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Respuesta de la embriogénesis somitica directa en tres regiones foliares de Phalaenopsis amabilis
Response of direct somatic embryogenesis in three leaf regions of Phalaenopsis amabilis
David Isauro De La Cruz Ciceres', Maria Emilia Ruiz Sanchez', Juan Carlos Guerrero-Abad”
RESUMEN

Fue explorado el efecto de dcido naftalenacético (ANA) y 1-fenil-3+(1.2,3-tiadiazol-5-ilJurea (TDZ) en segmentos
de hojas inmaduras de Phalaenopsis amabilis. Para este experimento, se emplearon tres regiones foliares de
12x1. 7mm (basal, medial y apical) sobre diferentes concentraciones de ANA (0.00; 0.53 y 5.37 pM) y TDZ (0,00;
0.45; 4,50 y 13,60 pM), acompaiiado de sales minerales Murashige y Skoog (1962) y suplementado con 10,0 mg/L
Myo-inositol, 0,5 mg/L Pyridoxinc. 0.1 mg/L Thiamine, 2,0 mg/L Glycine, 170,0 NaH,PO,, 2,0 g/L Peptona,
20,0 g/L de Sacarosa y 3,75 g/L de Agar, ajustado a un pH 5,2. Segmentos foliares fueron incubados en oscuridad
sobre diferentes concentraciones y combinaciones hormonales por un lapso de 30-45 dias y luego sometidos a luz. El
porcentaje de induccion de callos evaluados en los tratamientos en estudio demuestra que a los 30 dias de induccién
existe un 100% de reactividad callogénica. La aparicion de estadios globulares brionarios en segmentos de
hoja de Phalaenopsis amabilis, fue posible en los tratamientos T,, T T, y T,. De forma interesante la mayor
formacion de estructuras somaticas pro-embrionarias estuvieron pmnl:s enla mglon basal, sin la necesidad de la
adicién independiente o combinatoria de ANA o TDZ. Sin embargo, la mayor cantidad de plant:s regeneradas tan
solo fue posible en estructuras pro-embrionarias de la region basal, conteniendo 0,53 uM de ANA.

Palabras clave: Phalaenopsis amabilis., acido naftalenacético, thidiazurén, segmento foliar.
ABSTRACT

It was explored the effect of 1-naphthalencacetic acid (ANA) and 1-phenyl-3+(1, 2, 3-tiadiazol-5-il) urea (TDZ) in
immature leaf segments of Phalaenopsis amabilis. For this experiment, three foliar regions of 12 x 1.7 mm were used
(basal, medial and apical) on different concentrations of ANA (0.00; 0.53 and 5.37 uM) and TDZ (0.00; 0.45; 4.50
and 13.60 pM), with Murashige y Skoog mineral salts (1962) and supplemented with 10.0 mg/L Myo-inositol, 0.5
mg/l Pyridoxine, 0.1 mg/l Thiamine, 2.0 mg/l Glycine, 170.0 mg/l NaH,PO,, 2.0 g/L Peptone, 20.0 g/L sucrose and
3.75 g/L Agar, adjusted to pH 5.2. Leaf segments were incubated in darkness on different concentrations and
hormonal combinations for a period of 30-45 days and then exposed to light. The percentage of callus induction
evaluated in the treatments under study shows that 100% of callogenic reactivity was achieved at 30 days of
induction. The emergence of pro-embryonic globular stages in leaf segments of Phalaenopsis amabilis, was possible
in the treatments T1, T2, TS and T6. Interestingly, the greater formation of somatic pro-embryonic structures were
present in the basal region, without the need for the independent or combinatorial addition of ANA or TDZ. However,
the largest number of regenerated plants was only possible in pro-embryonic structures of the basal region,
containing 0.53 M of ANA.

Keywords: Phalaenopsis amabilis., naftalenacético acid, thidiazuron, foliar segment.

Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de San Martin (UNSM), Jiron Amorarca N*
315, Tarapoto, Peri
“Autor de correspondencia. E-mail: je. gucrrero.abad@gmail.com

72 Rev. de investig. agroproduccion sustentable 1(3): 72-78, 2017  ISSN: 2520-9760





index-1_1.jpg
@O0
Rociido, 5109701 Aceploco, 1709017 ___DOM02817/aps 0173377 Ao et

Respuesta de Ia embriogénesis somitica directa en tres regiones foliares de Phalaenopsis amabilis

Response of direct somatic embryogenesis in three leaf regions of Phalacnopsis amabilis
‘David Isauro De La Cruz Ciceres', Maria Emilia Ruiz Sénchez', Juan Carlos Guerrero-Abad”

RESUMEN

Fue explorado el efecto de dcido naftalenacético (ANA) y I-fenil-3-(1,2, 3-tiadiazol-S-iljurea (TDZ) en segmentos
de hojas inmaduras de Phalaenopsis amabilis. Para este experimento, se emplearon fres rogiones foliarcs de
12x1.7mm (basal, medial y apical) sobre diferentes concentraciones de ANA (0.00; 0.53 y 5.37 uM) y TDZ (0,00;
0.45;4,50y 13,60 M), acompafiado de sales minerales Murashige y Skoog (1962) y suplementado con 10,0 mg/L
Myo-inositol, 0,5 mg/L_Pyridoxine, 0,1 mg/L Thiamine, 2.0 mg/L Glycine, 1700 mg/L NaH,PO,, 2,0 g/L Peptona,
20,0 ¢/L de Sacarosa y 3,75 /L de Agar, ajustado a un pH 5,2. Segmentos foliares fucron incubados en oscuridad
Sobre diferentes concentriciones y combinaciones hormonales por un lapso de 30-45 dias y luego sometidos a luz. El
‘porcentje de induccion de callos evaluados en los tratamientos en estudio demuestra que a los 30 dias de induccién
existe un 100% de reactividad callogénica. La aparicion de estadios globulares pro-cmbrionarios en segmentos de
hoja de Phalaenopsis amabilis, fue posible en los tratamientos T,, T., T, y T,. De forma interesante la mayor
formacion de estructuras somaticas pro-cmbrionarias cstuvieron presenies en la region basal, sin la necesidad de la
adicién independiente o combinatoria de ANA o TDZ. Sin embargo, la mayor cantidad de plantas regeneradas tan
solo fue posible en estructuras pro-embrionarias de la region basal, conteniendo 0,53 M de ANA.

Palabras clave: Phalaenopsis amabilis., cido nafialenacétic, thidiazuron, segmento foliar.
ABSTRACT

It was explored the effect of I-naphthalencacetic acid (ANA) and 1-phenyl-3~(1, 2, 3-tiadiazol-5-il) urea (TDZ) in
immature leaf segments of Phalacnopsis amabilis. For this experiment, three foliar egions of 12 x 1.7 mm wereused
(basal, medial and apical) on different concentrations of ANA (0.00; 0.53 and 5.37 uM) and TDZ (0.00; 0.45: 4 50
and 13,60 uM), with Murashige y Skoog mineral sals (1962) and supplemented with 10.0 mg/L Myo-inosital, 0.5
mg/l Pyridoxine, 0.1 mg/l Thiamine, 2.0 me/l Giycine, 170.0 mg/l NaH,PO,, 2.0 gL Peptone, 20.0 g/ sucrose and
375 g/L Agar, adjusted to pH 5.2. Leaf scgments were incubated in darkness on different concerrations and
hormonal combinations for a period of 30-43 days and then exposed to light. The percentage of callus induction
evaluated in the treatments under study shows that 100% of callogenic reactivity was achieved at 30 days of
induction. The emergence of ro-embryonic globular stages i leaf segments of Phalacnopsis amabilis, was possible
inthe treatments T1. T2, T5 and T6. Interestingly, the greater formation of somatic pro-embryonic structures were
presentinthe basal egion, without the need for the independent or combinatorial addition of ANA or TDZ. However,
the largest number of regenerated plants was only possible in pro-cmbryonic structures of the basal region,
containing .53 M of ANA.

