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Figura 1. Variabilidad inducida por hibridacién intraespecifica en el género Phalaenopsis. Original de M. Melchor.

Medios de cultivo para la germinacion

in vitrode semillas de Phalaenopsis
(Orchidaceae)y su empleo en la induccion
repetitiva de la embriogénesis de
protocormos zigoticos

Se describe el procedimiento que se ha seguido para obtener de un modo sencillo, rapido y econdmico
un numero elevado de plantulas de Phalaenopsis que permita iniciar un cuidadoso trabajo de selec-
cidn, a fin de obtener hibridos comerciales. Para ello, semillas extraidas de capsulas verdes proceden-
tesdela polinizaciéon manual de dos variedades comerciales de Phalaenopsisse sembraron in vitroen
cincomedios de cultivo: P0931, P1056, P6668 y P6668 a la mitad de concentracidn. En la mayor parte
de ellos las semillas germinaron satisfactoriamente y, en algunos casos, dieron lugar a protocormos
que se seccionaron y cultivaron en nuevos medios: XE, P6793, XER y MS a mitad de concentracion.
Algunos de ellos fueron complementados puntualmente con determinados principios activos.

En cuanto a la germinacion y en las condiciones experimentales utilizadas, el medio que se mostro
mas eficiente fue P6668, lograndose la germinacién en todas las repeticiones a los 37 dias. Una res-
puesta similar se obtuvo con P6668 a la mitad de concentracién (P6668 [1/2]), aunque en este caso el
periodo de germinacion se prolongd hasta los 39 dias. Asi mismo, los resultados sugieren que la pre-
sencia de carbdn activo en ciertos medios (P6668, P6668 [1/2] y P1056) tuvo un efecto muy favorable.
En cuanto a la induccién embrionaria de protocormos zigéticos, los de mayor tamano (didmetro) se
obtuvieron en el medio P6793, mientras que la respuesta mas uniforme (aunque con didmetros me-
nores) se observé en MS a mitad de concentracién suplementado con agua de coco, TDZ, peptona y
mioinositol (MS modificado). A su vez, este medio fue el que se mostré mas adecuado para favorecer
la elongacion y la morfogénesis de los protocormos.

PavraBras crave: Cultivo in vitro, micropropagacion, orquideas, Phalaenopsis, multiplicacién masiva.
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El género Phalaenopsis pertenece a
la familia Orquidaceae y engloba a
mas de sesenta especies nativas de
toda la region tropical de Asia (Tsai
y col., 2012). Los trabajos de me-
jora vegetal en esta orquidea han
empleado como parentales especies
de Phalaenopsis originarias de distin-
tos hébitats (ambientes secos, frios
o humedos) (Christenson, 2001),
obteniéndose hibridos con una ele-
vada capacidad de adaptacion a di-
ferentes condiciones ambientales.
Esta plasticidad, junto a la belleza y
duracion de sus inflorescencias (Fi-
gura 1), ha potenciado ampliamente
las posibilidades de Phalaenopsis en
horticultura ornamental, siendo Tai-
wan uno de los mayores productores
de este género, llegando a exportar
en 2015 unos 50 millones de plantas
(UNEP-WCMC, 2017). La importan-
cia del género Phalaenopsis queda
puesta de manifiesto en recientes
numeros (octubre y noviembre 2017)
que la American Orchid Society le
dedica. Muestran informacion rele-
vante sobre las especies mas intere-
santesy de los hibridos desarrollados
(Lin, 2017), asi como de avances en
hibridacion (McClellan, 2017).

El cultivo de orquideas y en parti-
cular las del género Phalaenopsis
presenta, por consiguiente, intere-
santes posibilidades de desarrollo en
Espaha. Para ello resultarfa conve-
niente impulsar la creaciéon de vive-
ros especializados en esta familia y
con un adecuado nivel tecnolégico,
ya que presenta notables diferencias
con respecto a otras plantas. En ellos
se podria abordar la realizacion de
programas de mejora genética utili-
zando técnicas de hibridacién intra
e interespecifica, junto con métodos
de cultivo in vitro y de genética mo-
lecular.

El principal objetivo que se pretende
en este trabajo es la transmision de
metodologia que permita la germi-
nacion eficaz in vitro de semillas de
Phalaenopsis, asi como la micropro-
pagacion por embriogénesis repetiti-
va de protocormos.

Material y métodos

Las semillas de Phalaenopsis spp.
utilizadas en este ensayo se obtu-
vieron de capsulas verdes (Figura 2)
procedentes de la polinizacion ma-
nual de dos hibridos comerciales.

