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RESUMEN
La orq uídea Cattleya trianae Linden & Rchb.f. es reconocida como 
fl or nacional de Colombia y se encuentra en peligro crítico, al 
presentar una reducción estimada mayor al 80% en los últimos 
100 años, debido a la disminución en la calidad del hábitat y 
niveles altos de explotación o recolección. La familia Orchidaceae 
es una de las que mayor número de especies posee en el reino 
Plantae, con aproximadamente 900 géneros, de los cuales, el 38% 
es endémico de Colombia, concentrado en la región Andina, con 
87,2%. Esta investigación buscó profundizar en el tema de la 

propagación como mecanismo de conservación, para lo cual, se 
determinó el efecto de la 6-Bencilaminopurina (6-BAP), sobre el 
desarrollo in vitro, en Fusagasugá (Cundinamarca), en un diseño 
de bloques completamente al azar, con 3 repeticiones. Cuerpos 
protocórmicos provenientes de semillas recolectadas en Pacho 
(Cundinamarca) fueron sembrados en medio básico Murashige & 
Skoog, enriquecido con 4 concentraciones de 6-BAP. Los resultados 
mostraron respuestas diferenciales a la adición de la citoquinina, ya 
que, con la concentración más alta, se obtuvo el mayor porcentaje 
de callos, con la de 0,05mg.L-1, el mayor porcentaje de brotes y sin la 
aplicación del regulador de crecimiento, el mayor porcentaje de raíz.
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Palabras clave: biotecnología; cultivo de tejidos; epífitas; especies 
en peligro crítico (Tesauro ambiental para Colombia. www.siam.
invemar.org.co).

ABSTRACT
The orchid Cattleya trianae Linden & Rchb.f. is recognized as the 
national flower of  Colombia, the species is in a critical danger, 
presenting an estimated reduction of  more than 80% in the last 
100 years due to the decrease in habitat quality and high levels of  
exploitation or harvesting. The Orchidaceae family is one of  the 
largest number of  species in the Plant Kingdom, with approximately 
900 genera, of  which 38% are endemic in Colombia, concentrated 
in the Andean region with 87.2%. This research sought to deepen in 
the topic of  the propagation as mechanism of  protection for their 
conservation, for which the effect of  cytokinin 6-benzylaminopurine 
(6-BAP) on development was determined in vitro in Fusagasugá 
(Cundinamarca), in a completely randomized block design with 
3 replicates. The protocorm-like bodies from seeds collected in 
Pacho (Cundinamarca) were sown in a basic medium Murashige 
and Skoog enriched with 4 concentrations of  6-BAP. The results 
showed differential responses to the addition of  cytokinin, as the 
highest concentration was obtained the highest percentage of  callus, 
with the 0.05mg. L-1, the highest percentage of  shoots and without 
the application of  the growth regulator, the highest root percentage.

Keywords: biotechnology; tissue culture; epiphytes; critically 
endangered species.

INTRODUCCIÓN
El conjunto de plantas de mayor diversidad, a nivel mundial, se 
encuentra registrado en la familia Orchidaceae, especialmente en los 
trópicos. Para Colombia, el Ministerio de Ambiente y Desarrollo 
Sostenible y la Universidad Nacional de Colombia (2015), reportaron 
4.270 especies, estableciendo 1.572 de ellas. nativas del país. En los 
ambientes tropicales, las orquídeas se encuentran en condiciones 
de alta vulnerabilidad, por el constante saqueo e intervención de 
los ecosistemas, donde se desarrollan estas plantas. Los hábitats 
con mayor abundancia de orquídeas son las zonas húmedas y muy 
húmedas y los países en Latinoamérica con mayor diversidad son 
Ecuador, Colombia, Brasil y Perú (Rittershausen, 2007).

En Cundinamarca, la biodiversidad de orquídeas está representada 
en 940 especies, de las cuales, 100 se consideran endémicas y el 
51% del total está bajo alguna categoría de amenaza, que se puede 
atribuir a la amplia comercialización en Colombia y mercados 
internacionales, como Alemania, Estados Unidos y Japón (Calderón-
Sáenz, 2007).

