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FERTILIZACION FOLIAR’Y SU RUTA DE PENETRACION EN LA
ORQUIDEA Cymbidium sp.

Victor Garcia Gaytan, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2013

La presente investigacion se dividio en tres experimentos, dos realizados en el Colegio de
Postgraduados en Ciencias Agricolas, Campus Montecillo Edo. México y la tercera en la
Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” Uruapan Michoacan. Dada la importancia de la
fertilizacion foliar como practica comdn en los medios de produccién y escasa informacion
disponible sobre la absorcion de nutrientes a nivel foliar en orquideas, en el primer estudio se
caracteriz6 la anatomia foliar de Cymbidium sp. e dentifico las rutas de penetracion de un
fertilizante foliar 10-10-10 NPK. En esta etapa se encontrd que el grosor de la cuticula varia a lo
largo de la hoja. La porcién media fue méas gruesa (29.90 um) que la apical y basal (26.91y 25.75
um). El numero de estomas fue constante a lo largo de la hoja. En la regién media de la hoja, el
grosor de tejido epidérmico y el diametro de los haces de fibras subepidérmicas (63.045y 184.55
um) mostraron los mayores valores, mientras que el mayor didmetro de haz vascular (1031 um) y
mayor grosor del meséfilo (3777.91 um) se registro en la porcion basal. En la ruta de penetracion
del fertilizante foliar con los colorantes azul negro de naftol més verde réapido y calcofluor. El
fertilizante foliar penetré via cuticula y estomatica a partir de los 30 min después de haber
asperjado. A los 120 min, se observo su absorcion en los pseudobulbos. Por lo tanto, se demostrd
que la fertilizacion foliar es una alternativa viable que puede implementarse en las practicas de
produccion de esta ornamental. En el segudo experimento, los aceites esenciales de la flor, ovario
pedicelado y residuo acuoso se obtuvieron por hidrodestilacion. Para la identificacion y
cuantificacion relativa de los componentes quimicos se realizo el perfil cromatografico por
cromatografia en capa fina (CCF), en combinacion con la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS). Con CCF, se identificaron cinco componentes en la flor,
siendo los mas abundantes; terpineol, linalool y zingibereno, los méas abundantes en el ovario
pedicelado: borneol, cineol y B-bisaboleno, para el residuo acuoso el mas abundante fue el
geraniol. Mediante GC/MS, se identificaron 25 componentes volatiles asociados con la flor, de
estos los méas abundantes fueron: linalool (22.92%), 4-metil fenol (15.07%) y p-ment-1-en-8-ol
(12.32%). En el ovario pedicelado se identificaron 13 componentes: 4-metil fenol (31.24%),
biciclo [4.4.0] dec-1-eno, 2-isopropil-5-metil-9-metileno- (17.74%) y linalool (4.62%); mientras
que, en el residuo acuoso se encontraron 18 componentes siendo los mas abundantes 4-metil
fenol (18.71%) y 2-cyclohexen-1-ol (14.60%). En el tercer experimento, se cuantifico el
desarrollo y floracion de la orquidea en funcion de las relaciones de NOs/NH4" (100/00, 80/20,
60/40 y 00/100) en la solucion nutritiva, en combinacion con fertilizacion foliar (FF) y frecuencia
de aplicacidon de la solucion una vez martes (M) o dos marte y viernes (MV) a la semana. Bajo
condiciones de invernadero, en plantas de cuatro afios de edad. La combinacion NOz/NH;"
influy6 en las lecturas SPAD (79.76 en enero), el mayor nimero de brotes vegetativos (5.04), y
numero de pseudobulbos (4.95) se presento con la relacion 60/40. La mayor longitud de escapos
florales y vigor se presentd en plantas con la solucion nutritiva relacion 80/20. Las relaciones
NOs/NH," influyeron en la concentracion de nitrgeno y manganeso en la planta.

Palabras clave: fertilizacion foliar, cromatografia en capa fina, espectrometria de masas,
pseudobulbos escapo.



FOLIAR FEEDING AND ITS PENETRATION PATHWAY IN THE
ORCHID Cymbidium sp.

