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SUMMARY 

Background: Phalaenopsis is an orchid of economic importance worldwide. Its natural reproduction is slow due to 

its monopodial growth (a single apical meristem). Therefore, it is necessary to make in vitro propagation protocols 

more efficient. Objectives: 1. To evaluate three concentrations of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in 

combination with three of 6-Benzyl Adenine (BA) in the in vitro induction of protocormic like bodies (PLBs) at from 

leaf explants of Phalaenopsis sp. var. Dudu, under three periods of darkness, 2. To test the effect of four concentrations 

of honey water and fermented sap, as organic complexes (CO), on the in vitro multiplication rate of PLBs. 

Methodology: Two tests were carried out: Test 1. Three concentrations of 2,4-D (3, 4, 5 mgL-1) and three of BA (1, 

2, 3 mgL-1) were evaluated in leaf explants of Phalaenopsis sp., combined with three periods of darkness 14, 21, 28 

days in a completely randomized design with a trifactorial arrangement (27x10). Test 2. Four concentrations of honey 

water and fermented sap (0, 10, 50, 100 mlL-1) were evaluated, arranged in a completely random design (8x10). 

Results: The best combination of plant growth regulators (PGR) for the formation of PLBs (14 PLBs/explant) was 

with 5 mgL-1 of 2,4-D and 2 mgL-1 of BA, during 21 days of darkness. Regarding the use of CO, the addition of 10 

mlL-1 of fermented sap and 50 mlL-1 of honey water induced the highest rates of multiplication of PLBs/explant (41.4 

and 39.6 PLBs). The regeneration of Phalaenopsis sp. from PLBs occurred in 225 days. Implications: The results 

obtained in the two trials are the basis for establishing a protocol for the multiplication of Phalaenopsis sp. 

Conclusions: The combination of 5 mgL-1 of 2,4-D and 2 mgL-1 of BA produced the highest number of PLBs/explant 

(14) at 21 days of darkness and subsequent light exposure for six weeks. On the other hand, the addition of 10 mlL -1 

of fermented sap and 50 mlL-1 of honey water as CO induced the highest rates of PLBs multiplication (41.4 and 39.6 

PLBs, respectively). 100% survival of seedlings was observed after 21 days of acclimatization, under greenhouse 

conditions. 

Key words: Protocormic like bodies (PLBs); 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D); 6-benzyladenine (BA); honey 

water; fermented sap; somatic embryogenesis (ES). 

 

RESUMEN 

Antecedentes: Phalaenopsis es una orquídea de importancia económica a nivel mundial. Su reproducción natural es 

lenta debido a su crecimiento monopodial (un solo meristemo apical). Por ello es necesario eficientizar los protocolos 

de propagación in vitro. Objetivos: 1. Evaluar tres concentraciones de 2,4-ácido diclorofenoxiacético (2,4-D) en 

combinación con tres de 6-Bencil Adenina (BA) en la inducción in vitro de cuerpos protocórmicos (PLBs por sus 

siglas en inglés) a partir de explantes de hoja de Phalaenopsis sp. var. Dudu, bajo tres periodos de obscuridad, 2. Probar 

el efecto de cuatro concentraciones de aguamiel y pulque, como complejos orgánicos (CO), sobre la tasa de 

multiplicación in vitro de PLBs. Metodología: Se llevaron a cabo dos ensayos: Ensayo 1. Se evaluaron tres 

concentraciones de 2,4-D (3, 4, 5 mgL-1) y tres de BA (1, 2, 3 mgL-1) en explantes de hoja de Phalaenopsis sp., 

combinadas con tres periodos de obscuridad 14, 21, 28 días en un diseño completamente al azar con arreglo trifactorial 

(27x10). Ensayo 2. Se evaluaron cuatro concentraciones de aguamiel y pulque (0, 10, 50, 100 mlL-1), dispuestos en un 

diseño completamente al azar (8x10). Resultados: La mejor combinación de reguladores de crecimiento vegetal 

