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PRESE~TA CIÓ~ 

f.:nnsÚru\c moÚ\ <1 Je gmn ~:tli~foccion pM:l l:t D1recc1nn dd J:udin Homnico presentar 

esm cnroi nora con OC1$ión de la cna-ega numero 1-i de k'l f'("\'l"'Gl Perez - ·\rbdacZJa. En 

esca edición la re,1sm prc!'>cnta, en seis articulm., lo~ n:sulmdos Je inn:;;rigaciones dirigi­

das a cubrir ~penos relacionados con el conocimiemo ) afccmción de los componen 

tes de nuestra biod.iYersidad. Tres de los trabajos de imesÜJ!ación han sic.lo adelanmdos 

en b region dt: la Saban.1 ck Hogocá, sobre las montañas ~UL la rodean: d aróculo pre 
<>enrado por el hiúlogn Gahrid EduarJo Páramo Rud1.1, sobre las rel.tciones del p:usajc 
en las :iréns rur:'lles Jel Disrntll Capir:il; d articulo cncahezado por d profesor Orbnd11 

\'arps Ríos. cubriendo aspectos de los disnirbios ocasionados por p;isroreo en los pa 

r.mms andinos, ) el ele J;t profesora Le) la ;\fomc1legro, en d rema dt.> la ecología Jtl 
pai.;nje, consciruyen no sólo la expresión del npoyn decci,·o de las direcrh-as del Janlín 

BoLinico pam d desarrollo de la invescigaciún ~ino qu'-" camb1én cr:iducen d csfuer7o de 

In., inYt:5ng11dorcs por a\·:mzar en el cnnocimit·mo botánico, ecolñgíco y :unbicmal de 

una <le las secciones del ~istcma regional :melino e.le mayores con<licione~ .u.ln~r<:as pam 

I• '"paisajes originales en sus .;udo.,, terrris., quebr:i<las. rim ~ humt'c.lalcs. l n tt"ma mu~ 
.1mpli11 1 por lo mismo complejo. como lo es el e.le bs e.;pecies im·a.c;onts. es desarmlla­
d\) con clandad por d biólogo l lecror h:ljpc: Ríos. l ·.I rema de la protección de la naru 

r:tlt:za en parL¡ues nac1on.'lle5 ec; abor<lnc.lo por d bi1)lo~> .Juan Pablo GmtlJo (~Útnl:z, 

t¡uicn con d :lpo~ o de:: la L niYersid;1d de los \ndes dl· Hogorá y dd 1 nc;rirurn dL 

Hidrología., ~Icte<>rología y Esrudios . \mbienmles, 1deam. logr:i presentM un análb1s c:n 
In<. cambios de cohc:rtura ,·egernl en d Parque 1'.arural :-..acional Tm1gua. Los remas de 

lnboratorio rrunbién hacen pane de esre ntunc:ro de la revisra: los biñlogos Claudia Pa111c1:i 

GotU:ile1 Rojru. ~ Germán Pachón o, 11lle, presentan su r.mhajn -,ubre d cfccm <le L'1~ 

pnliamínns m la m1crnprnpagación dt: ~l t:!>pccit: \th,m11pa1 w1ml11. una nrL¡uídc~1 Llue ho~ 

t:nfo:nta la amemu.a Je t:xúncion. 

1 .1 nivd rl:cntcn } el ngor cit·nófico Je los .1p1 irte' pn.:scnmJol\ en LStt' número de la r1.:­

' 1-;m Pcrcz \rbd:iez1a hacen faclible -;u .iplic:\CIÓn en b re!'taumcicin ~ hahiltt.1c1(nl 
~·colo~rn e.le ~lfCilS de la :)abana c.k Bo~'l.:ita r c;us cerro.;, en d rec;catc de las especies y en 

·I Jt:~:trmllu cl\.. prácric:is cansen :lC1urus.tas. El pru~ <.ero t:<l.ir<JriaJ Je la re\Í~t.1 PLru­

\rhdae1i:;1 ºº" penn1te testimonmr la tC\rm:i en t¡ue h1 gt.:saón p.u.1 b tm"C:ságacic'>n. l.; 
C•>OSt'rv:icion \ In comunicación oportuna t!d cunncimicnm ~cnen1do 'ªºde l.1 mann 

en el J.utün 13mánico. en ese orden de 1de:11\ noc; permm: mo..,1r:ir como se perfilan lus 
lu¡._rro~ de l:is polinc;is disrricaks y nac1onalcs para la conc;cnac1ñn <le. Ja flnm c;ihesul' 



"'"rc.:mas c.:colngtcn~ Je.: b Región \nJjna Je Cnlomh1a, parad mqrmun1c11tn dc la:. 

e• ind1cinnc~ mc.:Ji11.1mbimtaks del pai ... la oudaJ ~ -.u :irc1 Je influencia. 

\ p.1mr dd prc.,enci.: numero l.t rcY1sca cunura con d :ipo\·n ck w1 Comité Ctenúlico 

intq. .. tr;1Jn por lo-; profesores fabin Gon/;'llo G.ml\ 1to ~ Juse Luis Fernnndl'I \lonso, 

dd lnsorum de C1c:ncia!i ~:iru.rall'.!i Je la Unh·cr~iJ:icl ~acíon:iJ de Colomb1:1: ( )rl,rndo 

\.irgas Ríos dd Dcparrnmcmo de Biolog:i:i de b misma L niwr~idad; Rnciu dd Pilar 

Corté., Bnllén, ele la l º" c:rsidaJ Discrital r r.mci .. cu JnsC dt C::alchs; Ci:sa.r EJunrJo 

Barbos..1 ( as.cilio, dd 1nsciruto de HiJ rolu,l!la \krwmlogía y Esrudio~ \ mhicntales. 

ldeam,, ">.rntíagn \ fadriñan Res.trepo JL l.1 f 1rnlt.1d de Ciencias Biológicas Je In l 'ru 
n:rs1dnd de lo' \ndes. La rt:,·isra Pcr<."7 - \rbelaczia !>~ honrn con la rn)mina LJUL' inregr.1 

c:.tc Comitc Cicnuficc¡ ~l curns miembro-; prc.;t.:nra un saludo especial. 