Figura 2. Obtencién de plantulas de Phalaenopsis por cruzamiento y embriogénesis de protocormos. A.
Capsulas verdes recolectadas de Phalaenopsis procedentes de cruzamientos experimentales entre hibri-
dos comerciales. By C. Semillas de Phalaenopsis procedentes de la hibridacion experimental. D. Proto-
cormos. E. Inicio de la formacion de plantulas a partir de protocormos. F. Plantulas obtenidas desde los
protocormos. G. Fragmentacion de protocormos zigéticos.

Los materiales empleados tanto en
la fase de germinacién como en la
de cultivo fueron adecuadamente
esterilizados, y las operaciones des-
critas realizadas bajo campana de
flujo laminar para asegurar la mayor
asepsia posible durante el procedi-
miento.

Las capsulas se recolectaron a los
cuatro meses de la polinizacion,
se lavaron con una solucién deter-
gente (agua destilada y unas gotas
deTween-20) y se desinfectaron
mediante inmersiéon con agitacion
en una disolucién de lejia comer-
cial (5% NaClO) durante 30 min.
A continuacion, se extrajeron de la
disolucién con ayuda de pinzas es-
tériles y se dejaron escurrir colocan-
dolas sobre una lamina de papel de
aluminio previamente esterilizada.
Finalmente, se humedecieron con
etanol (96%) mediante un pulveri-
zador manual y se flamearon. Este
proceso se reiterd6 dos veces mas
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con el fin de evitar posibles conta-
minaciones y asegurar una correcta
esterilizacion. Las capsulas se tras-
ladaron de forma individual a cajas
Petri donde, con ayuda de un bis-
turi, se les practicaron varios cortes
longitudinales que facilitaron su
apertura y la extraccion de las se-
millas.

Las semillas se sembraron en idén-
ticas condiciones en 5 medios de
cultivo P0931, P1056, P6668, P6668
[1/2] (Sigma) y Vacint & Went (Du-
chefa Biochemie B.V.) elaborados a
partir sus preparados comerciales
(Tabla 1).

La dosificacion utilizada en cada
caso fue la indicada por el fabrican-
te excepto para P6668 [1/2], que
fue exactamente la mitad (Tabla
2). Los diferentes medios se pre-
pararon diluyendo la cantidad ne-
cesaria de producto comercial en el
correspondiente volumen de agua
destilada (CE <6 puS cm™), en
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caliente (sin llegar a la ebullicion)
y con agitacién constante hasta la
disolucién. Una vez que la mezcla
se enfrié lo suficiente se determiné
el pH (PHM210 Radiometer) y se
ajustod al valor 6ptimo mediante la
adicion de pequefios volumenes de
KOH 1M o de HCI TM. A continua-
cién, se tomaron veinte vasos de
cultivo de 98.5 mm de altura 'y 200
mL de capacidad (V 0633 Sigma),
se llenaron con el correspondiente
medio de cultivo hasta una altura
de 15 mm (cuatro frascos con cada
medio), se taparon, se identificaron
adecuadamente y se esterilizaron
en autoclave a 120°C durante 30
min. Finalmente, se sembraron e
introdujeron en la camara de creci-
miento con fotoperiodo 16/8 h. La
temperatura media durante el pe-
riodo de germinacion fue de 23°C.
Una vez que las semillas germina-
ron y dieron lugar a protocormos,
se seleccionaron los frascos donde
el porcentaje de germinacién fue
mayor, concretamente P6668 a la
dosis estandar y P6668 a la mitad
de concentracion. Los recipientes
se desinfectaron exteriormente con
una disolucion de hipoclorito de so-
dio (5%) y se destaparon en la ca-
mara de flujo laminar para extraer
los protocormos, que se colocaron
en cajas Petri estériles. Los proto-
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¢ Germinacion hMultiplicacion masiva
EFEEOTIRLE PO931 PlO56 PGEGE  WW XE  XER MS[1/2] P6793

Preparados comerciales [g L))

M5 (Sigma) 2183
Macroelementos (mg L)

HH,NO, 825 825 825 500 500 825

(NHq}50 500

Ca;{PDd; 200

Callh 166 166 166 166

Ca{NO3z); x 4H,0 SO0 500

MgS0a x 7H:0 122 122

Mg50a 90.35 90,35 9035 122 53.35

K:HPO, 30 30

KH:PO, B85 25 85 280 250 250 Bh

KNO3 950 950 950 525 500 500 450
Microelemantos (mg L)

Na:EDTA 37.24 372 3724 37 37.3 373 37.24

Fas0y x 7HO 2785 J7BS 27ES 2B 7B 2B 27.85

HaBOy 31 il 31 0.5 0.5 31

CuS0y 5 5HD G.013 0013 0013 0.025 0.025 0.0125

MNS04 % 2 H; O 3 3

1504 x H:O 245 845 B45 568 245

NSO, x 4H:0

MatioDax 2 H0 0.025 0.025

MazMoQ x 2H0 3.125 0125 0.125 0125

ZnSa x FHz0 53 53 53 05 0.5 53

Coll x 6H2O0 0013 0013 0.m3 0.0125
Reguladores de crecimiento {mg L'!]

