (42%) se presentó en un medio de cultivo MS½ libre 

de reguladores de crecimiento, con 20 g/l de sacarosa. 

 

Generalmente la embriogénesis somática está condicionada por la presencia de 

reguladores de crecimiento en el medio de cultivo, fundamentalmente auxinas y 

citoquininas, pero se puede desencadenar (si el explanto es inmaduro) en ausencia de 

los mismos, tanto en angiospermas (Fernández-Guijarro, 1997) como en 

gimnospermas (Lelu et al., 1999). 

 

Hong et al., (2008) en Oncidium cvs Gower Ramsey reporta similares respuestas, 50% 

de embriogénesis, al suplementar el medio de cultivo con 20 g/l de sacarosa libre de 

reguladores de crecimiento. Chen y Chang (2001), mostraron que en explantes de 

hojas son capaces de formar embriones somáticos en un medio MS½ libre de 

hormonas. En Arabidopsis thaliana los azúcares son incluidos en los medios de cultivo 

debido a que inducen el desarrollo directo e indirecto de embriones somáticos (Wu et 

al., 1992; Gaj, 2001). Similares respuestas han sido reportadas al emplear la sacarosa 
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en medios de cultivo para la inducción a la embriogénesis somática en Asparagus 

officinalis (Levi y Sink, 1990), Cichorium ssp. (Vasseur et al., 1995), Triticum aestivum 

(Barro et al., 1999), y Pennisetum glaucum (Oldach et al., 2001). 

 

Estos estudios nos permiten hipotetizar que un posible factor inductor en nuestro primer 

ensayo es la sacarosa adicionada al medio de cultivo. La formación de callo 

embriogénico en protocormos ha sido ya reportado para Cyrtochilum loxense, orquídea 

endémica del Ecuador, utilizando el mismo medio de cultivo sin reguladores de 

crecimiento (Cueva y González, 2009). Sin embargo dejamos planteada la necesidad 

de verificar la influencia de sacarosa y otros azúcares en la inducción de embriogénesis 

somática a partir de protocormos y otros explantes en especies de orquídeas del país. 

 

Influencia del 2,4-D en la embriogénesis somática. 

 

Las auxinas son consideradas los reguladores de crecimiento más importantes que 

regulan la inducción de embriogénesis somática (Thomas y Jiménez, 2005). 

 

Como se muestra en la Tabla 1, la respuesta embriogénica de los protocormos 

cultivados en medio con 2,4-D, presentan diferentes respuestas; así, con 0,3mg/l 2,4-D 

la respuesta de formación de callo embriogénico es de 33%, que aunque no es 

significativamente similar a la respuesta del testigo, es uno de los porcentajes más 

altos en este primer ensayo. Sin embargo cuando la cantidad de 2,4-D incrementa a 

1mg/l se observa una clara disminución de la formación de callo embriogénico (8%). 

 

Ha sido establecido que esta auxina es un factor positivo en la inducción a la 

embriogénesis indirecta en algunas especies como Arabidopsis thaliana (Gaj, 2004), 

Plantago hirtella (González et al., 2006), y Plantago major (Rout et al., 2000). 

Específicamente para las monocotiledóneas, George (1996) menciona que la auxina 

más adecuada para la iniciación de callo es el 2,4-D; sin embargo para algunas 

orquídeas como Oncidium „Gower Ramsey‟ el uso de 2,4-D con explantes de hoja 

como material de partida, tiene respuesta nula en la formación de embriones somáticos 

(Chen y Chang, 2001). Los reguladores de crecimiento vegetal exógenos son los 

responsables de varios procesos morfogénicos, entre los cuales está la formación de 

callo embrigénico (Rout et al., 2000); sin embargo, la concentración endógena de 
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auxinas en el explanto, el tipo de explanto y el estado fisiológico del mismo puede influir 

significativamente en este proceso (Ikeda et al., 2003). En ensayos realizados 

recientemente con segmentos de hojas de Cattleya maxima, no se observaron 

resultados en la inducción de embriones somáticos (Cueva et al., com. pers.); se 

atribuye la respuesta embriogénica encontrada al evaluar reguladores de crecimiento 

en el presente ensayo al tipo de explanto utilizado o como se ha mencionado 

anteriormente a la fuente de carbono utilizada en el medio de cultivo. 

