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Resumen 

Comparettia falcata varía los requerimientos hormonales a lo largo de 
su proceso germinativo bajo condiciones in vitro cultivados en el medio 
Murashige y Skoog (1962) enriquecido con los siguientes fitoreguladores: 
Ácido 3-indol Acético (AJA), 6-furfuril aminopurina (Kinetina) y Ácido 
Giberélico (AG 3 ). Se estableció que 1 mg.L- ' y 3 mg.L-1  de ATA estimulan 
el aumento del tamaño de los protocormos y la iniciación del sistema 
radicular y no evita la pérdida progresiva del pigmento fotosintético. 1 y 3 

de Kinetina evita la pérdida acelerada del pigmento fotosintético, 
aunque reprime el alargamiento celular proporcionalmente al incremento 
de su concentración. 3 y 5 mg.1.. -1  de AG evitan la pérdida acelerada del 
pigmento fotosintético más consistentemente que la Kinetina, y estimula 
tanto el incremento de tamaño de los embriones, como la iniciación de 
sistema radicular. Además, se evidenció la existencia de un sinergismo entre 
el ATA y el AG 3  en cuanto al alargamiento celular. 

Palabras clave 
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Abstract 

Comparettia falcata varíes hormonal requirements throughout its germi-
native process under in vitro conditions cultivated in the basal medium 
Murashige and Skoog (1962) enriched with the following growth regulators: 
3—indoleacetic acid (ATA), 6-furfurylaminopurine (Kinetin) and gibberellic 
acid (AG 3 ). 1 mg. and 3 mg. of AJA stimulate the protocorms increase 
and the initiation of the root system; moreover, does not avoid the pro-
gressive loss of the photosynthetic pigment. 
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1 and 3 mg. L- ' de Kinetina avoids the accelerated loss 
of the photosynthetic pigment, although it represses 
the cellular extension proportionally to the increase 
of its concentration. 3 and 5 mg. L - ' of GA3  more 
consistently avoids the accelerated loss of the photos-
ynthetic pigment than the Kinetina, and stimulates 
so much the increase of size of the embryos, like the 
initiation of root system. In addition, the existence 
of a synergism between the IAA and the GA 3  as far 
as the cellular extension was demonstrated. 

Keywords 

In vitro, IAA, A3 , kinetina, Comparettia falcata. 

Introducción 

En las últimas décadas, los investigadores han desa-
rrollado varios trabajos probando medios nutritivos 
con semillas provenientes de cápsulas maduras e 
inmaduras de distintas orquídeas así como diversos 
métodos de cultivo de tejidos vegetales bajo condi-
ciones in vitro (Arditti et al., 1982), los cuales han 
sido intensamente usados no solo para la propaga-
ción de orquídeas, rápida y a gran escala, sino tam-
bién por su conservación ex-situ (Murthy y Pyati, 
2001). Actualmente se considera que la tecnología 
de semillas sintéticas es un método alternativo y 
efectivo de propagación (Herman, 2005). 

Colombia es uno de los países con mayor biodiver-
sidad en el mundo, especialmente en el campo de 
las orquídeas. Sin embargo, el número de investiga-
ciones relacionadas con métodos de conservación 
de germoplasma para prevenir la constante extin-
ción de la riqueza florística nacional son escasas en 
comparación con el número de especies existentes y 
con la necesidad de conocerlas y evitar su extinción. 

Las plantas de C. falcata son epífitas obligadas de 
10 cm. de longitud (Ortiz, 1995). El área de su 
distribución va desde el sur de Brasil hasta México, 
incluyendo las Antillas (Bock, 1991); en Colombia 
se localiza entre los 1500 y 2000 msnm (Escobar, 

1972). En Puerto Rico se han establecido alrededor 
de 15 especies de plantas huésped (forófitos) para 
esta orquídea. (Rodríguez et al., 1990). 

Debido a que se ha ido limitando su hábitat por 
factores antrópicos, a su difícil germinación en 
condiciones naturales y a que son confundidas con 
plantas parásitas, C. falcata está cada vez más cerca 
de su extinción. En Colombia esta especie fue ca-
talogada como poco común (Arend, 1994; Rangel, 
2000), mientras que en Republica Dominicana y 
El Salvador está incluida en los listado de especies 
amenazadas (Ministerio de Medio Ambiente y Re-
cursos Naturales de El Salvador, 2004). Por lo tanto, 
es de vital importancia realizar investigaciones que 
contribuyan tanto al aumento del número de sus 
individuos como al conocimiento de su biología a 
fin de evitar que esta especie entre a formar parte 
de la lista roja de especies a punto de desaparecer 
en Colombia, porque una especie poco conocida es 
tan vulnerable como una especie que se encuentra 
en vía de extinción. 

