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Propagación in vitro de Phalaenopsis (Orchidaceae)
a partir de protocormos, mediante el sistema
de inmersión temporal "RITA"
In vitro propagation of Phalaenopsis (Orchidaceae) from protocorms, using the temporary inmersion
system "RITA"
Jorge Mario Tirado*, Esther Julia Naranjo** , Lucía Atehortúa***
RESUMEN
Protocormos in vitro de Phalaenopsis de tres meses de edad se transfirieron a contenedores RITA® con el fin de propagarlos masivamente. Los factores evaluados fueron la concentración de sacarosa en el medio y la frecuencia de inmersión. Se dispusieron cinco pares de contenedores RITA® con medio de cultivo líquido a concentraciones de sacarosa de 0, 15, 30, 45 y 60 g/L. El medio utilizado fue el MS a la mitad de la concentración de las sales, suplementado con vitaminas y tidiazuron (5 mg/L). El experimento se realizó en dos etapas, cada una con duración de dos meses. La primera etapa con una frecuencia de inmersión de cuatro horas y la segunda con una frecuencia de inmersión de ocho horas, ambas con un tiempo de inmersión de un minuto. Los resultados mostraron que la mejor respuesta proliferativa, con 8,2 protocormos adventicios por protocormo por mes, se obtuvo en el medio con 15 g/L de sacarosa y un tiempo de inmersión de un minuto cada cuatro horas.
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ABSTRACT
In order to massively propagate Phalaenopsis orchids, three months old in vitro protocorms were transferred to RITA® vessels. The evaluation factors were the sucrose concentration in the culture medium and the frequency immersion. There was a set of five pairs of RITA® vessels with liquid culture medium containing sucrose at 0,15, 30, 45, 60 g/L. A half-strength MS medium plus vitamins, supplemented with vitamins and thidiazuron (5 mg/L) was used. The experiment had two stages, each lasting two months. Each stage had a one minute immersion. The first stage had a four hour immersion frequency and the second one had an eight hour immersion frequency. Results showed that the best proliferating response was reached in a 15 g/L of sucrose medium with one minute of immersion time every four hours, resulting in 8,2 adventitious protocorms per protocorm per month.
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INTRODUCCIÓN
Las orquídeas son plantas herbáceas perennes de la familia, clase (Monocotiledóneas). Se calcula que en el mundo existen más de treinta mil especies. Son más abundantes en los trópicos, aunque también hay especies en las zonas templadas, con rangos al-titudinales que varían desde el nivel del mar hasta los subpáramos. Algunas viven sobre las ramas de los árboles (epífitas), otras en el suelo, sobre rocas e incluso en ambientes subterráneos o semiacuáticos (Escobar y Múnera, 1990).
Las orquídeas tienen dos tipos básicos de cre​cimiento: simpodial, en las que el nuevo crecimiento se produce a partir de una yema axilar en sentido ho​rizontal, y monopodial, en las que el nuevo creci​miento se produce a partir de una yema apical en sentido vertical, como es el caso de Phalaenopsis (Escobar y Múnera, 1990).
Phalaenopsis es una orquídea epífita originaria del sureste de Asia, India, Indonesia y parte de Aus​tralia (Rittershausen y Rittershausen, 2004). Estas representan uno de los grupos de plantas ornamen​tales más apreciados a nivel mundial por el colorido, forma y duración de sus flores, pero a diferencia de otros géneros de orquídeas, su sistema de reproduc​ción es difícil ya que su crecimiento monopodial es lento, lo cual ha dificultado su multiplicación vegetati​va y la reproducción sexual se ha visto agravada por la presencia de altos índices de esterilidad en algu​nos de sus híbridos (Jiménez y Guevara, 1996).
