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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar los protocolos para la fase de enraizamiento in
vitro y aclimatacion ex vitro de explantes provenientes de la fase de micropropagacion in vitro de
orquidea (Orchidaceae), el experimento se dividio en dos fases: 1 - fase de enraizamiento in vitro
y 2 - fase de aclimatacion ex vitro. El primer experimento fue bi-factorial que consto en
diferentes niveles de sacarosa (20, 30-Testigo, 40 y 60 grL”t) en combinacion de sistema de tapas
(Tapa Barbijo y tapa parafilm) donde se evalué caracteristicas de crecimiento, contenido de agua,
pigmentacion fotosintética, presencia de estomas y perdida de vapor de agua. En la segunda fase
del experimento, aclimatacion ex vitro se evalud diferentes tipos de sustratos organicos (Cascara
de castafia, fibra de coco, aserrin, tierra vegetal y como testigo tierra negra). Las altas
concentraciones de sacarosa provenientes de la fase de enraizamiento en combinacion de tipos de
sustratos, cascara de castafia y fibra de coco promueven mayor desarrollo de crecimiento y para
las caracteristicas fisiologicas el sistema de tapa barbijo promueve mejor pigmento fotosintético,

movimiento estomatico y mayor intercambio gaseoso.

Palabra clave: Aclimatacion, Cultivo in vitro, Cultivo ex vitro, Sacarosa
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ABSTRACT

The objective of this research was to determine the protocols for the in vitro rooting phase and ex
vitro acclimatization of explants from the orchid (Orchidaceae) in vitro micropropagation phase,
the experiment was divided into two phases: 1 - in rooting phase vitro and 2 - ex vitro

acclimatization phase.

The first experiment was bi-factorial that consisted of different levels of sucrose (20, 30-Control,
40 and 60 gr L'1) in combination of a lid system (Chinstrap lid and parafilm lid) where growth
characteristics, content of water, photosynthetic pigmentation, presence of stomat and loss of
water vapor. In the second phase of the experiment, ex vitro acclimatization, different types of
organic substrates were evaluated (brazilian nutshell, coconut fiber, sawdust, topsoil and
blacksoil as a control). The high concentrations of sucrose from the rooting phase in combination
of types of substrates, brasilian nutshell and coconut fiber promote greater growth development
and for the physiological characteristics the chinstrap cap system promotes better photosynthetic

pigment, stomatal movement and greater gaseous exchange.

Keyword: Acclimatization, In vitro culture, Ex vitro culture, Sucrose



1. INTRODUCCION

La familia de las orquideas es considerada como una de las mas abundantes en todo el reino
vegetal, siendo poseedora de un gran potencial ornamental, expresado en una gran diversidad de
formas y colores de sus flores, cuya belleza hace que este grupo adquiera una gran importancia a

nivel mundial (Vasquez et al., 2004).

Las orquideas constituyen una de las familias mas numerosas, fueron descubiertas
aproximadamente 25.000 especies, pero aun hay regiones sin relevar Fitogeograficamente varias
de ellas en el continente americano. Su diversidad se ve ampliada dado que, por ser un grupo muy
joven en la evolucién de las plantas, presenta gran facilidad para dar hibridos exitosos no
solamente entre especies del mismo género si no también intergenéricos, se estima que hay

aproximadamente 30.000 hibridos registrados (Freuler, 2006).

Segun, Repositorio Institucional Universitaria, (2018) se confirmé que Holanda y Tailandia son
los paises que generan mayor exportacion de orquideas en el mundo, siendo la tecnologia y la
innovacion su mayor atributo. No obstante, para Colombia y Ecuador la mayor ventaja es la
diversidad que se posee no solo en orquideas sino en las condiciones climaticas, tierra, y

ubicacién favorable para la produccion de flores en general.

Estas flores son un grupo de plantas bastante diverso respecto a la gran cantidad de formas y
colores que poseen, Colombia forma parte de los paises de Suramérica con mayor riqueza y con
mas especies de orquideas, con 4.270 especies registradas, de las cuales 1.572 son especies

exclusivas del pais (Nat. Geo., 2019).



Segln Vasquez, (2004) De acuerdo a lista de especies identificados en Bolivia, se han registrado
1.500 especies de orquideas, estas estan debidamente descritas e identificadas. Por lo tanto, las

orquideas ya estan superando, en la riqueza de especies a alguno de los grupos més diversos.

En el analisis de la informacion sobre ésta especie podemos afirmar sin lugar a dudas que existe
muy poca informacién y conocimiento cientifico de las orquideas que se encuentran contenidas
en los bosques y lugares antropizados del ecosistema amazonico de Pando, sumados al deterioro
de los recursos naturales por falta de alternativas de desarrollo de los pobladores y el cambio
climético, actualmente la Amazonia Pandina esta siendo deforestada a paso gigantesco, se viene
realizando diferentes actividades; como la deforestacion indiscriminada, extraccién de madera,
asentamientos de areas verdes, preparacion de terrenos para el desarrollo de sus cultivos y
crianzas de animales, bajo el sistema de agricultura migratoria, con el fin de poder satisfacer parte
de sus necesidades. Como consecuencia de este proceso se vienen destruyendo plantas forestales
que serian sus héabitats de especies ornamentales de importancia ecoldgica y econémica como las

orquideas, las cuales son extraidas de sus areas naturales.

Por otro lado, las orquideas presentan problemas serios para su propagacién en forma natural
debido a que la mayor parte de las semillas estan escasamente diferenciadas por lo que no se les

distinguen los cotiledones ni las radiculas y carecen de endospermo (Pierik, 1990).

La Biotecnologia Vegetal es una serie de técnicas y procesos que permiten el cultivo y
modificacion en el laboratorio de las plantas y de partes de ellas (Células, Tejidos u 6rganos).
Esto con el fin de multiplicarlas masivamente, hacerlas mejores, mas productivas u obtener
productos Utiles a partir de ellas. Las dos ramas mas importantes dentro de la Biotecnologia

Vegetal son el cultivo de tejidos vegetales y la ingenieria Genética de plantas. La Biotecnologia



Vegetal es una de las herramientas mas valiosas que se tienen actualmente para el mejoramiento

y conservacion de las plantas que sostienen la vida humana (Perez & Castafieda, 2016).

Es asi como las técnicas in vitro se presentan como una estrategia para la conservacion ex situ de
orquideas debido a que facilita la germinacion de todas las semillas de las capsulas de las
orquideas que se encuentren bien maduras, permite la produccién de un gran nimero de plantas
en un corto periodo de tiempo y se logra reducir en un 85% aproximadamente el tiempo de

germinacion (Perez & Castafieda, 2016).

La aclimatacion de plantas cultivadas “In Vitro” es la tltima fase del proceso de
micropropagacion y es considerada una etapa critica donde se determina la sobrevivencia y
establecimiento de plantulas. Es una etapa critica ya que implica cambios drasticos en la
condicion de cultivo para las plantas, la cual puede provocar estrés y muerte. Gran parte de la
bibliografia sobre aclimatacion de orquideas esta basada en la utilizacion de distintos tipos y
mezclas de sustratos inertes, condiciones controladas de luz, temperatura y humedad. El proceso
debe hacerse en forma gradual y tarda alrededor de dos a tres meses para que las plantitas puedan
mantenerse en condiciones de invernaculo. (Lallana & Barsanti, 2019). La aclimatacién de las

plantulas in vitro, es una de las etapas importantes en el proceso de propagacion in vitro.

Se busca la adaptacion de las plantulas propagadas en laboratorio (in vitro) a condiciones de
cultivo en vivero o su crecimiento en habitat natural, buscando un mayor porcentaje de

supervivencia (mortandad minima) y rapido crecimiento.

1.1 Identificacion y planteamiento del problema.

La familia Orchidaceae es una de las especies de flora mas diversas, pero también una de las

mas vulnerables, principalmente por la destruccién de su habitat y la gran extraccién a la que ha



estado sujeta, las orquideas son plantas ornamentales que generan un alto valor ecolégico y
econdmico, son plantas epifitas, de crecimiento simpodial que se desarrollan en los bosques
tropicales, tienen una flor que cautiva con su belleza, forma, color y textura y se la considera
como especie amenazada y en peligro de extincion a causa del deterioro ambiental. Por tal
motivo es urgente su conservacion, siendo las semillas el material de propagacion méas adecuado
cuando se trata de conservar la mayor diversidad genética posible de una poblacion. Las técnicas
de cultivo in vitro pueden contribuir a mejorar la germinacion. Por tal motivo, la aclimatacion de
las orquideas micropropagadas in vitro en el laboratorio de biotecnologia vegetal es importante
para que las plantas puedan adecuarse al medio natural y sean resistentes a cualquier ataque de
plagas, insectos o enfermedades y asi poder aprovechar la conservacién en primera instancia y
promover su comercializacion racional y sostenible en nuestro municipio, para fomentar ingresos

econdémicos por su conservacion.
1.2 Justificacion.

En la actualidad existe una fuerte preocupacion por el deterioro ambiental, debido a que la
mayoria de los bosques estan desapareciendo a ritmo acelerado. Algunas de las méas importantes
causas de este deterioro son el crecimiento demogréfico, los incendios forestales, la tala
indiscriminada de arboles para fines comerciales o energéticos. Al destruir los bosques también
desaparece la flora epifita, entre ellas las orquideas lo cual incluye plantas muy importantes por
su valor como patrimonio natural, la belleza escénica y su posible comercio legal. Por esta razon
la presente investigacion tiene como objetivo tener protocolos de enraizamiento in vitro y
aclimatacidn ex vitro de orquideas (Orchidaceae) para su conservacion y aprovechamiento

econdmico.



El mercado de plantas y flores ornamentales fue denominado como “industria de las flores” por
mover millones de délares. Paises como Noruega, Suiza, Suecia, Dinamarca e Italia son los
mayores consumidores con més de US$ 100,00 per cépita por afio, lo que muestra una importante

perspectiva comercial de la industria de las flores en el mundo (Matsunaga, 1997)
1.3 Objetivos.

1.3.1 Objetivo general
Determinar protocolos para la fase de enraizamiento y aclimatacion de explantes provenientes de

micro propagacion in vitro de la orquidea (Orchidaceae).

1.3.2 Objetivos especificos.
Determinar la concentracion adecuada de sacarosa para el desarrollo de explantes de orquideas

(Orchidaceae) en la fase de enraizamiento in vitro.

Identificar el sustrato adecuado para un buen desarrollo de los explantes ex vitro de orquideas

(Orchidaceae) en fase de aclimatacion.

Determinar los “pigmentos fotosintéticos en la fase in vitro y ex vitro de los explantes de

orquideas (Orchidaceae).

1.4 Hipotesis
Ha. Los niveles de sacarosa en combinacion de sistemas de tapas y distintos sustratos influyen en
el desarrollo de explantes en fase in vitro y ex vitro para la aclimatacion de orquideas

(Orchidaceae).

Ho. Los niveles de sacarosa en combinacion de sistemas de tapas y distintos sustratos no influye
en el desarrollo de explantes en fase in vitro y ex vitro para la aclimatacion de orquideas

(Orchidaceae).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

La orquidea es la flor mas bella y enigmatica del mundo vegetal, es una flor que, desde tiempos
inmemoriales, ha despertado las inimaginables pasiones en las personas, pues ninguna familia de
planta tiene una gama de flores tan diferentes y exquisitas, son coloridas, atractivas, estilizadas en

formas cautivantes y extrafias a la vez. (Freuler, 2006)

Las orquideas pueden ser reconocidas por sus flores de simetria fuertemente bilateral, en las que
la pieza media del verticilo interno de tépalos llamada labelo estd profundamente modificada, y el
o los estambres estan fusionados al estilo, al menos en la base. Las orquideas constituyen un
grupo de plantas de morfologia extremadamente diversa. Su tamafio varia desde unos pocos
milimetros de longitud (ciertas especies de los géneros y especies Bulbophyllum y Platystele)
hasta gigantescas agregaciones que pueden pesar varios cientos de kilogramos (algunas especies
de Grammatophyllum) o longitudes de hasta 13,4 m (como Sobralia altissima). Del mismo modo,
varia el tamafo de sus flores, desde las diminutas del género Platystele menores de 1 mm
pasando por las grandes flores de 15 a 20 cm de diametro en muchas especies de los géneros
Paphiopedilum, Phragmipedium y Cattleya, hasta los 76 cm de las flores de Phragmipedium
caudatum. La fragancia de sus flores no es menos variable, desde el delicado aroma de Cattleya

hasta el repulsivo hedor de las flores de ciertas especies de Bulbophyllum.

2.1 Diversidad y Distribucion

Las orquideas constituyen la familia mas grande de las Angiospermas y por lo tanto la mas
diversa. Son plantas herbaceas, perennes, cuyo tamafio oscila entre los 3 a 4 mm hasta varios
metros de longitud. Se encuentran en los cinco continentes y unicamente las regiones polares y
los grandes desiertos no presentan condiciones para su sobrevivencia. Crecen en las ciénagas, en

los desiertos de poca extension, en las selvas y en las sabanas. Sin embargo, el mayor nimero de



orquideas se encuentra en las zonas tropicales, mencionandose la existencia de unas 20.000

especies distribuidas de 600 a 900 géneros (Vargas, (2012).

