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RESUMEN 

Orchidaceae es una diversa familia de plantas vasculares, cuya disminución 

poblacional requiere el desarrollo de métodos eficientes para su conservación. Encontradas en 

el apéndice II de CITES, su propagación in situ es un reto por la carencia de endospermo, una 

estricta asociación micorrícica y específicos requerimientos nutricionales. Por esta y otras 

consideraciones, se propone el cultivo in vitro asimbiótico en medios de cultivo artificiales, 

evaluando en este estudio el aquel con mejores resultados para la germinación y elongación de 

Oncidium pentadactylon y Govenia tingens. En O. pentadactylon se probaron dos medios para 

la germinación, donde Phytamax (Phy) (98,30%) y Phytamax con carbón activado y ácido 

giberélico (Phy+CA+GA3) (98,25%) no mostraron diferencias significativas. En la semana 24, 

la mayor cantidad de protocormos en Fase 5 se consiguió en Phy+CA+GA3 (32,63%). Para la 

elongación, se utilizaron cuatro medios, donde Phy+CA desarrolló protocormos con una mayor 

longitud promedio de brote (0,48 cm) y área promedio del protocormo (0,72 cm2) en 16 

semanas. En G. tingens, se probaron nueve medios, donde el mayor porcentaje de germinación 

en la semana 12 se obtuvo con Phy (87,92%) y Phy+CA (85,16%). A las 42 semanas, el mayor 

porcentaje de protocormos con brote apical se encontró en Phy+CA (43,16%). Para la 

elongación se evaluaron dos medios, Phy y Phy+CA, sin encontrar diferencias significativas 

entre ellos. Sin embargo, el medio de germinación tuvo un efecto significativo en el 

crecimiento del brote, con un mayor promedio en Phy+CA (0,30 cm con Phy+CA en 

germinación, sumado a Phy en elongación; 0,17 cm con Phy+CA en germinación, sumado a 

Phy+CA en elongación). Con este trabajo, se ha logrado determinar los medios de cultivo que 

permiten la germinación y desarrollo germinativo in vitro de ambas especies, siendo esta la 

base para su propagación, investigación y conservación. 

Palabras clave: Orquídeas, cultivo in vitro asimbiótico, medio de cultivo, germinación, 

elongación, protocormo, Oncidium pentadactylon, Govenia tingens.
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ABSTRACT 

Orchidiaceae is a diverse family of vascular plants, which population reduction 

demands the development of efficient conservation methods. Now found in the appendix II of 

CITES, in situ orchid seed germination is a challenge due to the lack of an endosperm, a strict 

mycorrhizal association and specific nutritional requirements. For this and other 

considerations, an asymbiotic in vitro culture using artificial growth media is proposed, 

evaluating the optimal medium for the germination and elongation of Oncidium pentadactylon 

and Govenia tingens within this study. Two media were tested on O. oentadactylon for 

germination, showing no significant differences by week 12 between Phytamax (Phy) 

(98,30%) and Phytamax with activated charcoal and gibberellic acid (Phy+CA+ GA3) 

(98,25%). On week 24, the largest amount of Phase 5 protocorms was achieved with Phy+CA+ 

GA3 (32,63%). Four growth media were used for elongation, indicating that Phy+CA led to a 

higher shoot length (0,48 cm) and protocorm area (0,72 cm2) in 16 weeks. As for G. tingens, 

nine growth media were utilized, where the greatest germination percentage on week 12 was 

obtained with Phy (87,92%) and Phy+CA (85,16%). Furthermore, on week 42, the highest 

percentage of apical shoots was seen on Phy+CA (43,16%). Two media, Phy and Phy+CA, 

were evaluated on the elongation phase, without finding any significant difference between 

them. Nonetheless, the culture medium used on germination had a significant effect on shoot 

growth, with the highest average in Phy+CA (0,30 cm with Phy+CA in germination, plus Phy 

in elongation 0,30; 0,17 with Phy+CA in germination, plus Phy+CA in elongation). The present 

work determines the growth media that allow the in vitro germination and germinative 

development of both species, which is the base for their propagation, research and 

conservation.    

Key words: Orchids, asymbiotic in vitro culture, growth medium, germination, 

elongation, protocorm, Oncidium pentadactylon, Govenia tingens.  
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1. INTRODUCCIÓN 

Orchideaceae es una de las familias más numerosas de plantas vasculares, de la cual se 

estiman más de 29 000 especies, que representan un 10% de las angiospermas (De, 2020; 

Gaskett, A. C., & Gallagher, 2018). Están distribuidas en un extenso rango hábitats en el planeta 

a excepción de la Antártica (Moraes et al., 2022). Un 75% de las orquídeas son epífitas, es 

decir, crecen sobre otras plantas de un modo no parasítico.  Por otro lado, las orquídeas 

terrestres crecen desde el suelo, donde desarrollan tubérculos y raíces con pelos radiculares 

(Moreira & Isaias, 2008; Mawinei & Paramitha, 2024).  

El desarrollo general de las orquídeas inicia con la fertilización, luego de la cual se 

genera una cápsula que alberga de cientos a millones de semillas sumamente pequeñas, lo que 

facilita su dispersión (Seaton et al., 2018; Zhao et al., 2024). Estas semillas cuentan con una 

testa, mas no con un endospermo, estructura útil para el almacenamiento de nutrientes y 

fitohormonas necesarias para el desarrollo embrionario. Autores relacionan la falta de 

endospermo con una fusión parcial de núcleos en el saco embrionario, produciendo una sola 

célula endospérmica no funcional (Yeung, 2022). Debido a esta carencia, las semillas dependen 

de asociaciones frecuentemente específicas con hongos, que aportan nutrientes, aumentan la 

absorción de agua y dan resistencia a enfermedades. A cambio, pelotones de hongos reciben un 

albergue para su reproducción (Bonfante & Genre, 2010; Yeung et al., 2018, a; Zhao et al., 

2021). 

La germinación comienza con el ensanchamiento del embrión dentro de la testa hasta 

su rotura, formando un protocormo, estructura homóloga a un hipocótilo en otras angiospermas, 

el cual está diseñado para la simbiosis fúngica (Yeung et al., 2018, a). El crecimiento del 

protocormo continúa con aparición de rizoides. Posteriormente, eventos mitóticos en uno de 

los polos del protocormo dan lugar a células meristemáticas, las cuales serán parte del 

meristema apical (Yeung et al., 2018, a). Desde esta región, se desarrollan primordios de hojas, 
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mientras que, en el área basal, surgen raíces adventicias (Batygina et al., 2003; Billard et al., 

2014; Yeung, 2017).  