(RCV) para la formación de PLBs (14 PLBs/explante) fue con 5 mgL-1 de 2,4-D y 2 mgL-1 de BA, durante 21 días de 

obscuridad. Respecto al uso de los CO, la adición de 10 mlL-1 de pulque y 50 mlL-1 de aguamiel indujo las tasas más 
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altas de multiplicación de PLBs/explante (41.4 y 39.6 PLBs, respectivamente). La regeneración de plantas de 

Phalaenopsis sp. a partir de PLBs se dio en 225 días. Implicaciones: Los resultados obtenidos en los dos ensayos son 

la base para establecer un protocolo para la multiplicación de Phalaenopsis sp. Conclusiones: La combinación 5 mgL-

1 de 2,4-D y 2 mgL-1 de BA produjo el número más alto de PLBs/explante (14) a los 21 días de obscuridad y posterior 

exposición a la luz durante seis semanas. Por otro lado, la adición de 10 mlL-1 de pulque y 50 mlL-1 de aguamiel como 

CO indujeron las tasas más altas de multiplicación de PLBs (41.4 y 39.6 PLBs, respectivamente). Se observó el 100% 

de sobrevivencia de las plántulas después de 21 días de aclimatación, bajo condiciones de invernadero. 

Palabras clave: Cuerpos protocórmicos (PLBs); ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); 6-benciladenina (BA); 

aguamiel; pulque; embriogénesis somática (ES).  

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Phalaenopsis es un género de orquídeas que 

comprende 66 especies (Chu et al., 2012). Presentan 

facilidad de cultivo en condiciones artificiales y larga 

vida en florero (Jia-Hua y Jen-Tsung, 2014); debido a 

su alta demanda en el mercado es preciso mejorar sus 

protocolos de multiplicación (Griesbach, 2002), a fin 

de asegurar su abastecimiento. Su crecimiento 

monopodial (un solo meristemo apical) dificulta su 

propagación vegetativa (Feria et al., 2007), por ello, se 

ha recurrido a la utilización de diversas técnicas 

biotecnológicas, destacando la embriogénesis 

somática (ES) (SEDICI, 2017). Con esta técnica se ha 

obtenido un número mayor de plantas en espacios 

reducidos, a bajos costos (Salazar-Mercado et al., 

2013) y en un periodo de tiempo relativamente corto 

(Musharof et al., 2013), además de facilidad en su 

manipulación y transporte (Chien et al., 2015).  

 

La ES puede ser inducida de manera directa o 

indirecta, la primera reduce el tiempo de propagación 

y pocas posibilidades de que ocurra variación 

somaclonal (Košir et al., 2004), dependiendo de ciertos 

factores como el genotipo (Arnold et al., 2002), el 

estado de desarrollo y tamaño del explante, así como 

el medio de cultivo (Viñas y Jiménez, 2011), pero 

principalmente del tipo y combinación del regulador 

de crecimiento vegetal usado. Hasta ahora los 

protocolos de ES se han orientado a la formación de 

cuerpos protocórmicos o Protocorm-Like Bodies 

(PLBs, por sus siglas en inglés), por su alto grado de 

totipotencia (Real et al., 2007), y por la relativa 

facilidad de regeneración de plantas (Feria et al., 

2007). Se ha observado que la interacción de las 

citocininas con las auxinas se utiliza para regular la 

neoformación de órganos in vitro y controlar la 

dominancia apical, fundamental en la industria de la 

micropropagación (Celestino et al., 2005), además es 

el método más eficiente para la producción masiva de 

plantas in vitro (Freire, 2003). Tirado et al. (2005) 

reportaron una media de 8.2 PLBs por explante en 

Phalaenopsis sp., en medio de Murashige y Skoog 

(MS) al 50% de su concentración, suplementado con 5 

mgL-1 de Thidiazuron (TDZ) y 15 gL-1 de sacarosa, en 

inmersión temporal RITA, mientras que Cheng y 

Chang (2006) obtuvieron una media de 13.8 PLBs en 

un medio MS al 50% con 3 mgL-1 de TDZ. Real et al. 

