UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
La Universidad Catélica de Loja

AREA BIOLOGICA Y BIOMEDICA

TITULO DE BIOLOGO

Evaluar un proceso de adaptacion alternativo en dos especies de
orquideas Cattleya iricolor y Gongora sp. germinadas in vitro

TRABAJO DE TITULACION

Autor: Pardo Jaramillo, Sebastian Paul

Director: Lucero Mosquera, Herndn Patricio, Ing.

LOJA - ECUADOR
2020



Esta version digital, ha sido acreditada bajo la licencia Creative Commons 4.0, CC BY-NY-
SA: Reconocimiento-No comercial-Compartir igual; la cual permite copiar, distribuir y
comunicar publicamente la obra, mientras se reconozca la autoria original, no se utilice con
fines comerciales y se permiten obras derivadas, siempre gue mantenga la misma licencia al
ser divulgada. http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

2020


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

APROBACION DEL DIRECTOR DEL TRABAJO DE TITULACION

Ingeniero,
Hernan Patricio Lucero Mosquera

Docente de la Titulacion

De mi consideracion:

El presente trabajo de fin de titulacion, “Evaluar un proceso de adaptacion alternativo en
dos especies de orquideas Cattleya iricolor y Gongora sp. germinadas in vitro.”
realizado por Sebastian Paul Pardo Jaramillo; ha sido orientado y revisado durante su

ejecucion, por cuanto se aprueba la presentacion del mismo.

Loja, enero del 2020



DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS

“Yo, Sebastian Paul Pardo Jaramillo declaro ser el autor del presente trabajo de fin de
titulacion: Evaluar un proceso de adaptacion alternativo en dos especies de orquideas
Cattleya iricolor y Gongora sp. germinadas in vitro, de la Titulacion Biologia, siendo el Ing.
Hernan Patricio Lucero Mosquera director del presente trabajo; eximo expresamente a la
Universidad Técnica Particular de Loja y a sus representantes legales de posibles reclamos
0 acciones legales. Ademas, certifico que las ideas, conceptos, procedimientos y resultados

vertidos en el presente trabajo investigativo, son de mi exclusiva responsabilidad.

Adicionalmente declaro conocer y aceptar la disposicién del Art. 88 del Estatuto Organico
de la Universidad Técnica Particular de Loja que en su parte pertinente textualmente dice:
“Forman parte del patrimonio de la Universidad la propiedad intelectual de investigaciones,
trabajos cientificos o técnicos y tesis de grado que se realicen a través, o con el apoyo

financiero, académico o institucional (operativo) de la Universidad”

Expreso tener pleno conocimiento de la obligacion que tienen las IES, de conformidad con
el Articulo 144 de la Ley Organica de Educacion Superior, de entregar a la SENESCYT en
formato digital una copia del referido trabajo de graduacién para que sea integrado al
Sistema Nacional de Informacion de la Educacion Superior del Ecuador para su difusion
publica respetando los derechos de autor. Asi mismo autorizo a la SENESCYT a tener una
copia del referido trabajo de titulacion, con el propdsito de generar un repositorio que

democratice la informacion, respetando las politicas de propiedad intelectual vigentes.

fr e

Autor: Sebastian Paul Pardo Jaramillo.
Cédula: 1104749690



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mis padres: Ramiro Pardo y Rosalba Jaramillo, quienes durante toda
mi vida han sido mi mas grande apoyo, ustedes son quienes merecen toda mi admiracion
por sacar adelante nuestro hogar y por inculcarme valores como el respeto, el trabajo duro

y el amor a las ciencias biolégica. jTodo se lo debo a ustedes!

A mi querida hermana Maria José Pardo, quien siempre ha sido como una segunda madre
para mi, a quien admiro por su forma de trabajar tan silenciosa, por dedicarme su tiempo,

por ser mi apoyo y mi primera y eterna amiga... jNunca me faltes!

A la memoria de Cristopher A. Loaiza, a pesar de que ha transcurrido tiempo desde tu
pronta partida, querido hermanito, no te he olvidado. Siempre llevo conmigo la promesa que
te hice, de que cada logro que consiga es tanto tuyo como mio. De modo que este trabajo

es un logro para ti también... jCuanto te extrano!

A la memoria de mi abuelito Manuel A. Jaramillo, a pesar de que la vida no nos dejo
compartir un poco mas, donde quiera que estés espero te encuentres orgulloso de mi...

iGracias por cuidar de nuestra familia!

A Antonio C. Maldonado, tu constante apoyo y sugerencias permitieron que no me diera
por vencido en el desarrollo de este trabajo, tu formaste parte de él con cada uno de tus

consejos y observaciones... i{Sé que podré contar contigo siempre!

A mi mejor amigo Juan F. Rojas, quién siempre ha sabido darme todo su apoyo, me ha
ayudado a levantarme de las peores situaciones. Quiero que este trabajo te inspire a buscar
conseguir todas las metas que te propongas por mas imposibles que parezcan... jJamas

te des por vencido!

Sebastian Pardo.



AGRADECIMIENTO

Agradezco a mi Dios por haberme acompafiado y estar conmigo en todo momento, gracias
porque a pesar de las dificultades que se me han presentado en la vida, jamas me ha

abandonado.

A mi padre Ramiro Pardo, quién siempre ha querido lo mejor para mi, me ha apoyado en
cualquier circunstancia o situacion que me presente, gracias por ensefiarme tantas cosas
a diario, en especial te agradezco por ser mi amigo y por inculcarme el amor al trabajo, al
hogar y por ensefiarme que el dinero no es importante sino el encontrar alguien que nos

ame y se quede con nosotros siempre. Gracias por haberme dado a mi madre.

A mi madre Rosalba Jaramillo, quién siempre ha estado conmigo, quien me ha cuidado
toda la vida, gracias por inculcarme el amor a la biologia, a ti te debo el amor por mi carrera
y por el trabajo. Te agradezco por ensenarme el amor hacia mi hogar, el respeto hacia mi
padre y por supuesto, por todas y cada una de las formas que tienes para ensefiarme tu

amor. Siempre llevo conmigo todos tus consejos, cuanta razén tienes siempre.

A mi querida hermana Maria José Pardo, por apoyarme en todas las cosas que he hecho
a lo largo de mi vida, por cuidarme desde nifio y ser mi mas grande amiga. Gracias por

apoyarme a lo largo de mi carrera y hacer que no pierda la fe en mi y mis conocimientos.

Al Dr. Dario J. Cruz por haberme ayudado y apoyado en todo lo que significé conseguir este
trabajo, gracias por haber sido, ademas de mi profesor, un amigo. Al Ing. Hernan Lucero,
por haber auspiciado esta investigacion y haber sido un gran mentor, gracias por la
confianza impuesta en mi. Ustedes son sin duda una muestra clara de que la docencia
implica mas que conocimientos, implica amor y entrega. Les estaré eternamente agradecido

por todo.

A mis amigas Jessica M. Luna y a Gabriela V. Mora, porque dentro de estos cinco afos de
estudio me han dado su amistad, su apoyo y confianza. Gracias por ensefiarme lo que es
el apoyo y amor incondicional. Les debo tanto, espero seguir contando con todo su amor

durante toda mi vida.

A mis amigos Antonio C. Maldonado y a Juan F. Rojas, por darme todo su apoyo y carifio,
se han convertido en una parte vital de mi vida. Gracias por estar conmigo en cualquier
circunstancia, por jamas permitir que perdiera la fe en mi. Y por sobre todo por amarme

incondicionalmente. Sebastian Pardo



iNDICE DE CONTENIDOS

CARATULA. ...ttt Err
or! Bookmark not defined.
APROBACION DEL DIRECTOR DEL TRABAJO DE TITULACION ...........ccoooveveirerennnee, ii
DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS..............cccocovevreieeeeeeeeeennen, iii
DEDICATORIA ...ttt ettt b et be bbbt b s bt e bt e st e st eseeneeneeseeneene iv
AGRADECIMIENTO ..ottt bbbttt eb e v
INDICE DE CONTENIDOS ...........coouiiiiiieiee et 1
INDICE DE FIGURAS. ..........oooitiieeieeieeee ettt 4
INDICE DE TABLAS .........oooiiteeeeee ettt 5
RESUMEN ...ttt ea ettt ebe bbbt e 6
ABSTRAGCT ...ttt b bt bbbt b ettt b ettt ne s 7
CAPITULO I MARCO TEORICO .........ooooiiiiiiieeieeeieeee et 10
1.1.  Familia Orchidaceae. ................cccccciiiiiiiiiii e 11
1,11, TaXONOMIA. ..ottt 11
1.1.2. Distribucion en EcU@dOr.................ccoiiiiiiiiiiiie 11
1.1.3. ENA@MISIMO.....c..ooiiiiiiiic e 12
1.1.4.  GENEIO Cattleya...........cccoooeeeieeeeee ettt rae s 13
1.1.4.1 Generalidades. .............c.coooiiiiiiiiii e 13
1.1.4.1.1. Condiciones ambientales del género Cattleya..........cccc..cccceeeeu... 13
1.1.4.2.  DistribUCION .........ccoiiii e
1.1.4.3.  TAXONOMUA. .....ooiiiiiiiiiiiiiicee et 14
1.1.4.4.  Cattleya iriCOIOr..... ..o e
1.1.5.  GENEIO GONQOKA. ........ooiiiiiieiiei ettt stee e s re e e re e et e e s be e e sareeenaeeens 14
1.1.5.1. Generalidades ..............cooeiiiiiiiiiiie e
1.1.5.1.1 Condiciones ambientales para el género Gongora..................... 15
1.1.5.2.  DistribUCION ........cocoiii e
1.1.5.3.  TAXONOMUQA. .....ooiiiiiiiiiiiice et 16
1.2, CUItIVO iN VILrO. ..o e 16
1.2.1. Germinacién de semillas mediante cultivo in vitro. ....................c....o.. 16
1.2.2. Medios de CUILIVO. ............ccoiiiiiiii e 17
1.2.21. Medios SimbiGtiCOS.............coceeiiiiiiiiiii
1.2.2.2. Medios ASimbIOtiCOS. .........cccoiiriiiiiii e 17
1.2.3. Condiciones ambientales In Vitro. ..................c.cccocooiniiiiniininiinnes 18
1.2.31.  HUumMeEdad. ..o s 18


https://d.docs.live.net/420727edb26f677f/Tesis/Revisi%c3%b3n%20de%20tribunal/Tesis_Sebastia%cc%81n%20PardoV1DC.docx#_Toc31031781