Las orquídeas son un valioso recurso genético, utilizado para el comercio de plantas 

ornamentales, así como para aplicaciones culturales, medicinales, cosméticas y alimentarias 

(Zhang et al., 2018). Además, juegan un rol ecológico clave en una variedad de ecosistemas. 

En particular, las epífitas están involucradas en la captura y filtración de agua (Mendieta et al., 

2020). Asimismo, varios autores han utilizado a las orquídeas como indicadores de la salud de 

los ecosistemas en virtud de la sensibilidad a cambios en su hábitat (Newman, 2009).  

Actualmente, el cambio climático, la fragmentación del hábitat y la recolección 

indiscriminada afectan de forma significativa a las orquídeas (Hernández-Mejía et al., 2024). 

En efecto, toda la familia Ochideaceae se encuentra dentro del apéndice II de CITES (Chugh 

et al., 2009; Fay, 2018). Ecuador atesora la mayor diversidad de orquídeas a nivel mundial, con 

más de 4 000 especies, de las cuales unas 1700 son endémicas. Se conoce que 1455 especies 

de orquídeas en Ecuador se encuentran en algún estado de vulnerabilidad (León, 2014).  

Se han propuesto varias alternativas para la conservación, entre ellas, la protección in 

situ dentro de reservas y parques nacionales, lo cual es desafiante debido al lento crecimiento, 

hábitats deteriorados, escasez de simbiontes, uso de pesticidas en alrededores y el impacto del 

calentamiento global (Chugh et al., 2009; Seaton et al., 2010). Por esta razón, se han generado 

planes de conservación ex situ a través de bancos de germoplasma, el crecimiento en jardines 

botánicos, la criopreservación y el cultivo in vitro (De & Pathak, 2018). El cultivo in vitro ha 

sido ampliamente utilizado, debido a la aplicación de medios de cultivo con una composición 

definida que permite la estandarización de protocolos para la propagación de una variedad de 

especies y materiales vegetales iniciales (Chugh et al., 2009; Calevo et al., 2022; Longchar et 

al., 2022). De hecho, es posible emplear semillas o diversos tipos de explantes, tales como 

hojas, meristemas, yemas axilares, segmentos de raíz, entre otros (Lal & Singh, 2020). En 
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orquídeas, la germinación de semillas in vitro permite obtener un número mayor de plantas en 

comparación con condiciones naturales, donde la tasa de germinación es inferior al 5%. (Lal & 

Singh, 2020; Utami & Hariyanto, 2020). 

Para la germinación de semillas in vitro, se realizan cultivos simbióticos en presencia 

de un hongo micorrícico, o asimbióticos en ausencia del simbionte (Fay, 2018; Anghelescu et 

al., 2023). Varios autores optan por cultivos asimbióticos por su simpleza, ya que no se necesita 

aislar al simbionte fúngico y se mantienen condiciones más asépticas al no incluir 

microorganismos en el medio (Dolce et al., 2020). Cabe resaltar que, al no contar con un hongo 

que aporta nutrientes a la semilla, se debe proporcionar un medio de cultivo que cubra las 

exigencias de la orquídea, el cual consiste en una solución con macro y microelementos, fuentes 

de carbono, vitaminas y un agente gelificante (Park & Yeung, 2018). Usualmente, es necesaria 

la incorporación de fitohormonas, fuentes proteicas, antioxidantes, extractos orgánicos, carbón 

activado y otros aditivos para optimizar y acelerar la germinación (Reddy, 2016; Yeung et al., 

2018, b; Lal et al., 2020). Así también, es importante el conocimiento del pH óptimo del medio 

y la implementación de reguladores de pH (da Silva, 2013; Prakash et al., 2013; Yeung et al., 

2018, b). El medio de cultivo idóneo varía entre especies, explantes y etapas del desarrollo; 

según el contexto, un mismo compuesto puede tener efectos positivos o causar toxicidad (Park 

& Yeung, 2018; Lal & Singh, 2020; An et al., 2021).  

Desde la primera descripción de la germinación asimbiótica de orquídeas (Knudson, 

1922), se han publicado una serie de investigaciones que demuestran su eficacia. 

Especialmente, en especies vulnerables, se han probado distintos medios de cultivo en 

combinación con fitohormonas y otros aditivos orgánicos, identificando con éxito las 

condiciones óptimas para la obtención del mayor número de plántulas con características 

fisiológicas adecuadas (Roy et al., 2011; Suzuki et al., 2012; Zeng et al., 2012; Chen et al., 

2015; Fatahi et al., 2022). En el Ecuador, los estudios de germinación se han orientado al cultivo 
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fúngico en especies nativas de los géneros Polystachya, Dracula y Epidendrum. De igual 

manera, se ha investigado sobre el cultivo asimbiótico en géneros como Polystahya, Dracula, 

Epidendrum, Oncidium y Pleurothallis (Salazar et al., 2020; Quija-Lamiña et al., 2023a, 2023b, 

2023c; Valencia-Glushchenko et al., 2024). Dada la necesidad de contar con protocolos 

eficientes, sencillos y de mayor alcance para la propagación y conservación de orquídeas en el 

país, es fundamental desarrollar estrategias basadas en métodos asimbióticos. 

El presente trabajo se enfoca en dos especies de orquídea nativas del Ecuador. Por un 

lado, Oncidum pentadactylon es una orquídea epífita simpodial encontrada en Colombia, 

Bolivia, Ecuador, Perú y partes de Mesoamérica. Se reconoce por sus flores amarillentas con 

varias ramificaciones. Tiene pseudobulbos y hojas en la región apical (Cueva & Moya, 2015) 

(GBIF, 2024). Por otro lado, Govenia tingens es una orquídea terrestre simpodial distribuida en 

Ecuador, Perú y Bolivia. Presenta inflorescencias blancas, con ligeras coloraciones vino tinto o 

marrón. Su rizoma es carnoso y presentan cormos separables del rizoma (Giraldo & Betancur, 

2011; Missouri Botanical Garden, 2024). Ambas especies fueron recolectadas en la Reserva 

Geobotánica Pululahua, un bosque nublado que se ubica en altura de 1600 y 3 356 msnm., con 

una precipitación de hasta 1600 mm y temperaturas de 12 a 19 °C (Sánchez et al., 2018).   

