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Micropropagation of Phalaenopsis amabilis
(Linnaeus) Blume from variety White Grull
Abstract. Phalaenopsis amabihs (Linnaens) Blune from
varzely White Grsell was asexually propagated in vitro ssing, as
explanty, floral stenr buds obtained from adult plants, leare
segments, vegelative axillar bid, root apex: and protocorm of
plants produced in vitro. Those explunts were cultired and
mnlieplied in the Muraihige and Skoog medinm (1902)
supplemented with N*- benciladenine (BA). The production of
1.37 shooty per floral bid occurred within 55 days of citlture in a
miedeum supplemented with 4.0 mgll" of BA. The mediim with
12.5 mpl" of BA and 9.0 mgl." of adenine sulfate was the nost
effective tn the culture of leaf seoments nath the formation of 15
protocorin-like bodies after 120 days of cultnre. The production of
1.75 shoots per axillar bud happened 60 days after in an
medinm supplemented nith 1.5 mpL" of BA. The best medinm
Jfor protocorms regeneretion (32.0) and a subseqient plantile
Jormation (14.87) at 40 days afier the cullure from protocormies
sowing way that with 4.5 mel." of BA. In the culture of root
apex, in the studies carried ont, there was 1o response in regard fo

the protocormes or plantiles production.

Introduccion

De todos los géneros que comprenden a las orquideas,
posiblemente la llamada orquidea “mariposa” (nombre
comun para el género Phalaengpsis Bl)) es una de las mas
hermosas y populares, por lo que en los dltimos afios se ha
incrementado rdpidamente su demanda como planta de
maceta y flor de corte . La mayor demanda de esta flor es
en su presentacian como flor exotica, cortada entre sep-
tiembre y diciembre y durante las fechas proximas al “dia
de la Madre” (a principios de mayo). También es muy s0-

licitada para ramos nupciales y otros arreglos florales. Des-
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afortunadamente, las orquideas son plantas
de crecimiento muy lento y presentan gran
dificultad de propagacion por mérodos con-

vencionales. Se han hecho muchos intentos
para desarrollar métodos ripidos y/o sim-
ples de propagacion clonal de estas plantas,
pero el éxito ha sido poco y las técnicas desa-
rrolladas no han encontrado una aplicacion
general. Bs asi que en este trabajo se mtento
inducir la formacion de plintulas y
protocormos 4 partir de la siembra de yema
floral de plantas adultas. La hoja, la yema
axilar vegerativa, el apice de raiz y el
profocormo de plantas generadas i nifro se
han integrado con la finalidad de estructurar
una metodologia que permita la propagacion
masiva de la especie Phalaenopsis amabilis
(Linnacus) Blume variedad White Grull.

I. Materiales y métodos

Material vegetativo
Para la realizacion del presente estudio se emplearon ta-
llos florales de Phalaenapsis amabilis (Linnaeus) Blume
variedad White Grull, de plantas maduras de cuatro afos
de edad en etapa de floracion.

Aislamiento y corte de tejidos

El proceso de aislamiento y corte de tejidos se realizo con
ayuda de un microscopio estereoscopico e instrumental
de diseccion, bajo condiciones de asepsia dentro de una
campana de flujo laminar filtrado.
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Medio de cultivo

Para la preparacion de los diferentes medios de cultivo se
tomaron como base las sales minerales del medio de
Murashige y Skoog (1962) y un pH = 5.7 + 0.1.

Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales a que se sometieron los dife-
rentes tratamicntos después de la siembra del explante o
inoculo, fueron: una temperatura constante de 22-25 °c,
2,000 lux de intensidad luminica y 16 hr luz de fotoperiodo.

Serie de experimentos
El trabajo estuvo constituido por cinco experimentos cs-
tablecidos en forma separada.

Experimento 1. Siembra de yema floral
Como explante inicial sc utilizaron yemas extraidas de la
porcién media 2 1a base de los tallos florales, los cuales se
seccionaron en cada entrenudo, se removieron las esca-
as que cubrian las yemas localizadas en los nudos y pos-
teriormente se colocaron en un vaso de precipitado con
agua jabonosa durante tres minutos, se sumergieron en
alcohol etilico al 70% durante un minuto, en hipoclorito
de sodio (6%) por ocho minutos y finalmente se enjuaga-
ron con agua destilada esterilizada tres veces, dentro de Ia
amara de flujo laminar,

Se evaluaron cinco concentraciones de N%benciludenina
(8A) (4.0, 4.5, 5.0, 5.5 y 6.0 mgL™), con la finalidad de
inducir a la produccién de brotes vegetativos. La unidad
experimental estuvo constituida por un tubo de ensaye
(25 X 200 mm) que contenia 10 ml de medio de cultivo
con un explante. Se realizaron de ocho a diez repeticiones
por tratamiento.

