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Micropropagación de Phalaenopsis
amabilis (Linnaeus) Blume

variedad White Grull

César Vences Contreras y Héctor González Rosas*

Miciopropagadon o/Phalaenopsis amabilis
(Linnaeus) Blume from variery White Grull

Abstraer. Phal'aenapsis amabilis (Linnaeus) Blumefrom

i'anely While Grulliras asexually prnpagüUd in vitro using, as
explanís, floral stem buds obiainedfrom aduít plañís, kave

segmenls, vegelative axillar bud. ronl apexandprvlocorm of

plañísproduced in T'itro. Those explanls were adíund and
multiplied in íhe Murashige andSkoog médium (1962)
suppkmeníed witb N'- benáladenine (BA). Tbeproduction of

1.37.Poolsperfloral budoca/rred niíbin 55 days of culíure in a
médium sippkmenteá witb 4.0 mgL' of HA. Tbe médium míh
12.5 mgL' of BA and 9.0 mgL' of adenine sulfale was íhe mosl

effectivc in tbe mlíure of leaf segmenís ¡niíb ibeformaíion of 15

protocorm-like bodies afíer 120 days of culíure. Tbe production of
1.75 shootsper axillar budhappencd 60 days afíer in an

médium suppkmeníed míh 1.5 mgL' of BA. Tbe best médium

for protocorms regenereíion (32.0) and a subsecjuent plantuk
formaíion (14.87) ai 40 days afíeríhe culture fromproíocormes
sowing ivas thal míh4.5 mgL' of BA.ln íhe culíure of rooí

apex, in tbe süidies carried ouí, there ivas no response in regard to
íhe proíocormes orpíaníulesproduction.

Introducción

De todos los géneros que comprenden a las orquídeas,

posiblemente la llamada orquídea "mariposa" (nombre
común para el género Vhalaenopsis Bl.) es una de las más

hermosas ypopulares, por lo que en los úlnmos años se ha

incrementado rápidamente su demanda como planta de
maceta y flor de corte . La mayor demanda de esta flor os
en su presentación como flor exótica, cortada entre sep

tiembre y diciembre y durante las fechas próximas al "día
de la Madre" (a principios de mayo). También es muy so
licitadapara ramos nupciales y oti'os arreglos florales. Des-

afortunadameitte, las orquídeas son plantas

de crecimiento muy lento y presentan gran
dificultad de propagación por métodos con

vencionales. Se han liecho muchos intentos

para desarrollar métodos rápidos y/o sim
ples de propagación clonal de estas plantas",
pero el éxito ha sido poco ylas técnicasdesa

rrolladas no han encontrado una aplicación
general. Es así que en este trabajo .se intentó
inducir la formación de plántulas y
protocormos a partir de la siembra de yema

floral de plantas adultas. La hoja, la yema
axilar vegetativa, el ápice de raíz y el

protücormo de plantas generadas in vitro se
han integrado con la finalidad de estructurar

una metodología que permita la propagación

masiva de la especie Phalaenopsis amabilis
(Linnaeus) Blume variedad Wliite Grull.

1. Materiales y métodos

Material vegetativo

Para la realización del presente estudia se emplearon ta

llos florales de Pbaíaenopsis amabilis (Linnaeus) Blume
variedad Wliire Grull, de plantas maduras de cuatro años

de edad en etapa de floración,

Aislamiento y corte de tejidos

El proceso de aislamiento ycorte de tejidos se realizó con
ayuda de un microscopio estereoscópico e instrumental
de disección, bajo condiciones de asepsia dentro de una
campana de flujo laminar filtrado.
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Medio de cultívo

Pam la preparación de lus diferentes medios de cultivose
tomaron como base las sales minerales del medio de

Murashigc y Skoog (1962) y un pH = 5.7 + 0.1.

Condiciones ambientales

Las condicionesambientales a que se sometieronlos dife
rentes tratamientos después de la siembra del e.\plante o
inóculo, fueron: una temperatura constante de 22-25 "c:,
2,000 luxde intensidad lumínica y 16hr luzde fotoperiodo.

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

Experimento 1. Siembra de yema floral
Como explante inicial se utilizaron yemas extraídas de la
porción mediaa la basede los ttillos florales, los cuales se
seccionaron en cada entrenudo, se removieron las esca

masque cubrían las yemas localizadas en los nudos ypos
teriormente se colocaron en un vaso de precipitado con
agtia jabonosa durante tres minutos, se sumergieron en
alcohol etílico 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 la
cámara de flujo laminar.

