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PROPAGACION in vitro DE Phalaenopsis (ORCHIDACEAE)
MEDIANTE EL CULTIVO DE SECCIONES DE EJES FLORALES
DESPUES DE LA SENESCENCIA DE LAS FLORES!

Victor M. Jiménez *
Eric Guevara 2/ *

ABSTRACT

Propagation of Phalaenopsis (Orchidaceae) through in vitro culture
of nodal sections from senescent flower stalks. Nodal cuttings from senes-
cent flower stalks of Phalaenopsis hybrids were desinfected twice and put on
modified MS media low in calcium and containing organic additives (vitami-
nes, adenine, coconut milk, activated charcoal, growth regulators, sucrose and
glucose). Activated charcoal reduced the negative effects of phenolic substan-
ces released by the explant. Three different responses were observed: no
growth, vegetative growth and reproductive growth. Vegetative buds rapidly
produced leaves and roots. Flower buds developed into an inflorescence with
nodal segments. These were cut and subcultivated on a fresh medium, where
they started vegetative growth. After six months, rooted explants were success-

fully transferred to greenhouse conditions.

INTRODUCCION

El género Phalaenopsis representa uno de
los grupos de orquideas més apreciados por el co-
lorido y la duracién de sus flores. A diferencia de
otras especies de orquideas, la forma de reproduc-
cién es dificil, ya que su crecimiento monopodial
lento ha dificultado la multiplicacién vegetativa
de materiales selectos y la reproduccién sexual se
ha visto agravada en algunos hibridos por la pre-
sencia de altos niveles de esterilidad (Gil, 1987).
Por ello, varias formas de multiplicacién clonal in
vitro han sido desarrolladas, dentro de las cuales
la mds exitosa ha sido el uso de segmentos del eje
floral (Scully, 1966; Arditti et al., 1975; Arditti y
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Ernst, 1993), y en menor grado de segmentos de
hojas (Tanaka y Sakanishi, 1977; Arditti y Ernst,
1993).

En todos los trabajos consultados, con la ex-
cepcién de dos (resumidos en Arditti y Ernst,
1993), se han utilizado ejes florales j6venes previo
a la antesis floral, o cuando las primeras flores es-
tdn comenzando a abrir. Esto constituye una limi-
tante para la utilizacién de la planta con fines or-
namentales.

El objetivo de este trabajo fue explorar el
potencial de las yemas de escapos florales de
Phaelenopsis con flores senescentes sobre la rege-
neracién y multiplicacién de plantas.

MATERIAL Y METODOS

~ Se utilizaron ejes florales viejos, los cuales
habian perdido todas sus flores, provenientes de
hibridos comerciales de Phalaenopsis. Algunos de
estos materiales fueron tomados de plantas en in-
vernadero sometidos a riego por aspersién, mien-
tras que otros se tomaron de lugares totalmente
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expuestos, protegidos tinicamente por un techo pe-
ro donde el riego fue localizado a las raices. Se si-
guid el proceso de desinfeccidon y diseccién en dos
etapas descrito por Intuwong et al. (1972). A sa-
ber, se cortaron los escapos por encima del dltimo
nudo, se frotaron con gasa con alcohol (95°), se
seccionaron en segmentos con aproximadamente 2
cm de entrenudo a cada lado del nudo, y se desin-
fectaron con una solucién de hipoclorito de sodio
(0,525% v/v) adicionada con una gota de Tween
80 por cada 100 ml de solucién, por 15 min. En
condiciones asépticas se eliminaron las bracteas
de las yemas y se desinfectaron de nuevo con una
solucion de hipoclorito de sodio (0,2625% v/v)
con Tween 80 por 10 min en agitacién. Luego se
lavaron tres veces con agua destilada estéril. Se
elimind los extremos de los segmentos, dejando
1,0-1,5 cm de entrenudo a cada lado del nudo. El
corte inferior se hizo en diagonal para facilitar la
entrada del segmento en el medio de cultivo, en el
cual los explantes se colocaron en forma vertical,
introduciéndolos hasta que la yema quedara al ni-
vel de la supeficie. Se utilizaron yemas terminales,
nudos mediales localizados por debajo de las flo-
res y los primeros nudos basales del escapo.