(2007) por su parte, indujeron una media de 4.6 PLBs 

en un medio MS con 0.5 mgL-1 de BA en explantes de 

Mormodes maculata. Asimismo, David et al. (2008) 

obtuvieron un promedio de 9 PLBs por explante en 

Vanda helvola en un medio basal Knudson C (KC) en 

combinación de 2 mgL-1 de 6-bencilaminopurina 

(BAP) y 0.5 mgL-1 de ácido 1-naftalenacético (NAA). 

Paek et al. (2011) reportaron un rango de 10 a 20 PLBs 

en un medio Vacin y Went (VW) con 3 mgL-1 de bencil 

adenina (BA), 1 mgL-1 de TDZ y 10% de agua de coco, 

mientras que Sinha y Jahan (2011) lograron una media 

de inducción a las 8 semanas de cultivo de 44.5 PLBs 

en un medio de cultivo MS al 50%, 10% de agua de 

coco, 150 mgL-1 L-glutamina, 2% de sacarosa, 2 gL-1 

de peptona y 1 gL-1 de carbón activado.  

 

Por otra parte, los complejos o aditivos orgánicos (CO) 

se han empleado en el mejoramiento de los medios de 

cultivo para la germinación, proliferación, 

multiplicación y desarrollo de orquídeas (Pant, 2013). 

El agua de coco es el más común debido a su alto 

contenido de sustancias nutritivas y hormonales (Tan 

et al., 2012). Sin embargo, se siguen buscando otras 

fuentes de nutrimentos. Al respecto, el aguamiel 

obtenido del agave pulquero (Agave salmiana), es un 

néctar dulce, incoloro y transparente, posee un ligero 

olor herbáceo y contiene minerales, aminoácidos, 

carbohidratos y proteínas. Sus características 

fisicoquímicas son: densidad 1.29 gL-1, índice de 

refracción 1.3, sólidos solubles 11.44 °Brix, acidez 

1.65%, humedad 87%, proteínas 3.41 gL-1, cenizas 

0.53 g, azúcares reductores 1.63 gL-1, glucosa 2.31 

mgL-1, fructuosa 4.70 mgL-1, calcio 11.70 mg/100g bs, 

hierro 0.81 y tiamina 10 mg (Flores et al., 2006).  

 

De la fermentación del aguamiel se produce el pulque. 

Éste es un líquido de color blanco, olor fuerte y viscoso; 

sus características fisicoquímicas son densidad 1.01 gL-

1, sólidos solubles 4.653 °Brix, humedad 79%, 

proteínas 0.350 gL-1, cenizas 0.275 g, calcio 10 

mg/100g bs, fósforo 10 mg, tiamina 0.02 mg, 

riboflavina 0.02 mg, niacina 0.3 mg, ác. ascórbico 6.2 

mg, pH 4.31, índice de refracción 1.34, acidez 0.45%, 

azúcares reductores 0.330 gL-1 (Arroyo-Cruz y 

Reynoso-Ocampo, 2016).  

 

De acuerdo con lo anterior, los objetivos de este trabajo 

fueron: 1) Evaluar el efecto de 2,4-D y BA, con tres 
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periodos de oscuridad (14, 21 y 28 días), en la 

inducción in vitro de PLBs a partir de explantes de hoja 

de Phalaenopsis sp. var. Dudu, y 2) Evaluar el efecto 

del aguamiel y pulque, como complejos orgánicos 

(CO), en la multiplicación de PLBs a partir de PLBs de 

Phalaenopsis sp. obtenidos en el primer ensayo.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material vegetal 

 

Se utilizó semilla de Phalaenopsis sp. var. Dudu, 

procedente de la empresa “Flores de Chiltepec”. La 

germinación de las semillas se realizó utilizando el 

medio de cultivo reportado por Salazar-Mercado et al. 

(2013), y se observó  a los 27 días, después de 

establecidas. De las plántulas obtenidas se utilizaron 

secciones de hoja como explantes para la inducción de 

cuerpos protocórmicos (PLBs), obtenidos en el 

Laboratorio de Biología Molecular Vegetal de la 

Facultad de Ciencias Agrícolas de la Universidad 

Autónoma del Estado de México (UAEMéx).  