A través de este estudio, se pretende establecer el primer protocolo reportado para el 

cultivo in vitro asimbiótico de Govenia tingens y optimizar del protocolo de Oncidium 

pentadactylon, con el fin de identificar aquellos medios de cultivo que promuevan de manera 

más efectiva su germinación y posterior elongación. De esta forma, se podrá tener una adecuada 

herramienta para su conservación y estudio futuro.  
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2. MÉTODOS 

2.1 Material vegetal 

La recolección de material vegetal de Oncidium pentadactylon y Govenia tingens se 

efectuó dentro de la Reserva Geobotánica Pululahua (0°02′17″N 78°27′47″O), bajo el permiso 

del Ministerio de Ambiente, Agua y Transición Ecológica (MAATE), código MAATE-

ARSFC-2022-2445. Se recolectó cápsulas, que fueron almacenadas en una bolsa plástica con 

sílica gel y transportadas al Laboratorio de Biotecnología Vegetal en la Universidad San 

Francisco de Quito (USFQ). Se conservaron en un recipiente hermético a temperatura ambiente 

(22ºC ±1) hasta ser utilizadas en siete días. 

2.2 Desinfección y germinación asimbiótica in vitro 

O. pentadactylon y G. tingens se sometieron al mismo protocolo de desinfección 

establecido por el Laboratorio de Biotecnología Vegetal (USFQ) (ANEXO 3). Se prepararon 

diferentes medios de cultivo para la germinación asimbiótica in vitro de las dos especies 

estudiadas. Se emplearon tres medios basales: Phytamax (Phy; Sigma Aldrich), Knudson-C 

(KC; Knudson, 1946) y Murashige & Skoog (MS; Murashige & Skoog, 1969), a los cuales se 

les agregó carbón activado (CA) o carbón activado y ácido giberélico (CA+GA3). El detalle de 

los medios de cualtivo para cada especie con las concentraciones de los aditivos se encuentra 

en el (ANEXO 3). Los medios se autoclavaron (BIOBASE BKQ-BL) a 121 grados y 20 psi 

durante 15 minutos. La adición de GA3 se realizó con un filtro de jeringuilla con membrana de 

nylon de 0,22 nm (Corning®). Se dispensó un aproximado de 10 mL de cada medio en cajas 

Petri plásticas de 50 x 9 mm.  

Para la germinación de semillas, se abrió cada cápsula esterilizada dentro de la cámara 

de flujo laminar, realizando un corte longitudinal con un bisturí y pinza estériles. Con una 

microcuchara estéril, se dispersaron las semillas uniformemente en la superficie de cada medio 

de cultivo. Cada cápsula se consideró como un ensayo independiente. Se detalla el diseño 
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experimental para cada especie en el (ANEXO 3). Las cajas fueron selladas con PARAFILM 

® y se llevaron a una cámara climática (BIOBASE, BJPX-400II), a 23°C, 75% de humedad 

relativa y con un fotoperiodo de 16/8 horas de luz-oscuridad respectivamente. Los subcultivos 

se realizaron cada 12 semanas y se mantuvo el medio de cultivo utilizado inicialmente. Se 

identificó las distintas fases de germinación descritas en la literatura (ANEXO 1; ANEXO 2). 

Para O. pentadactylon se utilizó la referencia de Seaton y Ramsay (2005), mientras que para G. 

tingens, una modificación de Stewart & Zettler (2002).  

2.3 Elongación de protocormos 

Con el fin de evaluar el medio de cultivo que promueva un mejor desarrollo en la 

elongación, se probaron distintas composiciones dependiendo de la especie. El detalle de los 

medios de cultivo utilizados, así como el número de protocormos evaluados según la especie 

se encuentra en el (ANEXO 4). Aproximadamente 70 mL de cada medio de cultivo fueron 

dispensados en frascos de vidrio. En total, se contó con cuatro ensayos en O. pentadactylon y 

un solo ensayo en G. tingens. Los protocormos se cultivaron en un cuarto de cultivo a 22 ± 1°C, 

con un fotoperiodo de 16/8 horas de luz-oscuridad. Los subcultivos se realizaron cada cuatro 

semanas; 16 semanas en total en O. pentadactylon y 12 semanas en total en G. tingens. 

2.4 Toma de datos y análisis 

Para la evaluación de la germinación in vitro, se tomó fotografías de las semillas el 

mismo día que inició el cultivo in vitro y posteriormente cada tres semanas hasta la semana 24 

en O. pentadactylon y hasta la semana 42 en G. tingens. Se utilizó un estereomicroscopio 

(Nikon SMZ745T) con una cámara digital asociada al software MShot Image Analysis System 

(versión 1.1.6) (Guangzhou Micro-shot Technology Co., 2024). En cada toma de datos, se 

capturaron 10 campos aleatorios por caja Petri, con un aumento de 5X en las fases iniciales del 

desarrollo y un cambio a 2X o 1X en fases de mayor desarrollo. El conteo de semillas y 

protocormos (Fases 0-5 o 0-brote de hoja, ANEXO 1) se realizó con el programa DotDotGoose 
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(versión 1.7.0) (Ersts, 2024). Los archivos CSV generados fueron importados a Microsoft Excel 

(versión 2019), donde se estimó el número de semillas germinadas (Fases 1-5) por cada campo, 

al igual que el número de protocormos en cada fase del desarrollo. Se calculó porcentajes de 

germinación y de las distintas fases de desarrollo. En O. pentadactylon, se consideró el 

porcentaje de germinación total en la semana 12 y el porcentaje de protocormos en Fase 5 en 

la semana 24. Para G. tingens, se consideró el porcentaje de germinación en la semana 12 y el 

porcentaje de protocormos con brote apical en la semana 42.  

En la etapa de elongación, se tomó datos cada cuatro semanas en el momento del 

subcultivo. Se colocó a los protocormos en cajas Petri plásticas junto con una regla y se tomó 

fotografías. Por medio del software Fiji (Image-J, 2024), se midió la longitud de brote (cm), 

longitud de la hoja más larga (cm) longitud de la raíz más larga (cm), número de hojas nuevas, 

y área (cm2) de cada protocormo. Se calculó un diferencial de cada uno de estos parámetros con 

respecto a la toma de datos anterior con el propósito de estimar el crecimiento de los 

protocormos a través del tiempo. Se usó la siguiente fórmula: ∆𝑥 =  𝑥𝑓 − 𝑥𝑖 , donde ∆x se 

refiere al diferencial de un determinado parámetro, xf a la medida a la medida del parámetro 

más actual y xi la medida de la toma de datos anterior.   