Keywords: Phalaenopsis amabilis.,nafialenacético acid, thidiazuron, foliar segment.
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Tabla 1. Combinacién de reguladores de crecimiento ANA (0.0;
053y537 M)y TDZ(0.00,0.45;4 0y 13 604M)

Factor (\) _Factor (B)
Tratamientos Clave
ANA [uM | TDZ [uM |

T abi 00 T
T a0 045
TS am 0w 450
T4 abs 000 1360
TS A 08 000
T6 a2 08 045
7 a8 4.50
TS am 08 1360
To o am 53 000
To am 537 045
T ams sy 450
T2 ama 537 1360

cién) fue de 01 tubo de ensayo de 25 x 150 mm., con
medio de cultivo inclinado conteniendo 03 segmentos
foliares de diferentes regiones (base, medioy apice) de:
12,0 1.7 mm/segmento. El experimento consistié de.
12 tratamientos y 10 repeticiones.

Parimetros de evaluacién

Para este estudio, fue evaluado la formacién de callo
encadacxplante callogénesis) hasta completarlos 30,
40y 60 dias de incubacién. De la misma forma fue
evaluado el nimero de estructuras proembrionarias en

os fragmentos comprendidos por cada region de teji-

do (basal, medial y apical),y finalmente fue cuantifica-
do ¢l nimero de plantas regencradas por cada trata-

‘mientoy cada region foliar.

ILRESULTADOS
Segmentos foliares de Phaleanopsis de tres regiones
(basal, medial y apical) de 12 1.7 mm, fueron obteni-
dos a partir de plintulas propagadas a partr de semilla
botdnica sobre condiciones in vitro (Figura 1) La
incubacién de estos segmentos sobre diferentes
‘medios de cultivo (Tabla 1) generd una respuesta a la
formacin de callos a partir de los 30 dias, incremen-
tindose esta respuesta hasta los 60 dias (Figura 2)
Concentraciones endogenas propias del tejido en
Phaleanopsis amabilis promueven una callogénesis
en un 66,67% para la regién basal y medial, y un 33%
para la regi6n apical. La adicién de 0.45 uM de TDZ
incrementa la callogénesis en un 100% para las tres
regiones foliares aqui estudiadas (T2). Un escenario
‘muy distinto fue constatado cuando se evalud la res-
puesta de ANAen 0,53 y 5,37 M (TS, T9), donde no
sehaevidenciado una respuesta claraa la callogénesis.
De igual manera, el incremento de TDZ  de 4.50 a
13,60 M disminuye la callogénesis (T3, T4). Nues-

tros resultados sugieren que existen respuestas en

‘gencas que promucven la callogenesis cn scgmentos
foliares de Phaleanopsis amabil, constatindose un
posible gradiente decreciente de reguladores de creci-

miento presente desde la base hasta el dpice de las

Figura 1. Viroplanas de Phaleanopsis amabils: A,

Jantas crecidas e fraseos de 15 onzas por un

perodo de 4 mescs. B, Plantacntrcocidapor 6 meses, tlizada para ] et de segmcatos

folisres d tesregioncs: -Basil,
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LINTRODUCCION
El géncro Phalaenopsis representa ¢l grupo mis
importante de orquideas en ¢l mundo en materia de
comercializacién y diversidad de hibridos selectos,
por la durabilidad de sus flores en planta y flores de
cort. A diferencia de otras orquideas, su crecimicnto
monopodial lento ha dificultado su propagacion
ascxual por brotacion de hibridos sobresalientes,des-
cantindose la posibildad de propagarias por Ia via
asexual (Gil, 1987). Enire los principales paises pro-
ductores de orquideas cabe destacar Brasil, China,
Costa Rica, Estados Unidos, Filipinas, Indonesia,
Paises Bajos y Tailandia. Alrededor del 75 % de lss
orquideas comercializadas  ivel mundia pertenccen
al género Phalaenopsis. Estas son orquides sin et
dobulbo, tienen raiceslargas, hojas suculentasy creci-
miento monopodial. Sus fores estin agrupadas de
forma sincronizada, destacadss por su color blanco,
rosa, malva o amarillo. Las mismas que se conservan
en buen estado entre 6 a 10 semanas, convirtiéndolas
enplantas omamentales spropiadas para nteior (Har-
pe,2004)