Como consecuencia de lo anterior, se han de​sarrollado varias formas de propagación clonal in vi-tro de Phalaenopsis, dentro de las cuales podemos citar: la formación de embriones somáticos a partir de callos (Ishii et al., 1998) y la formación de cuerpos similares a protocormos (PLBs, Protocorm Like Bo-dies) a partir de varios tejidos, como: hojas (Arditti y Ernest, 1993; Park et al., 1996, 2000, 2002), ápices radicales (Kobayashi et al., 1990; Tanaka et al., 1976), ápices de vástagos (Arditti y Ernest, 1993; To-kuhara y Mii, 2001), secciones de ejes florales (Ardit​ti y Ernest, 1993; Jiménez y Guevara, 1996) y callos (Chen et al., 2000; Islam y Ichihashi, 1999), para su posterior regeneración en plántulas.
Los protocormos son cuerpos que se encuen​tran en un estadio morfológico intermedio entre un

embrión cigótico y un vástago. Cuando estos cuer​pos se desarrollan sobre el tejido adulto, reciben el nombre de cuerpos protocórmicos o PLBs (Pierik, 1990). Cabe anotar que PLBs de Phalaenopsis han sido multiplicados exitosamente utilizando un bio-rreactor como sistema de inmersión temporal (Park et al., 2000). Sin embargo, se decidió implementar un nuevo protocolo de propagación, evaluando concentraciones de sacarosa y frecuencias de in​mersión diferentes a las utilizadas por Park et al. (2000), empleando el sistema de inmersión tempo​ral "RITA".
Muchas especies vegetales se han propagado con éxito mediante los sistemas de inmersión tem​poral, como Vitis vinifera (uva), Daucus carota (za​nahoria), Musa spp. (banano y plátano), Solanum tu-berosum (papa), Hevea brasiliensis (caucho), Coffea arabica (café), Saccharum spp. (caña de azú​car), Ananas comosus (piña) y Potinera spp. (orquí​dea), entre otras (Etienne y Berthouly, 2002). Estos métodos de cultivo se emplean para propagar masi​vamente material vegetal en medio líquido, con la ventaja de que son sistemas semiautomatizados que permiten reducir los costos de producción (Etienne y Berthouly, 2002).
MATERIALES Y MÉTODOS
Material vegetal y medios de cultivo. Semillas de Phalaenopsis (Minho princess x 351 rayas) previa​mente esterilizadas (con etanol al 70% por 15 seg e hipoclorito de sodio al 1% por 15 min) y lavadas con agua destilada estéril fueron sembradas en frascos de vidrio con medio sólido de cultivo (donados por la empresa Orquifollajes Ltda.). Protocormos de tres meses de edad (figura 1a) obtenidos después de la germinación de las semillas fueron transferidos a contenedores RITA® (10 protocormos/RITA®). Estos contenedores fueron previamente autoclavados a 15 psi x 20 minutos. Se dispusieron cinco pares de RITAS con medio de cultivo líquido (175 mL/RITA®), a concentraciones de sacarosa de 0,15, 30, 45 y 60 g/L; se tuvieron así dos repeticiones por cada con​centración de sacarosa. El experimento se realizó en dos etapas, cada una con una duración de dos me​ses. La primera etapa con una frecuencia de inmer​sión de cuatro horas y la segunda con una frecuen​cia de inmersión de ocho horas, ambas con un tiempo de inmersión de un minuto. Al mes de cada tratamiento se hizo un cambio del medio líquido por
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Figura 1. a. Protocormos de Phalaenopsis de 3 meses de edad. b. Contenedores RITA® . c. Protocormos adventicios genererados a partir de protocormos.
la oxidación de este. El medio utilizado fue el MS a la mitad de la concentración de las sales, suplementa-do con (mg/L): myo-inositol (100), niacina (0,5), piri-doxina (0,5), tiamina (0,1), glicina (2,0) y tidiazuron (5), a un pH de 5,5. Los protocormos se desarrollaron a una temperatura promedio de 25 ± 1 °C, bajo lám​paras de neón con luz blanca (25 umol/m2s) durante 24 horas/día.