En esta investigación se determinó por primera vez el 
efecto cualitativo de fitoreguladores de crecimiento 
en el desarrollo morfológico de protocormos de C. 

falcata germinados asimbióticamente bajo condi-
ciones in vitro. 

Materiales y métodos: 

Material vegetal y desinfección 

Un limitado número de cápsulas maduras fueron 
lavadas con solución jabonosa, seguidas por un tra-
tamiento con etanol al 70% por 5 min. Las cápsulas 
fueron posteriormente desinfectadas con una solu-
ción de hipoclorito de sodio al 5% durante 5 min. y 
enjuagadas cuatro veces con agua destilada estéril. 
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Medio de cultivo y condiciones de 
incubación. 

Tan pronto las cápsulas fueron abiertas, las semillas 
fueron suspendidas en 100 ml. de agua destilada y 
agitadas con un magneto a 100 r.p.m. Enseguida, se 
tomaron alícuotas de 75 tal y se depositaron en los 
frascos de medio de cultivo (15 ml. de capacidad) 
con 5 ml. de medio Murashige y Skoog (MS). Cada 
alícuota contenía aproximadamente 26 semillas de 
orquídea. El medio fue suplementado con acido 
3-indol acético (AlA; 0, 5, 10, 15 pM), ácido giberélico 
(AG 3; 0, 5, 10, 151.1M), 6-furfuril aminopurina (kine-
tina; O, 5, 10, 15 iaM), 3% (w/v) sacarosa y gelificado 
con 0.6% (w/v) de agar. 

El pH del medio fue ajustado a 5.8 con NaOH o 
HC1 previo a la esterilización en un autoclave a una 
presión de 1.06 kg cm -2  por 20 min. Los cultivos 
fueron incubados en oscuridad a 25 ± 2.0 por 16 
semanas hasta alcanzar el desarrollo de pequeños 
protocormos redondos, y luego fueron transferidos a 
condiciones iluminadas por 5 semanas a 25-30 pinol 
m-2s-1  (Tubos fluorescentes de luz día FL-20D/18, 20 
w, China Electric Co., Taipei). 

La viabilidad de las semillas fue determinada con la 
prueba de germinación del cloruro 3, 5-Triphenil 
tetrázolium (Singh, 1981), y la germinación de las 
semillas fue estimada por el reporte de semillas con 
embriones hialinos redondos u ovoides (embriones 
viables) con 1 o 3 rizoides. 

Análisis estadístico. 

Los experimentos fueron desarrollados bajo un di-
seño completamente al azar con un arreglo factorial 
4x4x4, con concentraciones de 0; 5; 10 y 15 !_tM para 
el IAA, el AG 3  y la kinetina. Las cuatro concentraciones 
de cada fitoregulador fueron probadas contra las 
cuatro concentraciones de cada uno de los otros 
fitoreguladores, para un total de 64 tratamientos 
con 260 semillas por tratamiento. Cada tratamiento 
fue replicado 10 veces. Se observaron los cambios de 

coloración, forma, tamaño y presencia de pelos radi-
culares en los protocormos durante seis periodos de 
observación directamente bajo microscopio óptico 
compuesto y estéreo microscopio. Los datos fueron 
estadísticamente analizados utilizando la prueba de 
Tukey (Steel y Torrie, 1985). 

Resultados y discusión 

De acuerdo con la prueba de germinación, las se-
millas de C. falcata presentan una viabilidad del 
98%. Todos los tratamientos presentaron diferen-
cias estadísticamente significativas a lo largo de los 
seis periodos de observación. La germinación de 
C. falcata bajo y su desarrollo post-germinativo se 
logra gracias a la germinación asimbióticamente en 
medios de cultivo bajo condiciones in vitro (Arditti, 
1971; Pedroza et. al., 2005). 

Los resultados que se presentan a continuación 
muestran tendencias claras en cuanto a las res-
puestas de los protocormos a los fitoreguladores de 
crecimiento aunque esto implica cierto número de 
excepciones lo cual puede ser esperado en el cultivo 
in vitro de semillas de orquídeas debido no sólo a 
la heterogeneidad propia de las semillas, sino a que 
existe una población mezclada (Roy y Banerjee, 
2002) entre embriones listos para crecimiento ac-
tivo y embriones dormantes, fenómeno reportado 
también en Cypridendyum candidum (De Pauw et 
al., 1995), en Calanthe discolor (Miyoshi y Mii, 1995) 
y en Aerides crispum (Sheelavanthmath et al., 2005). 

