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SUMMARY 
Background: Nowadays, a growing demand for hybrids of Phalaenopsis sp. exists to satisfy this demand it is 
necessary to develop protocols for massive propagation that ensure high percentages of clonal regeneration, such as 
somatic embryogenesis. Besides, studying genetic variation within regenerated plants offers a greater understanding 
of the suitability of the micropropagation protocol in relation with genetic stability of the materials used. Objective: 
The present research work aimed to evaluate three concentrations of two types of plant growth regulators (RCV). 6-
benzylaminopurine cytokinin (BA) (1.0, 2.0 y 3.0 mgL-1) in combination with three concentrations of 2,4-
diclorofenoxiacetic acid (2,4-D) (3.0, 4.0, 5.0 mgL-1), for the induction of somatic embryos. In addition, the genetic 
stability of the regenerated plants was analyzed using molecular markers type RAPD (Random Amplified Polymorphic 
DNA). Methodology: The induction of somatic embryogenesis was induced from two leaf explants with different 
stages of develop from 15-20 cm in height Phalaenopsis sp. var. Dudú seedlings, cultivated in vitro; first leaf as mature 
explant (PH) and third leaf as young explant (TH). Results: The highest number of regenerated plants was 29.8 at 135 
days after the start of the culture (ddic) with 2.0 and 5.0 mgL-1 of BA and 2,4-D, respectively, using TH as explant. In 
the morphogenetic response of the regenerated explants, a correlation was observed between the age of the explant and 
the RCV concentration. Polymorphic bands were observed with the four primers used, indicating somaclonal variation 
in regenerated plants. Implications: The results obtained provide an alternative for regeneration, as well as offering a 
methodology to initiate genetic improvement programs in Phalaenopsis sp. var. Dudú. Conclusions: In vitro 
regeneration of Phalaenopsis sp. var. Dudú by somatic embryogenesis was achieved, as well as the analysis of the 
genetic integrity of the regenerated material.          
Key words: Phalaenopsis sp.; Protocorm like Bodies (PLB´s); in vitro culture; genetic variation; 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid; benzylaminopurine; RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). 
 

RESUMEN  
Antecedentes: Actualmente existe una creciente demanda de híbridos de Phalaenopsis sp., por lo cual es necesario 
desarrollar protocolos de propagación masiva que aseguren altos porcentajes de regeneración clonal tal como la técnica 
de embriogénesis somática. Así mismo, estudiar la variación genética dentro de las plantas regeneradas ofrece un 
mayor conocimiento de los alcances del protocolo de micropropagación en relación a la estabilidad genética de los 
materiales empleados. Objetivo: En el presente trabajo de investigación se evaluó la combinación de tres 
concentraciones y dos tipos de reguladores de crecimiento vegetal (RCV), la citocinina bencilaminopurina (BA) (1.0, 
2.0 y 3.0 mgL-1) en combinación con tres concentraciones de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (3.0, 4.0 y 5.0 
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mgL-1), para la inducción de embriones somáticos, además, se analizó la estabilidad genética de las plántulas 
regeneradas mediante marcadores moleculares tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, por sus siglas en 
inglés). Metodología: La embriogénesis somática se indujo a partir de explantes de hoja con distintos grados de 
desarrollo: primera hoja se consideró como explante maduro (PH) y la tercera hoja como explante joven (TH), 
obtenidas de una plántula de Phalaenopsis sp. var. Dudú cultivadas in vitro, de 15-20 cm de altura. Resultados: El 
mayor número de plantas regeneradas fue de 29.8 a los 135 días después de iniciado el cultivo (ddic) con 2.0 y 5.0 
mgL-1 de BA y 2,4-D, respectivamente, utilizando como explante la TH en la respuesta morfogenética de los explantes 
regenerados, se observó una correlación entre la edad del explante y la concentración de RCV. El análisis de la 
variación genética mostró cambios en los patrones de bandeo, observando bandas polimórficas con los cuatro 
iniciadores utilizados, aludiendo variación somaclonal en las plantas regeneradas. Implicaciones: Los resultados 
obtenidos aportan una alternativa de regeneración, además de ofrecer una metodología para iniciar programas de 
mejoramiento genético en Phalaenopsis sp. var. Dudú. Conclusiones: Se logró la regeneración in vitro de 
Phalaenopsis sp. var. Dudú mediante embriogénesis somática, así como la detección de cambios genéticos en el 
material regenerado.  
Palabras clave: Phalaenopsis sp.; Protocorm like Bodies (PLB´s); cultivo in vitro; variación genética; ácido 2,4-
diclorofenoxiacético; 6-bencilaminopurina; amplificación aleatoria de polimorfismo de ADN (RAPD).  
 