El cltivo d tejidos vegetales, como técnica,consiste
esencialmente en aislar una porcion de la planta y
brindarle las condiciones fisicas  quimicas de forma
artificial con el fin de que las células expresen su
potencial intrinseco o inducido (Thorpe, 1981)
Protocolos convencionales de propagacicn i itro
han sido desarrollados en el géncro Phaleanopsis y
usualmente con ¢l propdsito de su propagacion
(Tanaka ral. 1975; Aty Ermst, 1993; Emnst, 1994:
Cheny Piluck, 1995; Duan et al, }1996: Ishi e .
1998; Islam  Iehihashi, 1999; Chen er al, 2000;
Young efal 2000; Tokuhara y Mii, 2001; Park er .,
2002). Todos ellos buscando generar protocormos a
parti de semilla sexual. Protocolos de propagcion via
embriogénesis somitica, una v asexual que ascgura
o regeneracién de plantas complets. fucron
reslizados en Phaleanopsis empleindose diferentes
concentraciones de deido nafalemacético (ANA) y 1-
fenil-3-(1,23-tadiazol-S-il)urea (TDZ), utlizindose
fragmentos enteros de hojas inmaduras (Chen y

o do invest. agroprodceién susianabie 1(3): 7278, 2017 1SSN: 28209760 73

Chang, 2006; Gow ef al., 2010). A diferencia de las
investigaciones anteriores, el propésito de la presente
investigacién fue determinar la regién foliar mis
activa de respuesta a la embriogénesis somitica de
pequefios fragmentos foliares sobre la presencia de
(1,23

tiadiazol-5-iljurea (TDZ). Nuestros resultados

icido naftalenacético (ANA) y I-fen

sugieren que la region mis activa a la embriogénesis
somitica directa en Phaleanopsis amabilis, cs la
regién basal, con una probable participacién endégena

dereguladores de recimicnto.

ILMATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de erec
Hojas inmaduras de Phalaenopsis amabilis, obtenidas
a partr de plantas propagadas por semillss durante

nto

siete meses fueron seccionadas como material incial
Elsegundo par de hojas de Phaleanopsis fucron selec-
cionadas para segmentar pequefios explantes de
12x1,7mm de tres regiones: basal, medioy apical. Tres
fragmentos/ubo de ensayo fueron inoculados en un
‘medio de cultivo para I induccion de callos. Se prepa-
26 un medio de cultivo conteniendo sales minerales
MS a % concentracion suplementado con 20,0 mg/L
Myo-inositol, 1.0 mg/L Pyridoxine, 0.20 mg/L Thia-
‘mine, 4.0 mg/L Glycine, 340.0 mg/L NaHLPO, 4,0 /L
Peptona, 40.0 /L de sacarosa, 6,75 g/Lde Agar - Agar

fraceionada en 12 partes, a las cuales se les adiciono

diferentes concentraciones de cido naftalenacético
(ANA) y thidiazurén (TDZ) de acuerdo a la combina-
ci6n de los miveles de estudio (Tabla 1), ajustando a un
pH de 5.2 para todoslos tratamientos. 12 mL de medio
de cultivo fucron dispuestos cn tubos de ensayo de
25x150 mm. Los tubos de ensayo conteniendo el
medio de cultivo fueron inclinados para formar un
ngulo de 30° hasta conseguir su gelificacion.

Diseito experimental

Fue empleado un disefio completamente al azar con
armeglo factorial 3 x4: Factor (A): dcido nafialenacy
€0(0.00:0,53y 5,37 M)y Factor (B):thidiazuron [1-
fenile3+(1,2,3-tiadiazol-S-il)urea] (0.00; 045; 4,50 y
13,60 M), donde cada unidad experimental (repeti-
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Figuea 3. Caracteizacién de estructuras pro-embrionarias durantc
I formacidn de cmbriones somsticos A Segmento oiar
basal con callo embriogénico (Ce) a los 40 diss de
inducein. B, Segmentofoliarbasla los 45 deinduccidn
con cstructuras embiogénicas e estadio globular (),
corszin (Co)y orpedo (o). C. D, Estructuasen csadic
cotedonar, oméndose protocormo (PY). D Transcion e
protocormas (P aplantas completas (Pe),a os 160 dis
deinduccion ().