1.2.3.2. LU Z. ..o ettt e e e ettt —————aeeetta—————————— 18

1.2.3.3. TeMPEIratUra. .........oooviiiiieee ettt e e e et e e snaeeeneeas 19
1.2.3.4. FaS@ gASCOSA ........ooiiiiiiiiieieeee et
I TR XY= o X - R
1.2.4. Fisiologia de las especies vegetales In vitro. ................ccccceovirnieniinnennn. 20
I TR 04 11 1 T- 1 .- Vo7 Lo o RS 22
1.3.1. INVErNAdEero. .........c.coiiiiiii e 23
1.3.2. Condiciones Ambientales EX Vitro ..............c.ccccoooniiiiiiininiiicns 23
1.3.21.  Humedad .............ooooiii
1.3.2.2. LUZ..o e
1.3.2.3.  TeMPEIratUra..........c.oooviiiiiiieie ettt e e e e e e seta e e e e e treee s
1.3.2.4. SUSHrAtO ..o
1.4, CUIAAOS. ..ot e e 25
1.4.1.  Fertilizacion Y F@QgO. .........oooviiiiiee et e 25
1.4.2.  FUMIQACION. ... e e s s re e e sreesareeens 25
CAPITULO Il ...t 26
MATERIALES Y METODOS ..........cooiiiiiieieieeteee et 26
2.1. Seleccion de individuos vegetales.................ccccooiriiiiicii e, 27
2.2, Sitio de eStudio. ............coiiiiiiiiii s 27
2.3. Proceso de climatizaCion ..............c..cocooiiiiiiiiiiic e 27
24, Andlisis de datos: ............cccooiiiiiiiiiii s 30
CAPITULO 1l RESULTADOS Y DISCUSION ........cccoouiiiiiieieineieeiseeesiessessseeisesennes 31
3.1. Comportamiento de las especies durante el proceso de climatizacion. ......... 32
3.1.1. Climatizacion de Cattleya iriCOIOor. ...................cccocovevvviieiciiieiieecieeeee e, 32
3.1.2. Climatizacion de Gongora SP. .........ccccocoveeeieieiiee e e 32
3.2. Supervivencia de individUos. ................cocoeiiiiiiii e 33
3.3. Presencia de estrés en las especies climatizadas.................c.ccccoceveiiiiicinn, 34
34, DISCUSION ... 36
CONCLUSIONES ... ..ottt b e sb e s bt bbbt s b e eb e bbb b e 39
RECOMENDACIONES ..........ccooiiiiiiiieee ettt s 40
ANEXOS ... bbb bbb bbbt eh e eh et he b sae i 41
Anexo 1. Descripcioén detallada de las actividades desarrolladas durante las 11
SeMANAS d@ @STUIO. ............ooiiiiiiii e 42
Anexo 2. Bitacora para la toma de datos ................cocceriiiiiiniiie 45

Anexo 3. Tabla de temperaturas y humedad en el invernadero y en los puntos de
ClIMALIZACION ... et 46


https://d.docs.live.net/420727edb26f677f/Tesis/Revisi%c3%b3n%20de%20tribunal/Tesis_Sebastia%cc%81n%20PardoV1DC.docx#_Toc31031819
https://d.docs.live.net/420727edb26f677f/Tesis/Revisi%c3%b3n%20de%20tribunal/Tesis_Sebastia%cc%81n%20PardoV1DC.docx#_Toc31031820
https://d.docs.live.net/420727edb26f677f/Tesis/Revisi%c3%b3n%20de%20tribunal/Tesis_Sebastia%cc%81n%20PardoV1DC.docx#_Toc31031825
https://d.docs.live.net/420727edb26f677f/Tesis/Revisi%c3%b3n%20de%20tribunal/Tesis_Sebastia%cc%81n%20PardoV1DC.docx#_Toc31031834

Anexo 4. Resumen fotografico del proceso de climatizacién llevado acabo........ 47

Anexo 5. Resumen fotografico acerca de seiales de estrés en individuos.......... 48
Anexo 6. Composicion del fertilizante usado...............ccceeeiivci i, 49
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ............cooooiiiiieieeeeeeeeeeeee e 50



iNDICE DE FIGURAS.
Figura 1. Representacion anatdmica de Cattleya labiata....................cccccoiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 13
Figura 2. Representacion anatdmica de GoNngora SP. .......uueeeeieeiiiiiiiiiiiee e 15

Figura 3. Imagen tomada con microscopio electronico del envés de la hoja de
Chrysanthemum morifolium. (1) Individuo crecido en invernadero (2) Individuo germinado in

Y11 o PR 21
Figura 4. Ubicacion del sitio de estudio dentro del Campus UTPL ..., 27
Figura 5. Esquema del proceso de aclimatizacion de C. iricolor y Gongora sp.................... 28

Figura 6. Colocacién de microinvernadero, con los individuos a aclimatar, en el invernadero
(SMANAT). e 28

Figura 7.Individuos trasplantados de frascos de cultivo a macetas. .........cccccceeiviniin. 29

Figura 8. Numero de individuos, de C. iricolor y Gongora sp., que sobrevivieron y perecieron
en el proceso de ClIMAatiZACION. ..........uuiiiiiiiiiiiiiie ettt eeeeeennennes 33

Figura 9. Incidencia de clorosis, marchitamiento y necrosis en individuos de Gongora sp,
durante las 11 semanas de eSTUAIO. ..........uiiiiiiiiiiiiiiiiiie et eeeeeeees 34

Figura 10. Individuo de Gongora sp., con presencia de clorosis durante la primera semana
[0 L= S 10T o PRt 35

Figura 11. Incidencia de clorosis, marchitamiento y necrosis en individuos de Cattleya
jiricolor, durante las 11 semanas de eStUIO. ........oveneeee e 35

Figura 12. Individuo de C. iricolor con presencia de clorosis en una de sus hojas durante las
semanas finales del @STUAIO. .........ouiiiiiiii e 36


https://d.docs.live.net/420727edb26f677f/Tesis/Revisi%c3%b3n%20de%20tribunal/Tesis_Sebastia%cc%81n%20PardoV1DC.docx#_Toc31031964

iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Cuadro indicativo para expresar el % de individuos saludables, con estrés y
muertos en las 11 semanas de €StUdIO............uuuiiiii i 30
Tabla 2. Porcentaje de individuos sanos, con estrés y muertos de la especie Cattleya

[ [oe) (o] (OO ORRN 32
Tabla 3. Porcentaje de individuos sanos, con estrés y muertos de Gongora sp. ................. 33
Tabla 4. Descripcion de las actividades realizadas durante el proceso de climatizacién en el
=T oL To o [T I Y=Y 3 =1 o = SN 42
Tabla 5. Esquema de la bitacora para la toma de datos en la mafana y tarde. ................... 45
Tabla 6. Promedio de temperatura y humedad relativa tomadas tanto en invernadero como

en puntos del invernadero donde se realiz el proceso de climatizacion. ..............cccceeeeeee. 46



RESUMEN

Las orquideas, debido a su singularidad en flores, colores y texturas han despertado un
creciente interés en ambitos econdmicos siendo extraidas y sus habitats destruidos
generando una reduccidon de sus poblaciones naturales. Por lo que se ha postulado a los
cultivos in vitro para la generacion de orquideas de manera masiva. Sin embargo, existe la
fase de climatizacion, donde produce un mayor niumero de muertes de individuos dado que
no logran adaptarse a las nuevas condiciones. Por lo que el presente trabajo se desarrollé
con el objetivo de evaluar un método alternativo para la adaptacion a condiciones ex vitro de
Cattleya iricolor y Gongora sp. producidas in vitro. Se evaludé el comportamiento de 9
individuos de cada especie a condiciones ex vitro de un invernadero aplicando un proceso de
climatizacion paulatino generando una adaptacién no tan agresiva a los individuos. Los
resultados obtenidos, mostraron un porcentaje de 66.66% de supervivencia para C. iricolory
88.88% para Gongora sp. indicando que el proceso paulatino de climatizacion otorga
resultados satisfactorios obedeciendo la premisa de lograr la supervivencia del mayor nimero

de individuos.

Palabras clave: climatizacion, orquideas, Gongora sp., Cattleya iricolor, invernadero



ABSTRACT

Orchids, due to its peculiar flowers, colors and textures, have provoked an increasing interest
on economic fields. This has caused them to be extracted and their habitats to be destroyed,
causing a decrease on their natural population. Therefore, the idea of in vitro crops has risen
in order to generate orchids in massive numbers. However, these is the phase of air
conditioning. In this process generate a higher number of subject decease since they do not
achieve to adapt to new air conditions. For this reason, the present study has the objective of
analyzing an alternative adaptation method to ex vitro conditions of Cattleya iricolory Gongora
sp., the behavior of 9 individuals of each species was evaluated under ex vitro conditions. The
method applied was a process of gradual air conditioning offering a non-aggressive adaptation
to the entities. The results gathered showed a percentage of 66.66% of survival for C. iricolor
and 88.88% for Gongora sp. This demonstrated that the gradual air conditioning process
provides favorable results following the premise of achieving the survival of a great number of

individuals.

Key words: air conditioning, orchids, Gongora sp., Cattleya iricolor, greenhouse.



INTRODUCCION

La familia Orchidaceae esta catalogada como una de las familias botanicas mas grandes en
todo el mundo, albergando un total de 750 géneros y alrededor de 25.000 y 30.000 especies
(Thorpe & Yeung, 2011). Dado su alto rango de distribucién pueden ser encontradas en
diferentes tipos de habitats, los cuales abarcan bosques tropicales incluso pastizales (Cribb &
Whistler, 1996). Ecuador es el pais que registra una mayor diversidad de estas especies ya
que representan un 14% del total de especies vasculares que se conocen dentro del territorio.
En la actualidad, aun se siguen incorporando nuevas especies de la mano de botanicos como
Lou Jost el cual ha registrado, en areas cercanas al rio Pastaza, un total de 90 nuevas

especies de orquideas (Pearce, 2002).

Su amplia diversidad esta conferida a la capacidad evolutiva que poseen, generando asi
variaciones en el tamafno, forma, textura y el color de las flores (Nagaraju & Mani, 2005), lo
que las convierte en especimenes muy apreciados en aspectos tanto ornamentales como
econdmicos (Calderdn, 2007), esto se traduce en un alto riesgo de extincién o reduccion en
su poblacién en estado silvestre, debido a su extraccién, excesiva e ilegal, de ambientes
naturales con fines mercantiles y por la destruccién de bosques naturales (Salazar,
Benavides, Trespalacios, & Pinzén, 2010). Las especies Cattleya iricolor y Gongora sp., que
fueron seleccionadas para este ensayo, estan catalogadas dentro de los géneros sometidos
a las presiones antropicas previamente descritas, dado su demanda comercial y extraccion
con fines ornamentales dentro del pais (Ministerio del Ambiente, 2015; Sanchez & Rodriguez,
2018).