MES 1000 1000 1000 1000

Migingsitol 100 100 100 100 100

Aride nicatinica 1 1 i 05

Acido citrico 200

Adenina [mL L7} 10

Pirtdoxina 1 1 i 0.5

Tiamina 10 10 10 1

BA 2

MAA 0.5

Ki G.4l5 0415 0.415 0415

TOZ {mL L") 1 3
Compuestos organicos (g L}

Fructosa 15 20

Glucosa 15

Peptona 2 2 2 2 2

Sucrosa 20 20 2Q 20 20

Sacarosa 45

Agua de coco (mL L7} 100 200

Carbono activo 2 2

Banana Powder 30
Agente gelificante {g L'Y] y pH

Agar -] & ] 3 10 5 B B

pH 5 5.2 54 5.7 5.5 55 5.8 5.4

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados en el ensayo. 1.- Para la germinacién de semillas
de Phalaenopsis: P0931, P1056, P6668 son medios comerciales (Sigma) y VW es el medio (Vacin & Went,
1949) (Duchefa Biochemie). 2.- Para la multiplicacion masiva de protocormos de Phalaenopsis: XE (Yam
etal., 1991), P6793 (Sigma), XER (Ernst, 1994) y MS [1/2] (Murashige & Skoog, 1962).

cormos se seccionaron siguiendo
el método de Arditti (2008) y se
trasplantaron a tubos de cultivo
de vidrio (18 cm de longitud, 4 cm
de didmetro) en cuatro medios di-
ferentes: XE (Yam y col., 1991),
P6793 (Sigma), XER (Ernst, 1994)
y MS [1/2] (Murashige & Skoog,
1962) complementados en algu-
nos casos con otras sustancias (MS
modificado), segun se indica en la
Tabla 1. Se plantaron cinco tubos
de cada medio (cinco repeticiones),
colocando cuatro segmentos de
protocormo en cada tubo, que se

distribuyeron del modo més unifor-
me posible. Los tubos se cubrieron
con papel de aluminio para prote-
gerlos de la luz e inducir la morfo-
génesis y la formacion callos, y se
introdujeron en una camara de cul-
tivo. A los treinta dias se retiré el
papel de aluminio de los tubos, que
se mantuvieron en la camara has-
ta su evolucion. La eficacia de los
tratamientos aplicados (medios de
cultivo) se valoré teniendo en con-
sideracién, entre otras variables, la
formacion de callo, el crecimiento
en didmetro de los protocormos y
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la morfogénesis. La existencia o no
de diferencias significativas entre
tratamientos para cada variable se
comprobd mediante la prueba “t”
de Student para muestras indepen-
dientes. El estudio estadistico de los
datos se realiz6 con el paquete es-
tadistico SPSS ver 20.0 (IBM Corp.,
2011).

Resultados y discusion

Desinfeccion de capsulas

El método de desinfecciéon de capsu-
las utilizado en este ensayo (Arditti,
1967) fue muy eficaz, reduciendo el
porcentaje de contaminacién en la
fase de enraizamiento a casi un 7%,
que es inferior al obtenido por Feria
y col. (2007) utilizando hipoclorito
sédico al 1.5% durante 20 min.

Germinacion in vitro de
Phalaenopsis

Normalmente se considera que las
semillas de Phalaenopsis spp. han
germinado cuando la coloraciéon de
las mismas evoluciona de una tona-
lidad amarilla a verde. De acuerdo
con esto, el tiempo de germinacion
mas corto se obtuvo en el medio
P6668, apreciandose el cambio de
coloracién cuando habian trascurri-
do 37 dias desde la siembra, y el méas
largo, en el medio P0O931, cumplidos
sesenta dfas. En los medios P6668
[1/2], VW y P1056 el cambio de co-
loracion se produjo a los 39, 40y 43
dias respectivamente (Tabla 3). De lo
anterior se deduce que, a excepcion
de P0931, la influencia de los medios
utilizados en este ensayo sobre el
tiempo de germinacién fue relativa-
mente similar, y en el caso de P6668,
la diferencia de concentracion [1/1]
o [1/2] tampoco lo modificé de un
modo sustancial. En cualquiera de
los casos, los tiempos de germina-
cion se encuentran comprendidos
entre los treinta y los 60 dias, y por
tanto se pueden considerar como
normales. El mayor porcentaje de
placas germinadas se obtuvo con el
medio P6668, tanto a su concentra-
cién habitual [1/1], como a la mitad
de concentracion [1/2], alcanzando-
se en ambos el 100%.