F.:-.prt:'-:'lmo"> nue.,tro a¡?r.tdecimiemo a quicm::- han c11n01bu.tdo ~l me¡ur.ir \ a darle con­

tinuidad a i.::..tc. proyt.:cto edicori:.ll yut: m:111ocn1. clJn "u nnmbr1. el m:is \1Yl1 homenaje a 

la mt.:mur1a dd fundad1 >r de la mstiruoón. 

F.nric¡uc:: L nbc Botero 

D irecmr Jardín Bmanirn 



Estudios preliminares sobre el efecto de las poliaminas 
putrescina y esperrnidina en la rnicropropagación de 
Stanhopea wardii Lodd ex Lind ( Orchidaceae) 

Por 

CLAL'DIA P.HRICI-\ GONZ ALEZ ROJA • Y GERJ\IA. PACHÓ1' 0\'ALLE"'• 

Resumen 

Stanhopea wardii es una de las muchas especies de orquídeas que se encuentran en vía de 

extinción y para la cual no existe un protocolo de micropropag.ición. El presente estu­

dio evalúa el efecto de las poliaminas (putrescina y espermidina) como reguladores del 

crecimiento en el desarrollo de una técnica de propag.ición masiva para la especie. A tal 

efecto, se diseñaron y realizaron tratamientos con diferentes concentraciones y combi­

naciones de las sustancias indicadas. Secciones foliares y ápices radicales de plantas man­

tenidas en Ín\'ernadero fueron utilizados como fuente de explantes ' 'egetatiYos. Semillas 

obtenidas por aucopolinización permitieron además evaluar el efecro de estas poliaminas 

en el proceso de germinación asimbiótica Se obtu\'O incremento en la longitud 

(elongación) y en el diámetro de los ápices radicales, fase preliminar para la inducción de 

embriones somáticos a partir de los eiq,lantes. Los tratamientos más efectivos, para la 

inducción de crecimiento, fueron Puc 500 (}ID!), Spd 1.000 (µi\1) y Put 1.000 (}hll), Spd 

1.000 (}IDI). La germinación asimbiótica de las semillas fue estimulada con la aplicación 

de las poliaminas presentando una disminución del tiempo de germinación y favore­

ciendo el desarrollo de las plántulas. Los resultados obterúdos aportan elementos para el 

diseño y establecimiento de un protocolo de micropropagación de la especie. 

Palabras clave 
Orquídeas StanlXJpea wardii, micropropagacióo, embriogéoesis somática, poliamioas. 

• Biólog.i. Ponáficia Uni\er.;idad j 3'0 eriana. clao_pgr@laánmail.com 

- Biólogo Ph. D. l' nl\·ersidad de los Andes. lgpachon@:uruncca.edu.co 
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INTROD CCIÓ N 

e considera que el territorio de Colombia posee una riqueza que oscila entre 3.000 y 3.500 

especies de orquídeas, lo que representa cerca del 15% del total de especie del mundo. o­
lamente en un área de 5 km en la resen·a La Planada, localizada al occidente del departamen­

to de i. ariño, han sido registradas 220 especies de e ta familia (Dressler, 1981 ; Orejuela, 198- ; 

Me eely el al., 1990). Sin embargo, un alásimo porcentaje de esa riqueza natural se encuentra 

reponada como amenazada o en da de exónción. La megadiYersidad del país, como fenó­

meno biogeográfico y ecológico, frente a los patrones culturales y económicos de utilización 

de las tierras y los recursos ha conducido a gue los ecosistemas y, en consecuencia, sus especies 

estén enfrentando procesos que los pueden conducir a su desaparición, (Andrade et al., 1992). 

En la lista elaborada, por el Instituto de Investigaciones Biológicas "Alexander \'on 

Humboldt", (2000), para planeas colombianas amenazadas o en peligro de exónción, se in­
cluye un alto número de especies de orquídeas. La necesidad e imponancia de proteger este 

grupo de plantas, desde hace ' ·arios años, ha motivado investigaciones dirigidas a lograr su 

propagación masiy·a con el fin de poder garantizar la preservación del material genético y, 
con ello, la supem\·encia de las especies gue lo conforman. En tal sentido, se ha recurrido al 
diseño de métodos para la germinación asimbiótica de semillas en medios de culti,·o asépti­

co }" a la propagación vegetati\·a i11 rifro, mediante técnicas de cultÍ\'0 de tejidos \·egetales, 

(Arditti, 1992). 

La técnica de cultivo de tejidos vegetales constiruye una herramienta importante en la propa­

gación de plantas ya gue con ella se refuerzan los métodos com·encionalmente utilizados. En 

términos generales, el culti,-o i11 1ilro se concibe como el crecimiento de células, tejidos u ór­

ganos en condiciones controladas, para conducir a la regeneración de tejidos organizados o 

desorganizados y/ o a plántulas (Roca y froginski, 1991). En la micropropagación i111itro de 

orguídeas, los reguladores de crecimiento vegetal juegan un papel decisim gracias a la influen­

cia gue muestran en los procesos de di\isión y elongación celular: la aplicación de auxinas y 

citoquininas tienen influencia en la proliferación de protocormos y en la estimulación del cre­

cimiento y desarrollo de plántulas de algunos géneros de orquídeas (George, 1996). 

Im·estigaciones recientes han demostrado que las poliaminas pueden actuar como regulado­

res del crecimiento y desarrollo en las plantas. Putrescina (Put), espermidina pd) y espermina 

( pm) son las poliaminas más comunes y fisiológicamente activas; éstas son aminas alifáticas 

policatiónicas gue por las caracteósticas fisico-químicas de sus moléculas pueden unirse a otras 

moléculas de cargas negati,-as tales como ácidos nucleicos, proteínas o fosfolípidos y regular 

así procesos que inciden sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, tales como la 

germinación, la di\isión y la diferenciación celular, la embriogénesis, la iniciación, desarrollo 

floral y el enraizamiento, (Galston y Niur- awhney, 1990b; Slocum y Rores, 1991 )-
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Debido a que en los medios de cultirn diseñado parn la micropropagación de orquídeas e 

han aplicado balances hormonales en los cuales no se han incluido poliam.inas y que r.anhopea 

wardii es una de las especies de orquídeas que e repona como amenazadas o en da de ex­

tinción (In tituco Alexander Von Humboldt, op.cit.) para la cual no existe aún un prococolo 

de propagación masiYa, se propuso esca im·e tigación para e\·aluar y comparar el efecto de 

poliarninas, purre cina y espermidina, como reguladores del crecimiento en el desarrollo de 

una técnica de micropropagación para esca especie. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

El de arrollo de e ca investigación e Lle,·ó a cabo en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal 

de la Uni,·er idad 11 CJ\ de Bogotá y en la Fundación Orquídea del Tolima, Colombia. 