Color 

Los protocormos de C. falcata perdieron progre-
sivamente su pigmento fotosintético después de 
la germinación debido posiblemente a procesos 
de etiolación por el efecto de la oscuridad durante 
las primeras 16 semanas, a causa de un estrés foto-
oxidativo provocado por su cambio de la oscuridad 
a la luz, o por incremento en los niveles de etileno, 
lo que, en cantidades traza, puede alterar significa-
tivamente la actividad de ciertas enzimas sin estrés 
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notorio en la planta (Herman, 2005); sin embargo, 
se observó que esta pérdida gradual de pigmento 
fotosintético tuvo patrones diferentes en los distintos 
niveles de los reguladores de crecimiento aplicados. 
(tabla 1; figura 1, A-F) 

Efecto del AJA 

A pesar de que Salisbury y Ross (2000) afirman que 
en la oscuridad no se forma clorofila y se bloquea 
el desarrollo de los cloroplastos, los resultados ob-
tenidos coinciden parcialmente con los de Alarcón 
(1982), quien obtuvo protocormos de orquídeas del 
género Epidendrum sembrados en medio ms (1962) 
después de 40 días, que a penumbra presentaron 
coloración verde oscura. Según Reyburn (1978), 
la clorofila puede ser producida en estadios muy 
tempranos del desarrollo de una orquídea. 

En ausencia del AIA, se observó por una parte un 
número mayor de tratamientos con protocormos 
verdes (fig. 1, A-B) en la sexta semana y por otra, la 
pérdida total de pigmento fotosintético sólo hasta 
la semana 21 (tabla 1; fig. 1, E-F); en contraste, los 
tratamientos con alguna concentración de este re-
gulador, a partir de la semana 15, presentaron un 
incremento sustancial en el número de tratamientos 
con embriones tenues (tabla 1; fig. 1, E-F), lo que 
sugiere que el AIA no evita la pérdida progresiva de 
pigmento fotosintético (tabla 1). De manera simi-
lar, Roy y Banerjee (2002) establecieron el efecto 
negativo de la auxina ácido naftalén acético (ANA) 

en la permanencia de la coloración verde en los 
procormos de Geodorum densiflorum. De otra parte, 
Sheelavanthmath et al. (2005) determinaron que los 
protocormos de Aerides crispum, en medios in vitro 
sin reguladores de crecimiento permanecieron ver-
des pero no mostraron respuesta en el crecimiento. 

Efecto de la kinetina 

A concentraciones de O y 5 mg.L -1  de Kinetina en la 
mayoría de los tratamientos los protocormos perdie- 
ron totalmente su coloración en la semana 15 (tabla 

1; fig. 1, E-E), mientras que en las concentraciones 
intermedias se presentó un número importante de 
tratamientos cuyos protocormos mantuvieron su 
coloración verde claro hasta la semana 18 (tabla 1; 
fig. c-D), principalmente en los tratamientos con 1 
mg.L-1  de KIN, O y lmg.L- ] de AIA con todos los niveles 
de AG3  Este resultado sugiere un sinergismo entre 
una concentración relativamente baja de Kineti-
na, a todos los niveles de AG 3  y en ausencia o poca 
concentración de AIA, posibilitando que la pérdida 
de coloración sea más lenta que en otras concentra-
ciones (tabla 1). Thimann (1987), propuso que las 
citoquininas hacen que se mantenga la integridad 
de la membrana del tonoplasto reemplazando el 
efecto de la luz, para que las citoquininas-proteasas 
de la vacuola no escapen al citoplasma e hidrolicen 
tanto las proteínas solubles como las membranas 
del cloroplasto; es decir, las citoquininas dirigen la 
acumulación de clorofila y además promueven la 
conversión de etioplastos en cloroplastos (Salisbury 
y Ross, 2000). 

Efecto del AG 3  

A concentraciones de 3 y 5 mg.L - ' de AG3  el pigmento 
fotosintético se conservó más consistentemente que 
con los otros dos reguladores de crecimiento en las 
semanas 6, 9 y 12 (tabla 1). En la semana 6 los trata-
mientos con 5 mg.L- ' de AG3  tuvieron predominancia 
del color verde, mientras que los que tuvieron 3 
mg.L-1  de AG 3, estuvieron igualmente distribuidos 
entre verde y verde claro (Tabla 1; Fig. 1, A-D). En 
estas 2 concentraciones se conservaron los pigmen-
tos fotosintéticos en los protocormos, en la novena 
semana con los tratamientos 7 y 16, y hasta la semana 
12 con los tratamientos 3 y 4 (tabla 1). Según Taiz 
y Zeiger (1998), en algunas semillas la aplicación 
de giberelinas sustituye la luz u otro requerimiento 
ambiental, lo que supone cierta permanencia del 
color verde en los embriones. 