Ante esta creciente problematica, es crucial llevar a cabo acciones que generen un manejo
sustentable de las orquideas en el Ecuador, por lo que se postula a la micropropagacion, por
medio de los cultivos in vitro, especialmente asimbidticos, para lograr una reproduccion de
orquideas de manera masiva, en condiciones controladas, a partir de semillas o tejidos
vegetales lo que asegura su conservacion (Diaz & Salgado-Garciglia, 2006; Kunakhonnuruk,
Inthima, & Kongbangkerd, 2018; Pospisilovva, Ticha, Kadlecek, Haisel, & Plzakova, 1999),
proporcionando ademas, un apoyo a la escasa germinacion que existe en el medio natural,
pues a pesar de que las capsulas de las orquideas contienen alrededor de dos a tres millones
de semillas, solo llegan a germinar de 2 a 3% del total existente (Luan, Thien, Khiem, & Nhut,
2006)

La técnica anteriormente indicada, se ve perjudicada con la pérdida o dafio de las especies
vegetales cuando son expuestas a condiciones ex vitro con el propésito de reintroducirlas a
su ambiente natural (Pospisilovva et al., 1999). Considerada como la fase critica, el proceso

de climatizacion de especies vegetales, obtenidos mediante germinacién In vitro o cultivo de
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tejidos, es un proceso trascendental en micropropagacién dado que las especies vegetales
no pueden tolerar el cambio de condiciones ambientales existentes en el los frascos de cultivo
a las que posee un invernadero, las cuales son: una alta radiacion y baja humedad en el aire
lo que genera anormalidades en el crecimiento y desarrollo (Sandoval, Brenes, & Pérez,
1991). Un ejemplo de lo que se suscita en las especies vegetales que no fueron sometidas al
proceso de climatizacion es la investigacion realizada por Teixeira da Silva et al., 2015 con el
género Dendrobium (Orchidacea) donde los individuos, al encontrarse en condiciones
diferentes a las de sus frascos, éstas no crecen lo suficiente y no presentan la cantidad
necesaria de raices fuertes para sobrevivir al medio. Cabe destacar que al omitir el proceso
de climatizacion representaria ademas una pérdida del tiempo invertido en lograr la
germinacion de semillas y material utilizado dentro de los laboratorios (Cardoso, Rossi,
Rosalem, & Teixeira da Silva, 2013)

El presente trabajo consta de tres capitulos, donde se logra explicar y generar un proceso
paulatino de adaptacion de dos especies de orquideas, Gongora sp., y Cattleya iricolor, a
condiciones ex vitro (invernadero). El primer capitulo describe, de manera detallada, las
especies seleccionadas para el estudio, ademas establece conocimientos primordiales acerca
de las condiciones que existen tanto dentro de un frasco de cultivo in vitro como las existentes
en el invernadero, recalcando las dificultades a nivel morfolégico que presentan las especies
germinadas in vitro. El segundo capitulo, enmarca los materiales y métodos que se emplearon
desde la seleccion de los individuos de acuerdo con su tamafo hasta los procedimientos
llevados a cabo en cada semana para lograr una climatizacion exitosa. El tercer capitulo
expone los resultados que se obtuvieron de todo el proceso, indicando el nimero de individuos

que murieron e individuos que lograron sobrevivir.

La Universidad Técnica Particular de Loja ha realizado ensayos de aclimatacion, en donde se
extraia a la plantula desde el medio de agar y se trasplantaba en un sustrato sin ningun
proceso adaptativo, dando como resultado la muerte de todos los individuos (Lucero -
Mosquera com. pers). Por lo que, basandonos en dichos antecedentes, el presente trabajo
nace bajo el objetivo de evaluar los métodos alternativos para la adaptacién a condiciones ex
vitro de plantas in vitro. Ademas, se busca monitorear el comportamiento de dos especies de
orquideas in vitro en su adaptaciébn a condiciones ex vitro, evaluar el porcentaje de
supervivencia de orquideas germinadas in vitro en su proceso de adaptacion a condiciones
ex vitro, generar recomendaciones para la optimizacion del proceso de adaptacion a

condiciones ex vitro de plantas producidas in vitro



CAPITULO |
MARCO TEORICO
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1.1. Familia Orchidaceae.

La palabra orquidea, tiene sus origenes en el vocablo griego orchis, su significado hace
alusién a testiculo dado los pseudobulbos de algunas especies y al uso con fines medicinales,
ya que eran usadas como afrodisiaco o como potenciadores de la fertilidad. Con el transcurso
del tiempo, el término se transformé a Orchidaceae, nombrando asi a la familia botanica mas

numerosa del Reino Vegetal (Segura Munguia & Torres Ripa, 2009)

1.1.1. Taxonomia.

La clasificacion, segun el (Integrated Taxonomic Information System (ITIS), 2008), se

establece:

Reino: Plantae
Divisién: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asparagales

Familia; Orchidaceae

1.1.2. Distribuciéon en Ecuador.

El Ecuador tiene catalogadas 3.784 especies de orquideas en estado natural, posicionandolo
como el pais con mayor numero de especies considerando que es el mas pequeno en Sur
América (Calaway Dodson, 2003). Su rango de distribucion se establece desde los 300 hasta
3000 m s.n.m, pudiendo encontrar, en este intervalo, alrededor de 3000 especies, es decir, el

77% de especies en el territorio nacional (Meisel & Woodward, 2005).

En una perspectiva regional, los 219 géneros de orquideas que posee el pais, se distribuyen
de la siguiente manera: la Sierra con 2322 especies, Costa con 563 especies y la Amazonia
con 579 especies (Jorgensen & Ledn- Yanez, 1999). El alto nUmero de especies en el territorio
nacional se debe a la existencia de una gran diversidad de microclimas y la escasa distancia
gue existe entre ellos, atribuyendo esto, a la ubicacion del pais en la linea ecuatorial y a que
se encuentra atravesado a la Cordillera de los Andes que provoca una alta diversidad al

generar distintos pisos climaticos (Portilla, 2007).

Otros factores que considerar son los aspectos fisicos propios de las orquideas, que han

permitido un amplio radio de adaptacion. Entre estos podemos encontrar:

e Epifitismo: que representa la forma de vida de géneros de orquideas que poseen un

alto estandar de especiacién, permitiendo localizaciones divergentes en los arboles.
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e Ladispersion de semillas por el viento, las cuales al ser muy pequefias y livianas
pueden ser transportadas a grandes distancias.

e Lagran cantidad de semillas producidas durante un Unico suceso polinico, llegando
a generar, en un contexto general, miles de semillas. Ademas, las orquideas poseen
una variedad de adaptaciones para un gran niumero de polinizadores, en ciertos
casos, una sola especie de polinizador actua exclusivamente para una especie de
orquidea.

e Laflexibilidad genética: donde se establece que los controles genéticos que ayudan
a conservar la naturaleza de la especie y disminuir cambios en la misma, pueden
romperse de manera natural, dando como resultado la gran variedad de especies

que se conocen en la actualidad.

Dichas peculiaridades, han facilitado la adaptacion de las orquideas a regiones como las
estribaciones de los Andes donde presenta mayor endemismo, sin embargo, en regiones
como la Amazonia, es comun encontrar no mas de 100 especies en un lugar determinado de
estudio (Gentry & Dodson, 1987).

1.1.3. Endemismo.

Notablemente, la selva amazédnica es sin duda el habitat de una gran diversidad de especies,
no obstante, un gran numero de plantas vasculares de Sur América esta contenida en los
bosques montanos de los Andes (Ataroff, 2001). Ecuador, ha reportado que alrededor del 48%
de especies estan confinadas a alturas de entre 900 y 3000m s.n.m (Balslev, 1988), lo que
reafirma la idea de que los bosques tropicales montanos son abundantes en especies
endémicas, dado que el 48% de las especies catalogadas en dichas elevaciones son

exclusivas del pais (Kruckeberg & Rabinowitz, 1985).

De acuerdo a (Endara, Williams, & Ledn, 2009), la familia Orchidaceae contribuye con
alrededor de un tercio al fitoendemismo del Ecuador, ya que 1707 especies de orquideas son
catalogadas como exclusivas del territorio nacional. Recalca, ademas, que los géneros con
mayor contribucion a la flora endémica son: Lepanthes con 240 especies, Pleurothallis sensu
lato con 2015 especies, Stelis sensu stricto con 223 especies, Epidendrum con 205 especies,
Masdevallia sensu lato con 151 especies, de lo cual se resalta que el 82% de especies son
de habito epifito, 8% terrestres y 5% son facultativas. Pero a pesar del estatus endémico que
poseen, se plantea que 1455 especies se encuentra bajo amenaza el 2% se encuentran En
peligro critico, 11% En peligro y la gran mayoria (87%) en estado vulnerable (Le6n et al.,
2012).
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1.1.4. Género Cattleya
1.1.4.1 Generalidades.

El género Cattleya esta constituido por un total de 122 especies y 84 hibridos naturales, su
denominacién fue dada de la mano de John Lindley en 1824 quien propuso el nombre a este
genero en honor a William Cattley al haber sido la primera persona que obtuvo la floracién de
la especie Cattleya labiata (Hetherington & Ramirez, 2016). Se distribuye ampliamente desde
América central, las Antillas hasta América del Sur, de habito epifito en su mayoria, posee
pseudobulbos que forman una delgada membrana, sus flores poseen variados tamanos con
colores que van en tonos de rosa, blanco, purpura y amarillo, sus hojas son de gran grosor y
con estrias (Oak Hill Gardens, 2018a)

Figura 1. Representacion anatémica de Cattleya labiata
Fuente: Higgins & Alrich, 2016
Elaboracion: Higgins y Alrich, 2016

1.1.4.1.1. Condiciones ambientales del género Cattleya.
Oak Hill (2018a) establece que las especies pertenecientes al género Cattleya necesitan:

e Temperatura: En el dia, se adaptan a temperaturas entre 70 °F y 80 °F (21 °C a 27
°C) y en la noche se requiere temperaturas entre los 55 °F y 60 °F (13 °C y 16°C). La
mayoria de las especies presenta afinidad por los climas tropicales

e Luz: necesita gran cantidad de luz indirecta, ya que tienden a quemarse con la luz
solar

e Humedad: Se adapta a niveles de humedad entre 50% y 70%.
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1.1.4.2. Distribucién

El género Cattleya se encuentra distribuido desde Costa Rica hasta el Argentina, abarca
diferentes habitats, especialmente en a alturas entre los 100 a 2000m s.n.m (Van Den Berg,
20009).

1.1.4.3. Taxonomia.

La clasificacion, segun el (Integrated Taxonomic Information System (ITIS), 2008), se

establece:

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Tribu: Epidendreae
Subribu: Laliinae

Género: Cattleya

1.1.4.4. Cattleya iricolor.

Cattleya iricolor es una especie perteneciente a la familia Orchidaceae, de habito epffito,
destacada por presentar sépalos y pétalos de color amarillo cremoso y su labelo es blanco
con un patron de colores lavanda y amarillos. Es una especie nativa de Ecuador y Peru. En
Ecuador se la pude encontrar en elevaciones de entre 0 a 500m s.n.m y 500-1000m s.n.m,
restringida a la region Amazénica, en las provincias de: Morona Santiago, Napo, Sucumbios
(Ministerio del Ambiente, 2015; Missouri Bonanical Garden, 2009).

1.1.5. Género Gongora.
1.1.5.1. Generalidades.

El género Gongora, perteneciente a la familia Orchidaceae, abarca un total de 60 a 70
especies incluyendo subespecies (Jenny, 1993). Su nombre fue atribuido al nombre del Virrey
de Nueva Granada (Colombia y Ecuador) Antonio Caballero y Gongora luego de que la
especie haya sido descubierta en excursiones de los botanicos Dombey, Ruiz y Pavon
(American Orchids Society, 2010). Son individuos de habito epifito, sus raices son aéreas,
largas y delgadas de color blanco, presenta pseudobubos ovoidales y con surcos muy
notorios, hojas son de forma lanceoladas de una por bulbo (Hetherington-Rauth & Ramirez,
2015) y con inflorescencias colgantes que nacen de la base de los pseudobulbos (Oak Hill

Gardens, 2018b).
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Gongora jauariensis Campacci & J. B. F. Silva
Coletinea de Orquideas Brasilciras 3: 300 (2000)

Figura 2. Representacion anatdmica de Gongora sp
Fuente: Swiss Orchid Foundation at the Herbarium

Jany Renz, 2016
Elaboracion: Swiss Orchid Foundation at the
Herbarium Jany Renz, 2016.