El análisis estadístico se basó en los valores promedio de cada parámetro de 

germinación y elongación, utilizando los programas Microsoft Excel (versión 2019) y Minitab 

® (versión 21.4.2) (Minitab, 2023). Se efectuó análisis de varianza de uno o dos factores para 

evaluar diferencias significativas entre medios de cultivo, así como pruebas de comparación 

múltiple de Tukey para identificar los medios óptimos. Se elaboró líneas de tiempo con el fin 

de visualizar la tendencia de crecimiento en cada medio.  
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3. RESULTADOS 

3.1 Germinación asimbiótica in vitro y desarrollo germinativo 

Para Oncidium pentadactylon, se recolectaron siete cápsulas que fueron utilizadas para 

la germinación in vitro. Se escogió un solo ensayo para el análisis de resultados según 

rendimiento de germinación, proporción de protocormos necrosados y cantidad de protocormos 

en Fase 5 (Figura 1; ANEXO 1). En la semana 12, se presentó una germinación promedio de 

98,3% en Phy y 98,25% en Phy+CA+GA3. Se determinó que en esta etapa no existen 

diferencias significativas en porcentaje de germinación entre medios de cultivo (p=0,95) 

(Figura 1; Figura 4A; Tabla 1).  

Asimismo, en la semana 24 en O. pentadactylon, se evidenció un mayor porcentaje de 

protocormos en fase 5 con Phy+CA+GA3 (32,63%) frente a Phy (8,47%) (p=0,00) (Figura 1; 

Figura 4B; Tabla 1). Durante el mismo tiempo en cultivo, se observó menor necrosis en Phy 

(2,49%) que en Phy+CA+GA3 (6,42%) (p=0,00) (Tabla 1). 

En cuanto a Govenia tingens, se recolectaron ocho cápsulas para distintos ensayos de 

germinación in vitro. Se tomó un solo ensayo de referencia para la evaluación de resultados, 

tomando en cuenta el porcentaje de germinación, necrosis y el desarrollo de protocormos en 

Fase 5, con brote apical y brote de hoja (Figura 1; ANEXO 1). Los mayores porcentajes de 

germinación se hallaron en Phy (87,92%), Phy+CA (85,16%) y KC+CA (74,75%) (Figura 1; 

Figura 5; Tabla 3). Aunque hubo germinación en KC+CA, los protocormos mostraron signos 

de necrosis, caracterizada por el pardeamiento de los tejidos. Por otra parte, los menores 

porcentajes se encontraron en Phy+CA+GA3 (33,71%), KC (55,99%), KC+CA+ GA3 

(61,78%), MS (52,70%), MS+CA (68,80%), MS+CA+GA3 (66,39%) (p=0,00) (Figura 5).  

Los medios donde se apreciaron mayores porcentajes protocormos en Fase 5 fueron Phy 

(43,25%) y Phy+CA+GA3 (40,37%), mientras que en Phy+CA se observó un menor porcentaje 

(3,42%) (p=0,00) (Figura 1; Figura 5B; Tabla 3). En cuanto a protocormos con brote apical, se 
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identificaron diferencias significativas entre medios de cultivo, con una mayor proporción en 

Phy+CA (43,16%) (p=0,02). Por otro lado, la menor proporción se halló en Phy (16,67%) y 

Phy+CA+GA3 (0,00%) (Figura 1; Figura 5C; Tabla 3). Con respecto al porcentaje de 

protocormos con un brote de hoja, no se evidenciaron diferencias significativas entre medios 

de cultivo (p=0,36) (Figura 1; Figura 5D; Tabla 3). Se observó una mínima necrosis en Phy 

(13,49%) y Phy+CA (7,69%), mientras que fue mayor en Phy+CA+GA3 (44,44%) (p=0,02). 

Existió una necrosis del 100% en los medios KC, KC+CA, KC+CA+GA3, MS y MS+CA, 

MS+CA+GA3.  

3.2 Elongación de protocormos in vitro 

Para la elongación en O. pentadactylon, se llevaron a cabo cuatro ensayos, de los cuales 

se escogió uno como base de resultados debido a su desarrollo satisfactorio y la clara 

diferenciación del crecimiento entre medios de cultivo. En relación con el crecimiento de 

protocormos en longitud de brote, se aprecian diferencias significativas entre medios en la 

semana 16 (p=0,00), indicando que Phy+CA tuvo un mayor promedio (0,48 cm) en 

comparación con Phy (0,07 cm) (Figura 2; Figura 4C; Tabla 2). No existieron diferencias 

significativas en la semana 16 para los distintos medios de cultivo, con respecto al crecimiento 

de protocormos en longitud de hoja (p=0,39), longitud de raíz (p=0,09) y número de hojas 

nuevas (p=1,99) (Figura 4D, E, F; Tabla 2). Por otro lado, el crecimiento de protocormos en 

área demostró diferencias significativas entre medios en todas las semanas de análisis. En la 

semana 16, Phy+CA contó con el mayor promedio (0,72 cm2) y Phy con el menor promedio 

(0,10 cm2) (p=0,00) (Figura 4G; Tabla 2).  Los gráficos lineales demuestran claramente que los 

protocormos en Phy+CA tuvieron una tendencia de crecimiento mayor en todos los parámetros 

evaluados (Figura 4C, D, E, F y G). Existió una necrosis del 100% en Phy+CA+GA3 a la 

semana 8 y en Phy+GA3 a la semana 12. Además, en la semana 16, la necrosis fue superior en 

protocormos cultivados en Phy (47,22%), en contraste a protocormos en Phy+CA (25,00%) 



19  

(Tabla 2). 

En G. tingens se realizó un análisis estadístico a partir de un solo ensayo de elongación. 

Con respecto al crecimiento de protocormos en longitud de brote en la semana 12, no se 

observaron diferencias significativas entre los medios de cultivo utilizados en la elongación 

(p=0,68) (Tabla 4). Además, se evidenció que sí existen diferencias significativas según el 

medio de origen del protocormo durante la germinación (p=0,03). En este caso, los 

protocormos que germinaron en el medio de cultivo Phy+CA mostraron un mayor promedio de 

longitud de brote en la etapa de elongación (0,30 cm con Phy+CA en germinación, sumado a 

Phy en elongación; 0,17 cm con Phy+CA en germinación, sumado a Phy+CA en elongación), 

que aquellos que provinieron del medio Phy (0,06 cm con Phy en germinación, sumado a Phy 

en elongación; 0,14 cm con Phy en germinación, sumado a Phy+CA en elongación) (Figura 3; 

Tabla 4). Por otra parte, no se presentaron diferencias significativas entre medios de cultivo de 

elongación en cuanto al promedio de Longitud de hoja (p=0,38), Longitud de raíz (p=0,53), 

Número de hojas nuevas (p=0,19) y Área de protocormo (p=0,08). Asimismo, no existieron 

diferencias significativas entre medios utilizados en germinación para Longitud de hoja 

(p=0,24), Longitud de raíz (p=0,23), Número de hojas (p=0,96) y Área de protocormo 