En la mayoría de los tratamientos correspondientes 
a todos los niveles de AG 3  se observaron embriones 
tenues sólo a partir de la semana 15 y hubo unos 
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pocos cuya coloración se mantuvo hasta la semana 
18 (tabla 1), los cuales coincidían en tener concen-
traciones bajas de AIA y KIN a todos los niveles de AG 3  
(tabla 1). Thomas (1980), afirma que las citoquininas 
y las giberelinas pueden atenuar el efecto inhibitorio 
de la oscuridad en la germinación; sin embargo, los 
resultados sugieren que luego de un tiempo, estos 
reguladores de crecimiento no pueden suplir esta 
carencia por lo que no evitaron la pérdida total del 
pigmento fotosintético. 

Forma 

Efecto del AIA y el AG 3  

El mayor número de protocormos con forma elon-
gada (fig. 1, G-J) se presentan en tratamientos con el 
AIA a 1 y 3 mg.L- ' y con el AG3  a 3 y 5 mg.L- ', además, 
es de resaltar que, a excepción del tratamiento 53, en 
ausencia de AIA o AG 3  no se produce elongaciones, así 
este uno de estos dos reguladores presentes (tabla 1). 

Álvarez (1997), afirma que si se aplican giberelinas 
y auxinas consecutivamente a un tejido, se presenta 
una fuerte respuesta de elongación, situación que 
indica una parcial dependencia y un efecto sinérgico 
entre auxinas y giberelinas. Davies (1987), menciona 
que la síntesis de pared celular, estimulada por el 
AG 3 , no es causante del crecimiento pero funciona 
para mantener la integridad estructural de la pared 
celular que sufre elongación rápida, y es precedida 
por el alargamiento celular. 

Por otra parte, el número de protocormos elongados 
disminuye a medida que aumentan las concentracio-
nes de AIA (tabla 1). Garcidueñas y Ramírez (1993), 
afirman que la acción inductora de las auxinas es el 
alargamiento de las células a bajas concentraciones 
mientras que a altas lo deprimen. 

Efecto de la Kinetina 

Se observó un número similar de tratamientos con 
protocormos elongados a O y 1 mg.L -1  mientras que 

disminuyeron en 3 y 5 mg.L -1  de este regulador de 
crecimiento (tabla 1). Esta respuesta evidencia que 
la kinetina a altas concentraciones reprime la elon-
gación celular. En algunos casos las citoquininas 
causan una mayor plasticidad en las paredes celulares 
porque pueden reducir los umbrales de cedencia 
en determinados tejidos sensibles, induciendo res-
puestas morfológicas en procesos asociados con la 
micropropagación de orquídeas (Martin, 2003). 

Tamaño 

Efecto del AIA. 

A 1, 3 y 5 mg.L-1  de AIA se incrementó de manera 
importante el número de tratamientos con proto-
cormos grandes (1.0-2.0 mm) (figura 1L; tabla 1); 
sin embargo, por encima de lmg.L -1 , el número de 
tratamientos con embriones grandes disminuyó 
ligeramente a medida que aumentó la concentración 
del AIA (tabla 1), lo que sugiere que concentraciones 
superiores a 1 mg.L-1  son altas para los requerimien-
tos de esta especie en esta etapa del desarrollo. Este 
resultado es similar al obtenido por Roy y Banerjee 
(2002) quienes determinaron que el ANA a 1 mg.L-1  
tenía el mayor efecto promotor del crecimiento 
en Geodorum densiflorum. Álvarez (1997), afirma 
que las auxinas participan en la organización de 
los procesos vegetales incluyendo la regulación del 
crecimiento, los cuales son estimulados o inhibidos 
según la concentración de la auxina presente en las 
células vegetales. 

De otra parte, en presencia del AIA se incrementó 
el número de protocormos con pelos absorbentes 
(figura 1, M-N), habiendo mayor cantidad de tra-
tamientos con ellos presentes, a 1 y 3 mg.L -1  de la 
auxina (tabla 1), confirmando así que en términos 
generales, las auxinas estimulan la iniciación de la 
radícula (Pierik, 1990). 

Estos resultados coinciden parcialmente con los 
obtenidos por Nayak et al., (1997) en Cymbidium 
aloifolium, Dendrobium aphyllum y Dendrobium 
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moschatum con raíces que se desarrollaron salu-
dablemente en presencia de ANA, . y con los de Roy 
y Banerjee (2002) en Geodorum densiflorum, cuyos 
tratamientos libres de fitoreguladores de crecimiento 
tuvieron una formación de sistema radicular más 
baja en comparación con la obtenida con la aplica-
ción de BAP y ANA, siendo este último el promotor 
principal de la elongación de los rizomas a 1mg.1 -1 . 

Los resultados señalan que los procesos que deter-
minan el aumento de tamaño e iniciación de sistema 
radicular en protocormos de C. falcata se encuentran 
fuertemente influenciados por el ATA en contraste con 
su baja eficiencia durante la germinación (Pedroza 
et al., 2005), y sugiere requerimientos secuenciales 
de reguladores de crecimiento finamente modulados 
en sus primeros estados de desarrollo. 