Esta inmensa riqueza implica una gran responsabilidad para el país, 
asumida por el adelanto de esfuerzos en la conservación. Evitar esta 
pérdida de la biodiversidad es uno de los grandes retos actuales para 
la humanidad, pues solo ello podrá garantizar la satisfacción de sus 
necesidades presentes y futuras (Betancur et al. 2015).

Cattleya trianae Linden & Rchb.f. tiene pocas probabilidades de 
permanecer en el medio actual de forma natural, debido a la 
disminución en la calidad del hábitat y niveles altos de explotación o 
recolección (Castellanos et al. 2017). La evaluación de los ecosistemas 
del milenio señaló que, aproximadamente, el 60% de los ecosistemas 
están siendo degradados o utilizados de forma no sostenible (García 
et al. 2010). 

Una de las condiciones biológicas que limitan la propagación 
de la mayoría de las orquídeas en ambientes naturales es la de 
producir semillas muy pequeñas y sin reservas nutricionales para el 
crecimiento del embrión. Un caso de referencia es el de la orquídea 
Prosthechea sp. de la zona andina de Fusagasugá -Colombia, donde 
se reportaron más de tres millones de semillas por cápsula, con 
un peso estimado de 5,5x10-3g, para 15.000 semillas y la capacidad 
germinativa fue próxima al 29%, bajo condiciones in vitro (Banda 
et al. 2017). Esto conlleva a la necesidad de estandarizar procesos 
de propagación de orquídeas en ambientes controlados, con el uso 
herramientas biotecnológicas, como los procesos de propagación 
in vitro.

Por otro lado, la presencia de un metabolismo ácido de las Crasuláceas 
(CAM) en las orquídeas y el crecimiento epífito caracterizado por 
una baja absorción de nutrientes y retención de humedad de la 
mayoría de estas plantas, son determinantes del lento crecimiento de 
las orquídeas respecto a otras plantas (Gaudencio Sedano et al. 2015).

Todo lo anterior llevó a la generación de proyectos encaminados al 
uso de nuevas tecnologías, que aseguren prolongar la existencia de 
las especies en amenaza. Por ello, los métodos de cultivo in vitro están 
siendo utilizados con éxito para la conservación y la propagación 
de especies de orquídeas en peligro de extinción y de importancia 
medicinal (Deb & Pongener, 2011).

El uso de la citoquinina 6-Bencilaminopurina (6-BAP) en el cultivo 
in vitro promueve la proliferación de orquídeas, porque interviene, 
principalmente, en la división celular, aunque el efecto pudiera 
variar según el estado de diferenciación de las células, induciendo 
la formación de órganos (Raven et al. 1992).

Por las anteriores razones, el objetivo de esta investigación fue 
evaluar el tipo de respuesta de C. trianae in vitro, a partir de cuerpos 
protocórmicos, en medio Murashige & Skoog (MS), con diferentes 
concentraciones de la fitohormona 6-BAP para obtener tejidos, 
como callos, brotes y raíces, con miras a la propagación, como un 
recurso a mediano plazo, para mitigar la disminución de esta especie 
en los ecosistemas naturales, propios de la región de Cundinamarca 
y también como un posible mecanismo para su aprovechamiento 
comercial.

MATERIALES Y MÉTODOS
La presente investigación, se llevó a cabo bajo condiciones 
controladas en las instalaciones del laboratorio de Cultivo de 
Tejidos Vegetales de la Universidad de Cundinamarca, ubicada en 
Fusagasugá (Cundinamarca, Colombia), a una altura de 1.687m 
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s.n.m., temperatura promedio de 25,5 ± 8°C y fotoperiodos de 12 
horas de luz y 12 horas de oscuridad, regulados por un temporizador. 
Se utilizó luz blanca fría provenientes de tubos fluorescentes de 
6500K. El tiempo total de la duración del experimento fue de 180 
días, con períodos de evaluación de 30 días.

Material vegetal. Se utilizaron cuerpos protocórmicos procedentes 
de semillas de C. trianae (Figura 1), cultivados in vitro de 90 a 120 días, 
en medio Charcoal Orchid Maintenance®, en la estación Chilacas, en 
Pacho (Cundinamarca), a una altura de 2.050m s.n.m., temperatura 
promedia de 17°C y humedad relativa promedia de 85%, bajo luz 
blanca fría. Posteriormente, fueron trasladadas en nevera de icopor a 
Fusagasugá (Cundinamarca), para realizar las pruebas de laboratorio.