Las orquideas estan distribuidas geograficamente en un rango que va desde 72° Norte hasta 52°
Sur, entre el 80% y el 90% de las especies de orquideas se concentran cerca del Ecuador en la
zona tropical o subtropical. La mayoria de estas plantas se localizan entre el Sureste de Asia hasta
Indonesia y Australia. En segundo lugar, esta la zona comprendida entre Africa y Madagascar y

una tercera zona que va desde México hasta Brasil. (Gonzales, 2003)

2.2 Ecologia

Las orquideas epifitas son mas diversas y abundantes en bosques himedos, pero se encuentran
algunas especies en bosques secos y estacionales EI bosque montano tropical de los Andes es uno
de los ecosistemas mas ricos del mundo en lo que se refiere al nUmero de especies. Las epifitas
vasculares como orquideas, araceas, bromeliaceas y helechos, entre otras, son un componente
importante de estos bosques, tanto en lo que se refiere a la riqueza de las especies como a su rol

en los ciclos de agua y nutrientes.

Actualmente estos bosques estan desapareciendo rapidamente, como resultado de la creciente
presion humana en la region. Las orquideas presentan varios habitos de crecimiento debido a su
gran variabilidad morfolégica. Crecen sobre los arboles (epifitas), o sobre las rocas (litofiticas) y

en el suelo, pero una gran parte de la familia es epifita (Kromer et al., 2007).

Las orquideas se las considera como las plantas méas evolucionadas dentro del reino vegetal, ya
que presentan una gran complejidad y especializacion en su morfologia floral y en sus tipos de
polinizacion. Asi mismo existen dentro de la familia muy diversas formas de vida y desde el

punto de vista ecolégico muchos de sus integrantes son componentes importantes en diversos



tipos de vegetacion. La caracteristica principal de la raiz principal una capa de tejido esponjosos
Ilamado velamen, que se desarrolla en las especies terrestres, epifitas y litéfilas (Espejo & Garcia,

2002).

2.3 Clasificacion taxonémica.

Reino: Plantae

Division:  Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales u Orchidales
Familia: Orchidaceae

Comprende cinco subfamilias: Apostasioideae, Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoideae,

Vanilloideae (Calderon & Cevallos, 2001).

2.4 Descripcion morfoldgica de las orquideas

Las raices son de color gris a blanco, presentando un &pice meristematico que absorbe la
humedad y las pequefias cantidades de nutrientes que la planta necesita. Este apice tiene una
coloracion verde, la cual cumple la funcidn de realizar la fotosintesis de las plantas, las
modificaciones y tipos de raices que pueden presentarse en las orquideas son: fibrosas, tuberosas,

tipo bulbo, carnosas sin rizomas, carnosas con rizomas, raices aéreas (Gil et al., 2007).

Las hojas de las orquideas son las que més caracter herbaceo presenta de todas las plantas. Como
todas las cotileddneas las nervaduras de las hojas se distribuyen paralelas entre si a lo largo de

ella (Gil et al., 2007).



Las flores de las orquideas tienen una alta variabilidad, puesto que han evolucionado en funcion
de facilitar la fecundacidn. Pese a la gran variedad de flores en la familia, todas tienen un
diagrama floral idéntico consiste en: un labelo, esto es tres pétalos, dos laterales, tres sépalos,
organos sexuales fusionado formando una “columna” y ovario infero. Son hermafroditas, en el
interior se encuentran las estructuras reproductivas de la orquidea (antera y pistilo) que se han
unido en una estructura cerosa llamada columna o ginandria (Sociedad Colombiana De

Orquideas, 1995).

El fruto de las orquideas es una cépsula dehiscente, aunque en algunos casos puede ser una vaina,
del mismo tipo de la vainilla (Vainilla sp.). Comdnmente las capsulas son de forma ovoide,
eliptica, cilindrica o piriforme, pueden medir de 0,5 a 5 cm de didmetro y de 0,5 a5 cm de largo

dependiendo del género y la especie (Sheenhan, 1994).

2.5 Factores imprescindibles para el desarrollo de las orquideas
Existen cinco factores que influyen en el crecimiento y desarrollo de las orquideas: agua, luz
(artificial o natural), temperatura, ventilacion y fertilizacion. Cualquier alteracion de uno de esos

factores modifica la correlacion entre ellos, afectando a méas de un factor (Gutierrez et al., 1988).

2.6 Cultivo in vitro.

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un frasco de vidrio en
un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos caracteristicas fundamentales:
la asepsia (ausencia de gérmenes, etc), y el control de los factores que afectan el crecimiento. El
avance alcanzado por las ciencias biologicas ha permitido en los ultimos afios el estudio detallado
de las plantas tanto a nivel celular como molecular, y en condiciones de laboratorio es posible
actualmente reproducir todos los factores que puedan incidir en el crecimiento y desarrollo de las

plantas. Este principio general se aplica también al cultivo In vitro de plantas.



10

2.7 Dentro del proceso de micro propagacion diferenciamos varias fases o etapas.

2.7.1 Fase 0: Seleccion y Preparacion de la planta madre

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener explantes con un
nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para obtener estos explantes es
recomendable mantener a las plantas madre, es decir la planta donadora de yemas, durante un
periodo de tiempo que puede oscilar entre unas semanas 0 varios meses en un invernadero bajo
condiciones controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en condiciones sanitarias éptimas y
con un control de la nutricién y riego adecuados para permitir un crecimiento vigoroso y libre de

enfermedades.

2.7.2 fase 1: Desinfeccidn del material vegetal

Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de los cuales se obtendran
los explantes. Los explantes pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones de raices, semillas, etc.
Antes de extraer los explantes se hara una desinfeccidn de los fragmentos de planta madre para
eliminar los contaminantes externos. Los contaminantes mas comunes son los hongos y las
bacterias que habitan en forma natural en el ambiente. Una vez desinfectado el material vegetal,
se debe mantener en condiciones de asepsia. A efectos de obtener las condiciones de asepsia, se
trabajara en cabinas de flujo laminar para extraer los explantes a partir del material vegetal. Estos
explantes se introduciran en un tubo de cultivo conteniendo medio de iniciacion para poder
controlar la sanidad y la viabilidad, luego de realizar la desinfeccidn del material con hipoclorito
de sodio (agua clorada comercial), pura o diluida durante un periodo de 5 a 15 minutos, seguido

por 3 a 4 enjuagues en agua esterilizada.
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2.7.3 Fase 2: Introduccion del material in vitro

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas dependiendo del material
seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. En un periodo de una semana o quince dias,
comienza el proceso de germinacién o regeneracion de nuevos tejidos vegetales, iniciando el

ciclo de cultivo in vitro.

2.7.4 Fase 3: Multiplicacion de los brotes

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron la fase 1 y 2 originen brotes (de
procedencia axilar o adventicia) con varias hojas. En la base de cada hoja hay una yema que se
desarrollara luego de ser puesta en contacto con el medio de cultivo. Periddicamente estos nuevos
brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de

cultivo u otros recipientes adecuados.

Estas operaciones se realizan en la camara de flujo laminar o en un lugar aislado que nos permita
mantener las condiciones de asepsia. De esta forma aumenta el nimero de plantas en cada
repique o division de las plantas. EI nmero de plantas que se obtiene dependera de la especie
vegetal y de las condiciones del medio de cultivo. El nimero de plantas que se obtiene por la via
de la micropropagacion permite alcanzar incrementos exponenciales, considerando que todos los

factores que afectan el crecimiento hayan sido optimizados.

2.7.5 Fase 4: Eleccién de un medio de enraizamiento de los explantos

Para enraizar los explantes se utilizan principalmente plantines individuales de un tamafio
aproximado de 2 centimetros. Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion se
transfieren a un medio libre de reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del tipo

auxinas. Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y emiten sus raices en el
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mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto, el proceso de

multiplicacion y enraizamiento transcurren en forma simultanea.

2.7.6 Fase 5: Aclimatacion de los explantes enraizados

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales, de manera que el
éxito o el fracaso de todo el proceso depende de la aclimatacion. En esta etapa las plantas sufriran
cambios de diferente tipo que permitiran la adaptacion de las mismas a vivir en condiciones
naturales. En el momento en que se extraen los explantes o plantines enraizados de los frascos,
estan poco adaptados a crecer en un invernaculo, ya que estos explantes han enraizado y crecido
en ambientes con una humedad relativa muy elevada y generalmente tienen estomas (estructuras
responsables de regular la transpiracion y pérdida de agua en la planta) que no son
completamente funcionales frente a descensos de la humedad relativa, y por lo tanto demasiado
lentos para evitar la desecacion del explante. Por otra parte, crecer en ambientes tan himedos
también suele implicar la falta de una cuticula con cera bien desarrollada, que representa la
barrera fisica para evitar la pérdida de agua a lo largo de toda la superficie de la planta

(Investigadora Unidad de Biotecnologia , 2019).

2.8 Cultivo in vitro de orquideas.

Estas técnicas de cultivo desempefian un papel importante en los programas de conservacion,
preservacion y mejoramiento genético de las especies, principalmente de aquellas que se
encuentran en alguna categoria de amenaza o con capacidades limitadas de reproduccion.
Comprendiendo cuatro estrategias complementarias para conservar la biodiversidad: reduccion de
la presion antropogénica, recuperacion de las especies en peligro de extincion, y conservacién in
situ y ex, asi podemos definir la propagacién in vitro como la multiplicacién de un genotipo a

gran escala, a través del empleo de técnicas de cultivo de tejidos. Siendo una herramienta
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fundamental en los programas de propagacion y mejora de especies vegetales, por su potencial
para producir plantas de alta calidad a escala comercial, a partir de genotipos selectos y con
amplias tasas de multiplicacion. Por otra parte, estas técnicas de cultivo se basan en la
totipotencialidad de las células vegetales, en consecuencia, las celulas somaticas de cualquier

tejido podrian formar tallos, raices o embriones sométicos (Vasquez, 2005).

En el caso de las orquideas, la germinacion in vitro es una alternativa eficiente para su
produccion y se ha convertido en una herramienta importante para la conservacion y
reintroduccion de especies amenazadas o en peligro de extincion. La implementacion de dicha
tecnologia ha permitido la propagacion de especies de gran interés comercial desarrollando un
aprovechamiento sostenible por medio de propagacion de las especies por medio de semillas

permitiendo germinar mas de un 90% de plantulas con una sola capsula (Castellanos, 2018).

2.9 Medio Murashige & Skoog

Segun Productos y Equipos Biotecnoldgicos (Probiotec P, 2017) “indica qué Murashige &
Skoog, se basa en la formulacion de macronutrientes (N, P, K, S. Ca'y Mg) y micronutriente (Fe,
B, Mn, Zn, Cu, Mo, y Co), (Vitaminas x 100). Es rico en carbono (sacarosa) y nitrégeno
esencialmente la sacarosa que ayuda grandemente en los medios in vitro en orquideas se ha

convertido en el medio mas popular y usado en el cultivo in vitro de tejidos vegetales.

2.10 Sacarosa en el desarrollo vegetal

La sacarosa afecta tanto en el crecimiento como en la diferenciacion de las plantas, dando lugar a
cambios profundos en la forma de la planta. Un efecto notorio de sacarosa en el crecimiento de
las plantas es el aumento en el tamafio de la planta después del suministro exégeno de este

azUcar, que se ha encontrado para una gran variedad de especies.
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La sefializacion de Sacarosa ha estado involucrada en la asimilacion y transporte de carbono y
nitrogeno. Aunque en la naturaleza el metabolismo del fructano se induce principalmente durante
los periodos de baja temperatura, el efecto del frio no es directo sino a través de su papel en el
aumento de la concentracion de Sacarosa celular debido a una menor utilizacion de carbono

(Pontis & Martinez, 2013).

2.11 Caracteristicas de las plantas in vitro

Las platas in vitro durante las primeras etapas no son necesaria la actividad fotosintética, puesto
que a la planta se le suministran los elementos basicos para su desarrollo mediante un medio
nutritivo, encontrandose asi en un estado heterotrofico y pasandose a un estado autotréfico al ser

trasplantado al suelo (Hurtado & Merino, 2009).