Se evaluaron cinco concentraciones de N'-benciladenina

(ba) (4.0, 4.5, 5.0, 5.5 y 6.0 mgL'), con la finalidad de
inducira la producciónde brotes vegetativos. La unidad
experimental estuvo constituida por un tubo de ensaye
(25 X 200 mm) que contenía 10 mi de incdio de cultivo
con un explante. Se realizaron de ochoa diez repeticiones
por tratamiento.

Experimento 2. Siembra de hoja
Unavezgeneradas las plántulas a partirde la yema floral,
seextrajeron sus hojasyse seccionaron en porciones de 6-
8 X 6-8 mm, colocándolas en los diferentes tratamientos

con la superficie del envés en contacto con el medio de
cultivo. El medio básico fue suplementado con ácido
naftalenacético (ana) a 1.0mgL'. Se evaluaron 25 trata
mientos producto de la combinación de cinco concentra
ciones de BA (5.0, 7.5, 10.0, 12.5 y 15.0 mgL') y cinco
concentraciones de sulfatode adenina (sa) (8.0,9.0,10.0,
11.0y 12.0mgL"') con la finalidad de inducir la formación
de protocormos. La unidad experimental estuvo consti
tuida por un tubo de ensaye con una sección de hoja
utilizada como explante. Se verificaron cinco repeticio
nes por tratamiento.

Experimento 3. Siembra de yema axilar vegetativa
De los mismos breares 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 regenerarplántulas. 1.a unidad experimental estu
vo constituidapor un tubo de ensaye con una sección de
tallo con yema axilar vegetativa empleadacomo explante.
Se llevaron a caboodio repeticiones por tratamiento.

Experimento 4. Siembra de protocormo
Los protocormos que se generaron a partir de la siembra
de hojaseaislaron yse sembraron en diferentes tratamien
tos. Se empleó el mismo medio básico, a excepción del
agar,para de esta forma hacerlíquido el medio nutritivo.
Se evaluaran ocho concentraciones de BA (1.0, 1.5, 2.0,
2.5, 3.0, 3.5, 4.0y 4.5 mgL"') con el objeto de regenerar
una mayor cantidad de protocormos. La unidad experi
mental estuvo constituida por un tubo de ensaye con un
protocormoempleado comoexplante. Se realizaron ocho
repeticiones por tratamiento. Los cultivosse sometieron a
las mismas condiciones ambientalesque los experimentos
anteriores, pera con una agitación constante de 90 rpm
para favorecer la oxigenación del explante.

Experimento 5. Siembra de ápice de raíz
De las raíces generadas por las plántulas en los experi
mentos 1 y 3 se seccionaran puntas de 5 mm de longitud,
lascualessirvierancomo explantepara evaluar nueve tra
tamientos producto de la combinación de tres concentra
cionesde ANA (10,20 y30 mgL ') y tresde BA (40,50y 60
mgL'). Iji unidad experimental estuvo constituida por un
tubo de ensaye con una porción de raíz empleada como
explante,con diez repeticiones por tratamiento.

II. Resultados y discusión

Siembra de yema floral
Lasinvestigaciones llevadas a cabo sobreelcultivo in mtro
de csras yemas indican tiempos de hasta cinco meses de
cultivo para la obtención de plántulas. Con base en los
resultados aquíobtenidos, se lograran acortarlos tiempos
hasta 55 días para la variedad Wliite Grull.

Por otra lado, otras autores mencionan altos porcentti-
jes de contaminación, problema que no se presentó en
nuestra experimento, debidoprobablemente al tamaño del
explante que se manejó ^'cma floral y secciónde tallo de
2 mm), que comparado con los tamaños de hasta 4 cm
mimejados por tales autores es mucho menor. Dicha me
dida evitó el acarreode agentes contaminantes.

En cuanto al porcentaje de oxidación, los tratamientos
másaféctadcxs fueran lossuplemetitados con5.5y6.Ü lugL'
de BA con 50 y55%respecth'amente, debidoa que existió
una ligera tendencia hacia el incremento de la oxidación
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del explante a medida que la concentración de ba se au
mentó después de los 5.0 mgL' (verfigura I). De acuerdo
con los informes de Arditti elal. (1977), se han obtenido
porcentajes de oxidación de hasta 100% para el mismo
explante.

El mejor tratíimienfo resultó ser el suplementado con
4.0 mgL' de BA, que tuvo un ficmptj promedio de 10.62
días al inicio de labrotación; una producción de 1.37 bro

tes por explante sembrado;con una longitud de 32.31 mm
y 3.25 hojas con una longitud de 13.21 mm a los 55 días
que duró el experimento (ver cuadro 1).