 

Ensayo 1: Inducción de PLBs a partir de secciones 

de hoja  

 

Se evaluó el efecto combinado del 2,4-D (Factor A) en 

concentraciones de 3, 4 y 5 mgL-1 y BA (1, 2 y 3 mgL-

1) (Factor B), sometidos a tres periodos de obscuridad 

(14, 21 y 28 días) (Factor C) sobre la inducción de 

PLBs. Como explantes se utilizaron secciones de hoja, 

de 5  1 mm, sumergidas durante 2 horas en una 

solución para el lavado de fenoles, compuesta por las 

sales del medio MS al 50% y 20 mgL-1 de ácido 

ascórbico. Después del lavado los tratamientos se 

incubaron a una temperatura de 25±1 °C. Se evaluó el 

efecto de 27 tratamientos en un diseño completamente 

al azar con arreglo trifactorial y cada tratamiento tuvo 

ocho explantes de hoja como repeticiones (27 x 8). 

Cada explante fue considerado como una unidad 

experimental. El medio de cultivo utilizado fue el MS 

al 25% adicionado con 60 gL-1 de sacarosa, vitaminas 

L2, 8 gL-1 de agar, Fe-EDTA al 25%, ajustando el pH 

a 5.7 0.1, antes de adicionar el agar; se esterilizó en 

autoclave a 121 oC y 1.1 kgcm-2, por 20 min. Después 

de los periodos de oscuridad, los tratamientos se 

incubaron por 6 semanas en condiciones de luz (25 

µmolm-2s) con un fotoperiodo de 16 horas y se 

subcultivaron cada 2 semanas en medio de cultivo 

fresco. Posteriormente, se registró el número de PLBs 

por tratamiento. Se contaron aquéllos con estructura 

esférica, sin primordios foliares y con 

aproximadamente 3-4 mm de diámetro. Una vez 

cuantificada la variable, los PLBs obtenidos en este 

ensayo se sometieron adicionalmente en condiciones 

de luz durante 3 semanas en el mismo medio de 

cultivo, sin RCV, antes de ser utilizados en el segundo 

ensayo. 

Ensayo 2: Multiplicación de PLBs    

 

En esta fase, se evaluó el efecto de aguamiel y pulque, 

como complejos orgánicos (CO), en la multiplicación 

de PLBs, a partir de los PLBs provenientes del 

tratamiento en el que se indujo el número mayor de 

protocormos del ensayo anterior (5:2 mgL-1 de 2,4-

D:BA y 21 días de obscuridad). Se probaron cuatro 

concentraciones de cada CO: 0, 10, 50 y 100 mlL-1, 

para un total de ocho tratamientos en un diseño 

completamente al azar con diez repeticiones (8 x 10); 

el explante consistió en un clúster de cinco PLBs 

considerado como una unidad experimental. Todos los 

tratamientos se establecieron en cajas Petri, colocando 

diez explantes por caja en medio de cultivo 

previamente esterilizado: MS al 50% adicionado con 

20 gL-1 de sacarosa, vitaminas MS, 4 gL-1 de agar, 0.5 

gL-1 de carbón activado, y como RCV: 1 mgL-1 de 2,4-

D y 7 mgL-1 de BA, y la concentración del CO a probar, 

ajustando el  pH a 5.2  0.1, antes de adicionar el agar, 

y se incubaron inicialmente a una temperatura de 25±1 
oC en condiciones de obscuridad durante 2 semanas y 

después por 6 semanas con lámparas de luz blanca (25 

µmolm-2s) durante 16 horas. Los explantes se 

subcultivaron cada 2 semanas en medio de cultivo 

fresco. Posterior a las 8 semanas del establecimiento 

(SDE), se evaluó la respuesta de los explantes en cada 

tratamiento y se determinó el número de PLBs.  
 