Para el establecimiento inicial del material
se utiliz6 una modificacién del medio de cultivo
de Murashige y Skoog (MS)(1962) con la mitad
de la concentracién de los macronutrimentos, ex-
cepto el CaCl,-2H,O que se afiadié a una concen-
tracion de 2,9 mg/L, y la concentracién normal de
micronutrimentos. Se adicioné ademds 10 mg/L
de tiamina, 1 mg/L de dcido nicotinico, 1 mg/L de
piridoxina, 100 mg/L de inositol, 0,5 mg/L de
2,4-D, 3 mg/L. de BAP, 0,86 mg/LL de kineti-
na, 5 mg/L de adenina, 200 ml/L de agua de coco,
10 g/L de manitol, 10 g/L. de sacarosa y 10 g/L de
glucosa. En un experimento preliminar se observé
un efecto beneficioso de 0,5 g/L, por lo que se
continud su utilizacién. El pH se ajusté a 5,2 y se
afladié 8 g/L de agar como agente gelificante. Se
verti6 15 ml de medio por tubo de 18 X 150 mm,
los cuales fueron cubiertos con capuchas de alu-
minio previo al autoclavado a 1,07 kg/cm? y
121°C por espacio de 25 min.

Los explantes se colocaron en una cdmara
de crecimiento con una temperatura de 26-30°C y
un fotoperiodo de 24 h de luz (2600 lux).

Aquellos explantes en los que se observé el
desarrollo de agentes contaminantes fueron some-
tidos de nuevo al proceso de desinfecciéon men-
cionado anteriormente y se colocaron en medio

fresco. En algunos casos, este procedimiento tuvo
que repetirse varias veces.

Se evalué contaminacién, recuperacion de
segmentos contaminados mediante desinfecciones
sucesivas y formacién de brotes vegetativos y flo-
rales, asi como la reversion de los dltimos hacia
vegetativos.

Los nudos que tuvieron crecimiento vegetati-
vo fueron transferidos al mismo medio, pero conte-
nido en un frasco del tipo de comida para bebé, di-
sectando los restos del escapo. Posteriormente,
aquellos explantes que no formaron raices o que és-
tas eran muy pequeiias, se transfirieron a un medio
MS modificado, (Arditti y Ernst, 1992) compuesto
por la mitad de la concentracién de los macronutri-
mentos, la concentracién normal de micronutrimen-
tos, 0,1 mg/L de tiamina, 0,5 mg/L de 4cido nicoti-
nico, 0,5 mg/L de piridoxina, 100 mg/L de inositol,
20 g/L de sacarosa y 0,5 g/L de carb6n activado. El
pH se ajust6 a 5,5 y se anadi6 8 g/L de agar como
agente gelificante. Se verti6é 25 ml de medio por
frasco de cultivo. Las condiciones de autoclavado
fueron las mismas citadas anteriormente.

Las plantas formadas fueron transferidas a
condiciones de invernadero, colocdndolas en ver-
miculita previamente humedecida y contenida en
frascos plasticos blancos, los cuales se cubrieron
las dos primeras semanas con una lamina de plés-
tico para envolver alimentos. La aclimatacién de
las plantas se hizo a partir de la segunda semana,
quitando el plastico de los recipientes por espacio
de 30 a 60 min/dia, y asperjando las plantas con
agua destilada.

Los protocolos aqui descritos fueron verifi-
cados 3 veces en experimentos independientes.

RESULTADOS

Se observé mayor contaminacion, principal-
mente fungosa, en los explantes tomados de plan-
tas mantenidas en invernadero (52%) en compara-
cién con las que se encontraban en lugares cubier-
tos (15%). Esta se observa principalmente a nivel
de la cicatriz de las bricteas disectadas. De los 27
explantes contaminados inicialmente, se redesin-
fectaron unicamente 9 explantes, en los cuales la
proliferacion fungosa era leve en ese momento. Se
logré recuperar 4 explantes (Cuadro 1). La aplica-
cién de desinfecciones sucesivas dafiaron el tejido
y retardaron el desarrollo de las yemas.

Durante los primeros dias se observé en todos
los explantes la liberacién de exudados al medio de
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Cuadro 1. Respuesta morfolégica de segmentos nodales de inflorescencias senescentes de Phalaenopsis después de 3 meses de
cultivo. Datos expresados en niimero de explantes.

Posicion No. Conta- Recuperacion** Expresion Sin
en el tallo minados 1 2 >3 Vegetativa Floral* respuesta
Intermedio 53 23 | 1 2 13 5(5) 12
Basal 2 1 0 0 0 0 0 1
4 0 0 0 0 0 4

Terminal 8

* Entre paréntesis se indica el niimero de explantes florales que revirtieron hacia crecimiento vegetativo una vez seccionados

y transferidos a un medio fresco.

cultivo, lo cual afecté desfavorablemente su creci-
miento. La adicién de carb6n activado al medio
redujo el efecto de los exudados y permitié un ma-
yor aumento inicial del volumen de los explantes.