Victor Garcia Gaytan, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2013

This paper presents the results of three experiments, two carried out at the Postgraduate College
in Agricultural Sciences, Montecillo Campus, State of Mexico, and the third at the "Presidente
Juarez" Faculty of Agrobiology in Uruapan, Michoacan. Given the importance of foliar feeding
as a common practice in the means of production and the scant information available on the
absorption of nutrients at leaf level in orchids, the first study characterized the leaf anatomy of
Cymbidium sp. and identified the penetration pathways of foliar fertilizer 10-10-10 (N-P-K). At
this stage it was found that cuticle thickness varies along the leaf. The middle portion (29.90 um)
was thicker than the apical and basal sections (26.91and 25.75 um). The number of stomata was
constant throughout the leaf. In the middle region of the leaf, the thickness of the epidermal tissue
and the diameter of the subepidermal fiber bundles (63,045 and 184.55 pm) showed higher
values, while the largest vascular bundle diameter (1031 pum) and thickest mesophyll (3777.91
pum) were recorded in the basal portion. The penetration pathway of the foliar fertilizer was
identified with naphthol and calcofluor fast green-black blue dyes. The foliar fertilizer entered via
cuticles and stomata beginning 30 min after having been sprayed. At 120 minutes, their
absorption into the pseudobulbs was observed. Therefore, it was demonstrated that foliar feeding
is a viable alternative that can be used in the production practices of this ornamental. In the
second experiment, the essential oils in the flower, pedicellate ovary and aqueous residue were
obtained by hydrodistillation. For the identification and relative quantification of the chemical
components, the chromatographic profile was obtained by thin layer chromatography (TLC),
combined with gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS). With TLC, five components
were identified in the flower, with the most abundant being terpineol, linalool and zingiberene;
the most abundant in the pedicellate ovary were borneol, cineole, and p-bisabolene, while for the
aqueous residue the most abundant was geraniol. Using GC/MS, 25 volatile components
associated with the flower were identified, of which the most abundant were linalool (22.92%), 4-
methylphenol (15.07%) and p-Menth-1-en-8-o0l (12.32%). In ovaries 13 components were
identified, with the most abundant being 4-methylphenol (31.24%), bicyclo [4.4.0 ] dec-1-ene, 2-
isopropyl-5-methyl-9-methylene- (17.74%) and linalool (4.62%), while in the aqueous residue 18
components were found, with the most abundant being 4-methylphenol (18.71%) and 2-
cyclohexen-1-ol (14.60%). In the third experiment, the development and flowering of the orchid
was quantified as a function of the NOs/NH," ratios (100/00, 80/20, 60/40 and 00/100) in the
nutrient solution, in combination with foliar feeding (FF) and the application frequency of the
nutrient solution, which was once a week (every Tuesday) or twice a week (every Tuesday and
Friday). Under greenhouse conditions, in four-year-old plants. The NOs/NH," combination
influenced SPAD readings (79.76 in January); the highest number of vegetative buds (5.04) and
number of pseudobulbs (4.95) occurred with the ratio 60/40.The longest and most robust floral
scapes were presented in the plants watered with nutrient solution ratio 80/20. The NOz/NH4"
ratios influenced the concentration of nitrogen and manganese in the plant.

Keywords: foliar feeding, thin layer chromatography, mass spectrometry, pseudobulbs, scapes.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

Las orquideas son una de las plantas ornamentales mas apreciadas del mundo por su valor
econdémico. La especie Cymbidium con potencial comercial por su alto costo como flor de
maceta y de corte, se tienen reportes que se han cultivado desde la antigiiedad en China. Los
géneros mas cotizados en el mercado desde 1993 hasta 2002 son: Phalaenopsis (30%),
Dendrobium (20%), Oncidium (20%), Cymbidium (15%) y Cattleya (10%). Los paises con
mayor produccion de orquideas en maceta son China, Alemania, Japon, Paises Bajos, Taiwan,
Tailandia y los Estados Unidos de América. De manera reciente Republica Dominicana, Costa

Ricay la India han iniciado la produccion de orquideas para la exportacion.

En el 2009, el Departamento de Agricultura de Estados Unidos de América (USDA) reporto la
venta de 19.5 millones de orquideas en maceta, con un total de venta al por mayor de $ 160
millones de dolares, convirtiéndose como el cultivo de flores en maceta mas valoradas en
dicho pais. Por tanto, la produccion comercial de orquideas se ha incrementado considerable
en todo el mundo, convirtiéndose en un reto importante para los horticultores y
conservacionistas, a fin de satisfacer la demanda de los consumidores y conservar de la mejor
manera las poblaciones naturales de orquideas, ya que la reproduccion artificial es
generalmente lenta y no puede satisfacer la demanda de los consumidores, éstos y otros retos
importantes enfrentan los horticultores y conservacionistas. La expectativa actualmente de los
cultivadores comerciales es la busqueda de otras especies de orquideas que presenten
caracteristicas atractivas para el consumidor, que puedan ser cultivadas y vendidas en los

mercados masivos.



En el campo de la floricultura, México tiene un gran potencial, gracias a las favorables
condiciones climaticas de algunas regiones para el desarrollo de la actividad y la cercania
geografica con Estados Unidos de Ameérica, segundo consumidor de flores en el mundo, lo
cual permite enviar los productos via terrestre, garantizando la calidad de éstos, lo que no
pueden hacer paises que son grandes productores. En México, se producen alrededor de 50
tipos diferentes de flores, pese a la gran variedad que se puede producir no destaca el cultivo
de orquideas. En el comercio exterior las flores que sobresalen son la Rosa sp, Gladiuolus sp,
Limonium sinuatum, Bellis perennis y Dianthus caryophyllus. De 2000 a 2011 el valor de
produccién de la floricultura aumentd a una tasa media anual de 9.5%; para el ultimo afio, el
valor alcanzado fue de 5 mil 646 millones de pesos. En 2011, el cultivo de la flor y plantas en
maceta se realizd en 6 mil 439 ha, de las cuales se obtuvieron 53.6 millones de plantas, 27.6
millones de gruesas (rosas, crisantemos, claveles y gerbera), 13.7 millones de manojos (aster y
estatice), 8.4 millones de m? de pasto tapetes y 36 mil toneladas de flores como el girasol,
principalmente. Segun estimaciones, en el 2010 25 mil 500 productores, quienes encabezan
estas actividades y generan alrededor de 188 mil empleos permanentes, 50 mil eventuales y 1
millon de indirectos. Sin embargo, México se encuentra por debajo del consumo promedio
anual per cépita de plantas ornamentales, lo cual podria revertirse si se logra llegar a mas
gente. Siete de cada diez productores residen en el Estado de México, Distrito Federal, Jalisco,

Morelos y Puebla.