Experimento 2. Siembra de hoja

Una vez generadas las plintulas a partir de la yema floral,
sc extrajeron sus hojas y se seccionaron en porciones de 6-
8 X 6-8 mm, colocindolas en los diferentes tratamientos
con la superficie del envés en contacto con ¢l medio de
cultivo. El medio bisico fue suplementado con icido
naftalenacético (ANA) a 1.0 mgLL. Se evaluaron 25 trara-
micntos producto de la combinacion de cinco concentra-
ciones de BA (5.0, 7.5, 10.0, 12.5 y 15.0 mgl.") y cinco
concentraciones de sulfato de adenina (84) (8.0, 9.0, 10.0,
11.0y 12.0 mgL") con la finalidad de inducir la formacion
de protocormos. La unidad experimental estuvo consti-
tuida por un tubo de ensaye con una seccién de hoja
utilizada como explante. Se verificaron cinco repeticio-
fes por tratamiento.

Experimento 3. Siembra de yema axilar vegetativa
De los mismos brotes generados en el experimento 1, se
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aislaron secciones de tallo con nudo y yema axilar para
establecer el experimento 3. Se evaluaron cinco concen-
traciones de BA (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mgL") con la fina-
lidad de regenerar plintulas. .2 unidad experimental estu-
vo constituida por un tubo de ensaye con una seccion de
tallo con yema axilar vegetativa empleada como explante.
Se llevaron a cabo ocho repeticiones por tratamiento.

Experimento 4. Siembra de protocormo

Los protocormos que sc generaron a partir de la siembra
de hoja se aislaron y se sembraron en difcrentes tratamien-
tos. Se empled el mismo medio bisico, 4 excepcion del
agar, para de esta forma hacer liquido ¢l medio nutritivo.
Se evaluaron ocho concentraciones de BA (1.0, 1.5, 2.0,
25, 3.0, 3.5,4.0 y 45'mgL?) con el objeto de regenerar
una mayor cantidad de protocormos. La unidad experi-
mental estuvo constituida por un tubo de ensaye con un
protocormo empleado como explante. Se realizaron ocho
repeticiones por tratamiento. Los cultivos se sometieron a
las mismas condiciones ambientales que los experimentos
anteriores, pero con una agiticion constante de 90 rpm
para favorecer la oxigenacion del explante.

Experimento 5. Siembra de dpice de raiz

De las raices generadas por las plantulas en los experi-
mentos 1 y 3 se seccionaron puntas de 5 mm de longitud,
las cuales sirvieron como explante para evaluar nueve tra-
tamientos producto de la combinacion de tres concentra-
ciones de ANA (10,20 y 30 mgL ) y tres de BA (40, 50y 60
mgL). La unidad experimental estuvo constituida por un
tubo de ensaye con una porcion de raiz empleada como
explante, con dicz repeticiones por tratamiento.

II. Resultados y discusion

Siembra de yema floral

Las investigaciones llevadas a cabo sobre el cultivo ii sitro
de estas yemas indican tiempos de hasta cinco meses de
cultivo para la obtencién de plintulas. Con base en los
resultados aqui obtenidos, se lograron acortar los tiempos
hasta 55 dias para la variedad Whire Grull.

Por otro lado, otros autores mencionan altos porcenta-
jes de contaminacion, problema que no se presentd en
nuestro experimento, debido probablemente al tamario del
explante que se manejd (yema floral y seccion de tallo de
2 mm), que comparado con los tamarios de hasta 4 cm
manejados por tales autores es mucho menor. Dicha me-
dida evit) el acarreo de agentes contaminantes.

En cuanto al porcentaje de oxidacion, los tratamientos
mis afectados fueron los suplementados con 5.5 y 6.0 mgL!
de BA con 50 y 55% respectivamente, debido a que existio
una ligera tendencia hacia el incremento de la oxidacion
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del explante a2 medida que la concentracion de BA se au-
ment6 después de los 5.0 mgL.! (ver figura 1). De acuerdo
con los informes de Arditti ez a/. (1977), se han obtenido
porcentajes de oxidacion de hasta 100% para el mismo
explante.