Sin embargo, en P6668 [1/1] la pro-
porcién de semillas germinadas se
valoré en un 90%, mientras que
en P6668 [1/2] tan solo alcanzé el

Mediao de cultive

. . Peses  Pe6R[1/2] PEEE FROZER M
Dias desde la siembra 37 43 60 40
Germinacion (%) 100 60 40 20

* Porcentaje de medios de cultive que germinaron.

Tabla 3. Dias transcurridos desde la siembra hasta el final de la germinacion (tres dias consecutivos sin
cambios apreciables de aspecto) y porcentaje de placas germinados.

Figura 3. Protocormos en crecimiento después de 30 dias en oscuridad. A. Detalle. B. Sobre el
medio de cultivo. C. Embriogenesis de los protocormos divididos bajo iluminacién a los 90 dias.
D. Callo. E. Plantulas procedentes del callo. F. Plantulas obtenidos por embriogénesis de proto-
cormos zigoticos.

75%. En los deméas medios, P1056,
P0931 y VW, el porcentaje de pla-
cas germinadas fue del 60%, 40%
y 20 % respectivamente (Tabla 3).
Los mejores resultados se obtuvieron
con los medios que incluian carbon
activo en su composicion (P6668 y
P1056, ver Tabla 1), lo que pone de
manifiesto que su presencia contri-
buye a estimular y mejorar los pro-
cesos de desarrollo de protocormos
y plantulas de diferentes orquideas
(Margara, 1988), especialmente de
Dendrobium (Zhou, 1995). El carbon
activo mejora la aireacion del medio
y favorece la retencién de etileno
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-que puede inhibir el crecimiento y la
diferenciacion-, de hidroximetilfurfu-
ral producido por deshidratacion de
la sacarosa durante el proceso de
autoclavado, y de varios compues-
tos fendlicos y carboxilicos produci-
dos por los tejidos (Arditti & Ernst,
1993). También tiene un efecto esta-
bilizador del pH (Pedroza-Manrique,
2008).

Induccién a la morfogénesis

El contenido de los tubos de ensa-
yo se evaluo a los noventa dias de la
siembra (Figura 3), habiendo perma-
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necido durante los treinta primeros
en condiciones de total oscuridad
(Arditti, 2008).

La evolucién de los protocormos fue
diferente dependiendo del medio de
cultivo, asi, mientras que los sembra-
dos en XER (Ernst, 1994) y XE (Yam
y col., 1991) se tornaron de color
oscuro y entraron en un periodo de
latencia, los que crecieron en P6793
y MS modificado aumentaron de ta-
manfo, alcanzando un didmetro me-
dio de 4.75 mm en el primer caso, y
de 1 mm en el sequndo (p < 0.05).

Esta diferencia confirma que P6793
fue mas adecuado para el crecimien-
to de los protocormos que MS modi-
ficado. En todos los tratamientos se
observo la elongacion de los proto-
cormos y su diferenciacion (morfogé-
nesis), dando lugar frecuentemente a
plantulas. El tamafo medio de los n6-

dulos fue de 8.3 mm en P6792 y de
2.4 mm en MS modificado (p < 0.05),
mientras que la longitud media de las
plantulas fue de 6.33 mm en P6793
y de 5.60 mm en MS modificado. En
este caso, la diferencia resultd peque-
fia y no significativa (p > 0.05).

Conclusiones

En las condiciones experimentales en
que se desarroll6 el ensayo, el medio
gue resulté mas favorable para la
germinacion fue P6668, lograndose
una germinacion adecuada en todas
las repeticiones a los 37 dias. Una res-
puesta similar se obtuvo con P6668
a la mitad de concentracion, si bien,
en algun caso, el tiempo de germi-
naciéon se alargdé hasta los 39 dias.
Los resultados comentados sugieren
que la presencia de carbon activo en
ciertos medios (P6668, P668[1/2] y

Arditti, J., & Ernst, R. (1993). Micropropagation of orchids (New York: Wiley).

Christenson, E.A. (2001). Phalaenopsis: A Monograph (Portland, Oregon: Timber Press).

P1056) tuvo un efecto favorable.

En cuanto a la induccion embrio-
naria de protocormos zigoticos, los
de mayor tamano (didmetro) se ob-
tuvieron en el medio P6793, mien-
tras que la respuesta mas uniforme
(aunque con didmetros menores) se
observé en MS modificado.

Por Ultimo, indicar que el medio que
se mostré como mas adecuado para
favorecer la elongacion y morfogé-
nesis de los protocormos fue tam-
bién MS modificado.
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