Germinación de PLBs 

 

Para la germinación de los PLBs producidos en el 

ensayo 2, éstos se subcultivaron en un medio de cultivo 

CP2, el cual consistió en las sales del medio MS al 

50%, 20 gL-1 de sacarosa, 10% de agua de coco, 4 gL-

1 de agar y 0.5 gL-1 carbón activado. Todos los 

tratamientos se incubaron bajo condiciones de luz, con 

lámparas de luz blanca (25 µmol m-2s) y 16 horas de 

fotoperiodo, y se mantuvieron en esta fase por 30-45 

días. 

 

Aclimatización de plántulas en condiciones ex vitro 

 

Cuando las plántulas regeneradas in vitro alcanzaron 

una altura aproximada entre 4-6 cm, se transfirieron a 

una charola de plástico cubierta con un domo del 

mismo material, usando como sustrato una mezcla de 

corteza de pino, musgo y tepojal (1:2:1), durante 21 

días como periodo de aclimatización; así, cada 7 días 

se realizaron pequeños orificios en el domo para 

facilitar su adaptación. Posteriormente, las plántulas 

aclimatadas se trasplantaron a macetas de 4 pulgadas 

usando la misma mezcla de sustrato y se mantuvieron 

bajo condiciones de invernadero para su crecimiento. 

 

 

 

 



Tropical and Subtropical Agroecosystems 26 (2023): #019                                                                                           Arzate-Fernández et al., 2023 

4 

Análisis estadístico  

 

Para el ensayo 1 se consideró la variable número de 

PLBs obtenidos por explante (sección de hoja) y por 

tratamiento; y para el ensayo 2 se evaluó el número de 

nuevos PLBs obtenidos por tratamiento. En ambos 

ensayos las variables fueron evaluadas a través de un 

análisis de varianza completamente al azar utilizando 

el programa StatGraphics® versión 5.0 para Windows 

®. En el ensayo 1 se evaluaron 27 tratamientos en un 

arreglo trifactorial con distribución completamente al 

azar con ocho repeticiones; en el ensayo 2 se evaluaron 

ocho tratamientos con distribución al azar y diez 

repeticiones. La comparación de medias en ambos 

ensayos se efectuó mediante la prueba de Tukey a un 

nivel de confianza de 95%, mediante el programa 

estadístico StatGraphics® versión 5.0 para Windows ®, 

y para el cálculo de la diferencia mínima significativa 

de la Tabla 2 se usó el programa OPSTAT (Sheoran et 

al., 1998). La variable porcentaje de adaptación se 

determinó con la fórmula: [Número de plántulas 

sobrevivientes a los 21 días]*[100]/Número total de 

plantas adaptadas en condiciones ex vitro. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Efecto de los RCV en la inducción de PLBs a partir 

de secciones de hoja  

 

Musharof et al. (2013), señalan que la respuesta 

embriogénica in vitro de las orquídeas varía de acuerdo 

con las combinaciones y concentraciones de los RCV 

presentes en el medio de cultivo. En el presente 

estudio, el análisis de varianza reveló diferencias 

estadísticamente significativas entre las nueve 

concentraciones de RCV, y en la interacción 

trifactorial sobre la inducción de PLBs a partir de 

explantes de hoja, mientras que en los tres periodos 

previos de obscuridad  (14, 21 y 28 días), no se 

observaron diferencias (Tabla 1). 

 

En la Tabla 2 se muestra el número promedio de PLBs 

obtenidos en cada uno de los 27 tratamientos probados. 

Estos resultados parecen indicar que las bajas 

concentraciones de BA tienen un efecto negativo sobre 

esta inducción, ya que la combinación de 1 mgL-1 de 

este RCV con 4 mgL-1 de 2,4-D sólo indujo una media 

de 1.75 PLBs por explante, a los 28 días de obscuridad. 

En la cuarta semana de exposición a la luz se observó 

la presencia de PLBs a partir de secciones de hoja 

cultivadas in vitro con 5 mgL-1 y 2 mgL-1 de 2,4-D y 

de BA, respectivamente, sometidos a un periodo de 21 

días de obscuridad (Figura 1).  