' e emplearon planeas aduleas (cinco y seis años) de r.anhopea wardii en estado vegecati,·o, 

mantenidas bajo polisombra. De ellas se seleccionaron raíces aéreas adheridas a seudobulbos 

> rroncos, meristemos a.xi.lares y hojas jó,·enes sanas, como explante vegetativos. Además, se 

emplearon emillas obtenidas por autopolinización. Para la obtención de los explantes, bajo 

condiciones de a epsia, los ápices radicales previamente de infectados, se cortaron cerca de 2 

mm de raíz incluyendo la punta. 

Las puntas de raíz, tomadas de la parre aérea de las planeas, con una longitud aproximada de 

JO mm, fueron desinfectadas mediante inmer ión en una olución de agua destilada, con 1 

l!,Ota/ 100ml de Tween (80 y antioxidante: ácido ascórbico 150 ppm y ácido átrico 100 ppm.), 

durante 1 S minutos; transcurrido este tiempo y en condiciones asépticas, con la utilización de 

la cabina de flujo laminar, se realizó una inmersión en etanol al 70%, por 3 segundos, de in­
mediato las raíces fueron sumergidas en una solución de Hipoclorito de sodio, KaCIO, al 

~,.5%, durante S minuco , al cabo de los cuales se realizó una nueYa inmersión en ' aCIO al 

S' 11, durante 10 minuto . Para terminar, los ápice radicale se enjuagaron rres veces con agua 

dt:stilada estéril. 

Las cápsulas o frutos de las orquídeas empleadas fueron desinfectadas siguiendo los proto­

colos descritos por Arditti (op. cit.) y George (op. cic.). e (a,·aron las cápsulas con abundante 

~'lla y los re to de pedúnculos fueron retirados. Éstos se colocaron en una solución jabono a 

concentrada, durante 30 minutos y luego se realizaron rre enjuagues con agua destilada. na 

n:z efectuado e te procedimiento, en el cuarto de siembra y denrro de una cabina de flujo 

lanunar, los fruco e ometieron a inmersión en etanol al - 0%, durante S minutos, y en egui­

da en una olución de ·aClO al 5%, por 20 minutos. Finalmente, las cápsulas fueron lavada 

trt:<; ,·ece en agua destilada estéril. 

POLI \\flC\ ,\ El\ L.\ \ll CRO POP\G \CIO'\. D E StonhofN" ,,,,rrJii (Orcludacoc) 1 75 



Para la obtención de las semillas, en condiciones asépticas se colocó la cápsula, preYiamente 

desinfectada, sobre una caja de petri. Con ayuda de pinzas y un bisturí, se realizaron dos cor­

tes transversales en los exrremos de la cápsula. Luego, se practicó, a lo largo de una de las 

esnías, un tercer corte. En este úlcimo corte, al abrir la cápsula en dos partes, se dejan por 

completo expuestas las estructuras internas y las emilla , las que aparecen en forma de un 

polvillo fino. Debido al diminuto tamaño de las semillas, manejar y determinar su número 

para la siembra por fra co constituye una labor bastante dificil, razón por la cual fue necesario 

recurrir a métodos de cuidadoso manejo. Para el efecto se colocaron las semillas en una pe­

queña cantidad de agua desrilada estéril y con una pipeta de 0,5 ml, se recogieron suspendidas 

entre el agua y luego se inocularon alícuotas iguale en lo frasco con los medios de culti,·o. 

Para el establecimiento de los explantes y la germinación de semillas se urilizó el medio basal 

de Vacin y Wem modificado por agawa y 1':.unisaki (1991), suplementado con tiamina, 1 

mg/l, piridoxina, 0,5 mg/ l, sacarosa, 20 g/ I y agar, 7g/l. e urilizaron soluciones de putrescina 

(Put) y espermidina (Spd) en concentraciones de O, SOOµM y 1.000 µM solas y combinadas 

(Tablas 1 y 2). 

Tabla 1. Tratamientos con poli aminas evaluados durante la etapa de establecimiento de ápices radicales. 

Put 

Spd OmM SOOmM lOOOm M 

OmM TI T2 T3 

SOOmM T4 T6 TS 

1000mM TS r T9 

Tabla2. Tratamienta;ooo poliamina5evalumdurantelagermiruk:ión ~~~~wardii. 

Put 

Spd OmM SOOmM 

OmM Tl T2 

SOOmM T3 T4 
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Después de adicionar las sus rancias, el medio de culri''º se dispensó en recipientes de vidrio con 

una capacidad de 250 ml, a los que fueron adicionados 15 mJ del medio en cada recipiente. 

Durante el desarrollo del trabajo, en todos los casos, el pH del medio se mantuvo ajustado a 

5,8, antes de esterilizar en autoclave a 15 lb/ pulg2 con una temperatura de vapor aproxima­

da de 121,5 Cº, durante 15 minutos. 

Los cultivos fueron conservados en el cuarto de incubación, bajo condiciones de temperatu­

ra, iluminación y humedad relatiYa controladas, con un fotoperiodo de 16 hora luz / 8 ha-­

ras oscuridad, una temperatura de 22 ± 2°C. 

Los traramientos fueron aplicados bajo un diseño completamente al azar con arreglo factorial 

3x3 del cual resultan nue>e traramientos, con los reguladores del crecimiento putrescina ~· 

esperm.idina como factores en u·es concentraciones OµM, 500µl\I y 1 OOOµl\ f como rúYeles 

Je los factores evaluados. 

e efectuaron tres repeticiones por tratamiento; en cada caso se emplearon 10 urúdades ex­

perimentales y en cada una de ellas fue culti,·ado un explante (sección foliar o ápice radical). 

La eYaluación de los resultados se hizo mediante un análisis de varianza. Se aplicó la prueba 

de comparación múltiple de Scheffe para obtener un análisis comparan''º que permitiera 

determinar cuáles tratamientos eran diferentes, en qué medida lo eran y cómo se agrupaban 

en función de esas diferencias. 