Se menciona que la alta humedad y baja luminancia que prevalecen durante el cultivo in vitro
provocan que la cuticula de las hojas sea delgada, observaron que debido a ello las hojas
presentan células en empalizada con grandes espacios intercelulares y baja frecuencia de
estomas; esto hace que las plantulas producidas sean susceptibles a la desecacion cuando se
trasladan a condiciones externas (ex vitro). Los estomas de las plantulas in vitro son menos
operativos y permanecen abiertos; por ello las plantulas al pasar a aclimatarse pueden presentar
un importante estrés hidrico durante las primeras horas de la adaptacion. Algunas veces las
plantas cultivadas in vitro no sobreviven al ser trasladadas fuera del frasco hacia un medio
ambiente de condiciones mas rigurosas. Los principales cambios implican: disminucion de la
humedad, incremento de la intensidad luminosa, baja disponibilidad de nutrientes y la presencia
de patdgenos. Las plantulas sacadas de los frascos generalmente van de grandes hasta pequefias y

débiles, y muchas veces estas Ultimas mueren durante la aclimatacién (Vasquez, 2005).
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2.12 Aclimatacion de Vitroplantas o explantes

La aclimatacion de las vitroplantas a condiciones ambientales naturales (ex vitro), es un proceso
lento, que debe hacerse muy gradualmente para llevar un material vegetal de una condicion de
100% de humedad relativa a valores muy inferiores, como 40 - 50%. Inicialmente a la plantula se
le mantiene cubierta con un plastico, en forma hermética para luego ir poco a poco permitiendo la
entrada de aire externo. Las plantulas In vitro requieren de un periodo para adaptarse a las
condiciones “In Vivo” y lograrse la aclimatacion para ser trasplantadas a terreno definitivo
(Pierik, 1990) y (Hurtado & Merino, 2009) refiere que la plantula dentro del tubo de ensayo o
frasco se encuentra bajo condiciones de esterilidad y con alta humedad relativa, esta Gltima
debera reducirse eliminando el papel parafilm o cinta selladora (si se usa) unos cinco dias antes
del trasplante al suelo lo que dara a la planta mayor tolerancia a la baja humedad relativa del
medio ambiente, facilitandole su posterior adaptacion a condiciones autétrofas, donde tendré que
regular adecuadamente sus procesos de absorcidn, translocacion y transpiracion de agua. Para
realizar el trasplante de plantulas de los tubos de ensayo se destapan totalmente y se sacan las
plantas, debiendo lavarse cuidadosamente con agua deionizada, de manera que no quede agar

adherido en las raices.

Segln Tombolato & Costa, (1998) la etapa de aclimatacion esta definida como la adaptacion de
un organismo, especialmente una planta, que es transferida a un nuevo ambiente ex vitro. Esta
fase es muy delicada, debido basicamente a: stress hidrico, fotosintesis, absorcion de nutrientes y
fitosanidad. Siendo necesario que una planta habite un sustrato que le propicie condiciones para

su desarrollo.

Grattapaglia & Machado, (1998) consideran que existen varios factores abidticos que interfieren

en el proceso de aclimatacion como son: luminosidad, nutrientes y humedad relativa.



16

2.13 Tipos de sustratos para las orquideas (Orchidaceae).

Por sustrato debemos entender todo material o combinacion de diferentes componentes que, no
siendo tdxico, provea sostén, adecuada capacidad de intercambio catidnico, asi como una
adecuada retencion de humedad para la planta que en éste crecera, pero con una porosidad que
garantice una correcta aireacion para un 6ptimo desarrollo radical. Componente de sustrato, por
otro lado, es cualquier material individual, mezclado en proporciones volumétricas con otros
componentes, para alcanzar un nivel adecuado de aireacion, retencion de agua y nutrientes para el
crecimiento de plantas (Fonteno et al, 2000); (Silva, 1986) existen numerosos sustratos que
pueden ser utilizados para el cultivo de orquideas, como raices de Polypodium, fibra de raices de
Osmunda regalis, cascara de pino, fibra de coco. Se suman a estas, otros sustratos con potencial

de utilizacion como cascara de castafia, tierra vegetal, aserrin, etc.

Gutierrez et al., (1988) indica que el sustrato es el material sobre el cual la planta desarrollara sus
raices y eventualmente crecera y florecera. Un buen sustrato debe ser a la vez retentivo de
humedad, proveer de buena ventilacion a las raices y ser inerte (tener poca o ninguna capacidad
de liberar nutrientes en el medio). Los sustratos muy organicos se descomponen, vuelven muy
acidos al medio y se compactan, disminuyendo notoriamente la ventilacion, lo que causa la

pérdida de las raices, pudriciones y muerte de la plantula. Castellanos, (2018)

Se considera al sustrato ideal aquel que proporciona a la planta las mejores condiciones para su
crecimiento, que posea un bajo impacto ambiental y que la relacion beneficio/costo sea adecuada
para el sistema productivo, el mejor medio de cultivo en cada caso variara de acuerdo con
numerosos factores: especie vegetal, condiciones climaticas, tamafio y forma del saco o

contenedor, sistema de riego y fertilizacion, aspectos econémicos, experiencia local, etc.
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2.13.1 Fibra de coco.

Calderon & Cevallos, (2001) menciona que es un material organico de lenta descomposicién que
resulta como subproducto en las plantaciones de Coco. A pesar de ser un material organico, su
descomposicion es muy lenta debido a su elevado contenido de lignina (45 %). Es un material
dificil de descomponer. La céscara de coco contiene dos clases de material. Uno de aspecto
parecido al corcho, pero de poro abierto, de gran capacidad de absorcién de agua y de gran
capilaridad y otro consistente de fibras de longitud variable que pueden llegar hasta 4 cm de
longitud. La cascara de coco dado su origen en regiones costeras suele ser un material rico en

sales, especialmente Sodio y Cloruros.

2.13.2 Cascara de castafa.

Es una enmienda organica, es decir, sus efectos son como los del estiércol, pero es de origen
vegetal, en lugar de animal. Su funcion es acondicionar el suelo. Por ejemplo, equilibra la
cantidad de agua o proporciona aireacion, nutrientes y microorganismos que pueden tener un
efecto beneficioso para la planta. Esta materia organica no se puede utilizar en fresco porque es
"muy reactiva", con consecuencias negativas en el suelo como la disminucién de oxigeno. Por
€s0, se composta, es decir, se somete a un proceso donde se degrada y descompone, de forma
lenta, por la accion de los propios microorganismos que la integran. En esta actividad de
compostaje participa un grupo de hongos que se aprovechan de la cascara de castafia para crecer

(Cazorla, 2020).

2.13.3 Aserrin
Segun (Ecosiembra.com, 2011) el aserrin es un conjunto de astillas finas mezcladas con polvo
grueso que se desecha de las madereras o carpinterias, es decir, viene a ser parte de los residuos

del proceso de cepillado de la madera, su costo es relativamente bajo e incluso se suele regalar o
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botar a la basura, sin embargo, tiene varios usos: Como combustible (lefia), piso para la crianza
de animales y para el cultivo de plantas, en este Gltimo existen casos en los que su incorrecto uso
ocasiona dafios en el crecimiento de las plantas, también se puede utilizar el aserrin como
cobertura sobre el suelo para evitar que este se seque mas rapido, la ventaja del aserrin es que
retiene gran parte de la humedad después de un riego y evita que la tierra que esté debajo de este
pierda humedad por los rayos del sol y el viento, por ello se logra disminuir la frecuencia de
riego, se puede utilizar en capas de 3 — 5 cm. de espesor que rodeen el tallo o tallos de las plantas

sobre todo el suelo de la parcela, pero siempre evitando mezclarlo con la tierra.

Asi mismo menciona que se puede utilizar como sustrato para la elaboracion de almacigos. Su
bajo costo, la capacidad de retener humedad y la facilidad de desmoronarse al tacto lo convierten
en un sustrato ideal. Antes de utilizarlo se debe remojar en agua por varias horas (4 — 6) y
cambiar el agua varias veces, porque por ser un producto de la madera posee sustancias quimicas
(taninos) que en contacto con plantas (raices) ocasionan quemaduras y la muerte de estas; la
forma de eliminar estas sustancias es a través del lavado como ya se explicd. Las propiedades
fisicas del aserrin dependen del tamafio de sus particulas y se recomienda que del 20-40 % sean
inferiores a 0.8 mm Es un sustrato ligero, con una densidad aparente de 0.1 a 0.45g-cm-3

(Google.com, 2020).

El aserrin es usado en forma comun en sustratos horticolas, y usualmente es compostada antes de
emplearlo; sin embargo, debido a las diferencias inherentes entre maderas distintas por cuanto
toca a propiedades quimicas, la conveniencia del aserrin como componente organico de los
sustratos es variable en extremo, (Landis et al., 1989) en los ultimos afios el aserrin se ha usado
como sustrato generando buenos resultados, aunque estos dependen del tipo de material y los

aditivos afadidos que se utilice (Bures, 1997).
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2.13.4 Tierra vegetal.

Es un sustrato agricola para plantas que esta hecho con excelentes propiedades fisico-quimicas y
estd formado con fertilizante mineral especifico que, en conjunto con el correcto manejo de
irrigacion, microclima y nutricion, proporcionan un 6ptimo desenvolvimiento de los cambios,

resultando ser excelente y de buena calidad en el vivero.

2.13.5 Tierra negra.

Es de color oscuro y resulta de la descomposicion de la materia orgénica, ya sea proveniente de
los restos de animales o de los restos de hojas que cae de los arboles, los cuales son absorbidos
como nutrientes. Cuando hablamos sobre las propiedades que tiene la tierra negra, podemos
mencionar que contiene materia organica que se ha descompuesto en particulas muy pequefias,
que mejoran su textura dandole la capacidad de retener suficiente agua y que ademas proporciona
una buena circulacion entre las raices de la planta, que es fundamental para el crecimiento de las

mismas.

Propiedades de la tierra negra:

- Mejora la textura, dandole la capacidad de retener suficiente agua

- Proporciona una buena circulacion entre las raices de la planta, siendo fundamental para
un desarrollo de la planta, ya que mejora las condiciones para la supervivencia de insectos
provechosos y gusanos que también ayudan al flujo de aire, evitando un suelo compacto.

- Se vuelve abundante de nutrientes, ya que algunas bacterias son capaces de absorber el
nitrégeno del aire y lo depositan en el suelo, lo que lo lleva a estar disponible para la
planta.

- Posee un alto nivel de fertilidad, por lo que se considera una opcién ideal para las plantas.
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- Aporta textura al suelo, al descomponer la superficie va a permitir el drenaje del agua lo
que a su vez va a proporcionar la capacidad de incorporar propiedades de retencién de

agua en los suelos con mucha arena (Portalfruticola, 2020).

2.14 Invernadero o vivero

Constituye el ambiente en el cual se termina el proceso de aclimatacion del material vegetal para
su pase definitivo a condiciones de campo y/o su mantenimiento y reproduccion en el vivero
(dependiendo de la especie). En este ambiente se debe mantener bajo un estricto control
fitosanitario, particularmente en aquellos casos donde el objetivo fundamental es la obtencién de

plantas libres de patdgenos (Girgebv, 1994).
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacidn del area de estudio
El estudio de investigacion se realiz6 en el Departamento de Pando; Municipio Cobija; en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal perteneciente al Area de Ciencias Bioldgicas y Naturales

de la Universidad Amazonica de Pando.

Geograficamente se encuentra ubicada a 11° 01" 59,20"" latitud Sur y 62° 45" 31,13 de longitud

Oeste, cuenta con una temperatura promedia de unos 23°C a 26°C. (Figura 1)
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Figural

Croquis de ubicacion del laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

Fuente: Google map.
3.2 Materiales

3.2.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado en la presente investigacion para la fase de enraizamiento in vitro y
aclimatacion ex vitro de explantes de Orquidea (Orchidaceae) Figura 2 son provenientes de la
fase de micropropagacion y multiplicacion del Laboratorio de Biotecnologia vegetal
perteneciente al Area de Ciencias Bioldgicas y Naturales - ACBN de la Universidad Amazonica

de Pando.

Figura 2

Material Vegetal, explantes de orquidea (orchidaceae).

Fuente: Elaboracion propia.



3.2.2 Materiales de trabajo

Los materiales, equipos, reactivos, e insumos que se utilizaron para la investigacion estaban a
disposicion del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Area de Ciencias Bioldgicas y
Naturales de la Universidad Amazdnica de Pando, Materiales como sustratos, materiales de

escritorio y algunos implementos por parte de la tesista.

3.2.2.1 Equipos de laboratorio.
Agitador magnético

Autoclave

Balanza analitica.

Camara de flujo laminar de aire.
Horno microondas.

pH metro.

Refrigerador.

Temporizador (Control de horas luz - oscuridad).
Termo-hidrometro digital.
Vitrinas con reguladores de luz
Espectrofotdmetro

3.2.2.2 Material de vidrio y pléstico.
Mechero de Alcohol
Placas Petri

Probetas (10, 50, 100, 500 ml.).

Vasos de precipitacion (25, 50, 800 y 1000 ml)

Frascos de vidrio para almacenar soluciones (250, 500 ml).
Pipeta

Vasos de polietileno

3.2.2.3 Material quimico.

Sacarosa.

Carbohidratos

Cito quininas

Auxinas

Acido clorhidrico (HCL 0,1y 1 N)
Hidroxido de sodio (Na OH 0,1y 1 N)
Alcohol etilico al 96% y 70%.
Hipoclorito de sodio.