(p=0,84) (Tabla 4). Analizando los gráficos lineales, se demuestra que los protocormos 

germinados en Phy+CA (Figura 6B, D, F, H, J) tuvieron una tendencia de crecimiento mayor 

en longitud de brote, longitud de hoja, longitud de raíz, número de hojas y área que aquellos 

germinados en Phy (Figura 6A, C, E, G, I) durante un total de 12 semanas. Por otra parte, el 

posterior cultivo en Phy+CA como medio de elongación resultó en una disminución en la 

tendencia de crecimiento en longitud de brote, número de hojas y área de protocormo (Figura 

6A, B, G, H, I, J). El porcentaje de necrosis hasta la semana 12 fue superior en los protocormos 

en medio de elongación Phy+CA que germinaron en Phy.  
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4. DISCUSIÓN  

4.1 Germinación asimbiótica in vitro 

En O. pentadactylon, no hubo diferencias significativas en el porcentaje de germinación entre 

los medios Phy y Phy+CA+GA3. Con un porcentaje cercano al 100%, ambos medios fueron 

eficaces sin un efecto notable por la adición de CA o GA3. En comparación con otras orquídeas 

epífitas, se ha encontrado una germinación asimbiótica del 100% en Cymbidium giganteum y 

de 62,33% en Vanda coerulea al usar Phy en condiciones in vitro (Hossain et al., 2010; Roy et 

al., 2011). En un estudio previo, se observó que Phy+CA+GA3 promovió una mayor 

germinación en O. pentadatylon, con un promedio de 81,6% (Oña Arias, 2020). A pesar que el 

estudio de Oña-Arias (2020) y el actual presentan promedios de germinación altos, las 

diferencias de dichos valores podrían explicarse por el estado de maduración de las semillas 

(Kunakhonnuruk et al., 2018). El uso de semillas inmaduras suele incrementar la germinación 

por una mayor permeabilidad y menor contenido de ácido abscísico (Kendon et al., 2017; Cabej, 

2019). También se ha discutido sobre las diferencias genotípicas que afectan a la viabilidad y 

germinación (Kauth et al., 2008), lo cual se ha apreciado en el cultivo simbiótico de semillas 

de Platanthera clavellata provenientes de distintas poblaciones o en la germinación asimbiótica 

de diferentes híbridos de Dendrobium Swartz (Zettlet & Hofer, 1998; Vendrame et al., 2007). 

El medio Phy+CA+GA3 mostró el mayor desarrollo de protocormos en Fase 5, 

alcanzando un 17,1%, lo cual coincide con lo reportado por Oña-Arias (2020), evidenciando la 

importancia de incluir este medio de cultivo en desarrollo germinativo in vitro de O. 

pentadactylon. Aunque no se ha probado esta combinación en otras especies epífitas, en Thunia 

marshalliana se ha observado que Phy+CA es eficiente para el desarrollo posterior a la 

germinación (Roy et al., 2007). El CA podría ser un aditivo importante para el cultivo in vitro 

de algunas orquídeas, tal como se ha observado en varias especies del género Vanda, influyendo 

positivamente en el crecimiento de protocormos (Setiaji et al., 2021). El CA es conocido por 
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retener compuestos fenólicos y especies reactivas de oxígeno que se acumulan en el medio 

durante el cultivo in vitro de orquídeas, evitando así el pardeamiento de los protocormos 

(Kaewubon et al., 2015; Kim et al., 2019). Además, en presencia de CA, aumenta la hidrólisis 

de la sacarosa, haciéndola más disponible para las plantas (Yeung et al., 2018, b). Por otra parte, 

se conoce que el GA3 es una fitohormona que rompe la dormancia en las semillas, contribuye 

a su germinación, al crecimiento y proliferación celular (Misra et al., 2021). En particular, se 

ha evidenciado que adición de GA3 al medio de cultivo ha resultado beneficioso en la 

germinación e inducción de brotes y raíces en las especies Comparettia falcata, Santalum 

album y Guarianthe skinneri (Pedroza-Manrique et al., 2005; Nikam & Barmukh, 2009; Coello 

et al., 2010).  

En cambio, con G. tingens, la mayor germinación se apreció en los medios Phy y 

Phy+CA, mientras que se observó necrosis en KC+CA y la germinación más baja en los medios 

con KC y MS.  Esto se debe a las diferencias en la composición de los medios de cultivo, donde 

la fuente de nitrógeno, cuya preferencia varía según la especie, es uno de los factores más 

importantes. En este contexto, Phy, KC y MS contienen una alta concentración de nitrato (NO3
-

) y amonio (NH4
+) (Park & Yeung, 2018; Sigma Aldrich, s.f.). No obstante, Phy mostró una 

ventaja al incluir peptona, que se la conoce como una fuente de nitrógeno orgánica compuesta 

por péptidos y aminoácidos, cuya asimilación demanda menos energía metabólica en 

comparación con las fuentes de nitrógeno inorgánicas (Nadarajan et al., 2011; Panjama, 2022). 

En Epidendrum ibaguense y Laelia rubescens, se demostró que la peptona de Phy estimula 

significativamente la germinación asimbiótica, potenciando sus efectos a medida que aumenta 

su concentración. (Hossain, 2008; Mayo-Mosqueda, 2020). Además, Phy contiene una mayor 

concentración de otros compuestos orgánicos frente a MS, tales como; la tiamina, que 

contribuye a la inmunidad, la respuesta al estrés y el crecimiento; y la piridoxina, que favorece 

el crecimiento de hojas y raíces (Park & Yeung, 2018; Fitzpatrick, 2011; Fitzpatrick & 
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Chapman, 2020). De igual manera, Phy presenta ácido 2-N-morfolino etanosulfónico o MES, 

un amortiguador de pH que mantiene las formas disponibles de los nutrientes y promueve una 

adecuada actividad enzimática (de Klerk et al., 2008). Aunque se obtuvo una alta germinación 

con Phy en G. tingens, el rendimiento se podría optimizar en próximas investigaciones por la 

adición de otros componentes al medio de cultivo. En otros géneros de orquídeas terrestres la 

bencilaminopurina (BA) y zeatina pueden aumentar la germinación, como se demostró en 

Cypripedium macranthos y Dactylorhiza aristata (Tomita, 2002). También se ha observado 

que la completa oscuridad mejora la germinación de semillas en algunas orquídeas terrestres, 

tales como Anacamptis pyramidalis (Ostojić et al., 2022).  