Efecto del AG 3  

El AG 3  indujo el aumento de tamaño de los pro-
tocormos, principalmente a 3 y 5 mg.L - ', cuando 
interactuó con ATA o en ausencia de los otros dos 
reguladores (tratamientos 3 y 4) (tabla 1; fig. 1, 
M-N). Jones y Stoddart (1980) afirman que el AG 3  

esta comprometido en la activación de la vía pentosa 
fosfato; entonces, si la multiplicación celular requiere 
de la síntesis del DNA, el cual puede estar limitado 
por la disponibilidad de pentosas derivadas de esta 
ruta metabólica, las giberelinas pueden estimular 
la multiplicación celular (Hartman et a.,l 1997); las 
giberelinas pueden provocar, además, la expansión 
celular mediante la inducción de enzimas que debili-
tan la pared celular (Weaver, 1996). Sin embargo, los 
resultados contrastan con los obtenidos en Calanthe 
discolor, en cuya germinación el ácido giberélico no 
ejerció efecto estimulatorio (Miyoshi y Mii, 1995). 

El AG 3  no fue determinante en cuanto el desarrollo 
de pelos absorbentes, sin embargo, se observó un 
incremento de este fenómeno a 3 mg.L - ' del regu-
lador, posiblemente debido a la interacción con el 
ATA (tabla 1). Según Gil (1995), el AG 3  no inicia el 
sistema radicular, se usa poco en sistemas in vitro 

porque inhibe la rizogénesis, aunque en asocio con 
una auxina y en la oscuridad la estimula. 

Efecto de la Kinetina 

No se observaron diferencias importantes en el 
tamaño de los protocormos con respecto a los dife-
rentes niveles de este fitoregulador (tabla 1), lo que 
sugiere que bajo las condiciones de este experimento, 
la kinetina posiblemente no tuvo influencia directa 
en los mecanismos de multiplicación celular, exten-
sibilidad de la pared celular ni en la toma osmótica 
del agua posterior a la germinación de C. falcata. 
Aunque con base en el importante papel de las ci-
toquininas en la regeneración in vitro de protocor-
mos y otros órganos en otras especies de orquídeas, 
podría esperarse un aumento posterior del efecto 
de las citoquininas de manera dependiente del es-
tado de desarrollo y competencia celular y tisular 
(Lin, 1986; Tanaka et al., 1988; Ernst, 1994; Chen 
y Piluek, 1995; Nayak et al., 1997; Chang y Chang, 
1998; Sheelavanthmath et al., 2000; Murthy y Pyati, 
2001; Sheelavanthmath, 2005). 

La Kinetina no tuvo efecto en la formación de pelos 
absorbentes. En este sentido existen varios reportes 
del efecto inhibitorio de la aplicación de citoquininas 
en la formación de sistema radicular en orquideas 
(Hasegawa y Goi, 1987; Shimasaki y Uemoto, 1990; 
Paek y Yeung, 1991; Roy y Banerjee, 2002). 

Interacciones entre los fitoreguladores 

En términos generales, en ausencia de ATA las interac-
ciones entre AG3  y KIN no produjeron diferencia de 
tamaño, lo que indica que la presencia de la auxina 
es determinante en la formación de protocormos 
grandes, asimismo, en ausencia de ATA y AG 3  los 
tratamientos con 0, 1, 3 y 5 mg.L - ' de Kinetina no 
produjeron diferencia de tamaños, lo que sugiere 
que la aplicación de citoquininas exógenas no es 
necesaria en la etapa de desarrollo de los protocor-
mos. Barlow (1987), afirma que en ocasiones, di-
versos fitoreguladores determinan efectos similares, 

4:0 CENTRO DE INVESTIGACIONES Y DESARROLLO CIENTÍFICO 



pero hay momentos del desarrollo en los que cada 
hormona suscita una respuesta específica, lo que 
conduce a pensar que los otros fitoreguladores están 
mostrando efectos comunes a la citoquinina, como 
es el caso de la división celular y es por ello que no 
se evidencia un efecto determinante de la Kinetina 
o que en este momento específico del desarrollo de 
los protocormos, este regulador no es requerido; sin 
embargo, puede llegar un momento en el cual vuelva 
a ser evidente la actuación del regulador. 

En la semana 21 se determinó que la mayoría de 
los protocormos pararon su crecimiento debido, 
probablemente, a una situación de estrés hídrico, 
por la presencia del etileno o por haber estado en la 
oscuridad en las 16 primeras semanas, lo que expli-
caría también la pérdida de pigmento fotosintético. 