1.1.5.1.1 Condiciones ambientales para el género Gongora.

Oak Hill (2018b) establece que las condiciones ambientales para el género Gongora son:

e Temperatura: Las especies del género Gongora tiene preferencia, durante el dia, por
temperaturas entre 70 °F y 85 °F, equivalente a 21 y 29 °C. No son capaces de
soportar temperaturas frias por un largo periodo, por lo que las temperaturas,
durante la noche, deben encontrarse en temperaturas de 55 °F y 60°F equivalentes a
13°Cy16 °C

e Luz: Los individuos pertenecientes al género, estan adaptadas a la claridad, pero no
de manera directa.

e Humedad: Las especies del género Gongora necesitan entre 50 y 70% de humedad

todo el dia y toda la noche.

1.1.5.2. Distribucion

Las orquideas del género Gongora se encuentran en la region Neotropical, pudiendo llegar
desde el sur de México hasta a Sur América precisamente en las pendientes de las Cordillera

de los Andes (Jenny, 1993). En Ecuador se encuentran 16 géneros que se distribuyen en los
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Andes y a ambos lados de la misma, en las provincias de: Cotopaxi, Pichincha, Esmeraldas,
Los Rios, Morona Santiago, Napo, Zamora Chinchipe, Sucumbios, Tungurahua, Bolivar, El
Oro, Guayas, Manabi, Carchi, pudiendo ubicarse a alturas de 0 a 500 y de 500 a 1000m s.n.m
(Missouri Botanical Garden, 2009)

1.1.5.3. Taxonomia.

La clasificacion, segun el (Inventaire National du Patrimoine Naturel, s.f.), se establece:

Reino: Plantae

Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Asparagales

Familia: Orchidaceae

Tribu: Cymbidieae Pfitzer
Subribu: Stanhopeinae Benth

Género: Gongora.

1.2.  Cultivo in vitro.

Se estable al cultivo in vitro, como el conjunto de técnicas desarrolladas de modo aséptico,
que son usadas para el manejo de plantas, 6rganos, tejido y células que permitan generar
una poblacién de plantas, bloqueando el fendmeno de una reproduccién sexual normal
(Krikorian, 1991).

Entre las ventajas senaladas por Villalobos & Thorpe (1991) se encuentran:

¢ Aumento en el nimero de individuos vegetales derivados de la planta madre

e Descenso en el tiempo de multiplicacion

e La probabilidad de llevar a cabo la germinacion de grandes cantidades de plantas en
un espacio reducido a costos mddicos.

e Poder generar rapidamente mayor numero de individuos de especies donde existan
pocos individuos.

1.2.1. Germinacion de semillas mediante cultivo in vitro.

La germinacién de semillas en condiciones in vitro es una de las técnicas con mayor uso para
lograr la propagacion de plantas superiores (Palmer, Newton, Doyle, Thomson, & Stewart,
1997). La germinacion in vitro aporta con mayores beneficios, en contraste con la germinacioén
natural, dado que puede suplir los problemas de inhibicion total del proceso germinativo,

aumentar su tasa y homogeneizarla (Lopez & Gonzalez, 1996).
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En las orquideas existe un problema en la germinacién de sus semillas, descubierto el
botanico Reissek en 1847, quién indica la presencia de un hongo micorrizico (en las raices de
las orquideas), basiomicete clasificado en el género Rhizoctonia, porporcionando informacion
de que la germinacién de las semillas de orquideas requiere una simbiosis hongo-planta. Sin
embargo Knudson, en 1921 logra determinar que es posible la germinacién asimbittica de
orquideas en medios simples, en este caso el medio agar-agar con alto contenido de azucar
(Arditty, 1967).

1.2.2. Medios de cultivo.
1.2.2.1. Medios Simbidticos.

Bajo condiciones naturales, la relacion simbiética entre orquideas y hongos micorrizicos,
surge debido a que las semillas de estas especies carecen de reservas suficientes por lo que
el hongo se asocia con el propdsito de brindar los nutrientes necesarios para la germinacion
(Richardson, Peterson, & Currah, 1992). Las orquideas fotosintéticas son predominantes en
la region tropical, pero en sus primeros estadios de desarrollo, éstas son micoheterotréficas

llegando a adoptar habitos mixotroficos al llegar a su estado adulto (Dearnaley, 2007).

El proceso para llevar acabo la germinacion de semillas in vitro requiere de una correcta
seleccién de la cepa de micorriza que sera sembrada en el medio. Para posteriormente el
hongo crezca y se desarrolle logrando colonizar a la semilla, es aqui donde se genera la
relacion simbiética (McKendric, 2000). Estudios como el realizado por Otero & Bayman (2009)
comparan los cultivos in vitro tanto simbiéticos como asimbiéticos concluyen que el aplicar
cultivos simbidticos representan una verdadera ventaja al reducir el tiempo de germinacion y

proveyendo mayor desarrollo de los protocormos.

1.2.2.2. Medios Asimbiéticos.

Creado por Lewis Knudson, los medios asimbidticos in vitro fueron y son los primeros ensayos
para lograr la germinacion de semillas, en el caso de orquideas, en ausencia de una simbiosis
micorrizica, pues estos medios de cultivo son simples y estan provistos de sales minerales y
azucares (Knudson, 1946; Salazar, 2012). La acogida a esta técnica tiene lugar dado que
permite el desarrollo de un gran nimero de individuos en un medio artificial controlado y que

puede ser alterado para suplir los requerimientos de cada especie (Rodriguez, 2013).

La germinacion asimbiotica es mayormente usada en la propagacion de orquideas tropicales
cuyo proceso germinativo es mucho mas sencillo (Rodriguez, 2013). El medio conocido como
MS (Murashige y Skoog), ha demostrado ser un medio éptimo para la germinacion y desarrollo

de un gran numero de especies de orquideas, pues en su composicion se encuentran: sales
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inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos proporcionando un alto contenido de

nitrégeno y potasio (Murashige & Skoog, 1962).

1.2.3. Condiciones ambientales In vitro.

1.2.3.1. Humedad.
La humedad en los cultivos in vitro se denomina humedad relativa y es considerada la cantidad

de vapor de agua que puede ser medida en una atmosfera gaseosa. Tomando en
consideracion que los frascos de cultivo se encuentran herméticamente cerrados, la humedad
relativa en su interior podria encontrarse en un rango de entre 98-99.5% ya que es
dependiente de la temperatura del medio externo y puede llegar a equipararse con ésta. Es
recomendable que los cultivos no sean hiperhidricos al crecer en condiciones de alta
humedad, siendo favorable el desarrollo y crecimiento de los cultivos rodeados de aire que no
se encuentra completamente saturado (George, Hall, & Klerk, 2008). Ciertos estudios
recomiendan un nivel de humedad relativa para orquideas, como el de Nivelo & Rojas (2019)
quienes obtuvieron resultados satisfactorios de germinaciéon de semillas de Epidendrum con

una humedad relativa de entre 60-75%.

1.2.3.2. Luz.
En los diferentes estudios realizados con orquideas, con fines de microprogaciéon y

conservacion, se ha dejado al descubierto la importancia y papel importante que juega la luz
en la regulacién del crecimiento y desarrollo de las plantas in vitro (Gupta & Jatothu, 2013).
La fuente de luz, que se provee a los ensayos de micropropagacion, es de naturaleza artificial
bajo condiciones de temperatura controlada. La fuente luminica con mayor acogida son los
tubos fluorescentes, los cuales al irradiar luz en todos los estantes dentro del laboratorio evitan
qgue se genere un gasto en crear condiciones de calor dentro del cuarto (George et al., 2008;

Gomes da Rocha, Pedroso de Oliveira, Bueno, & Lyra dos Santos, 2010).

Tanto el desarrollo como el crecimiento de los individuos vegetales, estan bajo control de la
luz debido a dos procesos muy importantes: la fotosintesis, a pesar de que en los cultivos in
vitro es relativamente baja dado que la mayoria de cultivos son nutridos por sacarosa, y la
fotomorfogénesis donde la luz promueve la forma y desarrollo de las estructuras vegetales
(George et al., 2008). Un factor a tomar en cuenta es los fotoperiodos, es decir, la cantidad de
luz que recibe el cultivo en determinada cantidad de tiempo, puesto que el fotoperiodo puede
ayudar a evitar la dormancia o proveer, en algunas especies, un manejo del ciclo reproductivo-
vegetativo, para llevarlo a cabo se recomienda un fotoperiodo de 16/8 D/N (Dia/Noche)
(Preece & Sutter, 1991).

En las zonas tropicales, tanto el fotoperiodo como la temperatura no presentan un amplio

rango de variacion, sin embargo se sabe que existen especies con la carencia de soportar un
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cambio minimo en estos factores (Gupta & Jatothu, 2013). Un ejemplo de este fendbmeno lo
establece Paula, Figueiredo, & Kerbauy, (2004), pues en un ensayo con la especie
Psygmorchis pusilla, una orquidea epifita tropical, cuya floracion fue inhibida cuando fue
expuesta a 20h de fotoperiodo, sin embargo en fotoperiodos de 12/12 D/N (Dia/Noche) existid

una correcta floracion.

1.2.3.3. Temperatura.
La temperatura tiene efecto en procesos de caracter fisioldégico, en los cultivos vegetales,

como son la respiracion, fotosintesis y su desarrollo. Generalmente la temperatura, en los
cultivos in vitro, tiene rango aproximados de entre 20 °C y 27 °C pudiendo variar de acuerdo
a los requerimientos del estudio (Kumar & Reddy, 2011). Por otro lado en zonas tropicales
muchas especies de plantas, como por ejemplo el algoddn o el arroz, son cultivadas en altas
temperaturas: 27.7 °C o en rango de 24-32 °C(George et al., 2008). Cabe mencionar, que
dentro de los frascos de cultivos, la temperatura no sera similar a la que se encuentra el cuarto
de cultivos, ya que al estar cerrados se produce un efecto invernadero que aumenta la
temperatura del frasco, lo cual genera un aumento del vapor de agua (Fal, Majada, & Sanchez,
2014; George et al., 2008).

Generalmente, los tejidos vegetales tienden a reducir su tasa de crecimiento cuando ha
disminuido la temperatura a niveles por debajo de la temperatura optima, sin embargo al
sobrepasar esta temperatura, los tejidos vegetales tienen a reducir su crecimiento de manera
mas rapida llegando a apreciarse como cultivos no sanos (George et al., 2008). En ensayos
desarrollados con fines de conservacion de orquideas mexicanas, Diaz & Salgado-Garciglia,
(2006) lograron obtener un 100% de germinacion de las 9 especies escogidas para el estudio,
llevando el procedimiento en un cuarto de cultivos a 25 °C. Por otro lado, Barbery & Morales,
(2011) establecen que para el cultivo in vitro de Cattleya, la temperatura es de un rango de 22

y 24 °C, y su variacion provocara que las plantulas crezcan mas lento o mueran.