En México, los trabajos de fertilizacion mineral por vias foliar y radical en la produccion de
orquideas, asi como los relacionados con la extraccion de componentes aromaticos para la
industria son escasos. En tanto que los paises que mas reportan trabajos sobre produccion de

estas orquideas son: China, Japon, Estados Unidos y Brasil. Por lo anterior, se plantea la
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siguiente investigacion bajo el supuesto de que la fertilizacion foliar y radical mejora la

produccién y calidad en la floracion de Cymbidium sp.

1. Objetivos
1.1. Objetivo general
e Cuantificar la respuesta de Cymbidium a la fertilizacion foliar y la nutricion via radical
en la produccién de flores y aceites esenciales de esta orquidea.

1.2. Objetivos particulares

e ldentificar las estructuras de la lamina foliar y las rutas de penetracion de un
fertilizante foliar en Cymbidium sp.
e Identificar y cuantificar los componentes volatiles de la flor, ovario y residuo acuoso
en Cymbidium sp.
e Evaluar el efecto de la relacion NOs/NH," en la cinética de crecimiento y floracion en
Cymibidium sp.
2. Hipaotesis
2.1. Hipotesis general
e La aplicacion del fertilizante foliar como complemento a la nutricién via radical
incrementara la produccion de escapos florales y concentracion de aceites esenciales

en Cymbidium sp, producido en invernadero.



2.2. Hipotesis particulares

e La hoja coriacea, grosor de cuticula, posicion de los estomas son las principales
barreras y vias de penetracion del fertilizante, posteriormente la absorcion serd via
apoplastica en células epidérmicas y su distribucion en el parénquima esponjoso.

e La concentracion de los componentes volatiles como terpenoides y compuestos
fendlicos sera mayor en la flor que en el ovario.

e Larelacion NO3/NH," de las soluciones nutritivas empleadas en la nutricion de plantas
de Cymbidium influencia el crecimiento y la vida postcosecha de la flor, siendo la

relacion optima NOs/NH," para esta especie la de 80/20.

3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Origen y distribucién de Cymbibium sp.

La familia Orchidaceae es la méas grande dentro de las angiospermas, consta de mas de 35,
000 especies y 750 generos aproximadamente, y estan ampliamente distribuidas en regiones
templadas y tropicales, a excepcion de la Antartida, cuyas caracteristicas estructurales y
anatomicas son muy diversas (Bechetel et al., 1992; Albert et al., 2010; Yoshikawa et al.,
2013). Sharma et al. (2011) por su parte reportan que son 25,000 especies y mas de 800
géneros; mientras que Cribb y Govaerts (2005) indican que son mas de 25,000 especies

descritas en 859 géneros.

La orquidea Cymbidium o “barco”, es un género que incluye de 44 a 50 especies terrestres,
litofitas y epifitas, pertenece a la subfamilia Epidedroideae, tribu Cymbidieae y a la subtribu

Cymbidiinae. Las orquideas Cymbidium se distribuyen en las zonas tropicales de Asia (India,



China, Japon, Malasia, Filipinas y Borneo) y el norte de Australia, en donde por lo general
crecen a altas elevaciones sobre el nivel del mar, en clima frio (Du Puy y Cribb, 1988; Sharma
et al., 2011). Sus flores hermosas y su capacidad para crecer y sobrevivir en ambientes frios y
templados, ha hecho que el género Cymbidium se cultivara durante miles de afios. Desde
China se expandieron gradualmente a otras partes del mundo, incluyendo Europa y America
del Norte (Wu et al., 2010). La popularidad de Cymbidium en América del Norte se refleja en

una sociedad y una conferencia anual dedicada a este género (http://www.cymbidium.org/).