INTRODUCCIÓN 
 
Con un estimado de 750 géneros diferentes y 28, 000 
especies alrededor del mundo, la familia Orchidaceae 
es probablemente la más extensa del reino Plantae, con 
múltiples estrategias de entrecruzamiento y 
características morfológicas, además, gracias a su 
amplio rango de compatibilidad genética entre géneros 
y especies se ha estimulado la industria de la 
hibridación (Paek et al., 2011; Li et al., 2021). 
Asimismo, el desarrollo de la globalización 
económica, la demanda del mercado de orquídeas en 
cantidad y variedad ha aumentado año tras año, 
obligando a los científicos y productores a desarrollar 
nuevas variedades con apariencias novedosas, 
resistencia mejorada y características de calidad 
(Kamboj, 2020). El descubrimiento y desarrollo de la 
germinación asimbiótica en las semillas de orquídeas 
(Knudson, 1922; Knudson, 1946), abrió paso al 
desarrollo de técnicas de cultivo de tejidos vegetales 
para su micropropagación, posteriormente esta técnica 
in vitro ha hecho posible la comercialización a gran 
escala de estas plantas (Choy y Yong, 2004). Un 
género importante es Phalaenopsis, el cual tiene un 
alto valor económico en el mercado florícola del 
mundo (Chen y Chang, 2006), siendo una de las 
orquídeas más populares, para 2018, la Royal 
Horticultural Society ha registrado 92 plantas nativas 
y 34,112 híbridos de este género (Huang et al., 2012). 
Se ha reportado que el cultivo in vitro de algunas 
especies de orquídeas puede seguir a la formación de 
protocormos (Morel, 1960, 1965; Zhao et al., 2008), 
los cuales a su vez producen un gran número de PLBs 
(Protocorm like Bodies, por sus siglas en inglés), 
debido a que pueden ser multiplicados en un tiempo 
relativamente corto (Yam y Arditti, 2009), sumado a 
su alta frecuencia de formación de PLB y eficiencia de 
su conversión a plantas, la propagación masiva a través 
de la formación de PLB se considera un protocolo 
eficiente para la propagación de orquídeas (Chen y 
Chang 2004; Huan et al., 2004; Jheng et al., 2006).  
 

La micropropagación ha demostrado ser una técnica 
factible en la regeneración masiva de plantas de 
Phalaenopsis. Sin embargo, el proceso de 
rediferenciación celular al que es sometido el tejido 
vegetal en el medio de cultivo puede provocar cambios 
genéticos y fenotípicos, dichas alteraciones son 
llamadas variación somaclonal (VS) (Larking y 
Scowcroft, 1981). Esta variación es difícil de evaluar 
in vitro entre las plantas regeneradas por las diferencias 
temporales en el inicio del brote, debido a la limitada 
expansión foliar en los cultivos in vitro. Por ello, el 
análisis de ADN y diversas técnicas genéticas se han 
utilizado para confirmar y caracterizar la variabilidad 
en plantas regeneradas por esta vía logrando detectar 
cambios genéticos dentro de las poblaciones 
estudiadas (Karp et al., 1991; Cassells y Curry, 2001), 
siendo una de las técnicas utilizadas aquellas basadas 
en la amplificación aleatoria del polimorfismo (RAPD) 
(Palombi et al., 2007; Agarwal et al., 2015). En este 
sentido, la variación somaclonal es de interés en 
programas de mejoramiento genético (Jain et al., 
2013), para garantizar la fidelidad genética del material 
inicial, y así conservar las características del material a 
propagar. Por lo anterior el objetivo de esta 
investigación fue lograr la regeneración de plantas de 
Phalaenopsis sp. var. Dudú mediante embriogénesis 
somática directa y la evaluación de su estabilidad 
genética por PCR, usando marcadores RAPDs.  