 

Con relación a la interacción de los tres factores 

estudiados, en el misma Tabla 2 se observa también 

que las mejores combinaciones de 2,4-D y BA fueron 

5:2 mgL-1 y 4:3 mgL-1 en las que se obtuvo en 

promedio 14 y 12.25 PLBs por explante, 

respectivamente, después de 21 días de obscuridad.  

 

Los resultados obtenidos en el presente ensayo, 

comparados con otros autores, sin considerar una fase 

previa de obscuridad, superaron a los de So Young et 

al. (2001) quienes obtuvieron una media de 11.5 PLBs 

en Phalaenopsis, al usar 20 mgL-1 de BA y 1 mgL-1 de 

2,4-D. Por su parte, Feria et al. (2007) también 

reportaron un porcentaje de 91.3 de inducción de PLBs 

al usar 10 mgL-1 de BA y 1 mgL-1 de ANA. De igual 

manera, Sheelavanthmath et al. (2005) señalaron que 

las altas concentraciones de BA inducen la formación 

de PLBs en Phalaenopsis sp. Según Reyes (2017a) 

esto se puede deber a que el BA inhibe el efecto del 

control que ejerce el eje embrionario sobre el 

crecimiento coordinado de las células que constituyen 

el embrión, produciéndose un cambio en las divisiones 

celulares lo que daría lugar a la formación de 

embriones somáticos. Balilashaki et al. (2014), 

afirman que además debe considerarse el tamaño, edad 

y orientación del explante, porque según Reyes 

(2017a) los tejidos más próximos a las zonas donde 

ocurre el rejuvenecimiento provocado por el proceso 

de división celular, son los más aptos para la iniciación 

de la embriogénesis somática. Sin embargo, hay 

autores que coinciden en que al usar concentraciones 

superiores a 5 mgL-1 de BA pueden provocar 

malformaciones en las hojas en plantas regeneradas de 

Phalaenopsis (Tanaka y Sakanishi, 1978).  

 

Tabla 1. Análisis de varianza para evaluar el efecto de 2,4-D y BA en tres periodos de obscuridad para la 

inducción de PLB’s de Phalaenopsis sp. var. Dudu a las 6 SDE. 

Fuente de variación GL Suma de cuadrados Cuadrado medio F.valor Pr>F 

2,4-D 

BA 

Obscuridad 

2,4-D × BA 

2,4-D × Obscuridad 

BA× Obscuridad 

2,4-D × BA × Obscuridad 

Error 

Total 

2 

2 

2 

4 

4 

4 

8 

189 

215 

453.675926 

537.898148 

117.398148 

414.101852 

486.268519 

175.212963 

1323.953704 

7649.50926 

11157.88426 

226.837963 

268.949074 

58.699074 

103.525463 

121.567130 

43.803241 

165.494213 

40.47288 

5.60 

6.65 

1.45 

2.56 

3.00 

1.08 

4.09 

0.0043 

0.0016 

0.2371 

0.0401 

0.0196 

0.3666 

0.0002 

R2 = 0.314442                                     CV = 180.57 
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Tabla 2. Número de PLBs producidos a partir de explantes de hoja de Phalaenopsis sp. var. Dudu, en la 

interacción de 2,4-D y BA con el periodo de obscuridad, después 6 semanas de exposición a la luz.  

Combinación/concentración del RCV 

(mgL-1) 

Número de PLBs/explante 
Periodo de obscuridad (días) 

2,4-D BA 14 21 28 

 

3 

 

1 

 

0.38±2.25bcd 

 

0.13±2.25d 

 

2.63±2.25abcd 

 2 2.38±2.25abcd 2.13±2.25abcd 12.13±2.25abc 

 3 4.25±2.25abcd 0.25±2.25cd 4.38±2.25abcd 

4 1 0.00±2.25d 0.00±2.25d 1.75±2.25bcd 

 2 0.00±2.25d 0.13±2.25d 2.50±2.25abcd 

 3 0.00±2.25d 12.25±2.25ab 0.88±2.25bcd 

5 1 2.25±2.25abcd 3.00±2.25abcd 2.13±2.25abcd 

 2 5.38±2.25abcd 14.00±2.25a 7.13±2.25abcd 

 3 8.8±2.25abcd 0.00±2.25d 6.25±2.25abcd 

DMS = 11.94 No existe diferencias estadísticas entre letras iguales. Tukey ≤ 0.05. 