Sistema de inmersión temporal. El sistema RITA® (Recipient for Automated Temporary Inmersion System) (figura 1b) consiste en un contenedor o frasco plástico de un litro de capacidad, dividido en dos compartimientos. En el compartimiento supe​rior, cuya base es perforada, se coloca el material vegetal sobre una espuma de poliuretano, y en el compartimiento inferior, el medio de cultivo líquido. En el centro del compartimiento superior hay un tubo dispuesto longitudinalmente, a través del cual se inyecta aire estéril por medio de un compresor que está conectado al equipo por mangueras, con el fin de desplazar el medio líquido de la parte inferior a la superior. Este proceso es controlado por un temporizador para regular los tiempos y frecuencias de inmersión. Cabe anotar que, en lugar de utilizar la espuma de poliuretano, se adaptó un tamiz o ma​lla metálica (MESH 100) sobre la cual se colocaron los protocormos.
Análisis estadístico. Se estimó la tasa de multipli​cación de los protocormos obtenida en cada uno de los   contenedores   RITA®,   en   respuesta   a   las

diferentes concentraciones de sacarosa y frecuen​cias de inmersión. Para esto se procedió a dividir el número de protocormos adventicios (figura 1c) obte​nidos en cada RITA® entre el número de protocor​mos madre, es decir, entre los protocormos que die​ron su origen, y este cociente se dividió por el tiempo del tratamiento (dos meses). Cabe anotar que no to​dos los protocormos transferidos a los RITA® dieron origen a protocormos adventicios, bien sea porque se murieron o porque, a pesar de que permanecie​ron vivos, no respondieron al tratamiento.
Se utilizó análisis de varianza de dos vías para comparar las respuestas de los protocormos a las di​ferentes concentraciones de sacarosa y frecuencias de inmersión. Las comparaciones múltiples de me​dias se analizaron con la prueba de Newman-Keuls. Para la significancia se consideró a = 0,05. Los da​tos fueron analizados mediante el paquete estadísti​co Statistica98 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK).
RESULTADOS
De acuerdo con los resultados obtenidos, el mejor tratamiento fue la concentración de 15 g/L de saca​rosa con un tiempo de inmersión de un minuto cada cuatro horas (tabla 1 y figura 2). Sin embargo, a pe​sar de que en este se observó la mejor respuesta, un tercio de los protocormos obtenidos presentaron sig​nos de vitrificación (datos no publicados). Cabe mencionar que la tasa de supervivencia para este tratamiento fue del 80% (datos no publicados).
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Tabla 1. Tasas de multiplicación de los protocormos
de Phalaenopsis con las diferentes concentraciones
de sacarosa
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Figura 2. Relación entre la concentración de sacarosa y la media de las tasas de multiplicación de protocormos de Phalaenopsis con las diferentes frecuencias de inmersión. Las barras con líneas en igual dirección indican que no hay diferencias significativas entre los tratamientos.

Los resultados del análisis de varianza indicaron que existen diferencias significativas tanto entre las concentraciones de sacarosa como entre las fre​cuencias de inmersión. También se encontró inte​racción significativa entre las concentraciones de sacarosa y las frecuencias de inmersión (tabla 2). La prueba de Newman-Keuls separó el tratamiento de 15 g/L de sacarosa con una frecuencia de inmersión de cuatro horas, como el mejor, y consideró simila​res entre sí el resto de los tratamientos (figura 2).
DISCUSIÓN
Concentración de sacarosa. En el tratamiento rea​lizado con medio de cultivo líquido sin sacarosa, se observaron bajas tasas de multiplicación de los pro​tocormos (figura 2), a diferencia de los resultados obtenidos por Ishii et al. (1998), quienes indujeron la formación de gran número de PLBs en medio sin sa​carosa (a partir de callos previamente cultivados con sacarosa), y por Park et al. (2002), quienes por el contrario no obtuvieron proliferación de PLBs, bajo estas condiciones. Lo anterior puede deberse a que muy pocos cultivos in vitro son autótrofos e incluso cuando se tiene éxito las velocidades de crecimiento son bajas (Roca y Mroginski, 1993).