 
MATERIALES Y MÉTODOS 

 
Ubicación del experimento 
 
La presente investigación se llevó acabo en el 
Laboratorio de Biología Molecular Vegetal (LBMV) 
del Centro de Investigación y Estudios Avanzados en 
Fitomejoramiento (CIEAF), Facultad de Ciencias 
Agrícolas de la Universidad Autónoma del Estado de 
México (UAEMéx). 
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Material vegetal 
 
Se empleó una plántula in vitro de la orquídea 
Phalaenopsis sp. var. Dudú de 15-20 cm de altura, 
obtenida a partir de un PLB previamente cultivado in 
vitro (planta madre), utilizando como explante inicial 
segmentos de hojas de 2-5 mm2 (Figura 1A) con 
diferente grado de madurez fisiológica, considerando a 
la primer hoja formada como explante maduro (PH) y 
la tercer hoja formada como explante joven (TH), los 
segmentos de hoja fueron sumergidos en una solución 
antioxidante previendo la posible liberación de fenoles 
al cortar el tejido.  
 
Inducción de embriones somáticos  
 
Veinte segmentos de hoja, provenientes tanto de PH 
como TH, fueron colocados en cajas Petri con el envés 
en contacto con el medio de cultivo, que consistió en 
sales MS (Murashige y Skoog, 1962) al 25%, 60 gL-1 
de sacarosa, suplementado con vitaminas L2 (Phillips 
y Collins, 1979) y 8 gL-1 de agar, el pH del medio se 
ajustó a 5.7 ± 0.1 con NaOH o HCl, posteriormente se 
esterilizó en un autoclave a 121°C y 1.1 kg/cm2 de 
presión por 20 min. Se evaluó el efecto de tres 
concentraciones de la citocinina 6-bencilaminopurina 
(BA) (1.0, 2.0 y 3.0 mgL-1) y tres de la auxina ácido 
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (3.0, 4.0 y 5.0 mgL-

1), en ambos tipos de explante (PH y TH), evaluando 
un total de 18 tratamientos con dos repeticiones, cada 
explante se consideró como una unidad experimental. 
Los explantes se mantuvieron en completa oscuridad a 
una temperatura de 25°C por 15 días, terminado este 
periodo, los explantes se transfirieron a condiciones de 
luz/oscuridad (25 µmol m-2 s-1) con un fotoperiodo de 
16/8 h a 25°C. Se registró el número de embriones 
somáticos (ES) obtenidos a los 60 días después de 
iniciado el cultivo (ddic), considerando solo aquellos 
embriones con un diámetro mayor a 2 mm.  
 
Germinación de embriones somáticos 
 
Los ES obtenidos a los 60 ddic se transfirieron a un 
medio de crecimiento de plántula (CP2), formulado 
con: sales MS al 50% sin reguladores de crecimiento 
vegetal (RCV), adicionado con 20 gL-1 de sacarosa, 
100 mlL-1 de agua de coco, 4 gL-1 de agar, 2 gL-1 de 
gelrite y 0.5 gL-1 de carbón activado, ajustando el 
medio a un pH de 5.5 ± 0.1.  
 
El número de plántulas regeneradas se registró a los 
135 ddic, considerando como plántulas aquellas con 
dos hojas, un mínimo de dos raíces y de 4-6 cm de 
altura. Cabe señalar que, durante todas las etapas del 
cultivo in vitro los explantes fueron transferidos cada 
30 días a medio de cultivo fresco para disminuir la 
formación de fenoles.  
 
 

Adaptación a condiciones ex vitro  
 
Una vez que las plántulas regeneradas alcanzaron una 
altura de entre 4-6 cm se les eliminó los residuos de agar 
con agua destilada estéril, se sumergieron en una 
solución al 25% del fertilizante Growcare®. A 
continuación fueron llevadas a un microtúnel dentro de 
un invernadero, colocándolas en charolas con un 
sustrato formado por fibra de coco y Peat Moss (relación 
1:1). Las plantas permanecieron en estas condiciones 
durante 30 días con un promedio de 50% de humedad 
relativa (HR) y una temperatura entre 20-35 °C.  
 