Dentro del balance hormonal secuencial, por el que 
pasa la semilla de C. falcata en sus primeros estadios 
de desarrollo, después de requerir giberelinas y cito-
quininas ellas requieren de auxinas (Pedroza et al., 
2005), las cuales, además de inducir la formación 
del sistema radicular e influir positivamente en el 
aumento del tamaño de los protocormos, podrían 
aumentar la actividad de la citoquinina-oxidasa 
para la oxidación de la forma transportada de la Ck 
(Ribósido de zeatina) (Palni et. al., 1993) y de este 
modo, este fitoregulador no podría volver a actuar 
sino después que la razón AIA/CKS haya disminuido, 
debido a que, como han sugerido Skoog y Miller 
(1957) y George (1993), la organogénesis in vitro en 
muchas especies es controlada por la relación Auxi-
na/Citoquinina más que por sus niveles absolutos, lo 
que depende, entre otros, de la competencia celular 
o tisular (Christianson y Warnick, 1988). 

De este modo, la relación hormonal disminuiría 
por mecanismos que pueden incluir aumento en la 
biosíntesis de citoquininas (o provisión por parte de 
la micorriza), aumento en la sensibilidad y recepción 
de citoquininas, oxidación, conjugación (Peres et al., 
2001), cambios en la sensibilidad de los tejidos a la 
auxinas (Trevawas, 1981) (que podrían incluir re- 

gulación a partir de proteólisis por ubicuituinación) 
(Gray, 2004; Woodward y Bartel, 2005), respuesta 
activa del genoma u otros mecanismos moleculares 
y fisiológicos aun desconocidos que puedan variar 
progresivamente durante el crecimiento del proto-
cormo, es decir, de una manera específica al estado 
germinativo de la orquídea (Miyoshi y Mii, 1995). 
Los requerimientos hormonales son específicos a 
la especie de orquídea y su estado de desarrollo. En 
otras especies se observan requerimientos iniciales 
de citoquininas y posteriormente de una relación 
más alta de auxinas/citoquininas (Ranjan et al., 1997; 
Lee y Lee, 2003). 

Además, de acuerdo con Box y Terron (1988), las 
combinaciones de reguladores producen en el pro-
tocormo numerosos pelos absorbentes sobre toda la 
superficie del mismo, mientras que en condiciones 
normales los rizoides quedan localizados sobre una 
corona ecuatorial. 

Esta investigación sugiere que los requerimientos de 
fitoreguladores en C. falcata son finamente modula- 
dos y pueden variar poco después de la germinación. 

Por otra parte, a pesar de que el pigmento fotosintéti-
co se perdió completamente al final del experimento, 
se destaca que los protocormos que desarrollaron pe-
los absorbentes debido principalmente a la presencia 
del AIA, tuvieron pérdida progresiva del color más 
acelerada que los tratamientos que carecían de este 
fitoregulador de crecimiento en el medio de cultivo. 
En este sentido, los resultados son similares a los 
obtenidos por Roy y Banerjee (2002) con Geodorum 
densiflorum y por Sheelavanthmath et al., (2005) 
con Aerides crispum que reflejan los complejos me-
canismos que gobiernan el balance hormonal du-
rante la germinación de una orquídea y su estrecha 
relación con el desarrollo inicial de la maquinaria 
fotosintética. De otra parte, el AG 3  indujo respuestas 
en la formación de sistema radicular, incremento 
del tamaño de los protocormos y mantenimiento 
del pigmento fotosintético de manera más estable 
que los otros dos reguladores de crecimiento. Dado 
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el amplio espectro de efectos positivos y consistentes 
del AG 3 , este podría tener una ubicación en alguna 
posición intermedia o cercana a un nodo regulatorio 
en el intrincado balance hormonal de C. falcata en 
sus primeros estados de desarrollo. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se sugiere 
que las micorrizas proveen giberelinas y auxinas a 
las semillas de orquídea y que luego de diferenciar 
estructural y fisiológicamente la zona radicular, éste 
órgano sintetiza citoquininas endógenas para la for-
mación del brote; es decir, primero hay requerimien-
tos de giberelinas y citoquininas, posteriormente un 
aumento en la relación AIA/CKS que luego disminuye 
progresivamente para la formación del brote debido 
a la presencia de las citoquininas. 

Los resultados señalan que los procesos que deter-
minan el aumento de tamaño e iniciación de sistema 
radicular en protocormos de C. falcata se encuen-
tran fuertemente influenciados por una relación 
alta AIA/CKS en contraste con la baja eficiencia de ATA 

durante la germinación (Pedroza et al., 2005), sugi-
riendo requerimientos secuenciales de reguladores 
de crecimiento finamente modulados, que pueden 
variar poco después de la germinación y de manera 
dependiente al estado de desarrollo y competencia 
celular y tisular, por lo que se podría esperar una 
variación posterior en el balance hormonal con res-
pecto a la relación Auxinas/Citoquininas y al efecto 
de Giberelinas, sumado a la interacción hormonal 
con la micorriza. 