De igual manera, en los tratamientos realiza​dos con 60 g/L de sacarosa se dieron respuestas si​milares a las obtenidas sin sacarosa (figura 2), aun​que mucho menores que los resultados publicados por Park et al. (2002), quienes obtuvieron mayores cantidades de PLBs por explante foliar. Quizás esto último porque los protocormos, a diferencia de los PLBs, pueden ser más susceptibles a la alta osmo-laridad del medio que pudo haber causado un estrés osmótico (aun en células con pared), provocando un
Tabla 2. Análisis de varianza. [S]: concentraciones
de sacarosa, F: frecuencias de inmersión, SS: suma
de cuadrados, GL: grados de libertad, MS: medias
cuadráticas, F: cocientes de MS, p: probabilidad
de significación
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desequilibrio de la homeostasia celular y la conse​cuente disminución de las tasas de proliferación de los protocormos.
A pesar de que con 30 y 45 g/L de sacarosa se obtuvieron mejores respuestas proliferativas que las obtenidas con 0 y 60 g/L, la prueba de Newman-Keuls indicó que no hubo diferencia significativa en​tre las mismas (figura 2). De forma similar a como se presentó con la concentración de 60 g/L, con 30 y 45 g/L de sacarosa se obtuvieron tasas de multiplica​ción menores que las registradas por Park et al. (2002). Sin embargo, vale la pena anotar que, a dife​rencia de los resultados obtenidos con 45 g/L de sa​carosa tanto en la presente investigación como en la de Park et al. (2002), Park et al. (2000) reportaron una multiplicación masiva de PLBs a esta concentra​ción, utilizando un biorreactor como sistema de in​mersión temporal.
No obstante, de acuerdo con la prueba de Newman-Keuls, solo con 15 g/L de sacarosa se ob​tuvo una diferencia significativa respecto a las de​más (figura 2), a diferencia de los resultados obteni​dos por Park et al. (2002), pero que coincide con la mayoría de autores que trabajaron con una concen​tración similar de sacarosa de 20 g/L (Arditti y Ernest, 1993; Chen et al., 2000; Parket al., 1996; Tokuharay Mii, 2001). Es importante recordar que el resultado obtenido a esta concentración se dio a una frecuen​cia de inmersión de cuatro horas.
Cabe resaltar que en ensayos previos a esta in​vestigación no se obtuvieron tasas de multiplicación de protocormos de Phalaenopsis, en medios de cul​tivo sólido con 0, 15, 30, 45 y 60 g/L de sacarosa, bajo las mismas condiciones de cultivo in vitro (datos no publicados).
Tiempo y frecuencia de inmersión. A pesar de que el tiempo y la frecuencia de inmersión reportados para la propagación in vitro de Phalaenopsis fueron de cinco minutos y dos horas respectivamente (Park et al., 2000), Etienne y Berthouly (2002) mencionan que para evitar la vitrificación de varias especies de​ben usarse tiempos cortos y frecuencias espaciadas de inmersión, ya que el contacto continuo de los teji​dos con el medio de cultivo líquido es fuente de hi-perhidratación. Además, Phalaenopsis es una orquí​dea que no debe ser humedecida en exceso (Rittershausen y Rittershausen, 2004). Como se mencionó antes,  solamente con  un tiempo de

inmersión de un minuto cada cuatro horas y con 15 g/L de sacarosa se obtuvo una diferencia significati​va respecto a los demás tratamientos.
Interacción entre la concentración de saca​rosa y las frecuencias de inmersión. De acuerdo con la tabla 2, las frecuencias de inmersión asocia​das a las concentraciones de sacarosa en el medio líquido son factores vitales para obtener altas tasas de multiplicación de Phalaenopsis, utilizando los sis​temas de inmersión temporal "RITA". Probablemen​te con 15 g/L de sacarosa y una frecuencia de inmer​sión de ocho horas, se dio un lapso de tiempo entre inmersiones demasiado espaciado, que no permitió lograr un contacto efectivo entre el medio líquido y los protocormos, como para darse una respuesta proliferativa similar a la obtenida con la misma con​centración de sacarosa, pero a una frecuencia de in​mersión de cuatro horas. Incluso a 15 g/L de sacaro​sa pero con la frecuencia de inmersión de ocho horas, se obtuvo una tasa media de multiplicación aun menor que con las obtenidas a 30 y 45 g/L de sa​carosa (con ambas frecuencias de inmersión), pero de igual manera no representa una diferencia signifi​cativa comparada con las tasas obtenidas en dichos tratamientos (figura 2).