Análisis estadístico  
 
Se evaluó el efecto de la concentración de dos RCV y 
la posición de la hoja en la inducción de ES, para las 
variables número de ES (60 ddic) y número de 
plántulas regeneradas (135 ddic) se realizó una prueba 
de medias, ajustando los datos con el LogN10 de las 
variables más 1, con la finalidad de reducir el error 
debido a las altas tasas de mortalidad en los 
tratamientos. La comparación de medias en los 
tratamientos se efectuó mediante la prueba de 
diferencia mínima significativa (DMS) de Fisher, a un 
nivel de confianza del 95% con el programa SAS 
Institute Inc. Cary NC. USA versión 9.0 del 2002.  
 
Análisis de la variación somaclonal  
 
Para la evaluación de la variación somaclonal (VS) se 
utilizó tejido foliar de las plántulas regeneradas a los 
135 ddic provenientes de los tratamientos con las dosis 
más altas de ambos RCV (T8 y T9). Para efectuar el 
análisis se eligieron al azar tres plántulas regeneradas 
(clones) por cada tipo de explante y de cada 
tratamiento, dando un total de doce clones evaluados 
(Tabla 1), los cuales fueron comparados con la planta 
madre. Cabe señalar que el tejido seleccionado fue 
vigoroso y presentaba un desarrollo vegetativo normal.  
 
 
Tabla 1. Origen de las muestras de ADN utilizadas 
en el análisis de variación somaclonal. 

Explante Tratamiento (BA-
2,4-D mgL-1) 

No. 
Clon 

Nombre de 
muestra 

Explante 
joven 
(TH) 

T8 (2.0-5.0) 1 M1 
2 M2 
3 M3 

T9 (3.0-5.0) 1 M4 
2 M5 
3 M6 

Explante 
maduro 

(PH) 

T8 (2.0-5.0) 1 M7 
2 M8 
3 M9 

T9 (3.0-5.0) 1 M10 
2 M11 
3 M12 
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Extracción de ADN 
 
El ADN genómico se extrajo siguiendo el 
procedimiento de Arzate-Fernández et al. (2005), 
utilizando 200 mg de tejido foliar de los clones y de la 
planta madre (control positivo), una vez extraído el 
ADN, éste se diluyó en una solución buffer tris-EDTA 
(TE) para ser almacenado a -20°C en un congelador 
General ElectricMR hasta su posterior uso.  
 
Amplificación por PCR y electroforesis de ADN  
 
Para verificar la fiabilidad de los procesos: se incluyó 
como control positivo el ADN de la planta madre.  Se 
utilizaron cuatro marcadores moleculares tipo RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA, por sus siglas 
en inglés) de 10 pares de bases (pb); OPA 01 (5´-
CAGGCCCTTC-3´), OPA 04 (5´-ATTCGGGTCG-
3´), OPA 09 (5´-GGGTAACGCC-3´) y POQ 06 (5´-
GAGCGCCTTG-3´) (Kishor y Devi, 2009). La 
reacción de PCR fue realizada en un volumen total 
final de 10µL el cual contenía; 0.2 µL del iniciador (20 
µM), 0.1 µL de My TaqDNA polymerase (BiolineTM), 
2.0 µL de My Reaccion Buffer (BiolineTM), 1.0 µL de 
ADN genómico y 6.7 µL de agua MilliQ.   
 
Los ciclos de amplificación del ADN se realizaron en 
un termociclador marca Multigene Optimax 
Thermal &\FOHU� modelo TC9610/TC9610-230, 
siguiendo las condiciones de amplificación 
descritas por Kishor y Devi (2009). 
 