Siembra de hoja

Sólo unas cuantas especies o híbridos de orquídeas se han
estudiado para analizar su potencial regenerativo a partir
de segmentos de hoja. El primer signo de actividad celular

en los segmentos de hoja cultivados fue la aparición de

minúsculas protuberancias, que se desarrollaron rápida
menteenprotücormos- Estos protocormosgenerados pue
den dejtirse pai'ael desarrollo de plántulas, o bien someter

se a un medio líquido para incrementar su número, como
se realizó en este trabajo. Los tratamientos del T-12 d T-

25 se oxidaron por completo tintes del término del experi
mento. De los restantes, el más afectado fue el T-3 con un

40% (ver cuadro 2),

Para el porcentaje de oxidación, en los tratamientos su-

plementados con 5.0, 7.5 y 15.0 mgL ' de ba existe una
marcada tendencia a la oxidación del tejido a medida que
se incrementa la concentración de sa. Ésta resultó crítica

o tütd, sobre todo a concentraciones de 11.0 y 12.0 mgL"'.

Para las concentraciones de 10.0 y 12.5 mgL'' de BA no
existeesM tendenciattinmarcada,pero sí persistela oxida
ción completa del tejido a concentraciones de 10.0,11.0y
12.0 mgL"' de sa.

El tratamiento con 10 mgL"' de BA y 8.0 mgL'' de 5A
obtuvo los mejores promedios en cu-anto a tiempode ini
cio de brotacíón (6.67días), pero el suplementado con 12.5
mgL"' de BA y9.0 mgL' de SA fue el quealcanzó lamayor
producción de protocormos (15 por sección de hoja) a los
120 días de cultivo (ver cuadro 3).

Siembra de yema axilar vegetativa
Para la producción de brotes en la siembra de yema axilar

N'egefativa, el medio de cultivo adicionado con 1.5 mgL"' de
BA obtuvo promedios de 1.75 brotes por explante sembra

do,3.75hojas por brote y6.25por explante, 25.05 mm enla
longitud de las hojas por explante y4.5i"alces por brote, por
ello se consideraría elmejorparalasiembra de esteexphinte
a los 60 días después de la siembra (vercuadro 4).

Siembra de protocormo
En cuanto a la siembra de protocormos, el traramiento

4 HitULTO Uau, MArt'r-o• Jun

con 4.5 mgL"' de BA fue de los que obtuvo mayores pro
medios en cuanto al número de ph'intulas (14.87),número
deprotocornaos (32.0), númerodehojtis por plántula (2,39)
y longitud de plántulas (10.76). Finalmente, para la pro
ducción de raíces, los tratamientos con 1.0, 1.5 y 2.0 m^"'
de BA :ilcanzaron los mejores proniedios con 1.25, 0.5 y
1.0 raíces por protocormo sembrado a los 40 días de cul

tivo (ver cuadro 5),

Siembra de ápice de raíz

La respuesta que presentaron los cultivos de punta de raíz
para todos los tratamientos aquí probados fue de un incre

mento en longitud y diámetro de los explantes hasra los
120díasque duró el cultivo, sinla producciónde pláiatulas
o protocormos, como'ha sido apuntado por vanos auto
res; esto último no fue significativo para el presente estu
dio, debido a que el objetivo inicial era la producción de
protocormos o plántulas, pero creemos conveniente re

concentración de BA (mgL-1)

lIOBdAKXISSiMt&Bwr

BA (MsL"' Valor IViEDio

Medias con la misma letra no difieren significativamente,

N.B.= NÚMERO DE brotes; L.B. = LONGITUD DE BROTES (EN MV).

L.H.B. = LONGITUD DEHOJAS PORBROTE (ENMM).
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CUAiDR'O 2

WA'fO'ReS :|íl)EpiiO.S DE RESPU'CSTA AL EFECTO Oí 25

Tratamientos de Tres Variables oe Es-tudío en la

Siembra de Hoja in vitro de PHAtAenqpsis amabilis

Variedad White Grull

Tratamiento

T-1B

,f3i
T-2

T-12

T-22

T-8

-

f-Í8~

:T.23-'

T-4 "

T-14

% DE Oxidación

N.P. = NÚMERO OE PROTOCORMOS,

T.I.B.= TIEMPO DE INICIO DE SROTACIÓN (EN OlAS),

CUADRO 3

Valores Medios de Respuesta al Efecto de Once

Tratamientos v su Comparación d.e Medías, por" el

'METODO DMS (pcO.'OI) OE DOS Variables oe Éstudio en

LA Siembra de Hoja /ai vitrooí PMALAenopsis amabilis

Variedad White Grull

Tratamiento

SA BA

''fliOiig. -i.'