Vitrificación. Uno de los problemas en los trata​mientos fue la vitrificación de algunos de los proto​cormos adventicios inducidos y de forma similar con ambas frecuencias de inmersión (datos no publica​dos). Esta condición fisiológica, denominada tam​bién hiperhidratación o translucidez, ocurre en los te​jidos vegetales que disponen de gran cantidad de agua, como ocurre en los cultivos con medio líquido (Pierik, 1990). De acuerdo con Pierik (1990), el ma​terial vegetal joven y tierno es más susceptible a la vitrificación y el grado de translucidez se asocia a muchos factores, como los altos niveles de citoquini-nas, la deficiencia en el intercambio gaseoso, la baja irradiancia lumínica, las altas temperaturas y la baja concentración de agar o azúcares del medio, entre otros. De hecho, en los tratamientos realizados se encontró que en los medios con menor concentra​ción de sacarosa se dieron los mayores porcentajes de vitrificación (datos no publicados).
Sin embargo, la hiperhidratación que afecta los cultivos en medio líquido puede ser eliminada con los sistemas de inmersión temporal (Etienne y Bert​houly, 2002) si el material donde se inoculan los ex​plantes posee una humedad óptima (Park et al.,
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1996) e impide la acumulación de agua por los teji​dos (Atehortúa y Valencia, 2002). A pesar de que el tiempo de inmersión fue de un minuto y que los ex​plantes se dispusieron sobre una malla metálica en los RITA® con el fin de evacuar el medio líquido en el menor tiempo posible después de cada inmersión, se observó que en algunos casos, de manera aleato​ria, no había una buena evacuación del medio de cultivo alrededor de los protocormos, con lo cual se alteró el tiempo de inmersión real de algunos de ellos; razón por la cual se sugiere el uso de una malla con mayor tamaño de orificios.
Fenolización. Uno de los problemas más comunes que se presentan en el cultivo in vitrode Phalaenop​sis es la liberación de compuestos fenólicos por los tejidos y la consecuente oxidación del medio de culti​vo (Parket al., 2000), aun con medios líquidos en los cuales es más fácil y rápido diluir los productos tóxi​cos (Pierik, 1990). Como consecuencia de lo ante​rior, se debieron realizar cambios de medio al mes de iniciados los tratamientos, pues estos compues​tos impiden el crecimiento y desarrollo de los propios tejidos vegetales (Pierik, 1990).
CONCLUSIONES
La multiplicación masiva de protocormos de Phalae-nopsis mediante el sistema de inmersión temporal "RITA" involucra una serie de factores que son cla​ves para obtener éxito en su propagación, como la concentración de sacarosa del medio de cultivo y la frecuencia de inmersión. En el presente trabajo se obtuvo que la mejor respuesta proliferativa con 8,2 protocormos adventicios por protocormo por mes, se dio con 15 g/L de sacarosa y un tiempo de inmersión de un minuto cada cuatro horas. De esta manera se concluye que la interacción entre estos factores es fundamental para lograr altas tasas de multiplica​ción. Es igualmente importante tener en cuenta la porosidad del material sobre el cual se disponen los protocormos, con el fin de evitar la vitrificación y fe​nolización de los tejidos.
Sin embargo, y a pesar de que el interés de los cultivadores de Phalaenopsis es propagarlas vege​tativamente para conservar las características mor​fológicas deseadas y evitar la alta variabilidad gené​tica al reproducirlas sexualmente, se decidió trabajar con semillas por la posibilidad de adquirirlas en can​tidad suficiente y la facilidad de obtener protocormos después de su germinación. De esta manera, lo que

se pretendió al trabajar con protocormos fue dar un paso hacia la estandarización de un protocolo para la propagación in vitro de Phalaenopsis vía sistemas de inmersión temporal, para luego desarrollar y es​tandarizar un protocolo de propagación a partir de meristemos bajo este mismo sistema; objetivo hacia el cual se dirige nuestra investigación.
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