CONCLUSIONES 

El ATA no evita la pérdida progresiva de pigmento 
fotosintético y es primordial para el aumento de 
tamaño y alargamiento de los protocormos, espe-
cialmente en concentraciones de 1 mg.L -I, aunque 
en concentraciones superiores disminuye propor-
cionalmente este efecto. Entre 1 y 3 mg.L - ' el ATA 

estimula la formación de pelos absorbentes, mientras 

que a 3 mg.L-1  aumenta el número de embriones 
excesivamente largos y con prolongaciones muy 
evidentes por toda su superficie. 

La KIN no tiene efecto evidente sobre el tamaño y 
la inducción de pelos absorbentes en los embriones. 
Además, reprime el alargamiento celular propor-
cionalmente al incremento de las concentraciones 
trabajadas, tampoco induce el alargamiento y a altas 
concentraciones lo reprime. Sin embargo, a concen-
traciones de 1 y 3 mg.L - ' el pigmento fotosintético se 
conserva más que a concentraciones de O y 5 mgr' 
Además, se sugiere un sinergismo entre una concen-
tración relativamente baja de Kinetina, a todos los 
niveles de AG 3  y en ausencia o poca concentración 
del ATA, posibilitando que la pérdida de coloración 
sea más lenta que en otras concentraciones, aunque 
luego de un tiempo, estos reguladores de crecimiento 
no pueden suplir esta carencia por lo que no evitaron 
la pérdida total del pigmento fotosintético. 

3 y 5 mg.L- ' de AG3  evitan la pérdida acelerada de 
pigmento fotosintético más consistentemente que 
los otros dos reguladores, e incrementan el tamaño 
de los embriones. Además, a 3 mg.L -1  se aumenta 
el número de protocormos con pelos absorbentes. 

Existe un sinergismo entre el ATA y el AG3  en cuanto 
a la estimulación del alargamiento celular, princi-
palmente a concentraciones de 1 mg.L - ' de ATA y 3 
mg.L- ' de AG 3  El AG3  no fue determinante en cuanto 
al desarrollo de pelos absorbentes; sin embargo, se 
observó un incremento de este fenómeno a 3mg.L - ' 
del fitoregulador, posiblemente debido a la interac-
ción con ATA (tabla 1). 
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Tabla 1. Respuesta de los protocormos de Comparettia falcata a tratamientos con AJA (Ácido B-indol 
Acético), kinetina (N 6-furfuril amino purina) y AG 3  (Ácido Giberélico) en diferentes concentraciones. Se 
usaron 10 réplicas por tratamiento. V: Color Verde, Vcl: Color Verde claro, T: Color Tenue, C: Forma Cónica, 
L: Forma Alargada, Gr: Tamaño 1.0-2.0 mm, Pq: Tamaño 0.4-0.9 mm, A: Ausencia de prolongaciones, 
P: Presencia de Prolongaciones. 

Tratamiento 
Color en cada intervalo de observación (semana) 

AIA mg/L 	Kinetiria mg/L 	AG3 mg/L 	 FORMA 	TAMAÑO 	PROLONG 

  

6 	9 	12 	15 	18 	21 

 