Macronutrientes

22
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Micronutrientes

Quelatos de hierro
Vitaminas

Reguladores de crecimiento
Fungicida (Ridomil)

3.2.2.5 Instrumentos e implementos de laboratorio.
Algodén

Bisturi

Mechero de alcohol o Bunsen

Papel aluminio

Pinzas

Espétula

Papel esterilizado

3.2.2.6 Materiales de escritorio.
Papel bond A4

Regla

Lapicero

Léapiz

Camara fotogréfica

PC Portatil

Impresora

3.2.2.7 Material vegetal.
Los explantes de Orquidea (Orchidaceae) fueron proporcionados por el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del Area de Ciencias Bioldgicas y Naturales de la Universidad Amazonica

de Pando, los explantes son provenientes de la fase de micropropagacion de cultivos in vitro.

3.2.2.8 Material de sustrato.

Cascara de castafia: Este producto es facilmente encontrado en la region Cobija-Pando, pues una
de las actividades principales es la extraccion de la nuez de la castafia, por lo que algunas
empresas desechan la cascara a la intemperie o lo queman. La céascara de castafia recolectada para

el trabajo es el residuo que se obtiene al extraer la nuez, vale decir es el tegumento lefioso que
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protege la nuez el cual estuvo descomponiéndose en la intemperie, con la finalidad de
homogenizar su descomposicién, y luego se procedi6 al desmenuzado a un tamafio de 5mm a1

cm.

Fibra de coco: Es un material abundante en la regién y se puede encontrar en todos los hogares y
se obtiene de forma gratuita, este material se lo desmenuza y se deja secando por un tiempo

determinado.

Aserrin descompuesto: Este material, es el desecho de los aserraderos de los diferentes tipos de
madera que ocupan. El aserrin colectado ha estado en descomposicion a la intemperie por espacio
de 5 meses, para luego ser compostado por espacio de 1 mes mas, la caracteristica principal de

este aserrin es que son particulas muy finas con dimensiones menores a 1 mm.

Tierra vegetal: La tierra vegetal fue proporcionada por el laboratorio de Biotecnologia Vegetal

del Area de ciencias Bioldgicas y Naturales.

Tierra negra comun: La tierra negra se extrajo de los suelos donde se encuentran las plantas de

caju (Anacardium occidentale).

3.3 Metodologia.
En la presente investigacion se realizd dos experimentos, fase de enraizamiento in vitro y fase de

aclimatacién ex vitro.

3.3.1 Fase de enraizamiento in vitro (Experimento 1)

3.3.1.1 Medio de cultivo

Los macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, gelificantes, carbohidratos y antioxidantes se
utilizaron a concentraciones segun Murashige y Skoog que se basa en la formulacion de

macronutrientes (N, P, K, S. Cay Mg) y micronutriente (Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo, y Co),



(Vitaminas x 100) esto como medio base para los tratamientos establecidos. La marca de los

reactivos fue SIGMA. Todos los reactivos que se utilizo se pesaron por separado y se disolvio

por separado Tabla 1.

Tabla 1

Soluciones skoog o soluciones madre.

1LITRO
MACRONUTRIENTES Mg/L MICRONUTRIENTES Mg/L
.NH4 NO3 (Nitrato de MnS0O4.4H20 (Sulfato de
) 0,165 ] 15,6
Amonio) manganeso tetrahidratado)
_ . MnSO4.H20 (Sulfato de
KNO3 (Nitrato de Potasio) 0,19 ] 8,45
manganeso monohidratado)
CaCl2.2H20 (Cloruro de 044 ZnS04.7H20 (Sulfato de 86
Cobalto Dihidratado) " Zinc heptahidratado) ’
CaCl2.6H20 (Cloruro de o ] )
] 0,665 H3BO3 (Acido trioxoborico) 6,2
Cobalto Hexahidratado)
MgSO4.7H20 (Sulfato de )
0,37 KI (Yoduro de Potasio) 0,83

Magnecio Heptahidratado)

KH2PO2 (Floruro de Potasio) 0,17

NaMo0O4.2H20 (Molibdato
de sodio Dihidratado)

CuS04.5H20 (Sulfato de

Cobre Pentahidratado) 02
CoCI2.6H20 (Cloruro de 025
Cobalto hexahidratado)

FeS04.7H20 (Sulfato de 78

hierro Heptahidratado)

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

3.3.1.2 Preparacién de medio de cultivo para fase de enraizamiento in vitro.

25

El medio de cultivo fue MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) constituidos de sales minerales y

vitaminas, con suplemento de carb6n activo 1 grL”t, sacarosa en niveles de 20,30,40y 60 grL"'%, y

como gelificante con 8 grL” 1) de Carregenina, L. Cysteine 2 mIL'%)., el pH fue ajustado para 5,7

+, los frascos utilizados consistieron en vasos (10 cm x 7cm), con 50ml de medio de cultivo los
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cuales fueron esterilizados en el autoclave a 120 °C y 1,3 atm de presion por 20 minutos. Asi
mismo en cada frasco fueron colocados los tratamientos, inmediatamente transferidos a la sala de
crecimiento donde el fotoperiodo es de 16 horas, temperatura de 25 + 3 °C y humedad relativa de

90%. Figura 3.

Figura 3

Preparacion de medio de cultivo.

Fuente: Elaboracion propia.
3.4 Disefio experimental (Experimento 1)
El disefio experimental que se empled en la investigacion es completamente al azar (DCA) con
cinco repeticiones. Con un arreglo bifactorial distribuidos completamente al azar con un arreglo
combinatorio (Tabla 2), donde los tratamientos fueron dispuestos en esquema factorial de 2 x 8,
con 5 repeticiones, con factores de concentraciones de sacarosa (20;30;40;60 grL"?) y sistemas de

tapas Barbijo y Parafilm.
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Tabla 2

Disefio experimental 1.

FACTOR "A" FACTOR "B"
TRATAMIENTOS
Sistema Sacarosa gri?
20 t1=r5
. 30 (Testigo) t2=r5
Tapa Barbijo
40 t3=r5
60 t4=r5
20 t5=r5
. 30 (Testigo) t6 =r5
Tapa Parafilm
40 t7 =15
60 t8=1r5

Fuente: Elaboracion propia.

3.5 Variables de respuesta para la fase de enraizamiento in vitro (Experimento 1)
Después de los 25 dias de estabelecimiento en la fase de enraizamiento in vitro, fueron evaluados

las siguientes variables.

El método gravimétrico se utilizo para evitar la tasa de pérdida de vapor de agua. Para ello, los
viales con tapa Barbijo y tapa Parafilm se pesaron durante los 25 dias con la ayuda de una
balanza analitica (0,0001 g). En ambos tratamientos, los viales contenian inicialmente 50 ml del

medio de cultivo. Figura 4

Figura 4

Tasa de perdida de vapor de agua a. muestra con tapa barbijo; b Muestra con tapa parafilm.

Fuente: Elaboracion propia
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3.5.1 Contenido relativo de agua.

Para evaluar el contenido relativo de agua (CRA), se eliminaron las hojas de la region mediana y
ponderada para obtener masa fresca (MF). Luego las hojas fueron sumergidas en 20 ml de agua
de 6smosis inversa durante 24 horas a 4 °C en la oscuridad. Despues de este periodo, se pesaron
de nuevo para obtener la masa turgida (TM). Luego, se secaron en un horno a 65 °C, con
circulacion de aire forzado, hasta obtener masa constante, para adquirir masa seca (DM). EI CRA

se obtuvo utilizando la férmula CRA = [(MF-MS) / (MT-MS)] x 100 (Cairo, 1995) Figura 5.

Figura 5

Proceso de toma de muestras para determinar la cantidad de agua en los explantes de orquidea
(Orchidadeae) en la fase de enraizamiento in vitro.

Fuente: Elaboracion propia.

3.5.2 Determinacion del contenido de pigmentos fotosintéticos.

Para la determinacion de pigmentos fotosintéticos, se trituraron muestras de 50 mg de hojas y se
insertaron en 5 ml de acetona el 80 % (v/v), donde permanecieron durante 48 horas en la oscuridad
bajo enfriamiento constante. Las absorbencias de los extractos se leyeron en espectrofotometro en
longitudes de onda de 664 nm, 646 nmy 470 nm, y el contenido de pigmentos fotosintéticos

(clorofilas a y b; y carotenoides) segun (Lichtenthaler, 1987) Figura 6.
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Figura 6

Proceso para toma de muestras para la lectura de los extractos de pigmentos fotosintéticos en el
espectrofotometro.

Fuente: Elaboracion propia.

3.5.3 Caracteristicas morfologicas de crecimiento

Previa limpeza de los expantes de orquideas (Orchidaceae) se realizo el conteo de las hojas
predeterminadas y se midio la longitud desde la base hasta la punta de la hoja mas larga, asi como
tambien se tomo en cuenta la tasa de mortalidad de los explantes fase de enrraizamiento in vitro.

Figura 7.

Figura7

Muestra de explantes para caracterizacion morfologica en fase de enrraizameinto in vitro. a.
Explante para conteo de hojas predeterminadas; b. Explante para determinacion de longitud.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.5.4 Presencia de estomas (cantidad)
Con la ayuda de los activadores y un esmalte transparente se tomd la muestra de una de las hojas
del explante de orquidea (Orchidaceae), luego se procedid a observar la presencia de estomas y

se contabilizo en un diametro de 0.5 mm, en un microscopio. Figura 8

Figura 8

Procedimiento para toma de muestras para observar la presencia de estomas en la de
enraizamiento in vitro. a. Activadores; b. Explante, c. Muestra tomada.

Fuente: Elaboracion propia.

3.6 Fase de aclimatacidn ex vitro de orquideas (Orchidaceae) (Experimento 2)

La aclimatacion de las orquideas consistio en 10 meses, (3 meses pre aclimatados en la sala de
crecimiento, 3 en Invernadero y 4 meses en Vvivero). con sus respectivos sustratos, en vasos de
polipropileno de 200 ml, los sustratos consistian en Tierra negra comin como Testigo de la
investigacion, Tierra vegetal, Aserrin, Cascara de castafia y Fibra de coco, (Figura 9) todos los
sustratos debidamente auto clavados. Fueron llevados a la sala de crecimiento donde
permanecieron 3 meses a temperatura de laboratorio (27°C), una vez trasladados a Invernadero y
Vivero estas permanecieron a temperatura promedio de la region, La temperatura promedio de la

ciudad de Cobija es de 25,4 °C con variaciones medias de entre 23°C y 39°C. Durante la época
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seca se presentan frentes frios provenientes del sur, y la temperatura minima llega alcanzar 19°C.
por lo general se presentan dos estaciones: lluviosa (septiembre-abril) y seca (mayo-agosto), en el
transcurso del tiempo se estuvo supervisando con riegos y desinfeccidn de posibles

contaminaciones.

Figura 9

Sustratos para la aclimatacion ex vitro de explantes de orqudeas. a Tierra negra comun;b Tierra
vegetal; c Aserrin; d Cascara de castafia; e Fibra de coco.

Fuente: Elaboracion propia.

3.7 Disefio experimental 2
El disefio empleado para este trabajo de investigacion es el de completamente al azar con 5
repeticiones. Con un arreglo factorial distribuidos completamente al azar con un arreglo

combinatorio Tabla 3.
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Tabla 3

Disefio experimental 2.

FACTOR "A" FACTOR "B" TRATAMIENTO
SACAROSA SUSTRATO
Fibra de coco t1=r5
Cascara de castafia t2=r5
20 Aserrin t3=1r5
T. Vegetal t4=r5
T. Negra (Testigo) t5=r5
Fibra de coco t6=r5
Cascara de castafia t7 =15
30 (Testigo) Aserrin t8=r5
T. Vegetal t9 =r5
T. Negra (Testigo) t10=1r5
40 Fibra de coco t11=1r5
Cascara de castafia t12=1r5
Aserrin t13=15
T. Vegetal t14 =15
T. Negra (Testigo) t15=1r5
Fibra de coco t16=r5
Cascara de castafia t17 =15
60 Aserrin 118 =15
T. Vegetal t19=r5
T. Negra (Testigo) t20=1r5

Fuente: Elaboracion propia.

El nimero de repeticiones 5 por lo tanto el nimero de unidades experimentales sera de 1 x 4 x 25

=100

3.8 Variables de respuesta. (Aclimatacion ex vitro)
Después de los 10 meses, (3 meses pre aclimatados en la sala de crecimiento, 3 en Invernadero 4
meses en Vivero), donde vivero seré la Gltima etapa para ser trasladado a su lugar definitivo,

después de los 10 meses se evaluaron las siguientes variables.

3.8.1 Caracteristicas de crecimiento

Para tomar datos de la longitud de planta se procedi6 a una previa limpieza del explante, y con la
ayuda de una regla se midi6 desde la base de la planta hasta la punta de la hoja mas larga. De la
misma manera se hizo con la longitud de la raiz, se midi6 la raiz pivotante de extremo a extremo,

se tomd en cuenta cada hoja para la variable nimero de hojas y para el volumen de raiz, se tomo
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una probeta de 50 ml se introdujo 40 ml de agua y se sumergid las raices del explante y de esa

manera se obtuvo el dato para el volumen Figura 10.

Figura 10

Muestra de ejemplares de explantes de orquideas (Orchidaceae) para su caracterizacion
morfoldgica en fase de aclimatacion. a Longitud de planta; b Numero de hojas; ¢ Longitud de la
raiz; d Volumen de la raiz.