En cuanto al desarrollo germinativo en G tingens, se observó un mayor porcentaje de 

protocormos con brote apical en el medio de cultivo Phy+CA. En la orquídea terrestre 

Paphiopedilum wardii, también se observó un mejor desarrollo de protocormos al aplicar CA 

(Zeng et al., 2012). En Phy+CA+GA3, se observó una alta incidencia de necrosis y una 

disminución en la formación de brotes apicales, lo cual podría estar relacionado con la 

incorporación de GA3, al inducir procesos de estrés en las plantas. Aunque no se han evaluado 

directamente los efectos del GA3 en G. tingens, es posible que su adición haya contribuido a 

estos resultados, similar a lo reportado en otras orquídeas terrestres como Dactylorhiza 

purpurella. En este sentido, algunas especies producen cantidades suficientes de GA3 de 

manera endógena, por lo que un aumento exógeno en su concentración podría resultar 

perjudicial (Hew & Clifford, 1993; Vejsadova, 2006).   

4.2 Elongación de protocormos in vitro 

En la elongación, O. pentadactylon tuvo un mayor crecimiento en longitud de hoja y 

área de protocormo en el medio de cultivo Phy+CA, respaldando las observaciones de Oña 

Arias (2020), que también identificó a este medio como superior para la elongación de esta 

especie. Se destaca que el uso de carbón activado permite un mayor desarrollo de protocormos 
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al adsorber compuestos tóxicos o inhibitorios en el medio, lo cual se ha observado en otras 

orquídeas de este género, como Oncidium trulliferum (Moraes et al., 2003; Sipayung et al., 

2018). Por otra parte, la adición de GA3 afectó negativamente el desarrollo y supervivencia de 

O. pentadactylon. En otras orquídeas como Dactylorhiza purpurella y Paphiopedilum ciliolare, 

se observó que el GA3 también podría haber provocado elongación anormal, etiolación, clorosis 

y menor crecimiento de raíces (Hew & Clifford, 1993; Vejsadova, 2006; Zeng et al., 2016). En 

el género Oncidium, no se ha utilizado GA3, pero las fitohormonas BAP y ANA han optimizado 

el desarrollo de protocormos en ciertos híbridos (Rianawati et al., 2021). 

En G. tingens, el medio de cultivo en el cual las semilas germinaron fue un factor de 

importancia para el crecimiento del brote en la elongación, siendo Phy+CA la composición que 

produjo el desarrollo más favorable. Como medios de elongación, Phy y Phy+CA no indicaron 

diferencias significativas; sin embargo, se observó una mayor necrosis en protocormos 

cultivados en Phy+CA, además de una reducción en la tendencia de crecimiento en longitud de 

brote, número de hojas y área de protocormos. A pesar de los beneficios de la adición de CA al 

medio de cultivo de plantas, también se reporta su potencial efecto perjudicial en el cultivo in 

vitro de orquídeas, debido a una posible concentración excesiva o una exposición prolongada 

que podría inferir la reducción de la disponibilidad de nutrientes del medio de cultivo y 

ralentizar actividad metabólica de la planta (Ebrahimi et al. 2024). En contraste, la adición de 

CA en la orquídea terrestre Pecteilis radiata resultó efectiva para aumentar la obtención de 

plántulas (Kim et al., 2019). Con el fin de inducir el desarrollo vegetativo en otras especies 

terrestres, se ha demostrado que la citoquinina BAP promueve el crecimiento de brotes en 

Cyrtopodium saintlegerianum, Chloraea crispa y Habenaria macroceratitis (Stewart et al., 

2006; Rodrigues et al., 2015; Quiroz et al., 2017). 
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5. CONCLUSIONES 

En el presente estudio, se ha conseguido con éxito el cultivo in vitro asimbiótico en 

Oncidium pentadactylon y Govenia tingens, estableciendo los medios de cultivo más 

convenientes para su germinación, desarrollo vegetativo y radicular. En particular, con las 

formulaciones basadas en Phy se obtuvieron los mayores resultados en germinación, desarrollo 

germinativo y elongación en ambas especies. En O. pentadatylon, se identificó que Phy y 

Phy+CA+GA3 tuvieron una alta efectividad para la germinación, mientras que el uso de 

Phy+CA+GA3 resultó esencial para promover un mayor desarrollo germinativo. Además, se 

demostró que Phy+CA es el medio más apropiado para el crecimiento durante la elongación, 

alcanzando una mayor longitud de brotes y una mayor área de protocormos. En cuanto a G. 

tingens, Phy y Phy+CA ocasionaron una germinación superior en comparación con los medios 

a base de KC o MS. En el desarrollo germinativo, Phy+CA produjo la mayor cantidad de 

protocormos con brote apical y resultó ser la mejor fuente de protocormos para lograr una 

mayor respuesta en el crecimiento de brotes en la elongación. No se encontraron diferencias 

del uso de Phy y Phy+CA durante la elongación, por lo que se podrían probar otras estrategias 

para mejorar el desarrollo en esta fase. Este estudio contribuye significativamente al 

conocimiento del cultivo in vitro de orquídeas del Ecuador, promoviendo la investigación para 

optimizar y estandarizar la técnica, además de impulsar programas de conservación para ambas 

especies. 
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6. TABLAS 

Tabla 1. Efecto de diferentes medios de cultivo en la germinación (semana 12), desarrollo 

germinativo y necrosis (24 semanas) de Oncidium pentadactylon (Ensayo 7). 

Parámetro 
Medio de cultivo 

Phy Phy+CA+GA3 

Germinación (%; DE; n) 
98,30 ± 3,86 a 

(n=1049) 

98,25 ± 4,47 a 

(n=792)  

 

Protocormos en Fase 5 (%; DE; n) 
8,47 ± 6,70 b 

(n=5427) 

32,63 ± 25,72 a 

(n=2346) 

 

 

 

Necrosis (%; DE) 2,49 ± 4,76 b 6,42 ± 8,96 a 

 

 

 
a: Medios de cultivo estadísticamente iguales, mayor promedio, de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 

b: Medios de cultivo estadísticamente iguales, menor promedio, de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 
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Tabla 2. Efecto de diferentes medios de cultivo en el desarrollo durante la elongación (semana 

16) de Oncidium pentadactylon (Ensayo 4).   