RES ULTADOS 

Tratamiento con putrescina y espennidina sobre los ápices radicales 

Los resultados obtenidos en el crecimiento de ápices radicales sobre medio de culti,-o suple­

mentado con poliaminas se muestran en las Figuras 1 y 2 (página siguiente). 

En la Tabla 3 se presentan las medias de los explantes elongados, obtenidas durante el perio­

do de esrudio, con relación a las diferentes concentraciones y combinaciones de poliarninas. A 

l'.S tas medias se les realizó un análisis de ' 'arianza y, a su ,-ez, fueron comparadas mediante la 

prueba de rango múltiple de Scheffe, con 95% de confiabilidad. De acuerdo con la prueba 

de cheffe, el mayor efecto sobre el cambio en la longitud de los ápices radicales se obtuvo 

con la aplicación de Put 500 µµ (T2) y Put 1.000 µM- pd 1.000 µ..\.I (T9). 

Con la aplicación de Spd 1.000 µi\I (T5) y Put 1.000 µ..\1 Spd 1.000 µ11 (T9), (Tabla 4), se 

rl'.gistró el mayor efecto respecto al incremento en el diámetro del ápice. La utilización de Put 

500 ¡..L\f Spd 1.000 µi\I (I7), Put 500 µ11 Spd 500 µl\I (T6) y Put 1.000 µM pd 500 µ.\1 (T8), 

respectivamente, mostró el menor efecto, tanto para elongación como para diámetro del ápice. 
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Figura l. Efecto de diferentes concentraciones de putrescina y 
espennidina en la elongación y diámetro de los ápices 
radicalesdeSlanbopea wardii. 

~ 10 -+-~t----t~-+-~t----+---h~':---i 
"O 
::l 

·~ 8 -+--+--+--+-----1-+>H-H--H---:---f 
e 
..s 

2 4 6 8 10 12 14 

Semanas después de siembra 

2 6 8 10 12 14 

Semanas después de siembra 

- PutOSpdO - Pur500Spd 1000 - PuiOSpd 1000 - Put 1000 pdO - Pw 1000 pd 1000 

- Put o pd 500 - Put 500 pd o - Put 1000 pd 500 - Put 500 pd 500 

Figura 2. Respuesta de crecimiento en A Elongación (longitud) B. Diámetro de ápices radicales a las diferentes 
concentraciones y combinaciones de poli aminas. 
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Tabla 3. \'alores medios de crecimiento en elongación -longitud (mm)-presentado por 
los ápices radicales de Slanhopea 1cardii. 

r Semanas Put O Put 500 Put 1000 Put O Puc O Put 500 Put 500 
después 
d e 

pd o pd o Spd O pd 500 pd 1000 pd 500 pd 1000 Siembra 

2 2,45 ~ 2,56 ~ s 2,65 N '--, - ,:> ::-J 2,86 :-.is 2, - ~ 2,82 

4 2,60 *•3,50 """3,- o '3,30 •3,20 M2,88 M3,10 

6 2,81 ""'4,60 "3,90 '"4,00 •3,- 4 •3,12 "3,30 

8 3,90 u6,00 "'4.8- >4,- 3 ·5,20 ' 4,30 '3,80 

10 4,- o ··s,45 - - .20 ·s,- 6 - - ,61 ·5,00 · +.80 

12 5,60 '"9,80 •9,00 *8,25 •9,25 '"'·ºº '6,50 

14 7,80 -~ 12,90 "'10,40 *9,-8 ·11,1 *9,22 "8,90 

''.\· denma uiu diierencia no ,;gmficui,·a de acuerdo con la prueba Schefie. 

Denoa una diferencia <i¡,ufic:itiva con un 95% de confiabilidad <egún la prueba chcffe. 

Representa !!"'P'" homn~éneos y '2s mayor"' media<. 

Put 1000 

pd 500 

N 2,69 

*3,22 

•3,53 

~4.02 

:oc - ., -:>,-:> 

"8,00 

"9,47 

Puc 100< 

pcllOOO 

NS 2,84 

· ·3,85 

u4.-6 

¡~5,.G 

"~"',82 

'"9,61 

•-*11,42 

Tratamiento con putrescina y espermidina en la germinación asimbiótica de semillas 

En la Tabla 5 (página sigujente) y en la Figura 3 (pag. 81) se muestra el efecro de las polianúnas 

purrescina y espermidina sobre la germinación de las semillas de Sta11hopea IJ'ardii. Como se 

• >bserva, la germinación se presentó más rápidamente (séptima semana) con la aplicación de 

Put 500 ¡.u\I (T2), put SOOµM y pd 500 ¡.u\ l (f4). En la no,·ena emana, las semillas que e 

encontraban bajo el efecto de Spd 500 ¡.u\l (f3), empezaron a germinar y sólo en la semana 

carorce se obsen"Ó respuesta en el tratamiento control 

Los mayores porcentajes de germinación (100%) e obsen·aron con Pur 500 ¡.u\l (f2), seguj­
do por pd 500 ¡.u\I - Put 500 ~1 90°'u (f 4) y pd 500 ¡.u\[ (f3); el tratamiento control, sin 
reguladores del crecimiento, indujo el 53% de germinación. 

Para las variables porcentaje de germinación y emergencia de plánrulas, los análisis esradísticos 
muestran una diferencia significati,·a con respecto aJ tratamiento control, ya que, como se 
obserYa en las Tablas 4 y 5, éstas semillas sólo alcanzaron la erapa de protocormo mientras 
que las tratadas con polianúnas se desarrollaron hasta plánrulas. in embargo, no se pre enta­

ron diferencias significativas entre los tratamientos con las diferentes poliaminas. 

En la Figura 3 se indican los diferentes estadios de germinación y posrerior formación de 

plánrulas a partir de semillas de Sta11hopea ll'arrlii que fueron traradas con polianúnas. Al inicio de 
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Tabla 4. \'alores medios del diámetro (mm) presentado por los ápices radicales deS!anbopea umrlti 

Semanas Puto Put 500 Put 1000 Put O Puc O Puc 500 Put 500 Puc 1 flflfl Put lflOO 
después 
de 
Siembra pd o pd o pd o pd 500 pd 1000 Spd 500 pd 1000 Spd 5fHI pdlOOO 

2 2 ~ 2 :-.:s 2 N 2 N 2 N 2 NS2 .\.. 2 ~ 2 

-t 2 ;-..;: 2 :'\S 2 [\ 2 N 2 K 2 K 2 J\:S 2 ",) 2 

6 2 NS 2,1 N 2,2 .\. ? ') ·#2,57 NS 2,1 N 2,2 ~ 
., ., l\ 2,28 -,- -.-

2 ~ 2,1 
. 

