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Introducción. Las orquídeas son unas de las flores de gran 
demanda comercial a nivel mundial. Diversas especies que 
se cultivan con este fin presentan un lento desarrollo hasta la 
floración (4 a 6 años), por ello se ven amenazadas 
principalmente por hongos durante su cultivo en 
invernadero. A pesar del uso de fungicidas, uno de los 
hongos que  más atacan a las orquídeas Phalaenopsis spp. es 
Fusarium oxysporum. Una alternativa para evitar el uso 
desmedido de fungicidas es la obtención de plantas 
resistentes a hongos y la biotecnología vegetal moderna 
ofrece métodos de mejoramiento genético, como la 
transformación genética. Con el fin de obtener plantas de P. 
amabilis que presentaran resistencia a F. oxysporum, en el 
presente trabajo se desarrolló un método de transformación 
genética (vía Agrobacterium tumefaciens), para insertar el 
gen de la β-1,3-glucanasa de tabaco. 
El objetivo fue obtener y caracterizar molecularmente 
plantas transgénicas de esta orquídea, resistentes a F. 
oxysporum. 
 
Metodología. La transformación genética se realizó bajo el 
método de co-cultivo con A. tumefaciens (pCambia2301) con 
el gen de β-1,3-glucanasa de tabaco (1) y discos de hoja de 
plántulas de P. amabilis Luchia Lady establecidas in vitro 
(2). Los explantes se cultivaron en medio de cultivo para 
regeneración de protocormos en presencia de kanamicina, 
para posteriormente ser sujetos a la verificación de la 
transformación: ensayo de la β-glucuronidasa (GUS) (3) y 
detección del gen de la glucanasa (glucIII) por la técnica de 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se diseñaron 
oligos específicos para amplificar fragmentos del transgen 
(tamaño de amplificación de 476bp). La extracción de ADN 
se realizó por el método CTAB modificado (4). Las pruebas 
de resistencia se realizaron con discos de hojas en cultivos in 
vitro (medio MS), inoculando 1x104 esporas/ml de F. 
oxysporum, cada dos días se determinaron síntomas de la 
enfermedad (necrosamiento de tejido) y aparición de micelio 
sobre el tejido (germinación de esporas). 
 
 Resultados y discusión. Después de 45 días de cultivo de 
los explantes de P. amabilis (25°C, 1200 lux) infectados con 
A. tumefaciens, en medio de regeneración de protocormos 
(MS, 0.5 mg/L ANA, 1.0 mg/L GA3)(2) con 500 mg/L de 
cefatoxima, se logró eliminar la bacteria y se desarrollaron 3-
5 protocormos/explante. Éstos fueron recultivados en medio 
de desarrollo de plántulas (MS 0.05 mg/L BA) en presencia 
de 100 mg/L del antibiótico de selección (kanamicina), dosis 
previamente conseguida para inhibir el 100% de los 

protocormos o plántulas. De esta manera pudieron 
seleccionarse un total de 25 protocormos supuestos 
transgénicos, que fueron cultivados y propagados de manera 
individual por 45 días en medio de producción de 
protocormos (2) en presencia de kanamicina y cefatoxima 
con el fin de propagar 25 diferentes líneas y realizarles las 
pruebas de verificación de la transformación. A  las líneas 
con mejor desarrollo de plántulas en medio de selección, se 
les realizó la prueba de GUS, detectando como positivas 
(tinción de azul) 7 de ellas, denominadas LM04, 0LM07, 
LM09, LM12, LM13, LM17 y LM21; a éstas se les realizó 
la detección del transgen con la técnica de PCR, encontrando 
su presencia clara en todas ellas. Debido a que las plántulas 
de las líneas LM07 y LM21 presentaron crecimiento in vitro 
vigoroso (5cm de altura, más de 4 hojas y con más de dos 
raíces) en un tiempo relativamente corto (45 días), éstas 
fueron sometidas  a pruebas de resistencia al hongo bajo 
cultivo in vitro, encontrando un alto grado de resistencia de 
los tejidos inoculados con esporas de F. oxysporum, ya que 
se evitó la germinación de éstas y no se obtuvieron síntomas 
de la enfermedad. En todos los experimentos se utilizaron 
como control, tejidos de plántulas no transformadas, las 
cuales fueron sensibles a kanamicina (>50 mg/L), dieron 
prueba negativa de GUS y no se detectó el gen  glucIII . En 
las pruebas de infección con el hongo, a las 72 h se 
observaron los primeros síntomas de la enfermedad (puntos 
negros) y después de 7 días del cultivo, se observó desarrollo 
de micelio, sobre tejidos de plantas no transformadas. 
 
Conclusiones. Con la inserción del gen de la β-1,3-
glucanasa de tabaco en el genoma de P. amabilis, pudieron 
obtenerse plántulas que mostraron resistencia in vitro a F. 
oxysporum. Es determinante realizar las pruebas de 
resistencia en plantas transgénicas cultivadas en invernadero. 
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