O V 	V el 	V el 	T 	T 	T 	C 	 Pq 	 A 

o 
	 1 	 V 	V el 	Vd 	T 	T 	T 	C 	 Pq 	 A 

3 	 V 	V cl 	V 	V c1 	V el 	T 	C 	 Gr 	 e 

5 	 V 	V 	V 	V el 	V el 	T 	C 	 Gr 	 A 

O V el 	V el 	V el 	V el 	Vd 	T 	C 	 Pq 	 A 

1 	 V el 	Vd 	V el 	Vd 	Vd 	T 	C 	 Pq 	 A 

3 	 V 	V 	V el 	V el 	V el 	T 	C 	 Pq 	 A 

5 	 V 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	C 	 Pq 	 A 

O V 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	C 	 Pq 	 A 

3 
	 1 	 V 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	C 	 Pq 	 A 

3 	 Vd 	Vd 	V el 	Ve! 	V el 	T 	C 	 Pq 	 A 

5 	 Vd 	Vd 	Vd 	Vd 	V el 	T 	C 	 Pq 	 A 

O V el 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	C 	 Pq 	 A 

5 
	 I 	 V 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	C 	 Pq 	 A 

3 	 V 	V el 	V el 	Vd 	Vol 	T 	C 	 Pq 	 A 

5 	 V 	V 	Vol 	Vd 	T 	T 	C 	 Pq 	 A 

O V el 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	C 	 Gr 	 P 

o 
	 1 	 V 	V el 	V el 	V cl 	T 	T 	L 	 Gr 	 P 

3 	 V el 	V el 	V el 	T 	T- 	T 	L 	 Gr 	 P 

5 	 V 	Vd 	V el 	Vol 	, T 	T 	L 	 Gr 	 e 

0 	 y el 	V 	Vd 	Vd 	T 	T 	C 	 Gr 	 P 

I 	 V el 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	L 	 Gr 

3 	 V 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	L 	 Gr 

5 	 V el 	V el 	Vol 	Vd 	Vd 	T 	C 	 Gr 

O Vd 	V el 	Vd 	Vd 	Ve! 	T 	C 	 Gr 

3 
	 I 	 Vel 	Vd 	Vd 	T 	V el 	T 	L 	 Gr 

3 	 V 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	L 	 Gr 	 P 

5 	 V 	V el 	V cl 	T 	T 	T 	L 	 Gr 	 P 

O V el 	Vol 	V el 	T 	T 	T 	 Gr 	 A 

5 
	 1 	 Ve! 	V el 	Vol 	T 	T 	T 	 Gr 	 P 

3 	 V el 	Vd 	V el 	T 	V el 	T 	L 	 Gr 	 P 

5 	 V el 	V el 	V el 	T 	V el 	T 	 Pq 	 A 

O V el 	V el 	V el 	T 	T 	T 	 Gr 	 P 

I 	 Vd 	Vol 	Vd 	T 	T 	T 	 Gr 	 P 

3 	 V el 	V el 	V el 	V el 	T 	T 	 Gr 	 P 

5 	 V 	V el 	V el 	T 	V el 	T 	 Gr 	 P 

O V 	V el 	V el 	T 	V el 	T 	 Gr 	 A 

1 	 V 	V el 	V el 	T 	T 	T 	 Pq 	 P 

3 	 V 	Vel 	Vd 	T 	T 	T 	 Gr 	 P 

3 
	 5 	 V 	Vol 	Vd 	T 	V el 	T 	 Gr 	 P 

O V el 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	 Gr 	 e 

3 
	 i 	 vel 	ve] 	Vd 	Vd 	Vd 	T 	L 	 Gr 	 P 

3 	 V el 	V el 	V el 	T 	T 	T 	C 	 Gr 	 e 

5 	 Vd 	Vol 	V el 	Vd 	T 	T 	L 	 Gr 	 P 

	

V el 	V el 	V el 	T 	T 	T 	C 	 Pq 	 P 

✓ V el 	V el 	T 	V el 	T 	C 	 Gr 	 A 

3 	 V el 	V el 	V el 	T 	T 	T 	L 	 Gr 	 P 

✓ Vd 	V el 	Vd 	T 	T 	C 	 Gr 	 P 

	

Vd 	Vel 	T 	T 	T 	T 	C 	 Pq 	 A 

o 
	 V el 	V 	T 	T 	T 	T 	C 	 Pq 	 A 

3 	 V el 	V el 	V el 	T 	V el 	T- 	C 	 Gr 	 P 

5 	 V el 	V el 	T 	T 	T 	T 	C 	 Pq 	 P 

O V el 	V el 	V el 	T 	V el 	T 	L 	 Gr 	 e 

	

ve! 	Vd 	Vol 	T 	' T 	T 	C 	 Pq 	 e 

3 	 V el 	V el 	V el 	T 	T 	T 	L 	 Gr 	 e 

5 
	 V el 	V el 	V el 	T 	V el 	T 	L 	 Gr 	 P 

✓ V el 	V el 	T 	T 	/1' 	C 	 Pq 	 P 

3 
	 ✓ 	V el 	T 	T 	V el 	T 	C 	 Pq 	 A 

3 	 Vd 	Vd 	T 	V el 	T 	T 	C 	 Gr 	 P 

	

V el 	V el 	V el 	V el 	V el 	T 	C 	 Gr 	 P 

0 	V 	V el 	V el 	T 	V el 	T 	C` 	Gr 	 e 

5 
	 ✓ 	Vd 	Vol 	Vd 	Vol 	T 	C 	 Pq 	 P 

3 	 V 	V el 	T 	T 	T 	T 	C 	 Gr 	 P 

✓ V el 	V el 	T 	T 	T 	L 	 Gr 	 A 
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Figura 1. A. Detalle de tejido verde (100x); B. Protocormo verde (1.7x); C. Detalle de tejido verde claro (40x); D. Protocormo verde claro 

(1.0x); E. Detalle de tejido tenue (40x); F. Protocormo tenue (1.7x); G. Protocormo alargado (1.5x); H. Protocormo cónico (40x); I. Detalle 
de células de protocormo alargado (40x); Detalle de células de protocormo cónico (40x); K. Embrión tenue excesivamente largo (3.0x); L. 
Diferencia de tamaños de Protocormos cónicos (1,7x); M. Detalle de prolongaciones alargadas (40x); N. Embrión cónico con prolongaciones 

en la zona ecuatorial (3.0x). 
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