2,2 2,2 ~x2,57 N 2,1 N 2,2 [\ 2,2 .\. 2,28 

10 2.1 '2,8 ·2.85 x2,9 º'"3,28 ·2,5s · 2.36 , 1,4 $"3,2 

12 2,1 *"' -...,. ..>,:> "3,-H 1 3,61 $#4,3- •3,1 - • 2,90 ~2.65 x•_},-

14 ., .,-
- 1-.:> •3,81 '3,81 x-t,2 ~5,r •3,1 - '3,08 ·2,8 ··-t,25 

::-.., , denou una dtfcrtncia no <i~uicati»a de acuerdo con la prueba !>cheffe. 

• Dtnoia una diiercncia <1!-,'llliicam a cun un 95•. d< cnntiabohdad <egUn la prueba Scheffe. 

Reprf!'cnu )...'l"Upos homo~ncos) 1.1s ma~nrc~ me-Ju ... 

Tabla 5. Valores medins de germinación en semillas <'R.Slnnbopea 1mrdii con la aplicación 
de putrescina y ~dina. 

Tiempo 
Porcentaje 

Tiempo 
Concentración Concentración mínimo de máximo de 

Tratamiento de Put µM de Spd µM germinación 
de 

germinación 
(semanas) 

germinación 
(semanas) 

1 ---- ----- 53° '0 1-t 24 

2 500 1UO% - 1-1 

3 5(~1 90'h1 9 16 

-t 500 5f~I 95° 11 , 1-1 

la germinación, e l embrión, observado microscop1camente, muestra agrupaciones 

indiferenciadas de células, (Figura 3-A). Luego, a los 80 días, los embáones presentaron una 
mayor diferenciación: las semillas empezaron a engrosar, asumiendo una conformación esfé­

rica, denominada estado de protocormo, (Figura 3-B). A los 120 días estos protocormos 
sernpezaron a tomarse , -erdes, por el desarrollo de clorofila, y más tarde desencadenaron la 

formación de numerosos puntos vegetativos, cuyo crecimiento y desarrollo dio origen a la 

formación de plántulas, (Figura 3-C y D). 

80 1 PERl.Z - \RBLL \l:ZI \ :-.o. 14 Fl-.BRíRO 01 .2110~ 



Fig 3A Semilla en inicio de germinación J 5 días después 
de la iembra en el medio de cultivo. 

Fig. 3C Desarrollo de protocormos e inicio de formación 

de plántulas 120 días. 

Fig. 38 Fonnación de protocormos a partir de semillas. 
80días 

Fig. 30 Plántula de .SYnnlx~~l/ll(lrdii 1 O días después 

de siembra después de siembra 

Figura 3. Germinación asimbiótica de Stanhopea wardii bajo el efecto de putrescina y espermidina Estadios de 
genninación y fom1ación de plántulas. 

Lo efectos de las poliaminas, purrescina y espermidina, sobre la emergencia de las plántulas 

se presentan en la Tabla 6. Tanto purrescina como espermidina promovieron la emergencia 

de casi el 100% de las plantas, mientras que con el tratamiento control sin reguladores del 

crecimiento, la emergencia de las plánrulas no se alcanzó. 

Con el análisis de varianza, realizado para la variable elongación de las plánrulas, se rechaza la 

hipóte is aula donde codos los tratamientos son iguales. La prueba cheffe indica que las 

aplicaciones de purrescina 500µ.\1 (f2) y purrescina 500 µ,_\,[ y esperrnidina 500 µM (f4) 

muestran las mayores medias de elongación en las plántulas, sin diferencias significativas entre 

ellas que convienen el conjunto en un grupo homogéneo. 
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Tabla 6. \'alores medios del efecto de puuescina y espermidina sobre la emergencia y elongación de 
plántulas de Stanhopea wardii. 

Concentración Concentración Emergencia 
Elangación 

Tratamiento 
de Put deSpd de plántulas 

de plántulas Coloración 
mm 

1 o o ()'}'o o 

2 500 o 100% 16 \'\ 

3 o 5tl0 100% 12 \ .\ 

~ suo 500 100% 19 \ : \ 

En las Figuras 4 y 5 se obsern gue las plántulas obtenidas por germinación asimbiót:ica de 
semillas tratadas con poliaminas, presentan un promedio de altura entre 12 y 1- mm. En 
contraste, con el tratamiento control, en el cual no se observaron respuestas de crecimiento, 

no se pudo evaluar esta Yariable por no presentarse emergencia y elongación en la plántulas, 

durante el t:iernpo de experimentación. 

DISCUSIÓN 

Efecto de la aplicación de putrescina y espennidina sobre el aecimiento de ápices radicales 

Corno se puede apreciar en las Figuras 1 y 2 (pag. 78), los ápices radicales tratados con 
poliarninas eYidencian un mayor cambio en la longirud (elongación) y en el diámetro. Por su 

parte, en el tratamiento control, sin poliarninas, los ápices radicales se manruYieron delgados 
y aungue eloogaron, la longirud gue alcanzaron en promedio fue menor a la obtenida por los 

ápices radicales gue fueron tratados con poliaminas. 

Los resultados muestran gue la adición de palia.minas tiene influencia en la tasa de crecimiento 
de los ápices radicales y sugieren gue el patrón de crecimiento de los ápices radicales se Ye 

afectado por la clase y concentración del tipo de poliarnina utilizada. La aplicación de 
putrescina, promueve la elongación, y la aplicación de espermidina, promue\'e el incremento 
en el diámetro. Como se obseffa en las figuras indicadas, con putrescina 500 µ...\[, (f2), se 
obt:ienen ápices radicales de 12,9 mm de longirud y con espermidina l.000 µ..\1, (fS), se ob­
serYan ápices radicales con 5,4 mm de diámetro. 