 

 

Figura 1. Presencia de PLBs de Phalaenopsis sp., sobre secciones de hoja sometidas al tratamiento con 5 mgL-1 de 

2,4-D y 2 mgL-1 de BA, en 21 días de obscuridad, y 4 semanas después de su exposición a la luz. Barra = 1 mm. 

 

 

Efecto de los complejos orgánicos en la 

multiplicación de PLBs  

 

En el ensayo 2, la producción de PLBs fue gradual 

(Figura 2A, 2B, 2C) y se cuantificó en la 8ª semana de 

cultivo, cuando los PLBs alcanzaron, como mínimo, 

un diámetro de 3 mm (Figura 2D), como lo sugieren 

Sujjaritthurakarn y Kanchanapoom (2011), 

encontrando diferencias estadísticas entre los 

tratamientos evaluados (P>0.05) (Tabla 3). Al realizar 

la prueba de comparación de medias se observó que los 

tratamientos con 10 mlL-1 de pulque y 50 mlL-1 de 

aguamiel promovieron el mayor número de PLBs por 

explante (41.4 y 39.6, respectivamente), mientras que 

a una mayor concentración (100 mlL-1) en ambos 

complejos produjo una menor respuesta (13.5 y 22.2) 

siendo aún menor que la registrada en su ausencia 

(32.4 PLBs/explante) (Tabla 4). Los resultados 

obtenidos indican que la presencia de aguamiel o 

pulque en el medio de cultivo resultó favorable, no 

obstante, su diferente composición bioquímica en 

proteínas, vitaminas, hormonas y carbohidratos como 

lo señalan Flores et al. (2006); Chugh et al. (2009). 

Según Matías et al., (2019), una de las principales 

diferencias entre ambos complejos se refiere a la 

mayor concentración de azúcares totales: 25 gL-1 en 

aguamiel, comparado con 1 gL-1 en la composición del 

pulque, así como una mayor concentración de 

proteínas totales: 3.7 gL-1 que el pulque (1 gL-1), y éste 

último con una mayor cantidad de tiamina (5-20 mg). 

De acuerdo a esto, es posible que la interacción entre 

la concentración de azúcares y tiamina explique los 

resultados del presente estudio, pues la tiamina es 

esencial en el ciclo de Krebs para la producción de 

energía, asimilación del nitrógeno y metabolismo de 

los aminoácidos (Bunik y Fernie, 2009).  Se sabe que 

la tiamina es un cofactor enzimático en el metabolismo 

de los carbohidratos, glicólisis, ruta de la pentosa 

fosfato y ciclo del ácido tricarboxílico (Goyer, 2010); 

también Arzate-Fernández y Mejía-Franco (2011) han 

señalado que la adición de carbohidratos estimula la 

histodiferenciación. Según Körbes y Droste (2005), la 
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concentración de sacarosa puede afectar la inducción 

morfogénica, como fuente nutritiva y como regulador 

del potencial osmótico del medio de cultivo, el cual 

actúa como agente estresante de las células somáticas. 

En altas concentraciones (8-10%) puede provocar un 

efecto negativo en la formación de la clorofila e inhibir 

su desarrollo (Reyes-Díaz et al., 2017b). También se 

ha encontrado que la fuente de nitrógeno en el medio 

tiene un rol crucial en la embriogénesis somática 

(Kohlenbach, 1978). A este respecto, Arzate-

Fernández y Mejía-Franco (2011), indican que la 

capacidad embriogénica de los callos cultivados in 

vitro de Agave angustifolia en un medio MS a un 

cuarto de su concentración fue casi seis veces mayor 

que la obtenida con el medio MS al 100%. Esto parece 

indicar la necesidad de un equilibrio de los iones 

amonio y nitrato en el medio de cultivo, 

principalmente con una baja concentración de las dos 

formas, para favorecer la mejor respuesta morfogénica. 