 

Influencia del TDZ en el número de embriones somáticos. 

 

En C. maxima, hemos encontrado que el TDZ produce entre el 19-30% de formación 

de callo, sin embargo este valor no es significativamente similar al presentado por el 

testigo. 

 

El mayor número de embriones somáticos (22) se dio en el tratamiento de 2 mg/l de 

TDZ. En explantes de hoja de Oncidium „Gower Ramsey‟, el TDZ también estimuló la 

formación de embriones (Chen y Chang, 2001). También en este estudio se observó 

que TDZ estimuló la formación de embriones sin aumentar significativamente la 

formación de callos embriogénicos. En el tratamiento 0.1 mg/l de TDZ se obtuvo un 

total de 21 embriones por callo, por el contrario en Phalaenopsis amabilis TDZ a 0.1 

mg/l indujo a 62.5% de formación de callo en los explantes de hojas y formaron un 

promedio de 6.6 embriones (Chen et al., 1999, Chen y Chang, 2001). Chen y Chang 

(2001), encontraron en hojas que el número promedio de embriones por explanto fue 

promovido por todos los tratamientos de citoquininas y el mejor (10.7) fue encontrado 

en un medio basal conteniendo 1 mg/l de TDZ; por consiguiente la formación de 

embriones fue promovida por TDZ. 

 

Chen y Chang (2006), en Phalaenopsis amabilis demostró que con una concentración 

de 0.1, 1.0, 3.0 mg/l se obtiene un promedio de 6.6, 7.5 y 19.4 de embriones 

respectivamente. Chen y Chang (2001), en Oncidium „Gower Ramsey‟ encontraron que 

en un medio basal libre de hormonas se puede obtener un promedio de 5.6 embriones 
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por explanto. En nuestro estudio obtuvimos un promedio de 17 embriones por callo en 

un medio libre de reguladores de crecimiento. 

 

Influencia de los tratamientos de NaCl y CdCl en medio de cultivo libre de reguladores. 

 

Kamada et al., (1989); Kiyosue et al., (1989); Harada et al., (1990); Kiyosue et al., 

(1990) y Kamada et al., (1993), reportan que en zanahoria (Daucus carota), una planta 

modelo de tratamiento de estrés; en un medio de cultivo libre de hormonas se puede 

inducir embriogénesis somática en presencia de sustancias químicas a 

concentraciones de 0.7M sacarosa, 0.3M NaCl ó 0.6mM CdCl. 

 

Los tratamientos osmóticos y los de metales pesados, inducen a la formación de 

embriones somáticos en Arabidopsis thaliana, el estrés es el factor más importante que 

controla la inducción de embriones somáticos (Ikeda-Iwai et al., 2003). En el presente 

estudio se obtuvieron promedios de 31, 31, 30 y 27% en el número de embriones 

somáticos por callo, en los tratamientos 0.4M Sorbitol por 4 horas, 0.3M NaCl por 6 

horas, 0.4M Sorbitol por 2 horas y control en medio de cultivo libre de reguladores, 

respectivamente. 

 

Embriones somáticos fueron encontrados en Arabidopsis thaliana cuando se utilizó 

0.7M de Sorbitol, 0.3M NaCl, 0.6mM de CdCl y transferidos a medio sólido B5 

conteniendo 2,4-D. La frecuencia de la formación de embriones somáticos fue 

notablemente influenciada por la duración del cultivo bajo condiciones de estrés, por lo 

que este mismo autor concluye que el estrés: osmótico, por metales pesados e hídrico 

inducen a la formación de embriones somáticos en esta especie (Ikeda-Iwai et al., 

2003). 