El cambio en elongación y el diámetro gue presentaron los ápices radicales puede atribuirse 
al aumento del número de células, debido a sucesi\·as diYisiones celulares, y al iocremenco del 
rnlumen de cada célula, por expansión y elongación celular; el resultado general e C\;dencia 
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Tratamientos 

Figura 4. Respuesta de crecimiento en altura de plántulas de tan/Jopea U'ardii genninadas in vitro bajo el 
efecto de putrescina y espennidina. 

Figura 5. Efecto de putrescina r esperrnidina en la genninación r 
formación de plántulas deSlanlJO{Jea 1mrdii 

c.:n d crecimienco de los ápices radicales, lo gue represema la capacidad de respuesta dd explance 

• la aplicación de un esúmulo espeáfico, en e te caso el efecto de putre cina y espermidina. 

U efecto sobre d crecimiento en los ápices raclicales, probablemente se debe a gue con la 

1plicación exógena de poliaminas se incrementan los niveles endógenos de estas hormonas. 

r ;n principio, la carga posiáva de los grupos amino de las poliaminas se pueden unir a los 

•o.¡folípidos o a otros siáos aniónicos de la membrana, situación gue altera la estabilidad y 
permeabilidad de ésta y admite gue las poliaminas entren a acruar a niYd dd núcleo y a com­

binarse con su D A y RNA, con lo cual in fluyen sobre los procesos de transcripción }' tra­

ducción gue acávan la mirosis y, desde luego, inducen la división y elongación celular. 

Finalmente, los efectos se traducen en el crecimiento de los ápices raclicales, (Galsron & Kaur­

• awhney, 1990a; locum & Flores, op. cit.; Egea-Coránes & i\Iizrahi, 199 1). 
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En diferentes estudios e ha podido comprobar una relación directa entre el aumento en los 
rú\'eles de poliaminas y la acti\·ación de la síntesis de D -A y R.."A. D e la misma manera, se 

ha demostrado que la transición de G 1 a parece estar regulada por el aumento de los rú\-e­
les de poliaminas. Este aumento en los rú\'eles de poliaminas, durante la fase premirótica, su­

giere que las poliaminas se encuentran directamente relacionadas con la síntesis de D A, R...'\JA 
r proteínas (Cohen et al., 1984; Bagni, 1989). También se ha encontrado que tejidos con cre­

cimiento acti\•O, como las zonas meristemáticas, presentan alros rú\·eles de espermidina y 
esperrrúna y que su concentración tiende a disminuir de modo gradual a lo largo de la zona 

de elongación (Flores et al., op. cit.; Galston y Flores, 1991 ). 

Resultados similares a los obterúdo en esta im·estigación han sido reportados en trabajos 

realizados en diferentes género de la familia de la orqwdeas, como Cyrropodium (Sánchez, 

1988), Bletilla 'am, 1991) y Cataserum (.Kerbauy, 1993). En dichos estudios se utilizaron 

diferentes concemracione de atLX.Ínas y citoquirúnas; los ápices radicales después de 6 a 9 me es 

de cultivo,moscraron, como fase preliminar a la formación de Prorocorm Like Bodies (PLBs), 

un crecimiento e\-Ídenciado en la elongación y en el diámetro de e tos explame . En la familia 

Orcbidaceae la formación de PLBs, a partir de diferentes explanres, es considerado como la 

inducción de embriogénesi somática. Lo protocormos que se desarrollan, después de la 

germinación de una semilla de o rquídea, tienen muchas semejanzas con los "cuerpos 

protocórmico " formados a partir de diferentes explames de orqwdeas; entre la semejanzas 

a que e hace referencia, se encuentran: la formación de células más pequeñas, usualmente 

isodiamétácas con núcleos sobresalientes, citoplasma denso, formación de ázoides y polari­

dad débil, (George, op. cit.; ~Iontoya, 1991; Kerbauy, op. cit.). 

D e otra parre, se ha encontrado que los procesos de embriogénesis somática, en diferentes 

especies Yegetales, on actirndos sólo en pre encia de alL~S. Igualmente la inducción de PLBs 

(embriones omáticos) a partir de ápices radicales} secciones foliare , en la mayoría de espe­

cies de orc¡wdeas, ha necesitado de la aplicación de diferentes concentraciones de auxínas y 

ciroc¡uininas • lontoya, op. cit.; Ardirn. op. cit.; Arteca, 1996; Azcon-Bieto y Talon, 1996). 

Existe una gran Yaáación entre los ta."ª y genotipos con respecto a la relación atLx.ina/ citoquirúna, 

c¡ue debe ser incluida dentro del medio. in embargo, estos dos reguladores del crecimiento son 

generalmente adicionados para obtener embriones somáticos (Arreca, op. cit.) 

El balance aLLxina/ ci roquirúna parece ser de gran importancia en el tipo de di\-isión celular 

que induce la formación de embriones somáticos ... [ontoya, op. cit.; George, op. cit.). in 

embargo, los resultados prenos de este trabajo indican que cuando se utilizó putrescina }' 

espermidina se logró un incremento en b longirud y en el diámetro de los ápices radicales, 

que constiruyen efecros similares a los producidos con la aplicación de auxínas y citoquininas, 
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LO la fase preliminar, para la inducción de PLBs en otros géneros de las orguídea , a partir de 

os explantes. 

\ungue el mecanismo de acción de las poliaminas no es muy claro y no se han obsenttdo 

Lfectos morfogenéticos comparables a los ejercidos por los reguladores del crecimiento, di­

frrentcs im-estigaciones han demostrado gue la administración de cualguiera de las hormonas 

Lsamulantes del crecimiento (atL.ciflas, giberelinas o citoguininas) a tejidos espeáficos, da como 

resultado un incremento de los ni,·eles endógenos de poliaminas y de sus enzimas biosintéticas 

t¡ue, a su ,-ez, son las que acti,·an la di,isión y elongación celular e iníluyen sobre la inducción 

de la embciogénesis somática (Slocum y Flores, op. cit.; \zcon-Bieto, op. cit.). 