En México existen pocos viveros o invernadero productores de orquideas los mas destacados
son: Vive Plants principal empresa mexicana productora de Dendrobium. Orquideas Rio
Verde, productora de Epicattleyas, Cattleyas, Dendrobiums, Phalaenopsis, Oncidiums,
Paphiopedillum, y de plantas en cultivo in vitro; Orquideas Monarca empresa mexicana,
principal productora de Phalaenopsis; Orquideas Tahi empresa mexicana productora de
Phalaenopsis; Invernaderos de Zitdcuaro S. de R.L. productor de Cymbidium, agapando,
anthurio, azucenas, girasol, iris, liatris, lilium, pompdn y tulipan. Finalmente Chiapas Flower
productor de Cymbidium, anturio, heliconias, follajes, anturio en maceta, Phalaenopsis en
maceta y Dendrobium en maceta. Sin embargo la produccién a nivel comercial de Cymbidium
en México es muy baja y se da principalmente como flor de corte, por lo que su potencial de

produccion seria una alternativa rentable a nivel nacional y de exportacion.


http://www.cymbidium.org/

3.2 Morfologia de Cymbidium sp.

3.2.1. Raiz

Las raices de las especies de Cymbidium estan cubiertos con un velamen y esta a su vez se
subdivide en epivelamen y endovelamen. EI velamen tiene mdltiples capas de celulas, que
van desde 3 hasta 5 en C. karan y de 10 hasta 16 células en C. ensifolium. Las células del
epivelamen, capa mas externa del velamen, son poligonales e isodiamétricas, mientras que las
células del endovelamen por los general son completamente anticlinales, en ocasiones
isodiamétricas como en C. dayanum y C. aliciae. Por otra parte, las células exodermales tiene
paredes delgadas o ligeramente engrosadas en algunas especies como C. karan. El cortex varia
de 7 a 8 capas en C. dayanum y de 18 a 25 capas de células de grosor en C. ensifolium. La
mayoria de las células en la capa media son de paredes delgadas, circulares u ovales o
regulares. En raices de orquideas es comun la presencia de pelotones y masas muertas de hifas
de hongos. En las células de la capa meida se presentan granos de almidon entrecruzados,
silice y rafidios se presentan en las células de la capa media. La endodermis y el periciclo son
uniseriados. El cilindro vascular es diversamente poliarco; agrupaciones elipticas del floema
desde ovales a circulares alternado con las fibras del xilema alrededor de la circunferencia del
cilindro vascular. En todas las especies existe una médula central de células de paredes
delgadas con prominentes espacios intercelulares (Yukawa y Stern, 2002; Du Puy y Cribb,

2007).

3.2.2. Pseudobulbos
La cuticula del pseudobulbo es variable segun la especie; en C. aliciae es de 2 um, mientras

que en C. tigrinum de 42 pum. No se encuentran estomas ni tricomas en este dérgano, la



epidermis comprende formas de cuadros, rectangulos, células redondeadas u otras formas
dependiendo de la especie. Las células de la epidermis constan de pared celular engrosada, a
menudo en forma de U, cuticula gruesa en la mayoria de las especies. El tejido de la base
consta de una amplia pared delgada con células con forma circular capaces de almacenar agua,
en ocasiones con paredes rodeadas por pequefios espacios intercelulares triangulares, en el
centro de la base del tejido estan ocupados por xilema y floema, algunos rafidios aparecen en
la base del tejido, los haces vasculares son numerosas y generalmente colaterales distribuidos

en el tejido (Yukawa y Stern, 2002; Du Puy y Cribb, 2007).

3.2.3. Hojas

Cymbidium presenta entre 3 y 12 hojas alternadas sobre dos ejes opuestos (crecimiento
distico), sonde color verde. La lamina de la tienen un crecimiento distico de 3-12 hojas, de
color verde. La ldmina de la hoja esta articulada a la base del pseudobulbo por una zona de
abscisién, y aunque la lamina es finalmente hoja caduca, por lo general persiste en los
pseudobulbos entre 2 y 4 afios. A menudo, en la base de las hojas se presenta un revestimiento
que encierran completamente los pseudobulbos, persisten en él después de que la lamina ha
sido cortada. Las hojas de Cymbidium son siempre duplicadas (dobladas a lo largo de la vena
central) o plegadas (acanaladas) cuando son maduras. Ninguna especie tienen hojas que
puedan clasificarse como plegado verdadero (en forma de abanico). La mayoria de estas
orquideas tienen hojas relativamente delgadas con 3 mm de espesor aproximadamente y de
textura flexible, aunque estan en la categoria de hojas coriaceas (Withner et al., 1975; Du Puy
y Cribb 2007). Es posible que estas adaptaciones puedan estar relacionadas con el

metabolismo acido de las crasulaceas (CAM). Otras modificaciones en la forma de la hoja



pueden estar vinculadas a la ecologia de las especies que incluyen hojas anchas y elipticas de
especies de sombra como C. lancifolium y C. devonianum (Winter et al., 1983; Du Puy y

Cribb, 2007).

3.24. Flores

La inflorescencia de Cymbidium es erguida y no se ramifica, arqueada y con peddnculos. El
pedunculo (escapo) generalmente esta cubierto por cerca de ocho vainas. Uno a dos
inflorescencias se desarrollan a partir de la base de los pseudobulbos maduros (Fig. 1). Las
especies afines a C. eburneum producen inflorescencias en las axilas de las hojas, mientras que
en C. elongatum y en C. suave las inflorescencias surgen en las axilas de las hojas superiores.
En C. lancifolium sulen en uno de los nudos centrales de los pseudobulbos. Las flores
generalmente son de entre 3 y 10 cm (de didmetro). EI nimero de flores varia desde una en C.
goeringii var. Goeringii y C. eburneum, hasta alrededor de 50 en C. canaliculatum y C.
suavissimum. Cada flor tiene un ovario inferior y pedicelo corto que son dificiles de delimitar
entre si, y esta suspendida por una pequefia bractea escariosa. La flor comprende un sépalo
dorsal y dos sépalos laterales, dos pétalos libres que pueden ser extendidos o cubriendo la
columna, un labelo y una columna central. El labelo, que es un pétalo modificado, que esta

articulado a la base de la columna (Du Puy y Cribb, 2007).