Parámetro 
Medio de cultivo 

Phy Phy+CA 

Longitud brote (cm; DE; n) 
0,07 ± 0,18 b 

(n=8) 

0,48 ± 0,53 a 

(n=20)  

 

Longitud hoja (cm; DE; n) 
0,10 ± 0,23 a 

(n=8) 

0,17 ± 0,31 a 

(n=20) 

 

 

 

Longitud raíz (cm; DE; n) 
0,03 ± 0,09 a 

(n=8) 

0,10 ± 0,15 a 

(n=20) 

 

 

 

Número hojas (No.; DE; n) 
0,25 ± 0,72 a 

(n=8) 

0,59 ± 1,47 a 

(n=20) 

 

 

 

Área protocormo (cm2; DE; n) 
0,10 ± 0,20 b 

(n=8) 

0,72 ± 0,89 a 

(n=20) 

 

 

 

Necrosis (%) 47,22 25, 00 

 

 

 
a: Medios de cultivo estadísticamente iguales, mayor promedio, de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 

b: Medios de cultivo estadísticamente iguales, menor promedio, de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 
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Tabla 3. Efecto de diferentes medios de cultivo en la germinación (semana 12), desarrollo germinativo y necrosis (semana 42) de Govenia 

tingens (Ensayo 1). 

Parámetro 
Medio de cultivo 

Phy Phy+CA Phy+CA+GA3 KC+CA 

Germinación (%; DE; n) 
87,92 ± 13,43 abc 

(n=164) 

85,16 ± 16,63 a  

(n=362) 

33,71 ± 26,16 d  

(n=481) 

74,75 ± 13,42 a 

(n=515)  

 

Fase 5 (%; DE; n) 
44,44 ± 43,25 a 

(n=36) 

3,42 ± 16,75 b 

(n=53) 

22,22 ± 40,37 ab  

(n=11) 
0,00 ± 0,00 * 

 

 

 

Brote apical (%; DE; n) 
16,67 ± 36,51 b 

(n=36) 

43,16 ± 47,56 a 

(n=53) 

0,00 ± 0,00 b 

(n=11) 
0,00 ± 0,00 * 

 

 

 

Brotes de hoja (%; DE; n) 
19,05 ± 37,00 a 

(n=36) 

28,21 ± 44,12 a 

(n=53) 

16,67 ± 40,82 a 

(n=11) 
0,00 ± 0,00 * 

 

 

 

Necrosis (%) 13,49 ± 27,19 a 7,69 ± 21,58 ab 44,44 ± 50,18 a 100,00 ± 0,00 * 

 

 

 
a: Medios de cultivo estadísticamente iguales, mayor promedio, de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 

b, c, d: Medios de cultivo estadísticamente iguales, menor promedio, de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 

*: No se realizó pruebas estadísticas por necrosis del 100% en KC+CA. 
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Tabla 4. Efecto de diferentes medios de cultivo en el desarrollo durante la elongación (semana 

12) de Govenia tingens.  

Medio germinación: Phy 

Parámetro 
Medio elongación 

Phy Phy+CA 

Longitud brote 

 (cm; DE;n) 

0,06 ± 0,09 Ab 

(n=13) 

0,14 ± 0,14 aB 

(n=10)  

 

Longitud hoja 

(cm; DE; n) 

0,84 ± 1,04 aA 

(n=13) 

0,61 ± 1,07 aA 

(n=10) 

 

 

 

Longitud raíz  

(cm; DE; n) 

0,09 ± 0,31 aA 

(n=13) 

0,33 ± 0,59 aA 

(n=10) 

 

 

 

Número hojas  

(No.; DE; n) 

0,15 ± 0,38 aA 

(n=13) 

0,00 ± 0,00 aA 

(n=10) 

 

 

 

Área protocormo  

(cm2; DE; n) 

0,88 ± 0,63 aA 

(n=13) 

0,45 ± 0,71 aA 

(n=10) 

 

 

 

Necrosis (%) 0,00 7,69 
 

 
  Medio germinación: Phy+CA  

Parámetro 
Medio elongación  

Phy Phy+CA  

Longitud brote  

(cm; DE; n) 

0,30 ± 0,26 aA 

(n=7) 

0,17 ± 0,15 aA 

(n=4) 

 

 

 

Longitud hoja  

(cm; DE; n) 

0,49 ± 1,29 aA 

(n=7) 

0,00 ± 0,01 aA 

(n=4) 

 

 

 

Longitud raíz  

(cm; DE;n) 

0,06 ± 0,15 aA 

(n=7) 

0,00 ± 0,00 aA 

(n=4) 

 

 

 

Número hojas  

(No.; DE; n) 

0,15 ± 0,14 aA 

(n=7) 

0,00 ± 0,00 aA 

(n=4) 

 

 

 

Área protocormo  

(cm2; DE; n) 

0,90 ± 1,04 aA 

(n=7) 

0,31 ± 0,48 aA 

(n=4) 

 

 

 

Necrosis (%) 0,00 0,00 
 

 



29  

a: Medios de cultivo de germinación estadísticamente iguales, mayor promedio, de acuerdo con pruebas de 

Tukey, α = 0,05. 

b: Medios de cultivo de germinación estadísticamente iguales, menor promedio, de acuerdo con pruebas de 

Tukey, α = 0,05. 

A: Medios de cultivo de elongación estadísticamente iguales, mayor promedio, de acuerdo con pruebas de 

Tukey, α = 0,05. 

B: Medios de cultivo de elongación estadísticamente iguales, menor promedio, de acuerdo con pruebas de 

Tukey, α = 0,05. 
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7. FIGURAS 

 

Figura 1. Fases de germinación de Oncidium pentadactylon y Govenia tingens. A. Flor de O. 

pentadactylon. B. Cápsula madura. C. Semillas viables. D. Semillas no viables. E. Fase 0. F. 

Fase 1. G. Fase 2. H. Fase 3. I. Fase 4. J. Fase 5. (Ver fases en anexo A). K. Flor de G. 

tingens. L. Cápsula madura. M. Semillas viables. N. semillas no viables. O. Fase 0. P. Fase 1. 

Q. Fase 2. R. Fase 3. S. Fase 4. J. Fase 5. K. Brote apical. L. Brote de hoja. M.  Hoja. O. 

Estructura callosa sin diferenciación. (Ver fases en anexo A). 
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*Cuadros en gris: material vegetal descartado por necrosis. 

Figura 2. Elongación in vitro de brotes apicales de Oncidium pentadactylon en cuatro medios de 

cultivo distintos durante 16 semanas. 
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Figura 3. Elongación in vitro de brotes apicales de Govenia tingens en tres medios de cultivo 

distintos durante 12 semanas.
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*: Medios de cultivo estadísticamente diferentes de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 

**: Medios de cultivo estadísticamente diferentes de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,01. 

Los valores están representados en promedios ± desviación estándar. 
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Figura 4. Gráficos lineales del porcentaje de germinación y elongación in vitro de Oncidium 

pentadactylon a través del tiempo. A: Porcentaje de germinación, evaluado hasta la semana 

12. B: Porcentaje de desarrollo de protocormos en Fase 5, evaluado desde la semana 15 hasta 

la semana 24 en cultivo. C: crecimiento en base a la longitud de brote (cm). D: Crecimiento 

de longitud de hoja más larga (cm). E: Crecimiento de longitud de raíz más larga (cm). F: 

Número de hojas nuevas. G: Crecimiento en área de protocormo (cm2). 
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*: Medios de cultivo estadísticamente diferentes de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 

**: Medios de cultivo estadísticamente diferentes de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,01. 

Los valores están representados en promedios ± desviación estándar. 