La separación de los fragmentos se realizó en 
cámaras de electroforesis horizontal marca 
(DV\FDVW� modelo Minipac III serie 85963 
durante 90 minutos a 80 V y 120 mA que 
contenían 100 ml de solución buffer de 1X TAE 
(Tris-acetato-EDTA) y utilizando un gel de 
agarosa tipo II al 1%. Las muestras se flanquearon 
con un marcador escalera (100-2000 pb) marca 
%LROLQH� EasyLAdder I 100 Lanes. Los 
fragmentos amplificados se visualizaron en un 
Transiluminador marca 893� modelo MP20 
(P/N 95-0398-01). 
 
Para el análisis de la VS se compararon 
visualmente los patrones de bandeo amplificados 
por cada iniciador para cada clon, con el objetivo 
de identificar posibles variaciones genéticas entre 
los clones regenerados y la planta madre (control 
positivo).   
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
Inducción de embriones somáticos  
 
La formación de embriones somáticos (ES) opacos y 
turgentes en la periferia y superficie de ambos tipos de 
explante (TH y PH) se observó a partir de los 15 ddic, 

y a los 60 ddic los ES alcanzaron una forma globular 
(Figura 1B y C). A pesar de las múltiples estrategias 
realizadas para disminuir la oxidación en el tejido 
foliar (incubación en oscuridad, subcultivos semanales 
(Park et al., 2002), y el uso de antioxidantes como el 
carbón activado (Ernst, 1975), el 43.04% de los 
explantes presentaron problemas de este tipo: 
concordando con lo observado en explantes de hoja de 
Phalaenopsis amabilis var. Formosa al utilizar 0.1 y 
1.0 mgL-1 de ácido naftalenacético (NAA), 
respectivamente, donde los explantes tendieron a 
necrosarse (Chen y Chang, 2006). La producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en 
inglés) puede ser activada por inductores específicos 
(como parte del metabolismo natural de la planta) o 
también por mecanismos no específicos, por ejemplo 
en respuesta a un estrés (Azofeifa, 2009). Diversas 
investigaciones indican que los bajos niveles de luz no 
garantizan la reducción de la actividad de las enzimas 
relacionadas con la biosíntesis y la oxidación de 
fenoles como son los casos de Eucalyptu tereticornis 
(Das y Mitra, 1990), Garrya elliptica y Hamamelis sp. 
(Marks y Simson, 1990), en donde la oxidación de los 
fenoles en los explantes no disminuyó a pesar de su 
incubación inicial en oscuridad. Por otro lado, dentro 
de las auxinas, el 2,4-D y en las citocininas, el BA, son 
los RCV que cuentan con un mayor número de 
referencias asociadas con la producción de oxidación 
de tejidos. Zhao et al. (2008) mencionan que en el caso 
particular del cultivo de tejidos in vitro, los procesos 
de oxidación pueden ser causados principalmente por 
el efecto abrasivo del desinfectante, cortes que sufre el 
explante, composición del medio de cultivo, entre 
otros. Así mismo, Azofeifa (2009) sugiere que en la 
etapa de establecimiento in vitro, luego de cortar los 
explantes, muchos de ellos comienzan a perder su 
coloración e inician un oscurecimiento, liberando 
frecuentemente exudados oscuros al medio de cultivo. 
Se conoce que las ROS se generan en diferentes 
organelas celulares como los peroxisomas y los 
lisosomas, a consecuencia de los cortes generados en 
los explantes (Karp, 1991). Lo anterior explica lo 
observado en los explantes utilizados, formándose 
círculos oscuros en la zona de contacto explante-medio 
de cultivo.  
 
Por otra parte, no se encontraron diferencias 
significativas entre los mejores tratamientos para la 
inducción de ES a los 60 ddic utilizando ambos 
explantes (TH y PH), ya que, el mayor número de ES 
osciló entre 14.0-14.5 (Tabla 2), existiendo una 
diferencia de solo 0.5 ES. Sin embargo, se observó una 
correlación entre la concentración de los RCV y el tipo 
de explante, puesto que la dosis más alta de 2,4-D (5.0 
mgL-1) fue necesaria para generar el mayor número de 
ES utilizando TH, con excepción del T9 en donde el 
resultado se vio afectado por la dosis alta de BA (3.0 
mgL-1), mientras que con el explante PH el mayor 
número de ES se generó con la menor concentración 
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(1.0 mgL-1) de esta auxina. Al parecer la adición de la 
citocinina BA fue complementaria en la inducción de 
ES, ya que los resultados indican que con 1.0 mgL-1 de 
este regulador es suficiente para obtener la mayor 
cantidad de ES (Tabla 2). Es muy posible señalar la 
acción endógena de ambos RCV en el explante, ya que 
posterior al cambio de medio de cultivo CP2 se 
observó un continuo desarrollo de PLBs en el explante 
inicial sin la presencia de RCV, sugiriendo un efecto 
residual.      
 