Medio de cultivo. Los cuerpos protocórmicos fueron subcultivados 
sobre medio básico Murashige & Skoog (MS) (1962), suplementado 
con 30g.L-1 de sacarosa, 6g.L-1 de agar y cuatro diferentes 
concentraciones de 6-BAP (0; 0,05; 0,5 y 2mg.L-1). El pH del medio 
fue ajustado a 5,8 antes de la esterilización. El medio fue esterilizado 
en autoclave a 121°C y 15 PSI por 20 minutos.

El subcultivo de los cuerpos protocórmicos fue realizado en 
condiciones asépticas, en frascos de 250cc, que contenían 20mL del 
medio básico MS. Tres cuerpos protocórmicos de tamaño similar 
fueron colocados por frasco de forma equidistante.

Figura 1. Cattleya trianae a. Ejemplar florecido; b. Cápsula con numerosas semillas. 

https://revistas.udca.edu.co/index.php/ruadc
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Diseño experimental. Se utilizó un diseño de bloques completos al 
azar con tres repeticiones, donde el factor de bloqueo correspondió 
al tamaño inicial de los cuerpos protocórmicos. Cada repetición y 
cada bloque se conformó por 10 frascos de vidrio de 250cc, con 
20mLde medio sólido.

Variables evaluadas. Se evaluó el porcentaje de distintos tipos de 
respuesta in vitro (callo, formación de láminas foliares y formación 
de raíces), a partir de los 90 días después de la siembra. El porcentaje 
de estructuras (n) de callos, brotes y raíces formadas, se determinó 
mediante la relación: porcentaje (%) de n = [(número de explantes 
con estructura formada) / (número total de explantes sembrados)] 
x 100 

Análisis estadístico. Los porcentajes de formación de callo, formación 
de lámina foliar y formación de raíz fueron analizados mediante 
análisis de varianza y se determinaron las diferencias entre los 
tratamientos por medio de la prueba de comparación de medias LSD 
Fischer al 5% de significancia. Además, se determinó el coeficiente 
de correlación no paramétrico de Spearman (rs) (Martínez et al. 
2009) entre las variables evaluadas, con el fin de determinar si existía 
relación entre ellas. Los anteriores análisis, se realizaron utilizando 
el programa Infostat 2017 (Di Rienzo et al. 2017).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En el experimento desarrollado, se evidenció la formación de 
tejidos diferenciados y tejidos sin diferenciar a los 90 días, después 
de la siembra del material vegetal. Según Cedrés Gazo et al. (2015), 
los explantes establecidos in vitro pueden tener el crecimiento 
indiferenciado, que genera una masa de células no diferenciadas, 
denominada callo o, diferenciado, que forman tejidos, dando lugar 
a brotes y raíces. En C. trianae, la organogénesis directa, que originó 
brote y raíz e, indirecta, formadora de callo, fueron respuestas 
comunes en el medio MS, que presentaron variaciones en los 
porcentajes de respuesta con el uso 6-BAP (Figura 2).

Inducción de callo. Cuando se utilizó la citoquinina en concentración 
de 2mg.L-1 de 6-BAP (Figura 3), se obtuvo el mayor porcentaje 
de callos, con un 29,1%, mostrando diferencias estadísticas con 
respecto a las demás concentraciones. Castellanos & Torres (2018) 
indican que la formación de cuerpos protocórmicos de C. trianae se 
ve influenciada por la temperatura ambiental, ya que se requieren de 
temperaturas diurnas, aproximadas de 26°C y nocturnas, de 18°C o, 
en promedio, de 20°C, en la fase de multiplicación.

La no aplicación del regulador de crecimiento en los ensayos 
estimuló en 13,7% la formación de callos, lo que se atribuye con 
la totipotencia que presenta el material, desde el punto de vista 
morfogénico. 