Ll papel que cumplen las poliaminas durante la embriogénesis somática ha sido e tudiado, 

bu cando correlacionar el aumento en los ni,·eles endógenos de poLiaminas y su enzimas 

Jiosin réticas durante la diferenciación y desarrollo de embriones somáticos. Así, Bradley et al, 

198-1) , reportan gue los ni,·eles endógenos de poliaminas, en especial los de purrescina y 

Lspermidina, se incrementan durante la formación de embriones somáticos en Daucus caro­

ta. Lo mismo fue descrito durante el proceso de embriogénesis en Mcdicago satiYa. Estas 

m·escigaciones han señalado gue la adición de inhibidores de las enzimas bio intéticas de las 

poliaminas blogm.-an la respuesta embriogénica; este proceso de embriogénesis somática es 

re tablecido con la adición de purrescina, espermidina o espermina. 

El contenido de poLiaminas y la acti,·idad de \DC y ODC, enzimas precursoras de las 

poLiaminas, han sido examinados a priori y durante la diferenciación de embriones somáticos 

de zanahoria, demostrando gue la presencia de altos ni,·eles de esras enzimas, se encuentran 

directamente relacionados con la formación y desarrollo de embriones somáticos (Dhundy 

' Minocha, 1994). 

De acuerdo con lo anterior, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en diferentes in\·es­

tigaciones, se ha sugerido gue el potencial de embriogénesis somática está mediado por los 

niveles endógenos de poliaminas y sus enzimas biosintéticas (Galston et al,. 199- ; Azcon-Bieto 

\ Talan, op. ciL). \sí, el papel gue cumple el balance atL~nas-citoguininas en la inducción de 

embriones somáticos, para la mayoría de e pecies ' 'egetales, depende directamente del con­

trol gue ejercen estas hormonas sobre el aumento o descenso de los ni,·eles endógenos de 

poliaminas y de su acción sobre la regulación del ciclo celular gue acti,·a la mirosis, promue,·e 

la di\isión y elongación celular, estimula el crecimiento y· la posterior diferenciación y forma­

ción de embriones somáticos. 

Considerando lo anterior, se puede decir que los resultados obtenidos con la administración 

<le purrescina y espermidina, como suplementos en medios de culti,·o, abren un espacio en 
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las técnicas de cultiYo in ritro, para c:¡ue puedan ser utilizadas como reguladores del crecimien­

to, a cuyo efecto es nece ario tener en cuenta c:¡ue en e te e tudio con la aplicación de las 

poliaminas se lograron, en un menor tiempo, (3,5 meses), resultado inlilares a lo obtenido 

con la aplicación de auxinas y ciroguininas sobre ápices radicales, en otras especies de orc:¡uí­

deas, en donde ólo de. pués de 6 a 9 meses de cultivo i11 litro y bajo el efecro de diferentes 

concentraciones de esta últimas hormonas, . e logró inducir el incremenm en la elongación, 

diámetro y posterior formación de PLBs a parcir de ápices radicales. 

Los efectos de purre cina y espermidina obre la elongación r cambio en d diámetro de los 

ápices radicales de Sta11hopea ll'ardii, pueden considerarse como la acción de estas sobre el au­

mento en las concentraciones endógenas de los ni,·eles de poliaminas gue, según estudios reali­

zados, influyen de manera directa en la acti,·ación de lo procesos de embriogénesis somática. 

Es conveniente mencionar c:¡ue según Kerbauy (op. cir.) la inducción de PLBs -embriogenesis 

somática en orquídeas- a partir de ápices radicales '"ªacompañado de un crecimiento en forma 

proporcional (incremento tanto en longitud como en diámetro). 

En este orden de ideas, se sugiere el empleo de Put 1.000 i\f, pd 1.000 µi\f (T9), Put 500 µ.\ [ 

(f2), pd 1.000 µ.\I (f 5) para e\"aluar la formación y desarrollo de embriones somáticos 

(PLBs) en los po teriores estadios de la micropropagación de Stanhopea ll'ardii, ya que con la 
adición de Put 1.000 µ.\[ - pd 1.000 µM (f9) en el medio de cuJti,·o (fablas 1 y 2, Pag. 76) 

e estimuló ramo el incremento en el diámetro (4,25 mm) como en la longitud (11,4 mm) de 

los ápices radicales. Con la aplicación de purrescina 500 µ.M (f2) y espermidina 1.000 µ.\ [ 

(f5) se registró, en forma respectin, el mayor efecto en cuanto al aumento en la elongación 

y diámetro de los ápices radicales. 0-:o obstante, es necesario realizar cortes histológicos, para 

obserYar las caracteástica de las células y Yerificar la formación de embriones somáticos. 

Efecto de putrescina y espennidina en la genninación asimbiótica de semillas 

Es reconocido el hecho de c:¡ue las hormona cumplen un importante papel en el proceso de 

germinación de las semillas. Las giberelinas inducen la degradación de las resen-as nurritiYas, 

a tra\-és de las sinresis de µ-amilasa, con lo cual se actiYa el ciclo de Krebs y se produce la 

energía necesaria para el crecimiento del embrión. De igual forma, las ciroquininas influyen 

sobre el crecimiento del embrión promoviendo una rápida di\isión de la células embrionarias. 

La auxinas promue,·en la elongación ) expansión celular c:¡ue estimula el crecimiento del 

embrión (Ngel y Galili, J 995). 

Así, la aplicación de auxinas, citoc:¡uininas y giberelinas, como reguladores del crecimiento, 

farnrece la germinación asimbiótica de diferentes especies de orc:¡uídeas, aumenta el pareen-
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ra1e de semillas germinadas, di minuye el tiempo de germinación y permite obtener plánrulas 

en un tiempo más corto, (Arditti, op. cit.). Los resultados del presente esrudio muestran que 

cuando se utiliza, purrescina y espermidina, se generan efectos similares a los obtenidos con la 

lplicación de aux.inas, citoquinina y giberelinas en otros géneros de orquídeas: aumenta el 

porcentaje de germinación, se disminuye el tiempo de germinación y de emergencia de 

plántulas, con respecto al control. 

Se ha po rulado que la acción que ejercen las giberelinas, aux.inas y cicoquininas en el proceso 

de germinación está directamente relacionada con el aumento de los ru\'cles endógenos de 

poliarninas en las crnillas ' locum y Flores, op. cit; Huang) \ ' illanuern., ( 1991). Así, la regula­

ción que ejercen las giberelinas sobre la síntesis de µ-amilasa, parece depender de la síntesis de 

esperrnidina. Estudios realizados por l'-oizuka et al., ( 1991 ), y Lln,( 198.+), demuestran que el 

aumento en la síntesis de µ-arnilasa coincide con el aumento en los niYeles de espermidina; 

cuando se bloquea la síntesis de espermidina, la producción de µ-amilasa, disminuye y se blo­

yuea el proceso de germinación. 