El mejor tratamiento resultd ser el suplementado con
4.0 mgL! de BA, que tuvo un tiempo promedio de 10.62
dias al micio de la brotacion; una produccion de 1.37 bro-
fes por explante sembrado; con una longitud de 32.31 mm
y 3.25 hojas con una longitud de 13.21 mm a los 55 dias
que duro el experimento (ver cuadro 1).

Siembra de hoja

S6lo unas cuantas especies o hibridos de orquideas se han
estudiado para analizar su potencial regenerativo a partic
de segmentos de hoja. El primer signo de actividad celular
en los segmentos de hoja cultivados fue la aparicion de
minusculas protuberancias, que se desarrollaron ripida-
mente en profocormos. Estos protocormos generados pue-
den dejarse para el desarrollo de plantulas, o bien someter-
se a un medio liquido para incrementar su nimero, como
se realizo en este frabajo. Los tratamientos del T-12 al T-
25 se oxidaron por completo antes del término del experi-
mento. De los restantes, el mis afectado fue el 1-3 con un
40% (ver cuadro 2).

Para el porcentaje de oxidacion, en los tratamientos su-
plementados con 5.0, 7.5 y 15.0 mgL! de BA existe una
marcada rendencia a la oxidacion del tejido a medida que
se incrementa la concentracion de sA. Esta resultd critica
o fotal, sobre todo a concentraciones de 11.0 y 12.0 mglL. ",
Para las concentraciones de 10.0 y 12.5 mgL? de BA no
existe esta tendencia tan marcada, pero si persiste la oxida-
cion completa del tejido a concentraciones de 10.0, 11.0 y
12.0 mgL7 de sA. |

El tratamiento con 10 mgL’ de BA y 8.0 mgL! de SA
obtuvo los mejores promedios en cuanto a tiempo de ini-
cio de brotacion (6.67 dias), pero el suplementado con 12.5
mgL ' de BA y 9.0 mgL! de sA fue el que alcanzd la mayor
produccion de protocormos (15 por seccion de hoja) a los
120 dias de cultivo (ver cuadro 3).

Siembra de yema axilar vegetativa

Para la produccion de brotes en la siembra de yema axilar
vegetativa, el medio de cultivo adicionado con 1.5 mgl! de
BA obtuvo promedios de 1.75 brotes por explante sembra-
do, 3.75 hojas por brote y 6.25 por explante, 25.05 mm en la
longitud de las hojas por explante y 4.5 raices por brote, por
ello se consideraria el mejor parala siembra de este explante
4 los 60 dias después de la siembra (ver cuadro 4).

Siembra de protocormo
En cuanto a la siembra de protocormos, el tratamiento
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con 4.5 mgl.! de BA fue de los que obtuvo mayores pro-
medios en cuanto al namero de plantulas (14.87), nimero
de protocormos (32.0), nimero de hojas por plantula (2.39)
y longitud de plintulas (10.76). Finalmente, para la pro-
duccidn de raices, los tratamientos con 1.0, 1.5 y 2.0 mgL”!
de BA alcanzaron los mejores promedios con 1.25, 0.5 y
1.0 raices por protocormo sembrado a los 40 dias de cul-
tivo (ver cuadro 5).

Siembra de dpice de raiz

La respuesta que presentaron los cultivos de punta de raiz
para todos los tratamientos aqui probados fue de un incre-
mento en longitud y diametro de los explantes hasta los
120 dias que durd el cultivo, sin la produccion de plantulas
0 protocormos, como’ ha sido apuntado por varios auto-
res; esto tltimo no fue significativo para ¢l presente estu-
dio, debido a2 que el objetivo inicial era la produccién de

protocormos o plantulas, pero creemos conveniente re-
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Concentracién de BA {(mgL-1)

TRAT. T.I.B. N.B. L.B. N.H.B. L.H.B.

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO DIFIEREN SIGNIFICATIVAMENTE,

EMPO OE [NICIO D ITACI N DIas).

= NUMERD DE BROTES; L.B. = LONGITUD DE BROTES (EN MM).
MERC DE HOJAS POR BROTE.