La diferenciación de los ES hasta la visualización de 
los primordios foliares (Figura 1D) y la aparición de 
diminutos pelos radiculares (Figura 1E) comenzó a los 
90 ddic. El mayor número de plantas regeneradas 

(PRG) a los 135 ddic se obtuvo con el explante PH 
siendo de 29.8 PRG/explante (Figura 1F) utilizando el 
T8 (2.0-5.0 mgL-1 BA-2,4-D), superando lo observado 
por Chen y Chang (2006) en Phalaenopis amabilis, 
quienes reportaron 19.4 ES por explante utilizando 3.0 
mgL-1 de TDZ; asimismo con el explante TH se 
obtuvieron 18.6 PRG/explante utilizando el T6 (3.0-
4.0 mgL-1 BA-2,4-D) (Tabla 2). Lo anterior pudo 
deberse al efecto residual de los RCV utilizados en la 
fase previa (inducción de ES), los cuales a través del 
tiempo fueron incrementando el número de ES a pesar 
del cambio de medio de cultivo sin RCV. Sin embargo, 
el cambio de medio influyó en la supervivencia del 
material vegetal regenerado en el caso de ambos tejidos

    
 
Tabla 2. Respuesta morfogenética de Phalaenophsis sp. var. Dudú en los tratamientos evaluados para la 
inducción de embriones somáticos y su posterior regeneración a plántulas.  

Letras iguales, no hay estadísticamente diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05), utilizando la prueba 
DMS de Fisher, *T=tratamiento. 
 
 

 
Figura 1. Regeneración in vitro de plantas de Phalaenopsis sp. var. Dudú, vía embriogénesis somática directa a partir de 
segmentos de hoja. A) Distribución del tejido foliar en Caja Petri a los 30 ddic, con 3 mgL-1 de BA y 5 mgL-1 de 2,4-D; 
flechas señalan los embriones somáticos formados en el explante (barra=10 mm). B y C) tejido foliar a los 60 ddic con 
ES en su periferia (B) y superficie (C). D) Diferenciación de primordios foliares (flechas) en los ES a los 90 ddic en el 
medio CP2 (barra=3 mm). E) Formación de raíces (flecha) en clusters de ES a los 90 ddic (barra= 3 mm). F) Plántulas 
regeneradas de 4-6 cm de altura, con hojas y raíces a los 135 ddic (barra =2 cm). G) Plántulas regeneradas en el proceso 
de aclimatación bajo condiciones de invernadero a los 160 ddic (barra=3 cm).  

T* 
Reguladores de Crecimiento Vegetal 

(mgL-1) 
Embriones somáticos (60 

ddic) 
Plántulas regeneradas  

(135 ddic) 
BA 2.4-D TH PH TH PH 

1 1.0 3.0 2.0 e 14.5 a 0 15.4 c 
2 2.0 3.0 10.0 b 13.6 a 7.5 b 14.5 c 
3 3.0 3.0 2.0 e 13.0 a 0 2.5 e 
4 1.0 4.0 10.0 b 11.5 b 0 27.0 a 
5 2.0 4.0 2.0 e 7.5 c 0 11.6 d 
6 3.0 4.0 8.5 c 8.5 c 18.6 a 15.5 c 
7 1.0 5.0 14.0 a 10.0 b 9.0 b 0 
8 2.0 5.0 13.0 a 8.5 c 7.0 b 29.8 a 
9 3.0 5.0 4.0 d 8.0 c 5.0 c 19.0 b 
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acentuándose con TH donde el tejido comenzó a 
oxidarse en la mayoría de los tratamientos, terminando 
en una necrosis parcial o total de los explantes, este 
cambio morfogenético influyó en los resultados 
obtenidos, ya que no se encontró una asociación entre 
los mejores tratamientos de inducción de ES y su 
posterior regeneración a plántulas. 
 