Fuente: Elaboracion propia.

3.8.2 Contenido relativo de agua (CRA).

Para evaluar el contenido relativo de agua (CRA), de la misma manera que en el experimento 1
se eliminaron las hojas de la region mediana y ponderada para obtener masa fresca (MF). Luego
las hojas fueron sumergidas en 20 ml de agua de 6smosis inversa durante 24 horas a 4 °C en la
oscuridad. Después de este periodo, se pesaron de nuevo para obtener la masa turgida (TM).
Luego, se secaron en un horno a 65 °C, con circulacion de aire forzado, hasta obtener masa

constante, para adquirir masa seca (DM) Figura 11.
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Figura 11

Proceso para determinar el contenido relativo de agua en el explante en fase de aclimatacion. a
Masa fresca; b Masa de turgencia; ¢ Masa seca.

Fuente: Elaboracion propia.

3.8.3 Determinacion del contenido de pigmentos fotosintéticos

Para la determinacién de pigmentos fotosintéticos, se trituraron muestras de 50 mg de hojas y se
insertaron en 5 ml de acetona el 80 % (v/v), donde permanecieron durante 48 horas en la
oscuridad bajo enfriamiento constante. Las absorbencias de los extractos se leyeron en
espectrofotometro en longitudes de onda de 664 nm, 646 nm y 470 nm, y el contenido de

pigmentos fotosintéticos (clorofilas a y b; y carotenoides) Figura 12.

Figura 12

Proceso de toma de muestras para observar la pigmentacién fotosintética de la clorofila, a
Muestras de explantes insertadas en 5 ml de acetona; b. absorbencia del extracto; c. Lectura de
longitudes de onda en el espectrofotdmetro.

}M’N il % |

S0 5

Fuente: Elaboracion propia.
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3.8.4 Presencia de estomas (Cantidad total, Abiertos y Cerrados)

Se tomo la hoja més vigorosa del explante de orquidea (Orchidaceae) y se colocd los activadores
previamente preparados para tomar el molde, luego de tomar el molde se paso con el esmalte
transparente, luego se llevo al lente Optico del microscopio para observar el movimiento

estomatico figura 13.

Figura 13

Procedimiento para observar presencia de estomas en los explantes.

Nota. a Activadores y esmalte; b Toma de muestra del explante; c Molde de la muestra del
explante; d Observacion de estomas en el microscopio.

Fuente: Elaboracion propia.

3.9 Modelo Estadistico
Los datos de las variables de respuesta fueron sometidos a los disefios para los dos experimentos,

se analizaron segun el siguiente modelo estadistico:
Yiju = w+ Bi + Tj + Ex + €
Donde:
Yijia= Variable respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento
1 = Media general
B; = Efecto del i-ésimo repeticion

T;= Efecto de la j-esima de niveles de sacarosa —tipos de sustrato
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E= Efecto del k-ésimo tipos de tipos de tapa
I. j. k= Efecto de la interaccién
€ijxi= Error experimental
3.10 Analisis Estadistico.
De acuerdo al modelo estadistico definido se realizaron analisis para probar hipotesis acerca de
los efectos fijos y comparaciones de medias mediante contrastes, para determinar protocolos en

fase de enraizamiento in vitro y aclimatacién ex vitro, adecuados segun las concentraciones.

Posteriormente, se realizo el andlisis de varianza mediante la prueba F, indico que hubo una
diferencia entre los tratamientos, una comparacién de sus medias por la prueba de Tukey (1949).
Para los datos cuantitativos, se realizo un analisis regresion polindmica. Los analisis se llevaron a

cabo utilizando los programas estadisticos de ASSISTAT Y SISVAR.
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4. RESULTADOS

4.1 Analisis de varianza. Experimento 1- (Fase de Enraizamiento in vitro).

Para el analisis de variancia en la propagacion in vitro de las orquideas (Orchidaceae), se observo
que entre los factores de sistemas de tapas (Barbijo y Parafilm) y nivel de Sacarosa (20:30:40:60
grL’ 1) existe interaccion en la variable de Longitud de planta (cm) (p<0,01). Asi mismo se observa
que para las variables Numero de hojas y Tasa de mortalidad existe diferencia significativa en las

independientes Tabla N 4.

Tabla 4

Analisis de varianza de las caracteristicas morfologicas de explantes de orquideas (Orchidaceae)
en fase de enraizamiento in vitro en funcién de sistemas de tapas y niveles de sacarosa.

FUENTE DE CUADRADO MEDIO (CM)

VARIACION . Numero Tasa de
Longitud de planta de hoja mortalidad

Sistema tapas 6,27** 17,05ns  0,53**
Sacarosa 2,15* 0,98** 0,11*
Sistema*Sacarosa 2,37** 0,62ns 0,94 ns
C.V(%) 27,78 22,73 16,41

Notas: ™ no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01)

Para la variable longitud de planta, entre los factores Sistema de tapa (barbijo y parafilm) y nivel
de Sacarosa en condiciones in vitro de orquidea (Orchidaceae), se observo que 20gL ! de
sacarosa en combinacion de tapa barbijo se obtuvo mayor longitud de planta (7,92 cm), asi como

también para el sistema de tapa parafilm en combinacion de 60 g/’ de sacarosa se observa
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mayor longitud de planta (10,67 cm) siendo los dos los mejores a comparacion de los demas

tratamientos (Figura 14).

Figura 14

Variable Longitud del explante fase de enraizamiento in vitro.
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Fuente: Elaboracion Fuente propia.

Para la variable independiente nimero de hoja en la fase de enraizamiento in vitro de explantes
de orquidea (Orquidadea), se observo que 40gL* de sacarosa promovié mayor numero de hojas
estadisticamente (4,76), independientemente del tipo de tapa, a diferencia de los demas

tratamientos estadisticamente menores. Figura 15



Figura 15

Variable Numero de hojas en la fase de enraizamiento in vitro.
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Fuente: Elaboracién propia.

Para la variable tasa de mortalidad en los independientes de sistemas de tapas (Parafilm y
Barbijo), se observo que, con el sistema de tapa parafilm se obtuvo mayor sobrevivencia de
explantes en la fase de enraizamiento in vitro con un 80 % a diferencia del sistema de tapa
Barbijo que obtuvo un 67% Figura 16.

Figura 16

Variable Tasa de mortalidad en fase de enraizamiento in vitro.
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Fuente: Elaboracién propia.
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En la variable tasa de mortalidad o porcentaje de sobrevivencia de los explantes de orquidea
(Orquidaceae) en fase de enraizamiento en la independiente de diferentes concentraciones de
sacarosa se obtuvo mayor sobrevivencia de explanes in vitro con la concentracion de 20gL ! de

Sacarosa con (1,58) Figura 17.

Figura 17

Variable Tasa de mortalidad en fase de enraizamiento con niveles de sacarosa.
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Fuente: Elaboracion propia.

En el analisis de variancia de numero de estomas de la fase de enraizamiento in vitro de las
orquideas (orchidaceae), se observa que entre los factores sistemas de tapas (Barbijo y Parafilm)
y nivel de sacarosa (20:30:40:60 grL’1) no existe interaccion, sin embargo, su coeficiente de
varianza (CV) es menor a 30 % significa que el modelo estadistico es el adecuado para esta

investigacion Tabla 5.
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Tabla5

Anélisis de varianza para la variable Nimero de estomas en los explantes en fase de
enraizamiento de orquideas in vitro (Orchidaceae) en funcion de sistemas tapas y niveles de
sacarosa.

CUADRADO MEDIO (CM)

FUENTE DE VARIACION
NUmero de estomas

Sistema tapa 1,42 ns
Sacarosa 1,14 ns
Sistema*Sacarosa 1,31 ns
C.V(%) 27,72

Notas: ™ no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01)
En la fuente de variacién de contenido de agua en los explantes de orquideas (Orchidaceae) en
fase de enraizamiento in vitro existe interaccion entre los factores sistemas de tapas (Barbijo y
Parafilm) y nivel del de sacarosa (20:30:40:60grL"1), asi mismo se puede observar que el
coeficiente de varianza (CV) es menor a 30%, que significa que el modelo estadistico de esta

variable es adecuado para la investigacion Tabla 6.

Tabla 6

Analisis de varianza del contenido de agua en los explantes de orquideas (Orchidaceae) en fase
de enraizamiento in vitro en funcién de sistemas tapas y niveles de sacarosa.

CUADRADO MEDIO (CM)
Contenido de agua

FUENTE DE VARIACION

Sistema tapa 505,52 **
Sacarosa 121,02 ns
Sistema*Sacarosa 255,65 *
C.V(%) 10,58

Notas: " no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01).

En la variable independiente de contenido de agua se observa que existe menor porcentaje de

contenido de agua con el sistema de tapa barbijo, asi mismo se observa que en la interaccion de
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sistema de tapa (Barbijo) y concentracion de sacarosa (30 grL?) existe menor cantidad de agua,
alcanzando un 65,7% estadisticamente, a diferencia de otros tratamientos que fueron

estadisticamente iguales entre niveles de concentracion de sacarosa y sistemas de tapas Figura 19.

Figura 19. Variable de Contenido de agua fase de enraizamiento in vitro.
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Fuente: Elaboracion propia.

Para la fuente de variacion de pigmentos fotosintéticos se observa que en las variables
carotenoides y clorofila b existe interaccion entre los factores nivel de sacarosa (20:30:40:60grL
1) y sistemas de tapas (Barbijo y Parafilm), asi mismo muestra que en la variable de Clorofila a
no existe diferencia significativa siendo los tratamientos iguales, el coeficiente de variacion (CV)
esta en el rango de 30%, significa que el modelo estadistico es adecuado para las variables de

estudio Tabla 7.
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Tabla7

Analisis de varianza para los pigmentos fotosintéticos de los explantes de orquideas
(Orchidaceae) en fase de enraizamiento in vitro, en funcién de sistemas de tapas y niveles de
sacarosa.

FUENTE DE CUADRADOS MEDIOS (CM)
VARIACION Clorofila a Clorofilab Carotenoides
Sistema 0,99 ns 0,00 ns 0,74 ns
Sacarosa 0,72 ns 0,28* 0,71ns
Sistema*Sacarosa 0,16 ns 0,25* 0,80 *
CV.% 29,54 32,73 22,46

Notas: ™ no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01).

Para la variable de respuesta en la pigmentacion fotosintética de clorofila b se observo que
independientemente del nivel de sacarosa, el sistema tapa parafilm es el mejor en este
experimento, asi mismo muestra que la interaccion entre sistema de tapa (Barbijo) y el nivel de
sacarosa (20grL 1) obtuvo mayor pigmentacién fotosintética. Por otro lado, en la variable de
Carotenoides se observa que independientemente del nivel de sacarosa el sistema de tapa Barbijo
obtuvo mejor pigmentacién fotosintética, de la misma manera se observo que 30:40:60 grLt de
sacarosa en combinacion del sistema tapa parafilm brinda resultados favorables en este

experimento Tabla 8.
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Variable de Pigmentacion fotosintética (Clorofila b y Carotenoides) en la fase de enraizamiento

in vitro.

VARIABLES DE RESPUESTA

SISTEMA  NIVEL DE

TAPA SACAROSA Clorofila"B" Carotenoides
20 1,27 AA 0,93 AA
30 0,92 Ab 0,20 AA
Tapa Barbijo
40 0,75 Ab 0,33 AA
60 0,66 Ab 0,39 AA
20 0,69 AA 0,23 bA
30 1,03 AA 0,80 AA
Tapa Parafilm
40 0,82 AA 0,42 AA
60 1,09 AA 0,75 AA

Nota*Valores con letras minusculas son estadisticamente iguales por la prueba de Tukey

Fuente: Elaboracion propia.

Para la variable Perdida vapor de agua en la fase de enraizamiento in vitro de orquideas

(Orquidaceae) se observa que hay un gran intercambio gaseoso de agua con el sistema de tapa

barbijo a comparacion del sistema de tapa parafilm. Figura 18.
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Figura 18

Variable perdida de vapor de agua en la fase de enraizamiento.
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Fuente: Elaboracion propia.

4.2 Analisis de varianza. Experimento 2- (Fase de Aclimatacion ex vitro).

En el andlisis de Varianza para la fase de aclimatacion ex vitro muestra que hubo interaccion
p<0,01% en las variables longitud de planta, longitud de raiz y volumen de raiz. Asi mismo se
puede observar que en la variable nimero de hoja existe diferencia significativa en las
independientes, el Coeficiente de variacion esta por debajo de 30% para todas las variables, esto

quiere decir que el modelo estadistico es el adecuado para la presente investigacion Tabla 9.
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Tabla 9

Anélisis de varianza para las caracteristicas morfoldgicas de explantes de orquideas
(Orchidaceae) provenientes de la fase de enraizamiento con diferentes niveles de sacarosa en
funcién de tipos de sustratos.