1.2.3.4. Fase gaseosa.

La atmoésfera gaseosa de un cultivo in vitro depende de la forma del frasco que se emplea.
Bateson, Grout, & Lane(1987) manifiesta en su estudio, que un contenedor de igual volumen
lograra una mejor y equiparada difusion de los gases ayudando a incrementar el crecimiento.
La composicion de la atmdsfera dentro del frasco de cultivo consta de tres gases: Didxido de
carbono, oxigeno y etileno (Read & Preece, 2003). El oxigeno, dentro de un frasco de cultivo
cerrado, existira en pequefia cantidad en comparacion a la que se encuentra en el medio
externo. El uso de este gas por parte de los tejidos crea un déficit que no puede ser facilmente
compensado debido a la interrupcion del intercambio de gases con el medio externo (George

et al., 2008). El diéxido de carbono, es el factor que favorece la formacion de gas etileno y su
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concentracién pude llegar a los 2000 ppm, su ciclo se basa en un incremento en la noche pero
disminucion en el dia (Bateson et al., 1987). (Kumar & Reddy, 2011) concluyen que el optar
por el uso de frascos herméticamente cerrados puede desembocar en un crecimiento y

desarrollo incorrecto por parte de los individuos en la fase de cultivo in vitro.

1.2.3.5. Asepsia.

Las condiciones que se generan gracias al explante, medio de cultivo y condiciones fisicas es
propicio para la proliferacién de microorganismos, pues el mayor conflicto que se presenta al
momento de generar los cultivos es enfrentar una posible contaminacion por
microorganismos, pudiendo ser hongos, bacterias, fitoplasmas y virus los que pueblan el

medio de cultivo. (Levitus, Echenique, & Rubinstein, s.f.).

En muchas ocasiones el cultivo no se llega a perder, dado que el agente contaminante no
destruye la muestra, pero compite por recursos con ésta. Existen dos fuentes de
contaminacion: la primera son los microorganismos que, en una mala desinfeccion, se
quedaron en el explante y la segunda los errores en la siembra del explante en el laboratorio.
Los géneros de microorganismos con mayor prevalencia en los medios de cultivo son:
Bacterias (Pseudomonas, Xanthomonas, Erwiinia, Enterobacter, Agrobacterium, Bacillus,
Micrococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Mycobacterium, Corynebacterium) y de hongos
filamentosos: Aspergillus, Penicillum, Fusarium, Alternaria, Cladosporium y Neurospora

(Levitus et al., s.f.).

1.2.4. Fisiologia de las especies vegetales In vitro.

El llevar acabo un cultivo in vitro, implica germinar y mantener continuamente a determinadas
especies a un solo microambiente, que ha sido disefiado para evitar que los individuos en
desarrollo se encuentren sometidos a estrés. Los individuos que se desarrollan dentro del
frasco de cultivo estan sometidos a condiciones de baja intensidad de luz artificial, asepsia,
atmosfera con alta humedad y una reserva de sacarosa y nutrientes que vuelve a las plantulas
heterétrofas. Por lo que dichas condiciones provocan en las plantulas anormalidades en
morfologia, anatomia vy fisiologia (Conner & Conner, 1984). Al unir todo este conjunto de
factores, podremos darnos cuenta que un cultivo in vitro produce un individuo con pocas

posibilidades de sobrevivir a un invernadero o suelo (Preece & Sutter, 1991).

La cuticula es una capa constituida principalmente por una matriz de cutina y ceras que cubren
todos los tejidos vegetales. Dentro de un correcto funcionamiento, su propdsito es regular la
pérdida de agua mediante la transpiracion (Martin & Juniper, 1970). Sin embargo las plantulas
germinadas y desarrolladas in vitro presentan una estructura cristalina de la epicuticula muy

diferente a la de las plantas germinadas en invernadero (Preece & Sutter, 1991). Un estudio
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realizado por Grount (1975) con Brassica oleracea demostro que la estructura tipica, que debe
presentar la cuticula, es diferente en individuos desarrollados in vitro, pues ésta se presenta

completamente lisa.

Los estomas, son estructuras que dentro de los cultivos in vitro presentan problemas en su
correcto funcionamiento y estan implicados en el desbalance hidrico que existe en los cultivos
in vitro (Preece & Sutter, 1991), generando que exista un gran numero de pérdidas de
individuos, dado al poco control, que presentan los estomas, ante la pérdida de agua (George
et al., 2008). Por un lado, se establece que existe mayor densidad de estomas, si tomamos
como referencia los mm2, en ciertas especies cultivadas in vitro, como los manzanos en
comparacion con la cantidad de estomas existentes en plantas de invernaderos (Blanke &
Belcher, 1989), pero sin duda alguna el mayor problema que puede existir en los estomas y
que se ha reportado es la incapacidad que presentan estas estructuras para cerrarse cuando

se han desarrollado en condiciones in vitro (Preece & Sutter, 1991)

Figura 3. Imagen tomada con microscopio electrénico del envés de la hoja de Chrysanthemum
morifolium. (1) Individuo crecido en invernadero (2) Individuo germinado in vitro.
Fuente: Preece & Sutter, 1991

Elaboracion: Preece y Sutter, 1991

La fotosintesis, es sin duda, un proceso vital en la vida de un individuo vegetal, sin embargo
los individuos mantenidos en condiciones in vitro son considerados como no-fotocompetentes
(Hazarika, Teixeira da Silva, & Talukdar, 2006). En un medio de cultivo, la sacarosa, en forma
de azucar, es la fuente de carbono disponible y que hace a las plantulas heterétrofas. Por lo
tanto el llevar a cabo la fotosintesis y convertirse en organismos autétrofos es primordial para

la supervivencia (Preece & Sutter, 1991).

Estudios como los llevados a cabo por Grout & Aston (1978), han determinado que la cantidad
de carbono absorbido por un individuo vegetal in vitro, es infimo en la luz. Este tipo de
resultados se pueden extrapolar a otras especies, determinando que los bajos rangos de
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fotosintesis en cultivos In vitro esta estrechamente relacionado con la baja capacidad de la

enzima rubisco, escasa cantidad de luz y el carente intercambio gaseoso (Grout, 1988).

1.3. Climatizacion.

Partiendo del parentesco existente entre las palabras aclimatacion y aclimatizacion, se
establece que no son sinénimos, puesto que: al hablar de aclimatacion nos referimos al
proceso por el cual los organismos se ajustan o acostumbran a un nuevo clima como
consecuencia de un proceso natural. Por el contrario, aclimatizacion involucra el accionar
humano dado que el proceso debe ser guiado y ajustado paulatinamente. (Preece & Sutter,
1991).Cabe senal que el idioma espafol no contempla la existencia de la palabra
aclimatizacion por lo que el sinbnimo y traduccién adecuada de esta palabra seria
climatizacion. Siguiendo dicho contexto, climatizacién, también conocida como
endurecimiento, es el proceso dentro de la micropropagacion donde se busca que las
plantulas lleguen a un estado propicio para lograr su supervivencia a las condiciones de un
medio externo, en este caso a condiciones de invernadero. (Hiti Bandaralage, Hayward,
O’Brien, Beveridge, & Mitter, 2018). Los procesos de climatizacion deben ser dirigido a corregir
los problemas ya conocidos dentro de la fisiologia de las plantulas germinadas y desarrolladas
in vitro como lo son: una alta humedad relativa, escasa luz y un crecimiento autotrofico. Las
distintas técnicas, para lograr la climatizacion, pueden ser aplicadas con las plantulas adn en

cultivo in vitro (Preece & Sutter, 1991).

Para el desarrollo de la cuticula, Sutter & Langhans (1982) llevaron a cabo ensayos donde
sometian a plantulas de repollo a una humedad relativa de 35% mientras seguian en un cultivo
in vitro, como resultado se logré observar la formacion de cuticula cuya morfologia era similar
a la formada por las plantas dentro de un invernadero. Otro proceso aplicado también con las
plantulas aun en cultivo in vitro consiste en destapar los frascos de cultivo por varios dias
antes de su traspaso a invernadero. Este método fue aplicado en claveles, los frascos de
cultivo que los contenian fueron destapados igualando asi la humedad relativa a la del cuarto
(50-70%) aumentando la capa de cera en las hojas y su rango de supervivencia de 75 a >
90% (Ziv, 1986).

Para el correcto funcionamiento de los estomas, se plantea un cambio en las condiciones
ambientales incrementando la cantidad de luz y reduciendo la humedad relativa existente en
los frascos de cultivo (Capellades, Fontarnau, Carulla, & Bebergh, 1984). Cabe recalcar que
este proceso de retirar la tapa de los frascos puede ser paulatino, es decir, por los primeros
dias se pueden aflojar las tapas, seguidamente se las puede remover parcialmente por unos

dias mas hasta removerlas completamente. La contaminacion en el medio de agar no
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representa un riesgo para la planta siempre y cuando no pase mas de una semana desde su

aparicion (Preece & Sutter, 1991).

También existen metodologias para el cambio de heterotrofismo a autotrofismo, en los cuales
se busca reducir la cantidad de oxigeno disponible en el frasco disminuyendo asi la
fotorespiracion, seguidamente se busca disminuir o eliminar el suministro de azucar (Hazarika
et al., 2006). A este proceso se le afiade la colocacion de una membrana permeable clara, la

cual ayudard al intercambio de gases (Kozai, 1988).

Entre los temas que debemos considerar y son poco discutidos son la genética de la especie
a climatizar y la presencia de fotoinhibicidén. Por un lado, la genética posee relacién con la
organogénesis y climatizacién de nuevos 6rganos a condiciones ex vitro (Hazarika et al.,
2006). Mientras que, el fenomeno de la fotoinhibicion que consiste en la perdida de la
capacidad de los organismos vegetales de realizar la fotosintesis por exceso de luz, dado que
ésta dana los aparatos fotosintéticos haciendo que las hojas luzcan enfermas o marchitas
(Sonoike, 2011).

1.3.1. Invernadero.
Invernadero es la estructura elaborada de materiales plasticos transparentes para permitir el
paso de la luz y son destinados al cultivo y cuidado de plantas bajo condiciones climaticas
controladas. Las ventajas que aportan estas estructuras son: un incremento en el rendimiento
de las plantas, productos sanos, limpios, homogéneos y menor incidencia de plagas y

enfermedades (Tapia, 2009)
1.3.2. Condiciones Ambientales Ex vitro.

1.3.2.1. Humedad.
Se considera que la humedad dentro de un invernadero tiene un rango aproximado de 40-
70% (Talbott, Rahveh, & Zeiger, 2003). Por lo que la humedad en el invernadero es
relativamente baja en comparacion con la cantidad de humedad existente dentro de un frasco
de cultivo (Preece & Sutter, 1991). Dado estas condiciones, es debido al cambio abrupto en
la humedad del ambiente, que se producen las mayores pérdidas de plantulas que se
desarrollaron in vitro como consecuencia de los factores anatémicos que presentan estos

individuos (George et al., 2008).

En cuanto a las especies de este estudio, Arbos (s.f.) propone que Cattleya es un género que
necesita rangos de humedad, en el invernadero, de entre el 50 y el 80%, mientras que
Gongora sp. necesita niveles altos de humedad para su mantenimiento ex vitro (American
Orchids Society, 2010). La mayor pérdida de individuos que estan en proceso de climatizacion
se da cuando las plantulas, que han crecido en un ambiente con mucha humedad, son
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sacadas a un ambiente mucho mas seco por lo que son propensas a la desecacion, ésto
debido a que no poseen un control en la apertura y cierre de sus estomas (George et al.,
2008).