Cabe resaltar que los callos obtenidos con el tratamiento de 2mg.L-1 
de 6-BAP no tuvieron la capacidad de generar nuevos órganos, lo 
que concuerda con los resultados obtenidos por Caetano et al. (2011), 
en explantes de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus (K. Schum. 

ex Vaupel) Moran), quienes obtuvieron callos no regenerantes, con 
el uso de citoquininas, debido a factores ambientales; el BAP, se 
aplicó en dosis iguales de 2.21μM, combinado con 2,4-D (Ácido 
2,4-diclorofenoxiacético) y TDZ (Thidiazuron) en medio MS 
(Murashige y Skoog). En ocasiones, el tipo de callo obtenido, 
así como el grado de diferenciación celular y su capacidad de 
regeneración a nuevas plántulas, dependen del origen y la edad del 
tejido elegido como explante (Gätjens et al. 2018).

Resultados similares fueron obtenidos en investigaciones con la 
orquídea Laelia anceps ssp. dawsonii, donde a partir de semillas se 
indujo callo embriogénico en medio MS. La combinación Ácido 
Naftalenacético (ANA)+6-Bencilaminopurina (6-BAP)+Ácido 
Indolacético (AIA) (2mg.L–1 de cada una) resultó óptima para 
inducción de callo, pues produjo 611 embriones somáticos en 
fotoperiodo de 16 horas y, además, los embriones desarrollaron 
plántulas completas (Lee Espinoza et al. 2010). En otra investigación 
bajo condiciones in vitro con la orquídea Prosthechea sp. en Fusagasugá 
(Cundinamarca, Colombia), usando ácido naftalenacético (ANA), se 
estimuló la regeneración secundaria de protocormos, adicionando 
al medio básico de cultivo 1,5mg.L-1 de ANA y se promovió, 
inicialmente, la formación de callo (Gil et al. 2016). Este tipo de 
trabajos orientan en el proceso de optimización y pertinencia con el 
uso de fitohormonas sobre la propagación controlada de orquídeas, 
como fue el objeto de la presente investigación.

En estudios realizados por Ávila-Díaz & Salgado-Garciglia (2006) en 
orquídeas, se encontró que la adición de reguladores de crecimiento, 
como auxinas, citoquininas y giberelinas, no siempre favorece la 
estimulación del desarrollo de vitroplantas, debido a que se puede 
presentar la aparición y el aumento del desarrollo de callogénesis, 
lo cual, está directamente relacionado con una disminución del 
crecimiento, principalmente, a nivel del rizoma. Los factores más 
importantes para lograrlo son el genotipo, la composición del medio 
de cultivo, así como la concentración del regulador de crecimiento 
(Aloísio, 1997). 

Rivero-Bautista et al. (2008) afirman que el color, la forma y la 
apariencia del callo con estructuras morfogénicas varía entre los 
genotipos, lo que depende del medio de cultivo utilizado, indicando 
que la formación de callos está influenciada por las características 
propias del explante como la edad, el tamaño, la procedencia y el 
genotipo.

Se puede concluir que al adicionar 6-BAP en la mayor concentración 
al medio básico de cultivo, se promovió la mayor producción de 
callos, lo cual, indica su relación con la organogénesis indirecta en 
esta especie.

Desarrollo de brotes. Como se observa en la figura 4, cuando C. 
trianae se desarrolló en el medio básico suplementado con 0,05mg.L-1 
de 6-BAP, se obtuvo un 47,2% de brotes, mientras que al prescindir 
del regulador de crecimiento, disminuyó a un 33,5%, mostrando 
diferencias estadísticas entre estos dos tratamientos. 
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Figura 2. Cattleya trianae bajo condiciones de propagación in vitro. a. callo; b. brote.

https://revistas.udca.edu.co/index.php/ruadc
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Este resultado concuerda con la investigación desarrollada por 
Cazarez Favela et al. (2016) con la orquídea Prosthechea citrina (La 
Llave & Lex.) W. E. Higgins, quienes evidenciaron en la fase 
de organogénesis que, al agregar 6-BAP al medio de cultivo en 
concentraciones de 1 a 3mg.L-1, se logró el proceso de brotación, 
obteniendo un promedio de 6,75 brotes por explante. Lo anterior 
evidencia la relación directa de las citoquininas sobre la caulogénesis 
en C. trianae, bajo condiciones in vitro.