embrionarias anticipa Ia transforms

ion de plantas
completas, teniendo al estadio cotiledonar como el
itimo estadio. De la misma forma que en estructuras
pro-cmbrionarias, fue cuantificado el nimero de
regenerantes totales/explante a nivel de cada trata-
miento. Una vez mis nuestros resultados demuestran
que condiciones endogenas establecidas cn los seg-
mentos foliares basal y medial viabiliza la transforma-
ci6n de plantas completas en Phaleanopsis amabilis.
con un promedio de 6,40 a 4,67 regeneran-
tes/segmento (Tabla 2; T1), respectivamente. A dife-
rencia de esta observacién el empleo de concentracio-
nesde ANAy TDZ reducen el nimero de plantas rege-
neradas (Tabla 2; T2, T5 y T6).

Adicionalmente a estos resultados, fise realizado cl

‘monitoreo de los cambios morfologicos de estructu-
ras pro-embrionarias a partir de segmentos foliares
basales en Phaleanopsis amabilis, sin la adicion de
ANA y TDZ. Este monitoreo fue realizado desde la
formacion de callos hastala ransformacién en plantas
‘completas (Figura 3). Nuestras observaciones eviden-
cian que segmentos oliares basales tienen alta capaci-
dad embri

ica y las transiciones de cada fase s

muy diferenciada hasta obtener I regeneracién de

plantas completas

IV.DISCUSION

Mensajeros quimicos que regulan ¢l desarrollo en
plantas han sido caracterizados ampliamente en plan-
tas, muchas de estas moléculas estin dispuestas en
bajas concentraciones a nivel endgeno. Sin embargo,
su papel es erucial en el desarrollo y organizacién de
érganos. Induccion de la embriogénesis somitica en
Phaleanopsis no es un topico nuevo, todos ellos tienen
como objetivo generar una metodologia capaz de
poder clonar plantas completas con caracteristicas
descables. La formacién de callos a parti de segmen-
tos foliares del2 x 1.7 mm es una contribucién nueva
en este trabajo de investigacion, debido que en traba-
jos anteriores se ha utilizado hojas enteras como mate-
sial de induccién (Chen ef al, 2000). El empleo de
reguladores de erecimiento como ANA y TDZ tam-
bién fisron utlizados para Ia induccion de la embrio-
‘génesis somitica en Phaleanopsis, sugiriéndose que
son necesarios para el proceso de induccion de la

embriogér

somitica directa (Cheny Chang, 2001
Gow etal,, 2010; Feng y Jen-Tsung ef al, 2014). Nues-
tros resultados, demuestran un escenario distinto,
donde segmentos de l region basal y medial de hojas
enteras bajo condicién endogena (sin la adicion de
ANA y BAP) poscen la capacidad de inducir callo
embriogénico, generar estructuras pro-embrionarias y
transformar plantas completas. Probablemente, la
dimension de segmentacin de las regiones foliares
aqui estudiadas poseen mayor capacidad de estar en
contacto con el medio nutritivo y por tanto una mayor

respuesta a una condicién intrinseca. Observaciones

76 e de s sgroproduceion sustentable 13): 72.78 2017 1SSN: 2520.760
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Figura 2. Respuesta de calogénesis en tres regiones folars de
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independientsy combinstorissde ANAY TDZ (1 T2
T12; Tbla 01, durante 30 (Barmas blancas), 40 (Bamas
sy 0 (Baras negras)dias espectivamente.

hojas. De I misma forma, muestros resultados sugie-
renque laadicion de TDZ en concentraciones menores
20,45 uM potencializan lacallogénesis.