Asimismo, se ha reportado que las vitaminas 

intervienen en las funciones catalíticas de los sistemas 

enzimáticos, especialmente en el crecimiento de las 

células vegetales cultivadas in vitro (Al-Khayri, 2001).  

 

Otros investigadores tales como Sinha y Jahan (2011) 

obtuvieron una media de inducción de 44.5 ± 3.2 

PLBs/explante en un medio de cultivo MS al 50% de 

su concentración, suplementado con 10% de agua de 

coco, contra 20.4 PLBs sin adicionar este complejo 

orgánico. Por su parte, Paek et al. (2011) reportaron un 

promedio de 10 a 20 PLBs usando como medio de 

cultivo VW (Vacin y Went), suplementado con el 

mismo porcentaje de agua de coco.  

 

 

 

 
Figura 2. Efecto de la concentración de 10 mlL-1 de pulque en la inducción y multiplicación in vitro de PLBs de 

Phalaenopsis sp. a partir de explantes de PLBs. A) Inducción de PLBs de 3 mm de diámetro (flechas) a las 0 semanas 

de establecido el experimento (SDE) (Barra = 5 mm). B) Multiplicación de PLBs (flechas) a las 2 semanas de SDE. 

C) Proliferación de PLBs a las 5 semanas de SDE. D) PLBs formados a las 8 semanas de cultivo. 

 

 

Tabla 3. Evaluación del efecto de las concentraciones de aguamiel y pulque (CO) en la inducción de PLBs en 

Phalaenopsis sp. var. Dudu, a las 8 semanas de cultivo. 

Fuente GL Suma de cuadrados   Cuadrado medio Fcal       P>0.05 

CO 1 911.25 911.25 19.93 0.0001 

Concentraciones 3 4310.10 1436.70 31.42 0.0001 

CO × Concentraciones 3 3076.65 1025.55 22.43 0.0001 

Error 72 3292.20 45.725   

Total  79 11590.20    

CV = 23.602                            R2 = 0.716 

 

 

A B 

D C 
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Tabla 4. Comparación de medias (N = 10), para evaluar el efecto del aguamiel, y del pulque como complejos 

orgánicos (CO) y sus concentraciones en la inducción de PLBs a partir de explantes de PLBs en Phalaenopsis 

sp. var. Dudu, a las 8 semanas de cultivo.  

No existen diferencias estadísticas significativas entre letras iguales. Tukey 5%. Se utilizó la desviación estándar. 

 

 

 
Figura 3. Adaptación de plántulas regeneradas de Phalaenopsis sp. var. Dudu a condiciones ex vitro, 21 días después 

del periodo de adaptación. 

 

 

Aclimatación de plántulas a condiciones ex vitro 

 

Las plántulas obtenidas in vitro, fueron transferidas a 

un domo de plástico usando como sustrato una mezcla 

de corteza de pino, musgo y tepojal (1:2:1) durante 21 

días como periodo de aclimatación (Figura 3). 

Posteriormente, cada una de ellas se trasplantó a 

macetas de 4 pulgadas con el mismo sustrato para 

transferirse a condiciones de invernadero. El 

porcentaje de sobrevivencia de las plántulas fue del 

100 %. 

 

CONCLUSIONES 

 

El mejor tratamiento para la inducción de PLBs (14 

PLBs/explante), se observó con la combinación de 5 

mgL-1 de 2,4-D y 2 mgL-1 de BA, durante 21 días de 

obscuridad. En el ensayo 2, las mayores tasas de 

multiplicación de PLBs/explante (41.4 y 39.6) se 

obtuvieron con la adición al medio de 10 mlL-1 de 

pulque y 50 mlL-1 de aguamiel respectivamente, a 

partir del cultivo de PLBs obtenidos en el ensayo 1. 

Se obtuvo 100% de sobrevivencia de las plántulas 

después de 21 días de adaptación. Se pudieron 

regenerar plantas completas de Phalaenopsis sp. a 

partir de PLBs después de 225 días de iniciado el 

experimento. 
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