Pollinium ‘B
Viscidium
Leaf
"
‘ Leaf Base
/ S

Lateral Sepal
Side-lobe

Callus
Ridges

Mid-
lobe

Column
,, ‘Anther
F / \! Cap

Figura 1. Morfologia de Cymbidium. A. Planta, B. Flores: vista lateral. C. Flor: vista frontal.
D. Labelo: aplanado para medir las partes de sus estructuras. E. Labelo: vista frontal.
El 16bulo es recurvado. F. columna y labio: vista lateral con pétalos y sépalos. G.
Polinario rodeada por la antera. Du Puy y Cribb, 2007.




3.2.5. Semillas

La semilla de Cymbidium, es muy diminuta, de entre 520-1900 um (0.5-1.9 6 0.02-0.07 mm)
de largo de forma fusiforme o filiforme. Consta de un embrion esférico sin endospermo
cubierto por una testa delgada. Existen variaciones entre el tamafio y forma de las semillas en
varias especies de Cymbidium, ejemplo de ello en C. devonianum, C. elegans y de C.
canalicatum (seccion Austrucymbidium) con las semillas mas cortas de este género con tan
solo 520-650 um de lago, mientras que las de C. eburneum, C. lowianum son los méas grandes
con forma fusiforme con 800-1200 um de largo; se han encontrado en Cymbidium secciones
como Jensoa Yy Pachyrhizanthe, y algunas especies de Eulophia semillas filiformes muy finas

entre 1400-1900 um de largo (Du Puy y Cribb, 2007).

3.3. Requerimientos de temperatura

La mayoria de las Cymbidium, incluidos sus hibridos prefieren lugares frescos o en
condiciones controladas. En temperaturas calidas las flores por lo general no duran tanto como
en condiciones frescas. Las flores se adaptan a un intervalo de temperatura de entre 10 y 30
°C. Temperaturas fuera de éste intervalo causaran estrés, sin embargo, a finales de verano y
principios de otofio, requieren temperaturas mas bajas en la noche, para iniciar la formacion de
flores (temperatura maxima de 12 °C). Este descenso en la temperatura nocturna es esencial
para garantizar la floracion 6ptima. Eventos tales como amarillamiento de los botones en los
tallos son debidos a las altas temperaturas nocturnas o bien a temperaturas extremadamente
calidas durante el dia; por tanto, es necesario que se mantengan en lugar fresco hasta que

florezcan (Du Puy y Cribb, 2007).
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Went (1957) observo que plantas de la especie C. giganteum var. lowianum Rchb. f. no
florecieron al cultivarlas entre 1 y 3 meses a temperaturas de 14-26 °C 6 14-23 °C, algunas
inflorescencias se desarrollaron en 7-26 °C 0 10-26 °C, sin embargo donde obtuvieron la
mayor floracién se produjo con temperaturas de 10-20 °C y 14-20 °C. Asi, las temperaturas
del dia y de la noche tienen efecto sobre la induccién floral. Los productores de Cymbidium en
California proporcionan intensidades de luz relativamente altas y temperaturas nocturnas de

10 a 13 °C durante la iniciacion del botdn floral (Goh y Arditti, 1985).

En Japon, la temperatura que utilizan para la induccion floral es de 10 a 16 °C, y la
temperatura acumulativa necesaria para la diferenciacion de brotes es de 34,000 °C por la
noche (se calcula multiplicando las horas de exposicion por la temperatura a 10 6 16 °C)

(Ichihashi, 1997).

Powell et al. (1988) reportaron que plantas de Cymbidium Rahah Astronaut expuestas a
temperaturas dia-noche de 12-26 °C y un fotoperidédo de 14 h produjo un promedio de 5.9
inflorescencias por planta que aquellas expuestas a 12-20 °C 6 18-26 °C, s6lo 0.8 y 1.7

inflorescencias se desarrollaron por plantas respectivamente.

3.4. Fertilizacion foliar en orquideas
La fertilizacion foliar es una forma eficiente y econdémica de complementar los nutrientes a las
plantas. Este método en orquideas depende del tipo de crecimiento, el sustrato utilizado y las

condiciones climéticas de cultivo. La aplicacion foliar de nutrientes es una practica comadn en
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los invernaderos de orquideas. Aunque son limitados los estudios de la absorcidn de nutrientes
por aplicaciones foliares, lo cual es necesario demostrar su efectividad (Grossmann, 1997).