El Cuadro 1 presenta la respuesta obtenida
al cabo de 3 meses de cultivo in vitro. Las yemas
terminales se necrosaron rdpidamente, sin mani-
festar respuesta alguna. Lo mismo ocurrié con el
primer nudo basal de cada escapo. Los explantes
mediales respondieron de 3 maneras: ausencia de
crecimiento, formacién de brotes vegetativos y
produccion de escapos florales. Aquellas yemas
inducidas hacia crecimiento vegetativo formaron
rapidamente hojas, mientras que las que expresa-
ron un desarrollo floral presentan un tallo floral
compuesto por nudos y desprovisto de hojas. El
seccionamiento en nudos de estos tallos y su
transferencia a medio fresco induce el desarrollo
vegetativo de las yemas axilantes.

En general la mejor respuesta fue observada
con los segmentos de mayor grosor, situados en la

Explantes que presentaron contaminaci6n inicial y fueron redesinfectados 1, 2 0 mds veces.

parte media de la inflorescencia. Es interesante
hacer notar que en algunos casos se observé la
formacién de dos brotes a partir de una sola yema.
Con la formacién de las primeras hojas se observé
en la mayorfa de los explantes la aparicién de rai-
ces vigorosas (Figura 1). Casi todos aquellos ex-
plantes que formaron brotes vegetativos desarro-
llaron eventualmente raices en el mismo medio de
cultivo. En los que tuvieron un desarrollo radical
lento, la transferencia de los explantes a un medio
desprovisto de reguladores de crecimiento, produ-
jo el crecimiento satisfactorio de las raices. Todos
los explantes enraizados fueron transferidos a con-
diciones de invernadero después de 4 a 6 meses, en
donde continuaron su crecimiento (Figura 2). To-
das las plantas se aclimataron satisfactoriamente.

DISCUSION

La mayor contaminacién de los explantes
tomados de Phalenopsis cultivadas en invernadero

Fig. 1. Planta de Phalaenopsis obtenida a partir de ejes florales
senescentes después de cuatro meses de cultivo.

Fig. 2. Planta de Phalaenopsis obtenida a partir de ejes florales
senescentes transferida a condiciones de invernadero,
seis meses después de inciado el proceso.
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coincide con la tendencia general observada en
cultivo in vitro. El hecho de que la redesinfeccion
de explantes contaminados permita recuperar
plantas sanas indica que la contaminacién es prin-
cipalmente de origen superficial al tallo. La pre-
sencia de una mayor cantidad de agentes contami-
nantes se ve favorecida por el salpique, producto
del riego por aspersion y por estar localizadas en
un espacio abierto, lo que favorece el arrastre de
esporas y particulas por viento. Por lo tanto, es
preferible que las plantas que van a ser utilizadas
reciban riego localizado, lo que limita la contami-
nacién y aumenta las posibilidades de éxito in vi-
tro. Es probable que el uso de fungicidas en forma
previa a la planta pueda representar un factor posi-
tivo. La presencia de brdacteas como mecanismo
de proteccién de la yema limita en alto grado la
eficiencia en la desinfeccién de los tejidos, puesto
que en los intersticios de las mismas hay actimulo
de gran cantidad de agentes contaminantes. Ello
justifica el proceso de desinfeccion en dos pasos.

El hipoclorito de sodio, compuesto utilizado
comuinmente como desinfectante, también produ-
ce cierto dafio en los tejidos, que se pudo observar
en los casos en que hubo que hacer de desinfec-
ciones sucesivas, por problemas de contaminacién
inicial.

La mayoria de los procedimientos de cultivo
de segmentos del tallo floral de Phalaenopsis in-
volucran el establecimiento inicial en un medio de
cultivo liquido en agitacién para diluir las sustan-
cias exudadas por el tejido. El presente estudio
permitié la regeneracién y crecimiento de plantas
en medio solido, debido probalemente a la adicién
de carbon activado, que limité el efecto negativo
de los exudados al adsorber o acomplejar algunas
de esas sustancias. La siembra directa en medio de
cultivo sélido, sin la necesidad de un tratamiento
antioxidante al tejido, ha sido también utilizado
por Ernst (1994).

Las transferencias sucesivas para eliminar el
efecto de los fenoles son otra opcién, pero es muy
laboriosa, con un alto costo en reactivos.

El primer nudo basal no brot6 en ninguno de
los casos. Arditti (1987) considera que esto se de-
be generalmente a que este nudo no tiene yema
axilar. Por otra parte, las yemas terminales tienen
un alto grado de diferenciacién hacia el estado re-
productivo, mdés dificil de revertir que las yemas
inferiores latentes, a las cuales se les indujo rapi-
damente hacia el estado vegetativo. Esto concuer-
da con lo observado por Arditti y Ernst (1992).