CUADRADO MEDIO (CM)

FUENTE DE Longitud de Numero de Longitud de Volumen de
VARIACION planta hoja raiz raiz

Sacarosa 36,29** 5,92** 7,54%* 0,48**
Sustrato 10,06* 2,39*% 3,14* 0,33**
Sacarosa * Sustrato 7,31** 1,26 ns 1,32** 0,11**

C.V. (%) 28,77 42,53 26,49 10,72

Notas: ™ no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01)

Para la variable longitud de planta se observa que existe interaccion entre los explantes
provenientes de la fase de enraizamiento bajo experimento con diferentes niveles de sacarosa y
tipos de sustratos en fase de aclimatacion, también se puede observar gque los explantes
provenientes con 20 grL'! de sacarosa en combinacion de sustrato de cascara de castafia muestra
estadisticamente mayor elongacion del explante (15,6cm) a comparacion de todos los demas
tratamientos. Asi mismo se puede observar que los expantes enraizados con de 20grL" ! sacarosa
en combinacion de sustrato fibra de coco muestra resultados favorables para la elongacion de los
explantes, siendo estadisticamente igual al mejor tratamiento (20grL” ! de sacarosa con cascara de

castafa). Figura 19
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Figura 19

Variable de Longitud de planta en la fase de aclimatacion ex vitro.
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Fuente: Elaboracion propia.

Para la variable longitud de raiz en la interaccién entre los explantes provenientes de la fase de
enraizamiento con diferentes niveles de sacarosa y tipo de sustrato para la fase de aclimatacion,
se observo que 60 grLt de sacarosa en combinacién de sustrato cascara de castafia,
estadisticamente muestra mayor longitud de raiz (8,75cm). Asi mismo, el nivel de sacarosa 60grL”
1 es la mejor concentracion para mayor longitud de raiz independientemente del tipo de sustrato.
De la misma manera se puede observar que la fibra de coco es estadisticamente igual al sustrato

de cascara de castafia para el desarrollo de longitud de raiz. Figura 20
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Variable de Longitud de raiz de explantes de orquideas (Orchidaceae) en la fase de aclimatacion

ex vitro.
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Fuente: Elaboracion propia.
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Para la variable volumen de raiz los explantes enraizados en concentracion de 60gr/ L' ! sacarosa

en combinacion con los sustratos cascara de castafia y fibra de coco obtuvieron mejores

resultados. Asi mismo se puede observar en el grafico que estadisticamente los explantes

enraizados con 40gr L't de sacarosa en combinacion de cascara de castafia es igual al mejor

tratamiento Figura 21.
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Variable Volumen de raiz de los explantes de orquideas (Orchidaceae) en fase aclimatacion ex

vitro.
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Fuente. Elaboracién propia.
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En la variable independiente nimero de hojas en fase de aclimatacién ex vitro en funcién de tipos

de sustrato, podemos observar que con el sustrato de Aserrin se obtuvo mayor nimero de hojas

(7.04), seguido del sustrato fibra de coco (6.41) Figura 22.
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Figura 22

Variable independiente de Numero de hoja en fase de aclimatacion ex vitro en funcién de tipos
de sustrato.
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Fuente: Elaboracion propia.

Para la variable independiente nimero de hojas en la fase de aclimatacién ex vitro de orquidea
(Orquidadea), en funcion del nivel de concentracion de sacarosa de los explantes provenientes de
la fase de enraizamiento, se observo que 20grL° ! de sacarosa promueve mayor nimero de hojas
en la fase de aclimatacidn ex vitro estadisticamente (5,72) a diferencia de los otros tratamientos

estadisticamente menores sin influir el tipo de sustrato. Figura 23.
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Variable Numero de hoja de los explantes provenientes de la fase de enraizamiento en funcion de
nivel de sacarosa en la fase de aclimatacion.
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Fuente: Elaboracién propia.

En el analisis de Varianza para la variable presencia de estomas en los explantes de orquideas

(Orchidaceae) en la fase de aclimatacion ex vitro se observa que hubo interaccion entre los

explantes de la fase de enraizamiento con diferentes niveles de sacarosa (20:30:40:60grL"1) y

tipos de sustrato (Fibra de coco: Cascara de castafia: Aserrin: Tierra vegetal: Tierra negra -

testigo). Asi mismo muestra que en las variables de estomas abiertos, estomas cerrados y numero

total de estomas se puede observar que el coeficiente de varianza (CV) es menor a 30 % esto

quiere decir que el modelo estadistico es adecuado para la presente investigacion. Tabla 10.
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Tabla 10

Analisis de varianza para la variable presencia de estomas en los explantes de orquideas
(orchidaceae) en la fase de aclimatacion ex vitro en funcion de tipos de sustratos.

CUADRADO MEDIO (CM)

FUENTE DE

VARIACION Estomas abiertos Estomas cerrados Total estomas
Sacarosa 5,93** 5,17** 11,41**
Sustrato 2,83* 5,60* 11,26*
Sacarosa * Sustrato 1,85** 2,89** 5,27**

C.V. (%) 23,06 27,64 23,59

Notas: "™ no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01).

Para la variable independiente de nimero de estomas abiertos, se observa que estadisticamente
los explantes enraizados con 40grL" de sacarosa en combinacion de sustrato aserrin (6,66) se
encontré mayor nimero de estomas abiertos en la fase de aclimatacion, asi mismo las
concentraciones de 20 gr/Lty 40 grL"'* de sacarosa promovieron mayor apertura de estomas,
independientemente del tipo de sustrato. Los niveles de sacarosa influyen en el nimero de

estomas abiertos sin importar el tipo de sustrato Figura 24.
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Figura 24

Variable de Estomas abiertos en los explantes de orquidea (Orchidaceae) en la fase de
aclimatacion ex vitro.
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Fuente: Elaboracién propia.

Para la variable independiente nimero de estomas cerrados en los explantes de orquideas
(Orchidaceae) en la fase de aclimatacion ex vitro se observa que estadisticamente los explantes
enraizados en las concentraciones de 30gr/L"ty 20 grL"* de sacarosa en combinacion del sustrato
Aserrin (12) y fibra de coco (12) respectivamente se observé mayor movimiento de estomas

cerrados en la fase de aclimatacion. Figura 25.
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Variable de estomas cerrados en los explantes de orquideas (Orchidaceae) en la fase de
aclimatacion ex vitro.
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Fuente: Elaboracion propia.

Para la variable independientemente sobre la presencia del nimero total de estomas se observa
que los explantes enraizados en concentraciones de 20 grL”t de sacarosa en combinacion de
cascara de castafia muestra mayor movimiento de estomas. Asi mismo se observa que
independientemente del tipo de sustrato, estadisticamente los explantes enraizados con 20 grL°t

de sacarosa son tratamientos que muestran mejor resultado. Figura 26.

54
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Figura 26

Variable de Numero total de estomas en los explantes de orquideas (Orchidaceae) en la fase de
aclimatacion ex vitro.
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Fuente: Elaboracién propia.

En el analisis de Varianza de contenido de agua en la fase de aclimatacion ex vitro muestra que
no existe interaccion entre explantes provenientes de la fase de enraizamiento con diferentes
concentraciones de sacarosa y tipos de sustrato, asi mismo se puede observar que existe
diferencia significativa en los independientes de explantes enraizados en diferentes
concentraciones de sacarosa al p<0,01 % y tipo de sustrato al p<0,05 %, por otra parte se observa
que el coeficiente de varianza (CV) esta en el rango de 30% esto indica que el modelo estadistico

es adecuado para la presente investigacion. Tabla 11.
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Tabla 11

Analisis de varianza para la variable del contenido de agua en los explantes de orquideas
(Orchidaceae) en la fase de aclimatacion ex vitro en funcién de tipos de sustratos.

FUENTE DE CUADRADO MEDIO (CM)
VARIACION Contenido de agua
Sacarosa 250,75**
Sustrato 105,12*
Sacarosa*Sustrato 2,74ns
C.V. (%) 33,26

Notas: ™ no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01

Para la variable independiente de contenido de agua en los expantes de orquideas (Orchidaceae)
en la fase de aclimatacién ex vitro se observa que el sustrato tierra negra (Testigo) promueve
menor contenido de agua para la aclimatacién de explantes de orquideas (Orchidaceae) seguido

del sustrato Aserrin y fibra de coco. Figura 27.
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Figura 27

Variable del Contenido de agua en los explantes de orquideas (Orchidaceae) en la fase de
aclimatacion ex vitro en funcion del tipo de sustratos
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Fuente: Elaboracion propia.

Para la variable independiente contenido de agua en los explantes de orquidea (Orchidaceae) en
la fase de aclimatacion ex vitro en funcion del nivel de sacarosa (Fase de enraizamiento) se
observa que con 30 grL'* de sacarosa se promueve menor cantidad de agua en los explantes.

Figura 28.
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Figura 28

Variable de Contenido de agua en los explantes de orquidea en la fase de aclimatacion ex vitro,
en funcion del nivel de sacarosa.
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Fuente: Elaboracion propia.

En el analisis de Varianza para pigmentacion fotosintética de los explantes de orquidea
(Orchidaceae) en la fase de aclimatacion ex vitro, muestra que existe interaccion en todas las
variables (Clorofila a, Clorofila b y Carotenoides) asi mismo se puede observar que el coeficiente
de varianza (CV) se encuentra en un rango de 30% esto indica que el modelo estadistico es el

adecuado para la presente investigacion Tabla 12.
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Tabla 12

Anélisis de varianza para la pigmentacion fotosintética de Clorofila en los explantes de
orquideas (Orchidaceae) en la fase de aclimatacion ex vitro en funcion de tipos de sustratos.

FUENTES DE CUADRADO MEDIO (CM)

VARIACION Clorofila a Clorofila b Carotenoides
Sacarosa 7,12*%* 2,71** 0,82**
Sustrato 2,1* 0,75* 0,26*

Sacarosa*Sustrato 1,84** 0,57** 0,26**
C.V. (%) 30,5 23,03 20,78

Notas: ™ no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01).

Para las variables de pigmentos fotosintéticos, podemos observar que en la variable de clorofila a
existe pigmento fotosintético en los explantes provenientes de la fase de enraizamiento en
concentraciones de 40 grL* de sacarosa, en la variable de clorofila b se observa mayor
movimiento de pigmento fotosintético con 20 grL"t seguido de 40 gr/L’t de sacarosa, y para la
variable de carotenoides se puede observar que 20 grL"* y 40 grL"* de sacarosa promueve mayor
pigmentacion fotosintética, demostrando asi que los explantes provenientes de la fase de
enraizamiento con altos niveles de sacarosa son los que contienen mayor pigmentacion
fotosintética, asi mismo los sustratos cascara de castafia y fibra de coco aportaron para el

resultado del pigmento fotosintético en los explantes. Tabla 13.
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Variables de repuesta para pigmentos fotosintéticos en los explantes de orquideas (Orchidaceae)

en la fase de aclimatacion ex vitro.

VARIABLES DE RESPUESTA

SACAROSA SUSTRATO Clorofila A Clorofila B Carotenoides
F.decoco 3,28 Bb 2,02 AA 0,54 bB
Castafa 7,05 AA 24 AA 1,69 AA
20 Aserrin 4,67 aB 2,26 AA 094 aB
T. Vegetal 4,51 aB 1,92 AA 112 aB
T. Negra 4,03 aB 18 AA 0,88 aB
F.decoco 1,17 cA 045 bA 0,29 bA
Castana 0,98 bA 0,35 bA 0,25 bA
30 Aserrin 1,38 bA 0,71 bA 0,27 bA
T.Vegetal O bA 0 bA 0 bA
T. Negra 0 bA 0 bA 0 bA
F.decoco O cC O bhC O bB
Castana 3,49 bB 2,68 AA 0,33 bB
40 Aserrin 5,33 AA 23 AA 1,13 AA
T. Vegetal 6,85 AA 313 AA 1,53 AA
T. Negra 2,35 aB 1,07 aB 047 aB
F.decoco 6,17 AA 2 AA 147 AA
Castana 2,25 bB 0,99 bB 05 bB
60 Aserrin 1,45 bB 0,5 bB 0,38 bB
T. Vegetal 6,85 AA 284 AA 144 AA
T. Negra 0 bB 0 bB 0 bB

Nota*Valores con letras minGsculas son estadisticamente iguales por la prueba de Tukey (p < 0.05)

Fuente: Elaboracion propia.
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5. DISCUSION.

La sacarosa es el carbohidrato mas comun utilizado para propagacion en cultivos in vitro
Segretin, (2006); Leifert et al.,(1995); Nicoloso et al., (2003) indican que, debido a la baja
capacidad fotosintética de plantas cultivadas in vitro, estas requieren la adicion de carbohidratos
para satisfacer sus necesidades metabolicas, ya sea participando en la generacion de energia o
como fuente de esqueletos de carbono para varios procesos biosintéticos como el crecimiento y la
diferenciacion celular.

En el presente estudio se utiliz6 diferentes concentraciones de sacarosa para el crecimiento
morfolégico y fisioldgico de explantes in vitro de orquideas (Orchidaceae), Galiba & Erdei,
(1986) indican que la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo es importe, porque
contribuye en la formacion de cloroplastos y en la induccion de brotes, las diferentes
concentraciones de sacarosa pueden producir alteraciones en el desarrollo de las plantas, los
cuales pueden afectar tanto su metabolismo como las condiciones osméticas del medio. Sin
embargo, Cardenas & Villegas, (2002) afirman que son muchos los investigadores que apuntan
hacia la baja concentracion de sacarosa para inducir el enraizamiento in vitro.