Los estudios sobre absorcidn y transporte de nutrientes en orquideas son escasos; entre ellos
una investigacion sobre absorcion y transporte de fésforo a traves de hojas y raices de
Phalaenopsis; Al suministrar **P a las raices de Phalaenopsis, registrandose que el 13% de
éste fue absorbido y transportado a la hoja. De la misma manera, cuando el *P se suministré
via foliar, el 19% de éste se absorbié por las hojas y se trasloca hacia las raices. Por lo tanto, la
absorcion del *P a través de las hojas es comparable a la de las raices. Por otra parte al
realizar aplicaciones de *?P a las hojas maduras de Cattleya aproximadamente el 34% de la
cantidad suministrada se encontré en los pseudobulbos 24 h més tarde. En este estudio, no esta
claro si el medio de crecimiento tiene algin efecto sobre la disponibilidad de *?P a las raices y
la eficiencia de la absorcion de éste por las raices y hojas. Se ha sugerido que la nutricion
foliar, es més eficaz para las orquideas CAM, si se realiza de noche, cuando los estomas estan
abiertos. Sin embargo, la ruta a través de los estomas en las hojas es una de las rutas sugeridas

por la planta ( Sheehan et al., 1967; Poole y Sheehan, 1980).

Barman et al. (2012) al evaluar el efecto de diferentes tipos de sustratos y la frecuencia de
aplicaciones foliar NPK 19-19-19 (semanal y quincenal), a concentraciones de 1 g L™ en el
hibrido "H.C. Aurora™ de Cymbidium observaron que las aplicaciones quincenales influyeron
significativamente en el crecimiento y floracion, donde los nimeros maximos de brotes fueron

4.54, la longitud de espigas 54.59 cm y el nimero de flores por espiga fueron 10.19.
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3.5. Factores que influyen en la penetracion de fertilizantes foliares

3.5.1. Factores ambientales

La absorcion foliar en plantas estd determinada por muchas caracteristicas, entre las que se
encuentran la morfologia de la hoja, la estructura, posicion, la exposicion al sol o la velocidad
de los procesos fisioldgicos de la planta. Las condiciones ambientales predominantes durante
el crecimiento vegetal tienen una influencia directa sobre la superficie de la hoja, en términos
del espesor de cuticula y composicion de las ceras epicuticulares (Bird y Gray, 2003; Koch et
al., 2006). En contraste, se ha observado que las temperaturas altas modifican la morfologia y

la composicién de las ceras epicuticulares (Riederer y Schneider, 1990; Welker y Haas, 1999).

Evidencias recientes sugieren que la cuticula puede desempefiar un papel fundamental en el
control ambiental del desarrollo de células epidérmicas (Bird y Gray, 2003). Se ha demostrado
que la composicion de las ceras cuticulares tiene una influencia sobre el grado de desarrollo de
estomas en la epidermis de la hoja. Sin embargo, no es claro si los lipidos cuticulares son
moléculas de sefializacion en el desarrollo o si estan involucrados indirectamente, que en
ultima instancia afecta la tasa de penetracion de solutos destinados a las hojas de las plantas

(Holroyd et al., 2002; Bird y Gray, 2003).

3.5.2. Composicion quimica del fertilizante foliar

De acuerdo con la Ley de Fick, el gradiente de concentracion es la fuerza impulsora para la
difusion. Las tasas de penetracion de la difusion de cualquier soluto aplicado externamente a
través de la superficie de la hoja, depende tanto de su concentracion en la superficie de la hoja

y dentro de ésta. La concentracion de un soluto dentro de la hoja, es decir, en el apoplasto
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depende de la naturaleza del compuesto y de los factores asociados a la planta, tales como la
movilidad y la tasa de absorcion en las células de la epidermis y del mesofilo (Grignon et al.,
1999; Ewert et al., 2000). Por tanto, se puede concluir que las tasas de absorcion foliar se rige

principalmente por la concentracion externa de los solutos.

La relacion entre la concentracion de la solucién aplicada y las tasas de penetracion foliar no
estd bien claro. Aunque varios estudios indican que hay una relacion positiva entre la
concentracion de la solucion foliar y la tasa de penetracion para ciertos elementos y especies
de plantas (en frutales y vegetales) (Schénherr, 2001; Zhang y Brown, 1999). Por el contrario,
al trabajar con Fe sobre la cuticula de (Populus x canescens y Vici faba) Schdnherr et al.
(2005) y Schlegel et al. (2006) encontraron una relacion negativa entre la concentracién y la
tasa de penetracion expresada en porcentaje de la cantidad aplicada, la cual sin embargo

representd, una alta concentracion de la penetracion de Fe en las hojas.