En yemas situadas en la zona intermedia del
tallo de la inflorescencia y que formaron escapos
florales, fue posible revertir el proceso mediante
la répida transferencia de estos explantes a un me-
dio fresco. Este factor se debe en gran parte a la
presencia de dos citoquininas en el medio de culti-
vo (BAP, Kin) asf como a un precursor de las mis-
mas (adenina), que promueven el crecimiento
vegetativo de los explantes, oponiéndose al floral.
La transferencia sucesiva en el medio utilizado re-
fuerza la orientacién hacia un crecimiento vegeta-
tivo. Una respuesta similar fue observada por
Oviedo y Guevara (1988) en yemas florales de Li-
moniun sinuatum. Algunos de los explantes asi
obtenidos regeneraron mds de dos yemas, las
cuales pudieron ser seccionadas y colocadas nue-
vamente en el medio de cultivo. Esto permitiria
entonces, a pesar de que el porcentaje de contami-
nacidn inicial sea en algunos casos alto, obtener
un nimero suficiente de plantas a través de la
multiplicacién por brotes laterales.

La gran facilidad con que se formaron las
raices en los tallos vegetativos regenerados con-
trasta con lo informado por Ernst (1994), quien
observé la inhibicién de la formacién de raices
con altas concentraciones de citoquinina. Es pro-
bable que en el caso del presente trabajo, el uso de
carbon activado desde el inicio evitara el efecto
inhibitorio de estos reguladores.

El método descrito en este trabajo demues-
tra la posibilidad de obtener plantas de Phalae-
nopsis a partir de inflorescencias senescentes
cultivadas sobre un medio sélido. Un aspecto inte-
resante es la obtencién de plantas completas y
transferidas a condiciones de campo en un periodo
de aproximadamente 6 meses, el cual es relativa-
mente corto. Ello abre la posibilidad de una me-
jor utilizacién de las plantas tanto en su aspecto
ornamental, como en su aspecto multiplicativo,
considerados como antagénicos en su utilizacién
inmediata por el floricultor.

RESUMEN

Segmentos nodales provenientes de inflo-
rescencias senescentes de hibridos de Phalae-
nopsis fueron desinfectados dos veces y coloca-
dos en un medio sélido MS modificado bajo en
calcio y con varios aditivos orgénicos (vitaminas,
adenina, agua de coco, carbén activado, regula-
dores de crecimiento, sacarosa y glucosa). La
presencia de carbén activado redujo los efectos
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negativos asociados a las sustancias fendlicas libe-
radas en el medio por las estacas. Se observaron
tres tipos de respuesta: ausencia de crecimiento,
crecimiento vegetativo y reproductivo. Las yemas
vegetativas desarrollaron hojas y raices, mientras
que las florales formaron una inflorescencia com-
puesta por varios segmentos nodales. Estos se sec-
cionaron y subcultivaron en un medio fresco, en el
cual iniciaron crecimiento vegetativo. Después de
seis meses de cultivo, los explantes enraizados
fueron exitosamente transferidos a condiciones de
invernadero.

AGRADECIMIENTO

Los autores agradecen la donacién del mate-
rial vegetal utilizado en el presente experimento
por parte de cultivadores aficionados.

LITERATURA CITADA

ARDITTI, J.; ERNST, R. 1992. Micropropagation of Orchids.
John Wiley and Sons, New York. 681 p.

ARDITTI, J; BALL, E.; REISINGER, D. 1975. Culture of
flower-stalk buds: a method for vegetative propaga-
tion of Phalaenopsis. Orquidea (México) 5(8):249-
255.

ERNST, R. 1994. Effects of thidiazuron on in vitro propaga-
tion of Phalaenopsis and Poritaenopsis (Orchida-
ceae). Plant Cell Tissue and Organ Culture 39:273-
275.

GIL, 1.Y. 1987. The propagation of Phalaenopsis. Part I1. Ma-
lay Orchid Rev. (Singapur) 21:45-46.

INTUWONG, O.; KUNISAKI, J.T.; SAGAWA, Y. 1972. Ve-
getative propagation of Phalaenopsis by flower stalk
cuttings. Na Okika of Hawaii 1:13-18.

OVIEDO, Y. DEL C.; GUEVARA, E. 1988. Propagacién in
vitro de la estaticia (Limonium sinuatum) cv. ‘Midnight
Blue’. Agronomia Costarricense 12(1):113-122.

SCULLY, R.M. 1966. Stem propagation of Phalaenopsis. Am.
Orchid Soc. Bull. 35(1):40-42

TANAKA, M.; SAKANISHI, Y. 1977. Clonal propagation of
Phalaenopsis by leaf tissue culture. Am. Orchid Soc.
Bull. 46:733-737.