No se encontraron diferencias significativas entre el 
total de los tratamientos, la edad fisiológica del 
explante y su interacción con los RCV usados. Solo la 
dosis por separado y la combinación de los RCV 
influyeron en el número de ES obtenido y a su 
posterior desarrollo a plántulas. No obstante, la 
interacción de la edad fisiológica del explante y la 
cantidad de RCV individual si juegan un papel 
importante en la respuesta in vitro de Phalaenophsis 
sp. var. Dudú.  
 
Adaptación ex vitro 
 
Pasados 135 ddic, el total de las plántulas regeneradas 
in vitro habían desarrollado al menos dos hojas y raíces 
por lo que fueron transferidas a charolas (Figura 1G). 
Después de 3 semanas en adaptación, el porcentaje de 
supervivencia de las plántulas fue de 96%.   
 
Análisis de la Variación somaclonal  
 
En el presente estudio, los cuatro iniciadores utilizados 
para el análisis de la variación somaclonal (VS) 
generaron fragmentos claros de entre 400 y 2000 pb, 

con excepción de la muestra cinco (M5) la cual no 
amplificó con ninguno de los iniciadores utilizados. A 
manera de verificación se realizó una nueva extracción 
de ADN obteniéndose los mismos resultados.  
 
Utilizando el iniciador OPA 01 (Figura 2A) se 
amplificaron dos bandas de un tamaño de 600 y 900 
pb, la muestra tres (M3) obtenida con el explante TH 
en el T8 (2.0-5.0 mgL-1 BA-2,4-D) presentó variación 
al no amplificar la banda de 500 pb, de igual manera al 
utilizar el T9 (3.0-5.0 mgL-1 BA-2,4-D) con el explante 
PH la M9 y M11 no amplificaron ninguna banda lo que 
indica una posible VS obtenida con este iniciador. En 
el caso del iniciador OPA 04 (Figura 2B) se 
amplificaron un total de siete bandas en un rango de 
tamaño de 400 a 1100 pb, todas ellas polimórficas 
obteniéndose con este indicador el mayor porcentaje 
de polimorfismo (100%) de los cuatro iniciadores, caso 
contrario a lo observado con el iniciador OPA 09 
(rango de 800-2000 pb) y en el cual no existió 
variación genética dentro de ninguna de las muestras 
de los clones evaluados (Figura 2C). Finalmente, el 
iniciador OPQ 06 generó una banda de 1500 pb, ésta 
no fue amplificada en las muestras M1 y M3, 
indicando un posible cambio genético dentro de las 
plantas regeneradas con el explante TH proveniente 
del T8 (Figura 2D).  Cabe señalar que sólo al utilizar 
el iniciador OPA 01(Figura 2A) se encontró 
estabilidad genética en relación al DNA extraído de la 
planta madre (CP), lo que indica una alta variación 
genética del material vegetal regenerado respecto al 
CP. 

 
 