Assy-Bah et al., (1989) mencionan que las concentraciones entre 20 grl”t y 30 grL”'* de sacarosa
el crecimiento morfolégico es lento en las especies ornamentales. Sin embargo, Marchat et al.,
(2007) menciona que la suplementacion del medio de cultivo con 10 grl”t y 20 grL- t de sacarosa
proporciona mayor crecimiento morfoldgico de los explantes en la fase de enraizamiento. En el
presente experimento de investigacion se observo mayor desarrollo morfoldgico aplicando 20 grl”
1y 40 grL’t de sacarosa, esta cantidad de dosis promovio mayor longitud de explante (7,92 cm), y
mayor numero de hoja (4,76) en la fase de enraizamiento in vitro, tal como lo destaca Trigiano &

Gray, (2011) que una concentracion de 20-60 grL”* de sacarosa es comunmente utilizado como
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fuente de carbono y energia para el desarrollo de las plantas. De igual manera, Grout & Millan,
(1985); Wainwrigght & Scrace, (1995) sefialan que las altas concentraciones de sacarosa
incrementa la cantidad de carbohidratos almacenados en los brotes y aumenta también la energia
disponible para plantulas con hojas formadas in vitro que actdan como érganos de reserva de
carbohidratos que serviran para desarrollar hojas mas eficientemente fotosintéticas, también
afirman que la sacarosa tiene un efecto favorable sobre las plantulas durante el periodo de

aclimatacion.

Asi mismo se pudo observar que la concentracion de 40 grL'* de sacarosa en el medio de cultivo
durante la fase de enraizamiento demuestra un buen desarrollo morfoldgico en las variables
namero de hojas, y porcentaje de sobrevivencia de los explantes de orquidea, esta teoria coincide
con lo manifestado por Olivera et al., (2000) que la concentracion de 40 grLt de sacarosa en el
medio de cultivo, en la fase de enraizamiento in vitro es adecuado, de tal manera que el
incremento de su concentracion mejora el desarrollo de los explantes. Los resultados alcanzados
en esta investigacion tienen relacion con lo observado por Koroch et al., (2007) quienes
mencionan que al incrementar la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo de 0 a 45 grL°t
aumenta desarrollo de la especie ornamental. Asimismo, estos resultados coinciden con lo
encontrado por Andrade & Lopez, (1994) y Olivera et al., (2000) quienes sefialan que el
incremento en la concentracién de sacarosa causa un aumento en el nimero de hojas y longitud
de explantes de otras especies orna mentales, tal como se pudo observar en los resultados de esta

investigacion.

Al respecto Franck et al., (2006) sefialan que la sacarosa juega un papel fundamental en el
mecanismo que media en el control de la regulacién por disminucion de la fotosintesis

provocando su caida. Segun Abdelnour & Vicent, (1994) Mencionan que la fotosintesis es el
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proceso por el cual las plantas convierten el dioxido de carbono y agua en carbohidratos
(Azucares-Sacarosa), en el presente estudio se observé que el pigmento fotosintético aumenta en
una aplicacion de 40 grL" de sacarosa en clorofila B y Carotenoides. Vijay, (2017) sefiala que las
plantas con poca luz (sombra) contienen més clorofila b por cloroplasto que clorofila a.
Asimismo Merino & Hurtado, (1994) mencionan que la sacarosa es la fuente de carbono
ampliamente usada en concentraciones de 2 a 3 %, sin embargo en las especies ornamentales se
emplean concentraciones elevadas de 5 a 12 % ya que ayuda al proceso de la fotosintesis; segln
los resultados obtenidos en la presente investigacion (Fase de enraizamiento) muestra
pigmentacion fotosintética en la variable clorofila b en todos los niveles de sacarosa en
combinacidn con tapa parafilm, sin embargo en la variable de carotenoides solo con las
concentraciones mas altas de sacarosa (30 grL’%, 40 grL"ty 60 grL’1), independientemente del
tipo de tapa. En cuanto al sistema de tapa en la presente investigacion se experimentd con dos
tipos de sellado (Tapa parafilm y tapa barbijo), con el sistema de tapa parafilm se obtuvo mayor
namero de sobrevivientes y mejor desarrollo morfolégico los explantes (Numero de hojas y
altura de planta) y fisioldgico. larema et al., (2012) indica que los sistemas de tapa o sellado de
los recipientes o frascos de cultivos in vitro, que permiten un mayor intercambio gaseoso a través
de la apertura parcial, favorecen el crecimiento y desarrollo de las plantas reduciendo la humedad
relativa, evitando la acumulacion de gases y aumentando la concentracién del diéxido de carbono
(COy) en el interior de los frascos. Tradicionalmente los envases para el cultivo in vitro son
disefiados para prevenir la entrada de contaminantes, ocasionando una restriccion en el
intercambio gaseoso entre el interior y exterior del envase; este bajo intercambio disminuye la
concentracion de COz en el frasco durante el fotoperiodo como resultado de la fijacion del mismo
por el cloroplasto de los tejidos fotosintéticos; la baja concentracion de CO2 ocasiona poca

fotosintesis neta in vitro Desjardins, (1995). La concentracion de gases especialmente el CO2 en
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los envases, tiende a cambiar rdpidamente en el tiempo, dependiendo de la tasa de ventilacion del

mismo y de otros factores (Niu & Kosai, 1997).

Los tipos de sellos mas utilizados incluyen papel de aluminio, cubierta de acero inoxidable,
cubierta de polipropileno, tapas de algodon, espuma de poliuretano, pelicula de PVC (policloruro
de vinilo), entre otros Saldanha et al., (2012); Riveiro et al., (2007); Gao et al., (2017) y

Rodriguez et al, (2012).

En la presente investigacion se experimentd con dos sistemas de tapas (Tapa barbijo y Tapa
parafilm). El sistema de tapa barbijo promovioé el intercambio gaseoso con mayor absorcion de
dioxido de carbono (CO») externo, aumentando la actividad fotosintética y generando
condiciones que pueden favorecer el fotoautotrofismo, el sistema de tapa parafilm nos permitio
observar la presencia de estomas no funcionales a causa del poco intercambio gaseoso y a
consecuencia de esto también se observo una baja pigmentacion fotosintética. De acuerdo a los
resultados en esta etapa, el uso de film plastico (tapa Parafilm) como material de sellado de
frascos de cultivo resulto ser lo mas adecuado para la conservacion en crecimiento y
enraizamiento., en los envases sellados con envoltura plastica (Tapa parafilm) transparente los
explantes presentan crecimiento irregular, alto porcentaje de vitrificacion, asi como, alta
condensacion debido a la alta humedad relativa dentro del envase, Mcclelland & Smith, (1990)
indican que, como consecuencia de esta situacion es evidente que existe una respuesta del
crecimiento de las vitroplantas con relacion al sellado. En estas condiciones, hay aumento del
namero de hojas, elongacion del explante, el aumento de la actividad fotosintética y la
prevencion de trastornos morfofisioldgicos Pinheiro et al., (2013). Ademas, se observa un

aumento en el flujo de transpiracion y la probabilidad de una mayor supervivencia de las plantas
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en la fase de aclimatacion, ya que mejoran el control de la transpiracién (Nepomuceno et al.,

2009).

En condiciones in vitro las plantas son autotréficas, y debido al tipo de sellado de la tapa del
frasco, evita el intercambio gaseoso y aumenta la concentracion de agua en el explante, de tal
manera el tipo de cierre del frasco de cultivo afecta a la composicion gaseosa interna Lentini et
al., (2007) y al crecimiento de las plantas en el cultivo, como la elongacion y proliferacion de los
brotes, el aumento del peso fresco y los procesos de degradacién hiperhidraulica Mcclelland &
Smith, (1990) los tejidos de plantas cultivadas in vitro producen compuestos gaseosos (didxido
de carbono (COy), etileno, etano, etanol y acetaldehido) que pueden acumularse en sistemas de
cultivo semicerrados y cerrados (herméticos). (Kumar et al., 1998) menciona que el micro
entorno gaseoso en particular, el tipo de cierre del frasco puede afectar fuertemente la
morfogénesis y el crecimiento de los cultivos de los explantes Marino & Noferini, (2013), asi
como la fisiologia y morfologia de brotes Zobayed et al., (1999). En el presente trabajo de
investigacion se observo que en el tipo de sellado barbijo hubo mayor intercambio gaseoso a

consecuencia se observo degradacion hiperhidraulica causando la perdida de explantes.

Segun Sosa-Rodriguez et al., (2009) y Noe, (1996) mencionan que la regulacion estomatica
efectiva de la transpiracion que conduce a la estabilizacion del estatus de agua en las plantas, se
afecta debido a la presencia de estomas no funcionales, la densidad estomatica disminuye y su
forma cambia de circular a eliptica, presentan células en empalizada mas pequefias y mas
espacios aéreos entre el mesofilo, hay ineficiencia de la fotosintesis, y el mal funcionamiento del
transporte hidrico. Segun (Leifert et al., 1995). Menciona que en condiciones in vitro los
explantes son heterotréfico del tejido vegetal, ya que la produccién de energia y carbohidratos

por fotosintesis son bajas.
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Segln Wook et al., (2006) la luz y la respuesta morfoldgica de las plantas, las condiciones
ambientales, como la humedad relativa, temperatura y la luz, cominmente influencian el
crecimiento y desarrollo de las plantas. La luz es uno de los factores principales que determinan
el desarrollo de los organismos autotrofos, en ello radica la importancia de controlar el factor luz
en los cultivos in vitro. Entre estos factores, la calidad espectral de la luz afecta a la elongacion

del tallo, ramificacion lateral, la extension de la hoja y la pigmentacion.

En la presente investigacion para la fase de aclimatacion ex vitro de los explantes de orquidea
(Orchidaceae), se utilizo cinco tipos de sustratos organicos (Cascara de castafa, fibra de coco,
tierra vegetal, aserrin y tierra negra como testigo), demostrando que la cascara de castafia seguido
de fibra de coco son los sustratos con aportes favorables en su desarrollo morfoldgico y
fisioldgico durante la aclimatacion, ya que estos sustratos suministran a las raices la cantidad
necesaria de agua y el oxigeno suficiente para la respiracion de las raices, asi como para la
absorcion de nutrientes. Los ejemplares con un buen desarrollo morfolégico v fisioldgico son los
explantes provenientes de la fase de enraizamiento in vitro donde se experiment6 diferentes
concentraciones de sacarosa, siendo exitosos los niveles de 20 grL”* y 40 grL'* de sacarosa, en
esta etapa de aclimatacion se observo que conforme se increment6 la concentracion de la misma,
la apariencia de las plantas fue mejor. Esto coincide con los resultados obtenidos por Langford &
Wainwright, (1987), quienes afirman que la sacarosa tiene un efecto favorable sobre las plantulas
durante el periodo de aclimatacion, el uso de sacarosa durante la microprogacion in vitro cumple

como fuente de carbono.

Las condiciones in vitro consisten en una alta humedad relativa, baja intensidad luminica, baja
concentracion de COg, altas concentraciones de azucar (Sacarosa) como fuente de carbono,

presencia de reguladores de crecimiento en el medio asi como el uso de frascos cerrados para la
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prevencion de contaminacion microbiana Pospisilova et al., (1999) y Hazarika, (2006), mientras
que durante su trasplante al medio ex vitro, los explantes de orquidea deben adaptarse a
diferentes condiciones ambientales tales como, baja humedad relativa, alta intensidad de luz,
fluctuaciones de temperatura y estrés por ataque de patdgenos. Por lo que la transferencia de las
plantas obtenidas in vitro al ambiente externo debe realizarse de forma gradual para preparar a los

explantes y asi tolerar las nuevas condiciones y lograr una aclimatacion exitosa.