L.H.B. = LONGITUD DE HOJAS POR BROTE (EN MM).
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TRATAMIENTOS DE TRES VARIABLES DE ESTUDIOENLA
SIEMBRADE HOUAUNWVITROIDE PHALAENOPSIS AMABILLS,
VARIEDAD WHITE GRULL

RS T 11.00 3800
T-10 50 20 550 35.00
EE e 100 000 =
T20 10 100 000 -

AR 12.0 100 000 -

N.P. = NUMERC DE PROTOCORMOS,

T.I.B. = TIEMPO DE INICID DE EROTACION {EM DIAS),

TRATAMIENTO (meL™') % opeoxipacion NP,  TIE.
BA sA
T SOl 0 200 4000
T o 600 4800
T-11 =T 400 4620
100 wr
- 100 i
T2 7.5 20 175 2250
T P e e
T2 100 100 -
TA7 100 000

ViaLoRES MEDIOS DE RESPUESTA Al EFECTO DE ONCE

TRATAMIENTOS Y. SU/COMPARACIONIDE MEDIAS POR EL

MeETopo DMS (p<0.01) DE bos VARIABLES DE ESTUDIOEN
LA SIEMBRA DE HOUA IN VITRO DE PHALAENOPSIS AMABILIS

VARIEDADWHITE [GRULL

TRATAMIENTO T.IB. N.P.
[MGL'1] SA BA VaLor Mebio
e e e

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO DIFIEREN SIGNIFICATIVAMENTE
T.1.B.= TIEMPO DE INICIO DE BROTACION (EN DIAS)

MN.P.= NUMERD DE PROTOCORMOS
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CUADRG 4

VallorRES MEDIOS DE RESPUESTA Al EFECTOIDE ClNGD

CoONCENTRACIONES DE BA Y s CoMPEaARACIONIDE MEDIAS
POREL METoDO DMS (P<0.01) DE CiNco VARIABLES DE
ESTUDIO'EN LA STEMBRA DE YEMA AXILAR VEGETATIMA /N

VITRO DE PHALAENOFSIS AMAB!LIS VARIEDAD WHITE GRULL

TRAT. N.B. NHB.  NHE. LHE. N.R.B.
BA {MsL‘1] VALOR MEDIO

G P O O

10 3060 642, 2290, 262
15 375, 625,  2505. 450,

20 175, 232,  3.50, 2909, 3254

FES e AR A s R

MEﬁms CON LA MISMA LETRA NO DIFIEREN SIGNIFICATIVAMENTE.
N.B. = NUMERO DE BROTES.

N.H.B. = NUMERO DE HOJAS POR BROTE.

MN.H.E. = NUMERO DE HOJAS POR EXPLANTE.

L.H.E. = LONGITUD DE HOJAS POR EXPLANTE (EN MM).

N.R.B. = NUMERO DE RAICES POR BROTE,

CUADROG, 5 |

VallorEs MEDIOS DE RESPUESTA AL EFECTE DE OEHo

CONCENTRACIONES DE BA Y Sl CompaRACION DE MEDRIWS

POR| EL MeTono DMS (p<0.01) DE CINCOI VARIABLES DE

EsTUDIO EN'LA SIEMBRA.DE PROTOCORMO IN VTR DE
PHALAENOPSIS AMABILIS VARIEDAD WHITE GRULL

TRAT, N.PR. N.PL, L.PL. N.H.PL. N.R.PL.
BA (moL™) VALOR MEDIO
10 3000, 050, 1525, 275, 1.5,

15 17.50, 375 839, 2.09, 0500:

30 1575 e

35 2625.  10.75,
40 2200,  7.25 .
4.5 32.00, 14.87, 10.76,  2.39.  0.20n

MEDIAS CON LA MISMA LETRA NO DIFIEREN SIGNIFICATIVAMENTE.
N.PR. = NOMERO DE PROTOCORMOS,

N.PL. = NUMERO DE PLANTULAS.

L.PL. = LONGITUD DE PLANTULAS (EN MM),

N.H.PL. = NUMERD DE HOJAS POR PLANTULA.

N.R.PL. = NUMERC DE RAICES POR PLANTULA.

portarlo para ser tomado en cuenta para posibles trabajos

que se realicen con Ia misma especie.

Adaptacion in situ de las plantas generadas in vitro

Se logra la adaptracion de las plantas obtenidas al final del
estudio con cuatro riegos diaros basados en niebla, con
una periodicidad de 15 minutos cada uno, en un lapso de
25 dias. Los brotes fueron sembrados en charolas con
agrolita como sustrato y presentaron un porcentaje de adap-
tacion de 98%.
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Conclusiones

El tiempo de propagacion y los porcentajes de oxidacion
tanto de los métodos convencionales como de algunos
meétodos de cultivo ar stro reporrados en la literatura, lo-
graron reducirse en este experimento.

Se pudo ntegrar una metodologia para la propagacion
de la especie estudiada, lo que podria ser aplicado a otras
dentro del mismo genero (ver figura 2).

La récnica descrita en el presente trabajo permite obte-
ner una produccion teorica minima de 38 mil plantas a
partir de un solo explante de yema floral en tan solo nueve
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