7.5

T.I.B. N.P.

Valor Medio

..^O.OU^cy.

22.50,

'J «jr67iF- ''

4Í75. '

46.00^

39.00,0

T-10 15,0 35.00,

Medias CON la misma letra no difieren significativamente

T.I,S.= TIEMPO OE inicio DE SROTAOON (en OIAS)

N.P.= NÚMERO OE PROTCXIORMOS

CI6MCIA ERGO SUM

CUADRO 4

Valoirís-NIedíos de ResiP'UíESta. al Efecto de ©iinoo

Concentraciones de BA y su Comiparacion de Medias

POR EL Método DMS (p<0.01 ) de Cinco Variables de

Estudio en la Siembra de Yema Axilar Vegetativa iv

VI TRO OE PHAÍASNOPSIS AiVASIL/S VARIEDAD WhI TE GhULL

Trat. lt.B. N.H.B. N.H.E. L.H£. N.R.8.

V(M6L"'') Valor Medio

"/OLfr '4.^x .1175,

1.0 2.00, 3.06„ 6.12. 22.90« 2.62«

' 1.-6. '

\

r

le,25. Í5i05« 4ÍÓ.
2.0 1.75, 2 32, 3.50, 29.09, 3.25«,

2-.5 .Wl'. '•2:8,7.- ""Z:,75«

Medias con la uisma letra no DIFIEREN significativamente.

N.B.P NÚMERO de BROTES.

N.H.B. = NÚIilERO DE HOJAS POR BROTE.

N.H.E. ° NÚMERO DE HOJASPOR EXPLANTE.

L.H.E. - LONGITUD DE HOJAS POR EXPLANTE (ENMM).

N.R.B. = HÚMERO OE RAICES POR BROTE.

CUADRO 5

Valores Medios de R.espuestá ac Efecto jOE Ó.cho

Concentraciones de BA y su Comparación de Medias

POR EL.Método DM.S (pcO.OT^ide Cinco Variables de

Estudio en la Siembra ue Prgtocormo ir vi-vr.o de

Phaíaenopsjs AVAB/í/í Variedad WíMite Grull

Trat.

BA |ugL'')
L.PL.

Valor Medio

N.H.PL. M.R.PL.

"1.0 3o;oo„ 0.50.

1.5 17.50, 3.75,

""~2.0~ 5.75, •3;s'o„

2.5 17.75,, 2.37,,

3.0 15.75, _475„
3-5 26.25,, 10.75,

"4.0 ~ 22.0ba, 7.25,

4.5 32.00, 14.87.

2.00,2.5 17.75,, 2.37,, 7.78, 2.00,

3.0 _ 15.75, .6":%
3-5 26.25,, 10.75, 7.63, 1.75,

4.0 22.0ba, 7.25, ~ 7.59,"
4.5 32.00, 14."87. 10.76m ~239„

Medias con la misma letra no DIFIEREN Significativamente.

N.PR. = NÚMERO DEPROTOCORMOS,

N.PL. = NÚMERO DE PLANTULAS,

LPL. = LONGITUD DE PLANTULAS (EN MM).

N.H.PL. = NÚMERO DE HOJASPOR PLANTULA.

N.R.PL, = NÚMERO DE RAlCES POR PLANTULA.

_ 0.50«,

0.00c

~Ói2"5^"
O.OOe

~ Ó-Óbe"

OZOk

pijrKirlo para ser tomiidu en cucnni para posibles trabajos

t|iie se realicen con la musma especie.

Adaptación w sjtu de las plantas generadas ín vitro

Se logri) la adaptación de las plantas obtenidas vil final del
estudio con cuatro riegos diarios basados en niebla, con
una periüdicidvid de 15 minutos cada uno,en un lapso de
25 días. Los brotes fueron sembrados en diarolas con

agiolira comosustratoypresentaron un poieentaje de adap
tación de 98%.
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Conclusioaes

B1 tiempo de propagación y los porcentajes de oxidación

tanto de los métodos convencionales como de algunos
métodos de cultivo ¿n vilrn reportados en la literatura, lo

graron reducirse en este experimento.
Se pudo integrar una metodología para la propagación

de la especie estudiada, lo que podría ser aplicado a otras
dentro del mismo género (ver figura 2).

La técnica descrita en el presente trabajo permite obte
ner una producción teórica mínima de 38 mil plantas a
partir de un solo explante de yema floral en tan sólo nueve

meses de cultivo. Í!
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