1.3.2.2. Luz.
En un invernadero o fuera de él, la fuente luminica es natural y proviene del sol. La energia
radiante solar es un componente, en las condiciones climatolégicas de un invernadero, que
no puede ser almacenado y unicamente puede ser aprovechado durante el dia (ACEA, s.f.).
La cantidad de luz que se transfiere al invernadero, puede depender del estado atmosférico,
es decir, que en los dias despejados al invernadero ingresara una gran cantidad de luz, a
diferencia de los dias nublados la cantidad de radiacion que entra es tan pequefia que el
invernadero requerira contar con una cubierta mayormente transparente para lograr una

mayor captacion de luz (Martinez, 2002).

Para los invernaderos construidos en zonas tropicales o subtropicales, la radiacién no
representa un problema a considerar, salvo en los meses de verano donde la radiacion se
incrementa y en los meses de invierno donde los niveles de radiacion, en comparacion con
los del verano, llegan a disminuir entre 50 y 70% (De Pedro, 2015). Los individuos vegetales
micropropagados al ser expuestos a niveles altos de luz, sus hojas pueden volverse cloréticas
o quemarse (Preece & Sutter, 1991). La cantidad de luz que las orquideas pueden tolerar
cambiara de acuerdo a la especie con la que se trabaje; expertos mencionan que para saber
la cantidad de luz que las orquideas necesitan debemos basarnos en su morfologia, de tal
manera que: si sus hojas son carnosas, la especie requerira de mas luz y si sus hojas son
blandas, finas y anchas la especie necesitara de mayor sombra (V. Gil, Bastidas, Flores, &
Navarro, 2007). Demasiada cantidad de luz puede generar lesiones en las hojas, dado que
destruye la clorofila, haciendo que estas se vuelvan cloréticas o luzcan quemadas (Griffis,
Hennen, & Oglesby, 1983)

1.3.2.3. Temperatura.

Dentro de los tipos de radiacion luminica, se considera que las ondas infrarrojas cortas, estan
estrechamente relacionadas con la temperatura dentro de los invernaderos. Estas ondas
tienen la capacidad de atravesar el material plastico y ser captadas por hojas y terreno, y asi
lograr un incremento en la temperatura interna e irradiando calor que caliente el aire (Martinez,
2002). En los tropicos, precisamente en los meses de verano, es aconsejable enfriar el aire y
en los meses de invierno se lo debe calentar, ademas se puede ajustar la cantidad de sombra
y humedad con el propdsito de controlar la temperatura (Preece & Sutter, 1991). Entre los
cuidados que destaca el género Cattleya, se menciona que este género necesita temperaturas

en el dia de entre 16 a 25 °C y en la noche temperaturas de entre 6 a 8 °C (Arbds, s.f.)
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1.3.2.4. Sustrato.

Se denomina sustrato al material que puede ser soélido o poroso y de naturaleza sintética o
natural, y que provee a las orquideas un crecimiento adecuado en condiciones climaticas
controladas (Abad, 1989). El sustrato es un factor importante en el proceso final de
climatizacion puesto que brinda sostén y otorga un incremento en la absorcion de aire y agua
mediante las raices (Tortosa, 1990). Al momento de seleccionar un sustrato, se debe tomar
en consideracién las especies con las que se trabaja; En Ecuador tiene mayor acogida los
sustratos elaborados con: corteza de pino, musgo (Sphagnum) y helecho arbdreo,
combinados con trozos de carbén, ceramica o grava (Portilla, 2007). Si se trata de especies
de orquideas epifitas, el sustrato debera tener las siguientes propiedades: ser acido, proveer

de aireacion y permeabilidad (Iriarte, Aravia, & Matias, 2002)

1.4. Cuidados.
1.4.1. Fertilizacién y riego.

Es aconsejable el aportar con macro y micronutrientes al medio en el que las plantulas
desarrollan su vida fuera del frasco de cultivo, estos pueden ser agregados de forma libre pero
se aconseja que debe encontrarse diluido ¥4 a 2 (Preece & Sutter, 1991). La fertilizacion
reporta ser beneficiosa para las especies dado a que se evidencian crecimientos vigorosos
después de la trasplantacion (Day, Witte, & Dickerson, 1988). En orquideas la fertilizacion y
el riego se debe realizar con atomizador entre cada 2 a 3 dias dependiendo el clima. La
fertilizacion puede darse semanalmente con 150 ppm de fertilizante NPKN (Mosqueda,
Cazares, de la Cruz, & Flores, 2010)

1.4.2. Fumigacion.

El cuidado y control del ataque de plagas es una actividad que se debe tener presente desde
el inicio y durante el proceso de climatizacién dado la delicadeza que presentan las plantulas,
cabe recalcar que la humedad del invernadero puede ser propicio para el ataque de bacterias
y hongos (Preece & Sutter, 1991). Sin embargo, el uso de pesticidas es un tema aun bajo
discusién debido al dafo que este puede generar (Griffis et al., 1983). A pesar del uso de
pesticidas para combatir plagas, muchos de ellos las previenen mas no las curan, en
orquideas, para combatir infecciones es comun el uso de la canela (Bottom, 2016).
Cinnamaldehido es un compuesto quimico organico, que fue obtenido del aceite esencial de
la canela en 1834 y es usado para proteccién contra plagas, se reporta usos efectivos contra
la enfermedad de la burbuja seca causada por el hongo Fusarium moniliforme (Yoon, Cha, &
Kim, 2013).
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2.1. Seleccion de individuos vegetales.

Las especies seleccionadas para llevar a cabo el estudio fueron Cattleya iricolor y Gongora
sp. tomando como muestra un total de nueve individuos por cada especie. Los individuos
llevaban dos afios dentro de los frascos de cultivo, en condiciones controladas y en un medio
de cultivo semisdlido estandar, al interior del cuarto de micropropagacién de la Universidad
Técnica Particular de Loja (UTPL). El criterio de seleccion fue basado segun su tamaro para
Cattleya iricolor el rango de crecimiento se encontraba entre 1cm. y 6.9cm., mientras que el
rango para Gongora sp. fue entre 1cm y 4cm. Los frascos fueron numerados para llevar

registro particular de cada individuo.

2.2. Sitio de estudio.

El ensayo fue llevado a cabo en el invernadero de orquideas de la Universidad Técnica
Particular de Loja, la cual se encuentra situada en el barrio San Cayetano, a una altitud de
2.060m s.n.m. El invernadero de orquideas UTPL tiene un area total aproximada de 446.603
m?, su construccién de estructura metalica cuyas paredes y techos estan cubiertos con

plastico de polietileno.

Invernadero UTPL

Figura 4. Ubicacion del sitio de estudio dentro del Campus UTPL
Fuente: (Google Maps, s.f.)
Elaboracion: Autor

2.3. Proceso de climatizacion

La climatizacion de los individuos sometidos a estudio se realizé en los meses de julio, agosto
y septiembre comprendiendo un lapso de 11 semanas (Figura 5), en cada una, se desarrollo
una actividad especifica llevando asi un proceso de manera paulatina. Se desarrollaron
actividades secundarias para solventar los problemas de estrés presente en los individuos
(Anexo 1-Tabla 4).
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9 individuos Individuos de: Cattleya
seleccionados iricolor y Gongora sp.

Remocién

Desenroscar la
tapa de los
frascos

Remocion del
plastico
alrededor de
las tapas

Individuos
colocados en
invernadero

tapas de los
frascos

completa de las

Trasplantacion de
individuos a

macetas de 11cm x
10 cm con sustrato

Observacién de la adaptacién de
individuos a nuevas condiciones.
Riego (lunes, miércoles, viernes
Fertilizacion (una vez por semana)
Fumigacién

con

Interaccion de
los individuos

microorganismos

Figura 5. Esquema del proceso de aclimatizacién de C. iricolor y Gongora sp.
Fuente: Autor
Elaboracion: Autor

Figura 6. Colocacién de microinvernadero, con
los individuos a aclimatar, en el invernadero
(Semana1).

Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.
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Para la trasplantacion de los individuos se usé macetas de 11cm de ancho x 10cm de alto
(Figura 7), en las que se coloco sustrato de contextura gruesa, con la finalidad de proveer
mayor soporte a los individuos. El sustrato esta constituido por piedra pémez, corteza de pino
previamente tratada y musgo. En este proceso, no se enterré por completo las raices, pues,
al tratarse de especies epifitas, sus raices son areas con el propésito de tomar nutrientes del
aire. Los riegos fueron realizados de acuerdo con el estado de humedad del sustrato,

estableciendo como dias de riego lunes, miércoles y viernes.

La fertilizacion fue llevada a cabo durante las dos ultimas semanas de la climatizacién. Se
elaboro un fertilizante se disolvié 0.20g fertilizante Sol-U-Gro y 0.016g de KNOs para la cuarta
parte de un litro. La aplicacion de éste se realizé una vez por semana con la ayuda de un
atomizador. La fumigacién se la realizé una vez por semana, colocando canela molida en las

plantulas y en el sustrato.

e

Figura 7.Individuos trasplantados de frascos de cultivo a macetas.
Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.

Para tener conocimiento de las condiciones climaticas bajo las cuales se realizaba el proceso
de climatizacion, se elabord una bitacora (Anexo 2, Tabla 5), donde se procedié a la toma de
datos, de temperatura y humedad tanto del invernadero como de los lugares donde se
encontraban las especies, durante la mafana y tarde, con la ayuda de dos termohigrémetros.
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A esta actividad, se le incluyd la observacion y toma de datos acerca de estrés o
marchitamiento en los individuos estudiados.

2.4. Analisis de datos:

Para determinar cdmo reaccionaron las especies al proceso de adaptacion, durante las 11
semanas de estudio, se tomd como referencia una tabla de porcentajes de Paredes (2012)
(Tabla 1), en la cual se expresa las variables evaluadas, es decir: porcentaje de individuos

adaptados, individuos que presentaron estrés e individuos que murieron durante el proceso.
Las variables fueron expresadas como:

Tabla 1. Cuadro indicativo para expresar el % de individuos saludables, con estrés y muertos en las
11 semanas de estudio

N° de individuos SHREEE

sometidos al proceso Frascos de cultivo Trasplantacion
Variables - ~ o™ < 0 © ~ © o o -
© © © o] o] o] o] © © < <
c c c c c c c = = P e
. [0 (0] (0] [0} [0} © © © © © ©
Tempo |5 |§ [§ |§ |5 |§ |5 |§ |§ |§ |5
(7)) 0N 0N N N [7p] [7p] N N on on

% de individuos

saludables

% de individuos

con estrés

% de individuos

muertos

Fuente: Paredes, 2012

Elaboracion: Paredes, 2012
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3.1. Comportamiento de las especies durante el proceso de climatizacion.
3.1.1. Climatizacién de Cattleya iricolor.

En el proceso de climatizacion de la especie Cattleya iricolor, se muestra que a medida que
aumenta el paso del tiempo entre la semana uno y la 11, los individuos pierden salud desde
un 100% (nueve individuos) hasta un 55.5 %. Asi mismo los valores de estrés aumentan y
fluctian de 0%, 11% y 22%, este ultimo valor se presentd entre las siente, ocho y nueve.
Finalmente, los individuos muertos representan porcentajes de 22 al 33% entre las semanas

nueve, diez y once.