La aplicación de kinetina, al medio de cultirn para la germinación de semillas de arroz, 

incrementa los ru\·eles de poliaminas a tra\·és de la acti\·ación de la ,;a cacalizada por ADC 

locum y Flores, 1991). 

Del mismo modo, se ha obsen-ado que cuando embriones de Prunus aYium son culti\·ados en 

el medio basal, suplementado con 2,4-D y kínetina, se incrementan los ni,·ele endógenos de 

purrescina., espermidina y agn1atina., lo que a su , ·ez estimula la elongación y di,·isión celular y 
promue\e a í la germinación de escas semillas (Garin et. al., 1995). Las poliarninas participan 

t:n numerosos procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas como la di\isión celular, 

cmbriogénesis, germinación, iniciación y desarrollo de flores, frutos y procesos de senescencia 

t:ntre otros (Galston r l'-aur- awhney, op. cit; locum y rlores, op. cit.) . 

\ 'ario esrudios han permitido e\idenciar que el inicio del proceso de germinación coincide con 

d incremento en la biosíntesis de poliarninas y la ·íntesis de D-:\A, Ri";\ (Huang y \'illanuen., 

1p. cit.). D urante el proceso de germinación en Zea mays se observa un aumento en la concen­

tración de purrescina (forrigiani, 1988). Igualmente, en semillas de Arnchis hypogea el proceso 

Je germinación está acompañado por d incremento en la biosíncesis de poliaminas avithramma 

wamy, 1989). En semillas de soya., Gamarnik y Frydman, (1991 ), reportaron que el proceso 

de germinación está acompañado por un aumento de los ni\·cle. de poliarninas. 

En diferentes im·esti!,taciones, en donde se ha crnluado el papel guc cumplen las poliarninas 

durante el proceso de germinación., se reitera gue la aplicación de poliaminas farnrece la ger­

minación. La presencia de espermidina (l m.\ J) y putrcscina (1 rn..\I), en el medio de germina­

ción de Cicer arietinum, prommió el proceso de germinación y aceleró la emergencia de la 
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radícula (Gallardo et al, 1992). Así mismo, la germinación de semillas de manzana es estimu­

lada con la adición de putrescina y espermidina ( inska y Lewandwoska, 199 l ). 

Las respuescas obtenida en el presente estudio, con la aplicación de putrescina ~- espermidina, 

en la germinación y posterior emergencia y elongación de plántulas de Sta11hopea JJ'ardii, po­

drían atribuirse a que, con la aplicación de escas, se produce un incremento directo en la con­

centración endógena de poliaminas en la semilla que actirn la síntesis de D KA y R..~A e influye 

sobre la di,;sión y elongación celular, estimula el crecimiento del embrión y promue,·e, final­

mente, el proceso de germinación asimbiótica de Sta11hopea 1/'ardii. 

Es e\'idente que la adición de poliarninas fa,·orece la germinación de semillas y la emergencia 

y elongación de las plánrulas. e presume que los efecros de putrescina y espermidina sobre la 

gerrninación se encuentran relacionados con la aplicación directa de escas y su influencia en el 

aumento de la concentración endógena de poliaminas en la emiJla, con lo cual se inicia una 

acti,·ación a nivel molecular, que promueve la replicación del D KA, la transcripción de R..~A 

y la traducción a proteínas, desencadenando los procesos indispensables para la germinación. 

Para establecer si la acción de pucrescina y espermidina es en realidad sim.ilar o igual a la ejer­

cida por las aLL~as. cicoquininas y giberelinas es necesario efectuar trabajos de in,·estigación 

que permitan comparar el efecto general en la germinación y desarrollo de las plántulas de 

Sta11hopea JJ'ardii, ya que sobre el particular no se conocen reportes del efecro de la utilización 

de aLL~s. cicoquininas y giberelinas en la germinación asimbiótica de esta especie, para po­

der así compararlos con los resultados obtenidos en esta in,·estigación. 

Los procedimientos aplicados en el presente esrudio, y los resultados obrenidos, mues­

tran que la técnica utilizada constiruye un a\"ance para el establecimiento de un prorocolo 

de micropropagación para la especie Sta11hopea Jl'ardii y muy posiblemente, su aplicación 

podrá extenderse a protocolos de otras especies de la familia Orchidaceae. 

La aplicación de putrescina y e permidina influyó de manera positi,·a en la e capa inicial de 

micropropagación de canhopea wardii; dichas sustancias promm1eron el crecimiemo 

de los ápices radicales, evidenciado por el incremento en elongación y diámetro, fase 

fundamencal para la formación de embriones omático (PLBs) a partir de escos explances. 

La aplicación de purre. cina evidencia una gran influencia en la elongación, en can ro que la 

aplicación de espermidina permite entre,·er una mayor influencia en el incremento del 

diámetro. 

Los ápices radicales tratados con Put 500 ~I (f2), pd l .000 µ.\l (fS) y Put 1.000 µ.\I 

pd 1000µ.\I (f9), cuyos resuJtados presentan los mayores ,-alores, en cuanto a longitud 

y diámetro de los ápices radicale , permiten sugerir el empleo de escas concentraciones 

de poliamina para evaluar la formación y desarrollo de embriones somáticos (PLBs) en 

los po teriore estadio de la micropropagación de ~la11hopea wardii. 

88 1 PI RE/. - \RBEl. \EZI \ 'º· 14 FEBRERO DE :?11115 



La adición de poliaminas favoreció la germinación, emergencia y elongación de plántulas 
de Sta11hopea ll 'ardii; los resultados muestran que aumentó el porcemaje de semillas germi­

nadas y gue disminuyó el ciempo de germinación y de emergencia de las plántulas. 
Considerando los re ultados obtenidos, se propone el empleo de putrescina y 
espermidina en técnicas de culciYo i111ihv, ya gue, ademá de obtener re uJtado simila.re 
a los reportados con el empleo de citoguininas y auxinas, se logró disminuir el tiempo 
tanto para la inducción de PLBs como para la germinación asimbiócica de semillas de 

Stanhopea 11ardii. 
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