Figura 5. Gráficos lineales del porcentaje de germinación y desarrollo germinativo de Govenia tingens 

a través del tiempo. A. Porcentaje de germinación, evaluado en la semana 12. B. Porcentaje de 

protocormos en Fase 5, evaluado en la semana 42. C. Porcentaje de protocormos con un brote apical, 

evaluado en la semana 42. D. Porcentaje de protocormos con un brote de hoja, evaluado en la semana 

42. 
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*: Medios de cultivo de germinación estadísticamente diferentes de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 

**: Medios de cultivo de germinación estadísticamente diferentes de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,01. 

+: Medios de cultivo de elongación estadísticamente diferentes de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,05. 

++: Medios de cultivo de elongación estadísticamente diferentes de acuerdo con pruebas de Tukey, α = 0,01. 

Los valores están representados en promedios ± desviación estándar. 

Figura 6. Gráficos lineales del desarrollo en la elongación de Govenia tingens a través del 

tiempo. A-B. Promedio de crecimiento de longitud de brote (cm), protocormos germinados en 

Phy (A) y Phy+CA (B). C-D. Promedio de crecimiento de longitud de hoja más larga (cm), 

protocormos germinados en Phy (C) y Phy+CA (D). E. Promedio de crecimiento de longitud 

de raíz más larga (cm), protocormos germinados en Phy (E) y Phy+CA (F). G-H. Promedio de 

número de hojas nuevas, protocormos germinados en Phy (G) y Phy+CA (H). I. Promedio de 

crecimiento en área (cm2), protocormos germinados en Phy (I) y Phy+CA (J). 
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9. ANEXOS 

ANEXO 1: Fases de germinación y desarrollo germinativo de las especies de orquídea 

estudiadas. 

Fase Oncidium pentadactylon 

0 Semilla con embrión viable. 

 

1 Ensanchamiento del embrión, germinación. 
 

 

2 Rotura de la testa por crecimiento de embrión. 
 

 

3 Crecimiento de protocormo y formación de rizoides.  
 

 

4 Desarrollo de brote apical. 
 

 

5 Generación de hojas iniciales.  
 

 
Fase Govenia tingens  

0 Semilla con embrión viable. 
 

 

1 Ensanchamiento del embrión, germinación. 
 

 

2 
Rotura de la testa por crecimiento de embrión, 

formación de rizoides. 

 

 

3 Crecimiento de protocormo y aumento de rizoides. 
 

 

4 Desarrollo de promeristema. 
 

 

5 
Generación de región subterránea engrosada, 

producción de pigmentos fotosintéticos.  

 

 

Brote apical  
Desarrollo del brote apical, con morfología globular 

en la sección distal. 

 

 

Brote de hoja Desarrollo de brote de hoja inicial desde brote apical.  
 

 

Hoja Crecimiento del brote de hoja inicial.  
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ANEXO 2: Referencias de germinación y desarrollo germinativo para Oncidium 

pentadactylon y Govenia tingens. A. Referencia para O. pentadactylon: desarrollo de Laelia, 

género de orquídeas epífitas. B. Referencia para G. tingens: desarrollo de Habenaria, género 

de orquídeas terrestres. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B

(Seaton & Ramsay, 2005) (Stewart & Zettler., 2002)
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ANEXO 3: Diseño experimental para el lanzamiento de ensayos de germinación in vitro en 

O. pentadactylon y G. tingens. 

Oncidium pentadactylon 

Protocolo de desinfección Medios de cultivo 
Número de 

cajas/medio 
 

Cápsulas sumergidas en: 

 

1) Et-OH (70%) por 5 min. 

 

2) NaClO (2,5%) + 2 gotas 

Tween-20®/100 mL Solución 

por 12 min. 

 

3) Lavados con H2O destilada 

estéril 

Phy 

 

Phy+CA (2 g/L) + GA3 (0,2 mg/L) 

  
 

 

 
 

 

4 
 

 

6 
 

 

 
 

 
  

 

Govenia tingens  

Protocolo de desinfección Medios de cultivo 
Número de 

cajas/medio 

 

 

Cápsulas sumergidas en: 

 

1) Et-OH (70%) por 5 min. 

 

2) NaClO (2,5%) + 2 gotas 

Tween-20®/100 mL Solución 

por 12 min. 

 

3) Lavados con H2O destilada 

estéril 

Phy 3 
 

 

Phy+CA (2 g/L) 3 
 

 

Phy+CA (2 g/L) + GA3 (0,2 mg/L) 3 
 

 

KC 3 
 

 

KC+CA (2 g/L) 3 
 

 

KC+CA (2 g/L) + GA3 (0,2 mg/L) 3 
 

 

MS 3 
 

 

MS+CA (2 g/L) 3 
 

 

MS+CA (2 g/L) + GA3 (0,2 mg/L) 3 
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ANEXO 4: Diseño experimental para el lanzamiento de ensayos de elongación en O. 

pentadactylon y G. tingens. Las concentraciones de aditivos son las mismas utilizadas en los 

medios de cultivo en la germinación. 

Oncidium pentadactylon 

Medios de 

cultivo 

Material 

vegetal de 

inicio 

No. De 

protocormos 

totales en 

fase 5 

No. de 

frascos 

No. de 

protocormos 

por frasco  

Phy 

Fase 5, 

germinación 

en Phy 

36 6 6 

 

Phy+CA 36 6 6 
 

 

Phy+GA3 36 6 6 
 

 

Phy+CA+GA3 36 6 6 
 

 

Govenia tingens  

Medios de 

cultivo 

Material 

vegetal de 

inicio 

No. De 

protocormos 

totales en 

fase 5  

No. de 

frascos 

No. de 

protocormos 

por frasco  

 

Phy Brote 

apical/Brote 

de hoja, 

germinación 

en Phy 

13 4 3 
 

 

Phy+CA 13 4 3 

 

 

 

Phy Brote 

apical/Brote 

de hoja, 

germinación 

en Phy+CA 

7 3 2-3 
 

 

Phy+CA 7 3 2-3 
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