Tabla 2. Porcentaje de individuos sanos, con estrés y muertos de la especie Cattleya iricolor.

Nueve Cattleya iricolor
individuos
sometidos a Frascos de cultivo Trasplantacion
climatizacion
Variables e loa 1o |« © © N © o o -
g |12 |2 |2 2 2 2 g e © o
E |8 | | £ £ £ £ £ £ = :
Tempo |8 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |3 |3
% de
individuos 100 | 100 | 100 | 88.88 | 88.88 | 88.88 | 77.77 | 77.77 | 55.55 | 55.55 | 55.55
saludables
% de
individuos con | 0 0 0 | 1111 [ 1111|1111 | 22.22 | 22.22 | 22.22 | 11.11 | 11.11
estrés
% de
individuos 0 0 0 0 0 0 0 0 22.22 | 33.33 | 33.33
muertos
Fuente: Autor
Elaboracion: Autor
3.1.2. Climatizacion de Gongora sp.

En el proceso de climatizacion de la especie Gongora sp., se muestra que apenas iniciado el
proceso, la salud de los individuos comienza a deteriorarse de 100% (nueve individuos) a
66.66%, para luego seguir decayendo hasta 33.33%, sin embargo se presenta la
recuperacion de un solo individuo las ultimas cuatro semanas de estudio. Asi mismo, los
valores de estrés aumentan y fluctian de 33.33%, 55.55% y 66.66%, este ultimo
presentandose en las semanas cinco, seis y siete. Finalmente, existié un solo individuo

muerto, en la semana 11, representando un porcentaje de 11.11%.
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Tabla 3. Porcentaje de individuos sanos, con estrés y muertos de Gongora sp.

muertos

Nueve Gongora sp
individuos
SO EEE € Frascos de cultivo Trasplantacion
climatizacion
Variables
-~ (q\] (42] < 0 © N~ [o0] » o —
; © © © © © © o] o] © T T
lempo | & @ @ S S S S S & 2 2
£ £ £ £ £ £ £ = £ g g
(0] (0] (0] (0] (0] (0] (0] (O] (O] [} [}
(7)) 0N (7p] [7p] [7p] [7p] [7p] [7p] N on n
% de individuos
66.66 | 66.66 | 44.44 | 44.44 | 33.33 | 33.33 | 33.33 | 44.44 | 44.44 | 44.44 | 44.44
saludables
% de individuos
i 33.33 | 33.33 | 55.55 | 55.55 | 66.66 | 66.66 | 66.66 | 55.55 | 55.55 | 55.55 | 44.44
con estrés
% de individuos
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11.11

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.

3.2. Supervivencia de individuos.

Durante la onceaba semana, cuando el estudio finalizd, se procedioé a la contabilizacién de

los individuos que lograron sobrevivir (estrés y sanas) y los que perecieron (Figura 8).

Porcentaje de invdividuos vivos y
muertos

Vivas Muertas

O B N W b~ U1 OO N 00

Gongora sp.

Vivas

Muertas

Cattleya iricolor

Individuos vivos y muertos

Figura 8. Numero de individuos, de C. iricolor y Gongora sp., que sobrevivieron y

perecieron en el proceso de climatizacion.
Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.
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3.3. Presencia de estrés en las especies climatizadas

La clorosis fue el dafio con mayor incidencia en los individuos. Para Gongora sp. (Figura 9),
la clorosis estuvo presente desde la primera semana de estudio, tuvo mayor incidencia en las
semanas cinco y siete y persistié hasta la semana final del estudio en solo cuatro individuos.
La necrosis fue el segundo dano con mayor incidencia en los individuos, presentandose
inicialmente en la semana cuatro, y teniendo mayor incidencia en la semana cinco.
Finalmente, el marchitamiento se presenté durante las semanas siete, ocho y nueve siendo

la sefial de estrés con menor incidencia en el estudio

12

C
o
3 10
C
2 5
(0]
s 8 1
(0]
5, 6 1 5 ;
8o Necrosis
22, 1 1 1 B B
> @ Marchitamiento
©
£ 2 I I M Clorosis
(&)
©
2 0
SEJ N Vv > ™ 2 © A\ D ) Q N
2 S R S S SR S S 7,07"\/ ,bo'b\/
(_)efo & (_)efo & (_)efo & (_)efo (,)e,& (_)?50 Y (_)Q/@

Semanas de duracion del estudio

Figura 9. Incidencia de clorosis, marchitamiento y necrosis en individuos de
Gongora sp, durante las 11 semanas de estudio.

Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.
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Clorosis

Figilra 10. Individuo de Gongéra sp., con presencia de
clorosis durante la primera semana de estudio

Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.

A pesar de que, en Cattleya iricolor, la clorosis tiene mayor prevalencia a lo largo del estudio
en comparacion con otras sefales de estrés (Figura 11,12), su presencia radica a partir de la
semana cuatro y fluctia mostrando prevalencia en dos individuos en las semanas seis, siete
y ocho. Por el contrario, la necrosis y el marchitamiento Unicamente aparecen en las semanas

ocho y nueve del estudio.

4.5

Numero de indivios con senales de

1
g 15 m Necrosis
. 1
Marchitamiento
D

I I I m Clorosis
N Ry

Tiempo de duracion del estudio

Figura 11. Incidencia de clorosis, marchitamiento y necrosis en individuos de
Cattleya iricolor, durante las 11 semanas de estudio.

Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.
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Figura 12. Individuo de C. iricolor con presencia de clorosis en
una de sus hojas durante las semanas finales del estudio.
Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.

3.4. Discusion

El proceso de climatizacion de individuos vegetales, provenientes de técnicas in vitro, es un
proceso de gran relevancia para la supervivencia ex vitro de los individuos, llegando a
considerarse como la fase critica en micropropagacion (E. Gil, Lopez, & Lépez, 2017). En el
presente estudio, llevando una técnica de climatizacion paulatina, logramos obtener como
resultados finales: un 88.88% de supervivencia en Gongora sp y 66.66% de supervivencia en
Cattleya iricolor; Nuestros resultados se afianzan con el estudio realizado por Paredes (2012),
en donde las orquideas son sometidas a climatizacién bajo condiciones de un
microinvernadero haciendo variar la humedad relativa pero en temperatura constante,
obteniendo 81.5% de Epidendrum schistochilum, y del 73,3% en Oncidium cultratum. Estos
resultados nos permiten inferir que se obtuvo un proceso de climatizacién satisfactorio, pues
(Sandoval et al., 1991) plantea que se debe recordar la principal premisa de un proceso de
climatizacion la cual es lograr conseguir un niumero considerable de individuos capaces de

resistir a la trasplantacién tanto al suelo o sustrato.

Sin embargo, en diversas investigaciones, como las realizadas por: E. Gil et al., (2017) y
Sandoval et al., (1991), han obtenido porcentajes de climatizacion mayores al 80%,
estableciendo que se puede considerar como satisfactorio un proceso de climatizacion que
sea mayor a dicho porcentaje. Por lo que, tomando como referencia este enunciado,
concluiriamos que: de las especies utilizadas en el estudio, el proceso de climatizacién para
C. iricolor no fue del todo correcto, abriendo la puerta a futuros estudios destinados a la

elaboracion de protocolos de climatizacion especificos para cada taxén, puesto que segun
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(Dustan & Turner, 1984), se ha establecido la existencia de diferencias de adaptacién entre
distintas especies. Cabe recalcar, que un factor poco estudiado y que puede responder a los
escasos porcentajes de supervivencia es la genética de las especies a las que se busca
aclimatar, puesto que los genes influyen también en la capacidad de resistencia de plantulas
a condiciones ex vitro (Hazarika et al., 2006). Cabe mencionar, que las condiciones
climatoldgicas del invernadero no eran las adecuadas para la adaptacién de Cattleya iricolor
(Anexo 1), puesto que al ser una especie nativa de los Andes orientales las condiciones en la
que ésta se desarrolla son: en los dias de verano 28-29 °C y en noches de 22 °C, mientras
que en los dias de invierno son: en el dia 25-26 °C y en las noches: 17-19 °C (C Dodson &
Dodson, 1982).

El proceso paulatino de climatizacion, que se empled en este estudio es mencionado por
(Preece & Sutter, 1991). Por lo que, en dicho contexto, el haber llevado paso a paso este
proceso generd una alteracion en la temperatura y humedad. El estudio realizado por (Ziv,
1986), confirma el éxito de este procedimiento, al destapar frascos de cultivo que contenian
claveles en su interior dentro del cuarto de climatizacion; éstos mejoraron su estructura
epicuticula, evitando que sufran estrés por perdida de agua e incrementando su supervivencia
a rangos de entre 75 > 90%. Ademas, con la remocion paulatina de las tapas, se pudo generar
condiciones para solventar los problemas fisioldgicos que las plantas in vitro poseen. Pues, al
haber generado cambios de humedad relativa e igualar este parametro con la del invernadero
se pudo reactivar los estomas, Capellades et al., (1984), logré esto con individuos de rosa
germinadas in vitro al haber incrementado el nivel de luz de 25 a 80 ymol * m? * sy
reduciendo la humedad de 100% a 75%. Por otra parte, el incrementar el intercambio gaseoso
y cambiar de medio de cultivo a sustrato, pudo generar que los individuos cambiasen de
heterotrofismo a autotrofismo al haber aumentado la cantidad de CO; presente en el aire y
restringiendo la fuente de sacarosa (Hazarika et al., 2006; Kozai, Hayashii, Hirosawa,
Kodama, & Watanabe, 1987)

La sefial de estrés en los individuos climatizados, con mayor notoriedad fue la clorosis. La luz
natural, no siempre es beneficiosa para los organismos cultivados in vitro, puesto que ante su
excesiva incidencia las hojas pueden presentar clorosis o quemaduras (Preece & Sutter,
1991). Gongora sp. presento los individuos con mayor incidencia de clorosis en todas las
semanas de estudio. Posiblemente este fendmeno tuvo origen al haber colocado desde la
primera semana de estudio el microinvernadero en un sitio con incidencia de luz directa,
(Granada, 1990) manifiesta que en lo concerniente a especies vegetales tropicales, en
proceso de climatizacion, los individuos necesitan de una baja intensidad luminica (70%

sombra) que se puede obtener con la colocacién en el invernadero de mallas que filtren la
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cantidad excesiva de radiacién y que conforme el proceso avance la sombra debe ir
reduciéndose. Sinos remitimos al anexo 3 (Tabla 6), encontraremos que las temperaturas, en
el punto donde se climatizaba Gongora sp., eran mucho mayores indicando una gran
incidencia de radiacién solar, pudiendo llevarse a cabo un fendmeno conocido como
fotoinhibicién, en el cual la fotosintesis es inhibida por excesiva radiacion solar (Sonoike,
2011). Los individuos, pueden recuperarse de este fendmeno siempre y cuando la radiacion
solar no haya destruido los aparatos fotosintéticos, en ese caso, las hojas apareceran con

senales de estrés (Demming-Adams & Adams, 1992).