 

En el presente estudio se evaluó también el efecto del Cloruro de Cadmio 0.6mM por 

12 horas con y sin 2,4-D 0.1mg/l en medio de cultivo, dándonos como resultado la 

muerte de los explantes (datos no mostrados). Reducción de la formación de callos se 

observó también en el caso de los explantes de A. thaliana tratadas con sorbitol 0.7M 

durante más de 9 horas (Ikeda et al., 2003). Lichtenthaler (1998), menciona que la 

respuesta a condiciones de estrés depende de dos parámetros principales: el nivel de 

estrés y el estado fisiológico de las células; si el nivel de estrés es superior a la 
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tolerancia celular da como resultado la muerte celular y si por el contrario, se da en 

menores niveles de estrés da como resultado en el aumento del metabolismo e induce 

mecanismos de adaptación. Quiroz - Figueroa et al., (2006), mencionan que el estrés 

elevado puede causar que las células se mueran porque no son capaces de tolerar 

nivel altos de estrés. 

 

La combinación de Factores de Estrés y la adición de 2,4-D, mejora significativamente 

la formación de callos embriogénicos. 

 

Inductores de la embriogénesis somática incluyen la concentración de sacarosa, la 

presión osmótica y los metales pesados (Kiyosue et al., 1990.; Pasternak et al., 2002).  

El sorbitol habitualmente se utiliza en cultivos de tejidos vegetales por sus efectos 

osmóticos o morfogenéticos en el cultivo in vitro de plantas (Akula et al., 2000), en 

nuestro estudio al utilizar 0.4M de Sorbitol por 2 horas con 0.1 mg/l de 2,4-D se obtuvo 

un porcentaje de 78.75% de formación de callo. En 0.4M de Sorbitol por 2 y 4 horas, 

0.3M NaCl 6 horas y 12 horas más 2,4-D hemos obtenido porcentajes de formación de 

callo de 78.8, 52.5, 96.3 y 61.3 respectivamente. 

 

En conclusión, nuestros resultados muestran que en el caso de formación de callo 

embriogénico en protocormos de Cattleya maxima se produce en un medio MS 

suplementado con 20 g/l de sacarosa, éste aumenta significativamente cuando los 

protocormos son sometidos a un tratamiento de estrés osmótico en NaCl y cultivados 

en un medio de cultivo suplementado con 2,4-D. Como resultado, el procedimiento 

descrito permite obtener un mayor número de embriones somáticos en la mejora de la 

propagación clonal de esta especie de orquídea. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Detalles del diseño experimental  

FACTORES DEL DISEÑO: 

1. Reguladores de Crecimiento Vegetal  

2. Condiciones de estrés en combinación con 2,4-D 

NIVELES DE LOS FACTORES DE DISEÑO: 

1. FACTOR 1: Reguladores de Crecimiento Vegetal  

Nivel /Tratamiento 2,4-D TDZ 

A 0 0 
B 0 2 
C 0 0.1 
D 0 0.3 
E 0.01 0.01 
F 0.01 0.1 

G 0.01 0.3 
H 0.01 0 
I 0.03 0.01 
J 0.05 0.01 
K 0.3 0 
L 0.1 0 
M 1 0 

 

2. FACTOR 2: Condiciones de Estrés en combinación con 2,4-D 

Nivel/ 
Tratamiento 

 Tipos de Estrés Duración del Tratamiento de Estrés (h) 

A1 

C
o
n

 2
,4

-D
 

0.4M Sorbitol 2 
B1 0.4M Sorbitol 4 
C1 0.3M NaCl 6 
D1 0.3M NaCl 12 

E1 0.6mM CdCl 6 
F1 0.6mM CdCl 12 

  

G1 

S
in

 2
,4

-D
 

0.4M Sorbitol 2 
H1 0.4M Sorbitol 4 
J1 0.3M NaCl 6 

K1 0.3M NaCl 12 
L1 0.6mM CdCl 6 

M1 0.6mM CdCl 12 

  

 Control 
 

VARIABLES DE RESPUESTA: 

 Porcentaje de formación de callo embriogénico  

 Número de embriones somáticos por callo. 

NÚMERO DE REPETICIONES: 

Cuatro repeticiones por tratamiento, con 20 protocormos cada uno. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO: 

Programa XLStat, ANOVA - Test de Duncan. 