Callos celulares son agrupamientos que pucden tener
dos destinos, ser embriogénicos y no embriogénicos.
El resultado de tener un callo embriogénico es su dife-
renciacion a estructuras embrionirias, ampliamente
caracterizadas en plantas modelo como Arabidopsis
thaliana. Esta secuencia embrioniria que deriva de
clulas somiticas son muy semejantes a la embriogé-
nesis zigdtica, entre las transiciones mis conocidas
estin las estructuras globulares, corazén, torpedo y
cotiledonar, también conocidas como estructuras pro-
embrionarias. Nuestro interés fue cuantificar estas
estructuras pro-embrionarias en los segmentos folia-
res estudiados y nuestros resultados demuestran que
segmentos fliares basales y mediales sobre condicio-
nes endogenas promucven la formacién de estructuras
‘Somiticas pro-embrionarias con un promedio de 12,67
38,67 pro-embrioides/scgmento respectivamente. Un
contraste muy diferente para segmentos foliares apica-
les(Tabla 2:T1). La adicion de TDZ y ANAde forma
ercciente tiene una respuesta negativa en la formacién
de estructuras pro-cmbrionarias (Tabla 2; T2, T3, T4,
TSyT9).

Es bien conocido que Ia formacion de estructuras pro-

Tabla 2 Elfectode ANA Y TDZ.en  fomaciin diret d estructuras pocmlionaris y regenceacin de plantas  par de segrmentos folares

(Basal Medialy Apical)de Phalaenopsis amabils

N° depro -embrioides

N°deplantas regeneradas

ANA TDZ Explante dehoja Explantedehoja
M) M) Basal Medial __Apice Basal Medial __Apice

000 000 126704 86703 000:00° 6405015 467503 000:00°
000 045 76703 300:01° 133#0,1*  26703°  300:0.1° 000:00°
000 4,50  000:00°  000:00° 000:00° 000:00° 000:00° 000:00°
000 1360  000:00°  000:00° 000:00° 000:0.0° 000:00° 000:00°
053 000 767402°  000:00° 033203 433:02°  000:00° 033202
053 045 467:03°  000:00° 000:00° 33302°  000:00° 000:00°
053 4,50 000:00°  000:00° 000:00° 000:0.0° 000:00° 000:00°
053 1360 000:00°  000:00° 000:00° 000:00° 000:00° 000:00°
537 000 000:00°  000:00° 000£00° 000£0.0° 000:00° 000:00°
537 045 00000°  033:02° 000:0.0° 000:0.0° 000:00° 000:00°
537 4,50 000:00°  000:00° 000:00° 000:00° 000:00° 000:00°
537 1360 000:00°  000:00° 000:0.0° 000£0.0° 000:00° 000:00°

“Valoresdiferentessobrscrtos e una mistalinca son estdisicamentediferentes deacuerdoal st de Tukey (p<0.01)

Fow do invest. agroprodceién susienabie 1(3): 7278, 2017 1SSN: 25209760 75
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similares fueron reportadas cuando se estudié embrio-
énesis somitica dirccta en segmentos de hoja basal y
apical, donde se registré mayor actividad embriogéni-
apara Oncidiumy Dendrobium (Cheny Chang 2001;
Chung et al., 2005; Chung ef al, 2007). Finalmente,
‘nuestros resultados demuestran que segmentos de hoja
en Phaleanopsis amabilis dispuestas en menores
dimensiones mejoran la capacidad de respuesta
embriogénica, y gran parte de su respuesta embrioge:

nica en regiones mediales y basales dependen de su
condicidn fisiologica endogena en un 66,67%. Nues-
tros resultados que idenifican Ia secuencia de regene-
racion de plantas via embriogénesis somitica dirccta
‘pueden ser utilizados como modelo para el estudio de

transiciones embrionarias en Phaleanopsis amabilis

V.CONCLUSIONES
Se ha logrado determinar una metodologia para la
induccion de la embriogénesis somitica directa en
Phalacnopsis amabilis.,a partir de segmentos foliares.
Donde el uso de segmentos de hoja basal y medial de:
12x1.7 mmsin la adicién de ANA y TDZ promueve la
capacidad de inducir callo embriogénico, generar
estructuras pro-embrionarias y transformar planas

completas.
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