La necrosis, a pesar de no haber tenido mayor incidencia en los individuos de ambas especies,
se la traté como sintoma de una enfermedad que los individuos pueden estar sobrellevando
(Painter, 2017). Estos sintomas presentes en las hojas se han reportado como como
infecciones dadas por hongos, bacterias y virus, que si no son combatidas a tiempo pueden
tornar necrética a la hoja (Painter, 2017). Cinnamaldehido es un compuesto quimico organico,
que es obtenido del aceite esencial de la canela y es usado para proteccion contra plagas, se
reporta usos efectivos contra diversos hongos causantes de enfermedades en individuos
vegetales como por ejemplo: Trichophyton rubrumy Aspergillus fumigates teniendo resultados

favorables para la erradicacion de estos hongos.t
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CONCLUSIONES

Dado que el porcentaje de supervivencia de Cattleya iricolor es menor en comparacion
al porcentaje de éxito mencionado en otros estudios, se puede concluir que la
metodologia empleada en el presente estudio no es el correcto para esta especie. Sin
embargo, si tomamos en consideracion el numero de individuos destinados al presente
estudio, podemos concluir que el porcentaje obtenido es considerable para llamar
exitoso a este protocolo

El alto porcentaje de supervivencia presentado por Gongora sp. sefiala que el método
de climatizacion llevado en el estudio esta acorde a los requerimientos de la especie.
No se brindé una cantidad adecuada de sombra (70 por ciento) para cada especie
durante el proceso, por lo que se observo sefiales de estrés como la clorosis presente

en sus hojas.
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RECOMENDACIONES

Generales

Llevar a cabo un proceso de climatizacién paulatino podra asegurar la supervivencia de los
individuos sometidos al proceso puesto que, resulta de menor agresividad y asegura que los

individuos se aclimaten de manera progresiva al ambiente ex vitro.

Se debe considerar este procedimiento cuando los individuos a climatizar llevan un tiempo
considerable en el interior de los frascos de cultivo pues permitira lograr conseguir un mayor

porcentaje de supervivencia.

Se debe empezar con la fertilizacion de los individuos apenas son colocados en el sustrato

puesto que ya no reciben los nutrientes que se encontraban en el medio de cultivo.

Los riegos deben realizarse por intervalos de tiempo, recomendamos que se realicen tres
riegos a lo largo de cada semana y durante la manana para que a lo largo del dia ésta se

evapore. Los riegos deben realizarse continuos cuando el sustrato se seque periédicamente.

En el presente trabajo no se realizd alguna accion con las raices. Sin embargo, el desarrollo
de raices es vital para la supervivencia de los individuos sometidos al proceso de
climatizacion, por lo que se recomienda que en la etapa de trasplantacién éstas sean lavadas

con sustancias que promuevan su desarrollo como BPA (benzyl-amino-purine).

Durante la apertura de los frascos de cultivo, el medio se empezara a poblar de
microorganismos, por lo que se sefala no dejar por mas de una semana que el medio se llene

completamente de hongos y bacterias puesto que podrian llegar a infectar la planta.
Cattleya iricolor.

Se debe considerar las condiciones de humedad bajo las cuales esta especie, en condiciones
naturales, se desarrolla. Por lo que brindar de mayor humedad al invernadero aportara con

mayores posibilidades de supervivencia a los individuos que se encuentran en el proceso.

Se recomienda la implementacion de equipos electrénicos para generar las condiciones

adecuadas para la especie, en este caso generar mayor humedad en el invernadero.
Gongora sp.

Dado que la luz genera lesiones en las hojas de los individuos sometidos a climatizacion, se
recomienda que la cantidad de luz que éstas reciban debe ser proporcionada de manera
paulatina, empezando por colocar las especies en lugares de sombra y terminando por

colocarlas en lugares con mucha cantidad de luz.
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ANEXOS
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Anexo 1. Descripcion detallada de las actividades desarrolladas durante las 11

semanas de estudio

Tabla 4. Descripcion de las actividades realizadas durante el proceso de climatizacién en el lapso de
11 semanas.

e Los individuos
seleccionados
deben encontrarse

. en un grado de
e Seleccién de
e desarrollo
individuos
considerable: mayor
e Colocar los
de dos centimetros.
individuos en un
Semana 1 o e Encasode
microinvernadero
presentar sefiales
e Colocar el
o de estrés se puede
microinvernadero en _
retirar la tapa del
el invernadero o
microinvernadero

aun no habiéndose
completado la

semana

o Se retira el plastico de

embalar de alrededor

Semana 2
de las tapas de los
frascos
e Solo se afloja las
tapas de los frascos
. dado el tiempo que
e Unicamente se o
_ llevan los individuos
afloja las tapas de
dentro del frasco,
los frascos para o
. minimizando el
Semana 3 permitir un mayor

impacto
intercambio
e La clorosis persistio
gaseoso con el
) en Gongora por lo
exterior
que se busco un

lugar en el

invernadero con
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mayor recepcion de

luz solar

Se retiran por

Se empezara a

observar
Semana 4 completo las tapas L
colonizacion de
de los frascos .
hongos y bacterias
Inicio de interaccion
Se pueden observar
con )
) . raices obscuras por
microorganismos _
Semana 5 o lo cual se procedid
dada la colonizacion
a levantarlas con
de hongos y _
_ una pinza
bacterias
Se procede a la
trasplantacion de
los individuos a
macetas de
(dimensiones) con
Se lavaron y
sustrato grueso )
desinfectaron las
Los individuos no
macetas ya que
deben ser del todo . )
habian sido
cubiertos con el
ocupadas
sustrato, se debe
_ Se debe realizar el
Semana 6 cuidar que, en caso _ _
] primer riego luego
de orquideas
- ] de la trasplantacion
epifitas, sus raices
Los riegos deben
queden
) ser realizados cada
descubiertas.
que el sustrato se
Se coloca a los
encuentre seco
individuos de ambas
especies en un sitio
con gran cantidad
de luz natural
directa
Se realiza un El cambio a
Semana 7 cambio de macetas macetas mas

a unas de mayor

grandes se lo
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tamarfo (11cm x
10cm)

realiza al ver que en
las macetas mas
pequenas el
sustrato se secaba

muy rapido

Observacion de

Se observa
marchitamiento en

individuos de

Semana 8 sefales de estrés o Cattleya por lo que
marchitamiento se las coloca en un
lugar sin luz solar
directa
Observacioén de
Semana 9 senales de estrés o
marchitamiento
Dado las muertes
en Cattleya se
establecen riegos
_ saltando un dia
Se decide
Dado el
establecer como o
. _ marchitamiento en
dias de riego: lunes, _
. _ Cattleya se decide
miércoles y viernes. _
_ cambiar los
Ante sefales de o
o individuos a un
marchitamiento se
lugar con mayor
Semana 10 procede a la

fertilizacion de
individuos.

La fertilizacion se
realiza mediante
atomizador una vez

por semana

humedad
Preparacion del
fertilizante: KNOs
(0.0169) +
Fertilizante
comercial (nombre)
(0.209). Estas
cantidades deben
ser divididas para

cuatro dado el
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volumen del

atomizador

Semana 11

Observacion de
senales de estrés y

marchitamiento

Los riegos deben
ser realizados

alternando un dia.

Fuente: Autor
Elaboracion: Autor

Anexo 2. Bitacora para la toma de datos

Invernadero:

Temperatura:

Humedad:

Cattleya iricolor

Tabla 5. Esquema de la bitacora para la toma de datos en la mafiana y tarde.

Temperatura:

Humedad:

Gongora

Temperatura:

Humedad:

Fuente: Autor

Elaboracion: Autor
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Anexo 3. Tabla de temperaturas y humedad en el invernadero y en los puntos de
climatizacion

Tabla 6. Promedio de temperatura y humedad relativa tomadas tanto en invernadero como en puntos
del invernadero donde se realizé el proceso de climatizacion.

Invernadero
Tiempo - o~ © < 1 © ~ ) o ) -
© © © © © © © © © - N
(= c c c c c c c c g g
© © © © © © © © 0] = =
Datos. & g - B B : - B B g 5
(77} (] (] (] (] (] (] (] (] n n
Temperatura | Manana | 28.12 | 21.4 18.8 17.2 17.4 20.8 21.3 19.6 22 20.8 21.6
(°C) Tarde | 20.12 20 19.92 | 16.66 16.2 20.8 19 19.6 20 21.2 21.2
Manana | 52.6 47.8 53.6 64.4 66.4 61.2 53.2 60.2 51.8 54 57.4
Humedad (%)
Tarde 56.4 | 45.6 | 53.2 | 65.8 66.6 54 56.8 56.2 54 48.8 | 47.8

Cattleya iricolor

Temperatura | Manana | 25.38 | 22.8 | 20.2 | 17.96 | 18.6 20.36 24.04 | 21.18 | 24.84 | 23.54 | 23.36

(°C) Tarde | 23.83 | 24.04 | 19.64 | 17.08 | 16.26 32.54 18.88 20.6 | 21.52 23 23.16
Manana 52 46.8 | 504 | 68.4 66.8 51.6 60.2 66.4 53.8 52.8 | 62.6
Humedad (%)
Tarde | 52.50 | 416 | 51.6 | 68.6 59.2 55.8 7 61.8 64.6 51 58
Gongora sp.
Temperatura | Manana | 25.38 | 22.8 | 20.24 | 17.96 | 18.7 20.36 24.04 | 2146 | 24.7 24.4 | 23.42
(°C) Tarde | 23.83 | 24.04 | 19.8 | 17.06 | 16.48 32.54 18.88 | 20.14 | 20.26 | 22.76 | 22.88
Manana 52 46.8 | 52.2 | 72.8 60.4 51.6 60.2 67.6 57.2 57 56.4
Humedad (%)
Tarde | 52.50 | 41.6 | 524 | 73.6 59.8 55.8 7 60.6 67 57.4 58

Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.
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Anexo 4. Resumen fotografico del proceso de climatizacién llevado acabo

Proceso de climatizacion

| Semana 2 g

A

Colocacion de individuos en Se retira el frasco de las tapas Se afloja las tapas de los fras-
microinvernadero y luego en el cos de cultivo

invernadero

| Trasplantacién de indi-
C\ viduos a macetas

J -
Se retira las tapas de los fras- Comienzo de la colonizacion
cos de cultivo de microorganismos

Fuente: Autor
Elaboracion: Autor
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Anexo 5. Resumen fotografico acerca de sefiales de estrés en individuos

Sefiales de estrés en los individuos

Clorosis

Semana 4- Gongora sp. #8

Semana 5 - Gongora sp. #6 Semana 5 - Gongora sp. #6

Necrosis Marchitamiento

Semana 8 - C. iricolor #9 Semana 10 - C. iricolor #8

Fuente: Autor

Elaboracion: Autor
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Anexo 6. Composicion del fertilizante usado

AR SOLUBLE y

“rER HLIZANTE roll

U-GRo'

COMPOSICION QUIMICA:
TOTAL (N] ........

.5 % Nitréigena amoniacal

25% Nitratos

FOSFORO DISPONIBLE (P20%)

POTASIO SOLUBLE (K20)
Boro ().
Cabre (Cu)
0.05 % Quelstos de Cu
Hierro (Fe)
0.10% Quelatos de F2

Fuente: Autor
Elaboracion: Autor
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