3.5.3. Tamaiio de la gota y la forma de aspersion

La mayoria de los estudios relacionados con las técnicas de aplicacion y rendimiento se han
llevado a cabo con pesticidas y herbicidas (Leaper y Holloway, 2000; Steiner et al., 2006;
Wang y Liu, 2007). El proceso de aspersion implica una serie de eventos complejos
relacionados entre si, la formulacion de un ingrediente activo, la atomizacion de la solucion, el
transporte de la pulverizacion a la superficie de la planta, la difusion, la retencion en la
superficie de las hojas, la formacion de residuos y la penetracion en la hoja (Brazee et al.,

2004).
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La aplicacion de una formulacion foliar implica la trayectoria del liquido a través de un
sistema de generacion en aerosol para producir gotitas, que son cominmente boquillas de
presion (Butler Ellis et al., 1997). Este método de tratamiento es inherentemente ineficiente,
ya que s6lo una cantidad limitada de liquido se retne en la superficie de la hoja debido a las
pérdidas relacionadas, con la reflexion de la gota, el escurrimiento y la evaporacion (Leapery
Holloway, 2000; Wang y Liu, 2007). Los principales factores que estan influenciados por el
funcionamiento de las boquillas son el riego que deriva de la pulverizacion, la distribucion de
depdsito en las superficies de destino y el modo de accion del ingrediente activo en la

superficie de la hoja.

Por otra parte, el rendimiento de la boquilla depende de la interaccion entre las propiedades
fisico-quimicas de la solucién pulverizante y el disefio de la boquilla (Miller y Butler Ellis,
2000). La eficiencia de pulverizacion también se puede mejorar mediante el cambio de
volumen de pulverizacidén ya sea un aumento en la presién o un cambio en la punta de la
boquilla (Shaw et al., 1987). Ademas de las caracteristicas de las boquillas y de la solucién, la
eficiencia de retencion en el follaje de las plantas depende de muchos factores, incluyendo el
clima predominante y orientacion (Bukovac et al., 2002). Si las hojas estdn mojadas por la
[luvia, rocio o bien se aplica un gran volumen de pulverizacidn, existe una mayor probabilidad

de que se dé el escurrimiento y la retencion disminuird (Zabkiewicz, 2000).

3.5.4. La formulacion de adyuvantes
La presencia y la topografia de ceras epicuticulares en la superficie de las hojas hacen que

dificilmente las plantas se mojen (Schonerr, 2000). Y en funcion de sus caracteristicas es
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posible que las gotas de una solucion acuosa solo hagan contacto con las estructuras de las
ceras (Neinhuis y Barthlott, 1997). La adicién de adyuvantes pueden modificar las
propiedades ficoquimicas de la solucion y pueden permitir humectacion efectiva de la
superficie de la hoja (Schonherr, 2000). Los adyuvantes se definen como cualquier sustancia
en una formulacion que modifica la actividad del ingrediente activo o las caracteristicas de la

pulverizacion (Hazen, 2000).

3.6. Absorcion de NO5'y NH," en orquideas

La adquisicion del nitrégeno por las plantas se basa en los sistemas de transporte de la
membrana plasmatica de las células radicales, la arquitectura del sistema radical y los
mecanismos que regulan la actividad de los sistemas de transporte del N. Factores externos,
tales como el amonio del suelo (NH4"), nitrato (NO3"), compuestos organicos, el pH del suelo,
la luz y la temperatura, asi como factores internos tales como el carbono (C) y los metabolitos,
son mediadas por las plantas para regular la absorcion del N. Sistemas de transporte de alta
afinidad (HATS) en las raices son capaces de secuestrar el NH;* y NO3, desde el suelo a
concentraciones entre 1 uM mientras que la actividad de los sistemas de transporte de baja
afinidad (LATS) se hace evidente cuando estos iones son abundante (por encima de 0.5 mM,
una concentracion supera al menos temporalmente en todos los sistemas de cultivo) (Jackson

et al., 2008).

Para muchas plantas, el NO3™ es reducido y asimilados en la raices, pero la mayor parte es
transportada a los brotes, donde es reducido primero a nitrito por la enzima nitrato reductasa

en el citoplasma, y posteriormente el nitrito reducido a amonio por la enzima nitrito reductasa
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en el plastidio. Después del proceso de reduccién del NO3', inician los procesos de asimilacion
realizados por la enzima glutamina sintetasa (GS) es en plastidio y citoplasma. El amonio se
deriva a partir del nitrato o es absorbido directamente por los transportadores de amonio
(AMT,), y es asimilado en los aminoéacidos a través del ciclo de GS/glutamina-2-oxoglutarato

amino-transferasa (GOGAT) (Xu et al., 2012).

La asimilacion de nitrogeno en las plantas en general ha sido ampliamente estudiada, sin
embargo, hay poca informacion sobre la absorcion, transporte y el almacenamiento de

nitrégeno en orquideas (Hew et al., 1993).

Trabajos realizado por Rui-Chi y Jun-Xian, (1994) evaluaron el efecto de NOs™-N y NH4*-N
en Cymbidium sinense (Andr.) Willd. a concentraciones de 1 a 10 mmol L™ en un medio sin
suelo. Observaron que a 1 mmol L™ de NOs-N y NH4*-N la tasa de crecimiento en hojas era
similar. Al aumentar la concentracién de NH,*-N a 50 mmol L™ la tasa de crecimiento en las
hojas se redujo drasticamente. La mayor formacion de flores y capullos, se tuvo con el
tratamiento de las plantas con NOs-N a concentraciones de 1 y 10 mmol L™. Los autores
sugieren que durante la etapa vegetativa deben de aplicarse concentraciones bajas de NO3z™ y
NH,*, mientras que en la etapa reproductiva (diferenciacion de yemas florales) es favorable la
aplicacion de NOz- N a concentraciones de 1 y 10 mmol L™ Se considera que el lento
crecimiento de C. sinense puede deberse a su menor tasa de fotosintesis y baja actividad de la