 
Figura 2. Productos de amplificación de PCR utilizando iniciadores tipo RAPD en clones de Phalaenopsis sp. var. 
Dudú, obtenidos de dos explantes diferentes (PH=explante maduro, TH=explante joven) mediante la técnica de 
embriogénesis somática directa. A) Iniciador OPA 01, B) Iniciador OPA 04, C) Iniciador OPA 09, D) Iniciador OPQ 
06. MI-M3 clones regenerados a partir del explante joven (TH) en el T8 (BA 2.0-2,4-D 5.0 mgL-1), M4-M6 clones 
regenerados a partir del explante joven (TH) en el T9, M7-M9 clones regenerados a partir del explante maduro (PH) 
en el T9 (BA 3.0-2,4-D 5.0 mgL-1), M10-M12 clones regenerados a partir del explante maduro (PH) en el T9. CP= 
control positivo, CN= control negativo, pb= pares de bases. Mr= marcador de peso molecular. 
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A pesar de la pequeña población estudiada y del 
número de iniciadores, la respuesta de los materiales 
analizados fue evidente. Los cuatro iniciadores 
utilizados indicaron VS en al menos una de las 
muestras estudiadas, mostrando una alta inestabilidad 
en el tejido propagado en ambos tratamientos (T8 y 
T9), utilizando ambos tipos de explantes (PH y TH). 
Por lo tanto, en este estudio la edad fisiológica del 
explante no influyó en la estabilidad genética de las 
plantas regeneradas. De acuerdo a estudios previos, las 
tazas, tipos y efectos de la variación somaclonal son 
sumamente distintos entre especie, genotipo, sistema 
de regeneración, número de subcultivos etc. (Bairu et 
al., 2011; Wang y Wang, 2012; Peng et al., 2015). El 
sistema de regeneración utilizado en el presente trabajo 
consistió en varios pasos, incluyendo subcultivos 
previos de PLB´s que atravesó el tejido inicial o planta 
madre, inducción de PLB´s y formación de plántulas. 
Wang et al. (2019) observaron VS en somaclones de 
Oncidium 'Milliongolds' coincidiendo con la presente 
investigación al utilizar un sistema de regeneración a 
través de PLB´s y con largos tiempos de cultivo del 
explante inicial. Adicionalmente, ambos tratamientos 
(T8 y T9) contenían la dosis más alta del RCV 2,4-D, 
(5.0 mgL-1); al respecto se ha reportado que esta auxina 
puede influir en la cantidad de variación genética de 
los brotes regenerados (Gutiérrez et al., 2003).   
 
Otra posible explicación de la variación genética 
encontrada es el nivel de oxidación que sufrieron los 
explantes durante el proceso de micropropagación. 
Nagl (1990) ha discutido la relación de la variación 
somaclonal por el estrés y los cambios ontogénicos en 
los genomas de las plantas argumentando que el 
genoma de las plantas es inherentemente fluido, 
ejemplo de ello es Linum usitatissimum (Schneeberger 
y Cullis, 1991) y Musa spp. (Cullis et al., 2006) que 
están bien caracterizados por presentar inestabilidades 
genéticas asociadas a la variación somaclonal por 
estrés oxidativo. El incremento de ROS está asociado 
con un estrés biótico y abiótico (Bartosz, 1997). ROS 
tiene un rol en la inducción de variabilidad en el 
genoma de la planta por la activación de transposones 
(Grandbastien et al., 1997). Si bien, gran parte de los 
efectos inducidos por ROS, debido al corte del 
explante, pueden ser localizados, algunos ROS pueden 
migrar a través de las membranas y causar efectos 
directamente en ella o mediante la peroxidación 
lipídica de la membrana, en el nivel de ADN de las 
células bajo estrés y a las células circundantes. ROS 
han sido confirmadas como causantes de cambios 
epigenéticos y genéticos en el ADN (Cassells y Curry, 
2001). No obstante, la VS con el apoyo de una 
regeneración eficiente, puede ser utilizada para la 
obtención de material vegetal con caracteres deseados 
(Gutiérrez et al., 2003) en programas de mejoramiento 
genético. Por lo anterior es importante dar seguimiento 
al material vegetal obtenido, ya que la variación 

somaclonal puede ser espontánea y los cambios 
podrían ser heredables o no (Anu et al., 2004).  
 

CONCLUSIONES  
 
Se logró la propagación in vitro de Phalaenopsis sp. 
var. Dudú, utilizando 2.0-5.0 mgL-1 BA-2,4-D en el 
explante maduro (PH).     
 
El análisis de ADN reveló inestabilidad genética en las 
plantas regeneradas mediante embriogénesis somática 
utilizando iniciadores tipo RAPD.  
 
Este es el primer reporte de la regeneración in vitro de 
Phalaenopsis sp. var. Dudú, así como el análisis de la 
integridad genética del material regenerado. Estos 
resultados pueden ser utilizados en un programa de 
mejoramiento genético en orquídeas.  
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