Proliferación de raíces. El uso de 6-BAP en las mayores 
concentraciones, de 0,5 y 2mg.L-1, disminuyó la formación de raíces 
en C. trianae, con un 0,62% y 0,56%, respectivamente, tal como se 
aprecia en la figura 5. La no utilización de la citoquinina en el medio 
básico de cultivo reportó el mayor valor, con un 7,35%, a diferencia 
de los resultados de Borges García et al. (2011), quienes evidenciaron 
en Dioscorea alata que los niveles de 0,01 y 0,1mg.L-1 de ANA y la más 
baja, combinación de ANA/6-BAP, de 0,01 y 0,01mg.L-1, fueron los 
más adecuados para estimular el enraizamiento y la formación de 

 
 
 
 
Figura 3. Proliferación de callos (%) de Cattleya trianae bajo concentraciones de 6-BAP in vitro. 
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Figura 4. Respuesta de brotes (%) en condiciones in vitro con 6-BAP en Cattleya trianae. Valores 
con letras diferentes difieren estadísticamente para P≤0,05.  
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nuevas raíces, a diferencia de este estudio, en donde únicamente se 
utilizó 6-BAP y ninguna auxina.

En investigaciones realizadas en Cattleya máxima y Cattleya rex por 
Villanueva et al. (2013), empleando el medio base Murashige & Skoog 
con los reguladores de crecimiento giberelina (0,031g.L-1), 6-BAP 
(0,083g.L-1) y ANA (0,031g.L-1), se favoreció la inducción de la 
germinación in vitro de las semillas crecimiento de los protocormos, 
multiplicación y enraizamiento de plántulas.

En la orquídea Encyclia microtos (Rchb.f.) Hoehne con 6-BAP, a 
concentraciones de 2mg.L-1 y combinados Ácido Indolbutírico (IBA) 
(2mg.L-1) con 6-BAP (2mg.L-1), se promovió el mayor desarrollo de 
yemas axilares, obteniéndose una tasa de multiplicación del doble de 
plántulas y 1,8 plántulas, respectivamente (Condemarín-Montealegre 
et al. 2007).

Valderrama Alfaro et al. (2009) evaluaron el medio basal Knudson 
suplementado con 0,5% de carbón activado y 4mg.L-1 de 6-BAP, 
sobre el desarrollo in vitro de la orquídea Epidendrum sp., encontrando 
que se favoreció el desarrollo de raíces, protocormos y yemas 
axilares en plántulas, obteniendo 75% de plántulas con formación 
de yemas axilares, 45% de plántulas enraizadas, 17% de plántulas 
con desarrollo de protocormos y 8% de plántulas con formación 
de raíces y protocormos a la vez. 

El 6-BAP también favorece la formación de protocormos, según 
resultados obtenidos en la orquídea Chloraea crispa, con una 
concentración de 0,1mg.L-1 bajo condiciones de oscuridad, de 
acuerdo con Quiroz et al. (2017).

En esta investigación, los tratamientos con citoquinina aumentaron 
la respuesta de brotes y disminuyeron la formación de raíces, 
según lo propuesto por Skoog & Miller (1957), en una serie 
clásica de experimentos, donde demostraron que la relación de 
citoquinina/auxina en los medios nutritivos influye profundamente 
en la morfogénesis de las raíces y los brotes en el cultivo de tejidos 
vegetales. 

Todo proceso de diferenciación está regulado por el balance entre 
auxinas y citoquininas: para la formación de raíces deben prevalecer 
las auxinas, mientras que las citoquininas conducirán a la formación 
del vástago de la planta (Eckardt, 2003), con lo cual, se corrobora 
el modelo de organogénesis.

Los resultados de este estudio mostraron que la inducción de callos 
y brotes se vio favorecida hasta en un 15,4 y 13,7%, respectivamente, 
al aplicar 6-BAP con respecto al control, en contraste con el 
enraizamiento, que fue hasta un 6,8% superior al no aplicar el 
regulador de crecimiento vegetal.

Basados en los resultados de la presente investigación, se recomienda 
utilizar los procesos de propagación in vitro de manera masiva, no 
solo para C. trianae sino en general, para la mayoría de las especies 
de orquídeas, como una herramienta de conservación en especies 
con alto riesgo de amenaza, en concordancia con lo expuesto en la 
investigación realizada por Salazar Mercado & Vega Contreras (2017) 
y, adicionalmente, también se podría pensar como un mecanismo 
para su posterior empleo, con fines de comercialización.
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