Faria et al., (2000) menciona que las orquideas al ser plantas epifitas (raices aéreas) deben estar
en un sustrato adecuado que les proporcione sostén y drenaje. El sustrato ideal para el cultivo de
plantas ornamentales deberia estar disponible en una gran cantidad y ser facil de manejar, la
seleccion y manejo adecuado de los sustratos durante la aclimatacion son de gran importancia
para obtener una mayor tasa de sobrevivencia y alta calidad de plantas (Quisen et al., 2013).
Segln Morales et al., (2013) la eleccidn de un sustrato con buenas caracteristicas fisicas, es
indispensable para el éxito de esta etapa de la aclimatacion, para el trasplante, se debe elegir un
sustrato suelto, poroso, para permitir un desarrollo y crecimiento de raices, los sustratos se
pueden utilizar solos o combinados, en esta fase de aclimatacion se utilizaron los sustratos de
forma independiente, destacando los tratamientos cascara de castafa y fibra de coco como los
sustratos viables para la aclimatacién de las orquideas ya que ofrecié mejores condiciones al
explante en el desarrollo morfolégico (Numero de hojas, altura del expante, presencia de raices,
volumen de raiz) y fisioldgico (Clorofila a, clorofila b, carotenoide y presencia de estomas
abiertos y cerrados) este efecto esta afirmado por Calderon & Cevallos, (2001) donde mencionan,
que un buen sustrato debe ser retentivo de humedad, proveer de buena ventilacion a raices y ser

inerte, al mismo tiempo dar disponibilidad de agua y nutrientes.
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Generalmente durante la etapa de aclimatacion, las plantas enraizadas in vitro son sembradas en
mezclas de sustratos con buen drenaje y llevados a un invernadero bajo condiciones de alta
humedad Trigiano & Gray, (2011) El sustrato puede intervenir o no en el complejo proceso de la
nutricion mineral de la planta Infoagro, (2007). En la presente investigacion los explantes fueron
trasplantados en diferentes tipos de sustrato y en envases de plastico, ya que el sustrato y los
envases 0 macetas dentro de los cuales se van a trasplantar las plantulas in vitro son importantes
para una mayor sobrevivencia, por lo tanto, el porcentaje de sobrevivencia de los explantes en la
fase de aclimatacion ex vitro depende de un protocolo que considere factores como el tipo de
sustrato, y como resultado el sustrato de cascara de castafia y fibra de coco presentaron mayor
desarrollo morfoldgico. La fibra de coco es uno de los sustratos que recomienda Dominguez et
al., (1998) que de acuerdo a Solis, (2013) y Viveros Mogan, (2014), la fibra de coco otorga un
excelente almacenamiento de humedad y facilita la aireacion de la raiz de la planta. En el caso
del sustrato cascara de castafia se obtuvo resultados favorables para el desarrollo morfolégicos
como lo mencionan (Jimenez et al., 2000) la c&scara de castafia es una alternativa de sustrato o
componente de sustratos para el cultivo de plantas en contenedor, ademas indican que es un

sustrato con potentes beneficios para los explantes, seglin su grado de descomposicion.

Los explantes en condiciones in vitro son heterotroficas debido a las condiciones controladas en
laboratorio, durante la aclimatacion, los explantes deben pasar de una nutricién heterotrofica a
una autotréfica bajo las nuevas condiciones ex vitro Valero-Arcama et al., (2008) y Kutas &
Ogorodyk, (2015). Los explantes transferidos del medio in vitro al ex vitro, pasan por
modificaciones graduales de anatomia foliar, morfologia, y los estomas empiezan a funcionar

(mecanismo de apertura y cierre). (lliev et al., 2010)
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El logro de la actividad de fotosintesis durante la fase de aclimatacion constituye una etapa
decisiva en la adaptacion a las condiciones naturales, de lo contrario ocurre la muerte de las
plantas fundamentalmente por deshidratacién. Los estudios acerca del comportamiento del
sistema radical de las vitroplantas se han basado fundamentalmente en el analisis de la dindmica
de crecimiento de las variables nimero de raices, longitud de las raices, masa fresca y seca Ortiz,
(2000) y Ramirez, (2010) Por ello, la aclimatacion es una etapa fundamental de la

micropropagacion (Hazarika, 2006).

Koch, (2004) menciona que la ruta y el sitio del metabolismo de la sacarosa en las plantas, son
altamente sensibles a las sefiales internos y externos del ambiente por lo que se puede alterar el
desarrollo y la aclimatacion de las plantas y Morales, (2013) indica que algunas de las técnicas
que se deben utilizar para modificar el ambiente externo son la reduccion paulatina de la

humedad relativa y el aumento gradual en la luminosidad.

La sacarosa es el principal producto de la fotosintesis Jiang et al., (2015) y presenta funciones en
el mantenimiento del potencial osmético y ademas existen evidencias que sugieren que este
azUcar participa como molécula sefializadora en conjunto con algunas hormonas vegetales en
procesos metabolicos y de desarrollo de las plantas Rolland et al., (2006); Tognetti et al., (2013);
Mason et al., (2014). Por otro lado, Gago et al., (2014) menciona gque cuando la concentracién de
sacarosa es muy elevada, tiende a disminuir la capacidad fotosintética en la etapa in vitro y
cuando las concentraciones de sacarosa son mas bajas, se incrementa la capacidad fotosintética y
con ello se reducen las anormalidades fisiologicas de las plantas in vitro, en el presente estudio se
observo que los explantes que se encontraban con bajas concentraciones de sacarosa permitieron

mayor actividad fotosintética en la fase de aclimatacion. La aclimatacion es un periodo de
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desarrollo transicional en el cual las plantas deben corregir las caracteristicas anatdmicas y

fisiologicas causadas por la influencia de las condiciones in vitro (Ahuja, 1993).

En el presente experimento de investigacion se observo méas contenido de pigmentacion
fotosintética en la clorofila a y clorofila b en los explantes provenientes de la fase de
enraizamiento en combinacién de 20 g/L't y 40 g/L'! de sacarosa, este resultado coincide con lo
mencionado por Trigiano & Gray, (2011) que la concentracion de 20-60 g L-1 de sacarosa (un
disacarido formado por d-glucosa y d-fructosa) es cominmente utilizado como fuente de carbono
y energia para el desarrollo de las plantas. El transporte de sacarosa a través del floema es
esencial para la distribucion de carbohidratos en las plantas y las células de las plantas producen
carbohidratos mediante la fijacion de didxido de carbono durante la fotosintesis Truernit, (2001).
Los principales carbohidratos en cuanto a su importancia estructural y funcional en las plantas

son la sacarosa, el almiddn y la celulosa (Murphy, 2011).

En los resultados de la presente investigacién muestra mayor nimero de estomas en los explantes
de orquidea provenientes de la fase de enraizamiento, que se encontraban bajo experimento con
diferentes niveles de sacarosa, resultando mas viable 20 grL"! de sacarosa independientemente del
tipo de sustrato, asi mismo se observé mayor movimiento de estomas abiertos con 20 grL" y 40
grL"! de sacarosa., los estomas se encuentran en 6rganos aéreos incluyendo hojas y se desarrollan
gradualmente durante el crecimiento de 6rganos de tal manera que los 6rganos jovenes presentan
un menor numero de estomas que un 6rgano maduro Vatén Y Bergmann, (2012). En el presente
estudio se observo que en condiciones in vitro el movimiento de los estomas era menor y se
encontraban en su mayoria cerrados, en la fase de aclimatacién observamos lo contrario ya que
existe mayor actividad estomatica., Meister & Bolhar-Nordenkampf, (2003) indican que la

frecuencia y disposicion de los estomas en las hojas son especificos de 6rganos, y estos son
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afectados por factores ambientales como la disponibilidad de agua, intensidad luminica,
temperatura y concentracion de CO». La importancia de los estomas radica en que a través del
poro estomatico, las plantas intercambian CO», vapor de agua, y otros constituyentes con la
atmosfera (Royer, 2001). Por lo tanto, presentan una funcion fundamental en el control de dos
procesos importantes en las plantas: la fotosintesis y la transpiracién mediante el cierre y apertura
del poro estomatico (Willmer & Fricker, 1996). El grado de apertura del poro estomético es
regulado por una compleja interaccion entre condiciones ambientales externosy los factores
internos de las plantas. Por ejemplo, Salisbury & Ross, (1992) indican que altas temperaturas
(30-35° C) generalmente causan el cierre de estomas, el cual podria ser una respuesta indirecta al
estrés hidrico. Por otra parte, Pham & Desikan, (2009) mencionan que en concentraciones bajas
de CO, la apertura estomaética tiende a incrementar, mientras que concentraciones altas resultan

en el cierre de los estomas.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el experimento llegamos a las siguientes conclusiones:

Las altas concentraciones de sacarosa proporcionan mayor caracteristica de crecimiento

morfologico de los explantes de orquidea (Orchidaceae) en la fase de enraizamiento in vitro.

Para los pigmentos fotosintéticos en condiciones in vitro promovié mayor pigmento fotosintético

de clorofila B con tapa Parafilm y Carotenoides con tapa Barbijo y tapa parafilm.

La aplicacion de 30 gL't de sacarosa en combinacion de tapa barbijo reduce el contenido de

agua en los explantes de orquideas (Orchidaceae), en la fase de enraizamiento.

Para mayor intercambio gaseoso en explantes de orquidea (Orchidaceae) en la fase de

enraizamiento in vitro, el sistema de tapa barbijo fue 6ptimo.

La aplicacion de 20 gL' ! de sacarosa en los explantes de orquidea (Orchidaceae) provenientes de
la fase de enraizamiento in vitro en combinacion de cascara de castafia para la fase de

aclimatacion promueve mayor longitud de explantes.

Las cantidades altas de sacarosa provenientes de la fase de enraizamiento in vitro para la fase de
aclimatacion de explantes de orquideas (Orchidaceae) en combinacion de cascara de castafia

promueve mayor longitud y mayor volumen de raiz.

La utilizacién del sustrato de aserrin promueve mayor nimero de hojas, asi mismo los explantes
provenientes de la fase de enraizamiento con aplicacion de 40 gL”t de sacarosa en combinacion
de aserrin promueve mayor apertura de estomas en explantes de Orquideas (Orchidaceae) en fase

de aclimatacién ex vitro.
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El sustrato de tierra negra promueve menor contenido de agua en la aclimatacién de orquideas
(Orchidaceae), asi mismo muestra que independientemente del tipo de sustrato los explantes
provenientes de la fase de enraizamiento con la aplicacion de 30 gL' ! de sacarosa es el que menor

cantidad de agua promueve.

Los explantes provenientes de la fase de enraizamiento in vitro con la aplicacion de 20 gL'ty 60
gL ! de sacarosa en combinacion de sustrato cascara de castafia y fibra de coco promueven mayor
contenido de pigmento fotosintético (clorofila A; B; Carotenoides) en los explantes de orquideas

(Orquidaceae) en la fase de aclimatacion.
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7. RECOMENDACIONES

Para la propagacion in vitro de orquidea en la fase de enraizamiento se recomienda hacer estudios
de investigacion, en el tipo de sellado, experimentando el sistema de tapa barbijo con diferentes

didmetros para el intercambio gaseoso.

Se recomienda la aplicacion de reguladores de crecimiento para la elongacion de los explantes de

orquideas (Orchidaceae) en la fase de enraizamiento in vitro.

Para la aclimatacion ex vitro de orquideas (Orchidaceae) se recomienda investigaciones fisico-

quimicas de los sustratos cascara de castafia y de fibra de coco.

Para la aclimatacién de orquideas (Orchidacaeae) se recomienda hacer estudios de intercambio

gaseoso en diferentes tiempos.

Se recomienda desarrollar una evaluacion economica en la produccion de plantas de orquideas
(Orchidaceae) de cultivos in vitro con sustratos organicos producidos en la region con fines de

conservacién y comercializacion.
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ANEXOS

Figura 29

Ejemplares de la primera fase del experimento de los explantes de orquideas (Orchidaceae) in
vitro después de ser evaluados con diferentes niveles de sacarosa y tapa Parafilm

T1(testigo) = Parafilm/
30 gr/L de sacarosa 20gr/L de sacarosa L de sacarosa

T2=Tapa parafilm/ T3=Tapa parafilm-40gr/ TA=Tapa parafilm-60gt/
L de sacarosa

Figura 30

Ejemplares de la primera fase del experimento de los explantes de orquideas (Orchidaceae) In
Vitro después de ser evaluados con diferentes niveles de sacarosa en combinacion de tapa
Barbijo.

-,

T3=Barbijo

T4=Barbijo
40 gr/L Sacarosa

T1(Testigo)=Barbijo T2=Barbijo 5
30 gr/L Sacarosa 20 gr/L Sacarosa 2 60 gr/L Sacarosa |

Figura 31

Muestra de resultados de las estomas en la fase in vitro, con sistema de tapa Parafilm en
combinacion de diferentes niveles de sacarosa.

P. TO/R2
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Figura 32

Muestra de resultados de las estomas en la fase in vitro, con sistema de tapa barbijo en
combinacion de diferentes niveles de sacarosa.

Figura 33

Resultados de la primera fase del experimento de pigmentacion fotosintética de los explantes de
orquideas (Orchidaceae) In Vitro con sistema tapa Barbijo en combinacion de diferentes niveles
de sacarosa.

Figura 34

Resultados de la primera fase del experimento de pigmentacion fotosintética de los explantes de
orquideas (Orchidaceae) In Vitro con sistema tapa Parafilm en combinacion de diferentes niveles
de sacarosa

T3-40gr/L
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Figura 35

Ejemplares de la segunda fase del experimento de los explantes de orquideas (Orchidaceae)
Aclimatacion Ex Vitro después de ser evaluados con diferentes tipos de sustratos.

E

0co | Castana

P.T3/R1-2 P. T1/R3-1

B 11RY-1

Figura 36

Muestra de resultados de las estomas en la fase ex vitro con diferentes tipos de sustratos, vistos
desde un microscopio.
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Figura 37

Resultados de la segunda fase el experimento de pigmentacion fotosintética de los explantes de
orquideas (Orchidaceae) ex vitro con diferentes tipos de sustratos.
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