enzima nitrato reductasa.
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Al estudiar la absorcion de NOs-N y NH;-N en dos orquideas terrestres (Bromhedia
finlaysonia y Cymbidium sinense) y una epifita (Dendrobium “White Fairy”) cultivadas en
solucion nutritiva, observaron que las tasas de absorcion de NOs” y NH," fueron lineales,
siendo mas altas para NH;*, mencionan que la absorcion de nitrato en las tres especies de
orquideas fueron 10 veces menor que otras plantas de cultivo como las monocotileddneas
(Hew et al., 1993).

Trabajos realizados en la misma orquidea Cymbidium sinense indican que el crecimiento de
hojas y raices es mas rapido cuando se les suministra nitrato de amonio NH;NO3, sin embargo
el contenido de clorofila en hojas es mas alta en la plantas cultivadas solo con NH;" (Hew y

Young, 2004).

Al evaluar el efecto de NOs"y NH,4" en el cultivo de Phalaenopsis con dos tipos de sustratos:
musgo y mezcla de cortezas, encontraron que la mayor area de hoja, longitud de la hoja,
floracién temprana, nimero de flores, diametro de flores, area de flores y longitud de tallo, se
obtuvo con las concentraciones de 50, 75 y 100 % de NOg3, mientras que con la adicién de
NH," no se observaron tales efectos (Wang, 2008). Si el NH," es la principal fuente de N en la
solucion de nutrientes, puede dar lugar a toxicidad. En algunos casos el NH;" es deseable ya
gue en experimentos se han demostrado que su presencia en la solucion nutritiva estimula la
absorcion de NOs. Plantas con un suministrd exclusivo de NH,*-N tienen altas demandas de
esqueletos de carbono para la asimilacion de éste y un alto consumo de O, lo que resulta en
una baja concentracion de azucar en las raices y pobre crecimiento de plantas (Matsumoto y
Tamura, 1981; Arnozis et al., 1988; Wang, 2008). Las variaciones de porcentaje de cada

fuente dependeran de las especies de plantas, y de la etapa de crecimiento (Jones, 2005).
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3.7. Importancia medicinal de Cymbidium sp.

Desde tiempos antiguos la familia Orchidaceae se ha utilizado no solo para fines
ornamentales, sino también como plantas medicinales, para tratar la paralisis, diarrea y
Ulceras, por lo tanto, puede decirse que es una fuente prodigiosa de nuevos farmacos (Kovacs
et al., 2008). El polvo de las raices secas de Cymbidium aloifolium lo han utilizado para curar
la pardlisis. El extracto de las hojas se utiliza para tratar las infecciones cutaneas y fiebre.
También lo han utilizado como ténico y para el tratamiento del dolor de oido, enfermedades
cronicas, debilidad de ojos, vértigo, quemaduras y llagas (Hossain et al., 2009). Diversas
investigaciones han reportado la existencia de sustancias bioactivas en la familia Orchidaceae,
ejemplo de ello son cuatro derivados de fenantreno (ephemeranthoquinone B,
marylaurencinols A y B, y marylaurencinoside A), seis fenantrenos y sus actividades
antibacteriales y citotoxicas, aislados de las raices frescas de Cymbidium Gran Flor Marie

Laurencin (Yoshikawa et al., 2011).

En otro estudio, se evalud el efecto del extracto etandlico de hojas en Cymbidium aloifolium
(L.), en sistema nervioso central (SNC), utilizando varios modelos experimentales
neurofarmacoldgicos en ratones. Los resultados sugieren que el extracto etandlico a una dosis
de 200 a 400 mg kg™ de peso corporal; demostré tener actividad depresora del SNC mediante
la reduccion de la actividad locomotora y exploratoria tanto en pruebas de comportamiento en
campo abierto y ensayos de cruce de un agujero (hole cross test), en comparacion con el
control (Howlader y Alam, 2011). La actividad locomotora se refiere a un aumento en el
estado de alerta y a la disminucién de la actividad locomotora considerada como efecto

sedante. El principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central es el acido
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gamma amino butirico (GABA). Los diferentes tipos de ansioliticos, relajantes musculares,
drogas sedativas hipnoticas, muestran su accion a través de GABAAa esta es la razon del
porqué los extractos de Cymbidium aloifolium  probablemente actien mediante la
hiperpolarizacion de la membrana que potencializa la inhibicién del receptor GABA-érgico
inhibiendo el SNC, que conduce o a la disminucidon de la frecuencia de descargas de neuronas
criticas en el cerebro o la activacion directa de receptores GABA por los extractos. Diferentes
tipos de flavonoides y esteroides neuroactivos fueron unidos a los receptores GABAA en el
sistema nervioso central, lo que indican que actian como moleculas del tipo benzodiacepinas
(Khatun et al., 2011). Una revision de literatura revela que Cymbidium aloifolium, contiene
flavonoides, azucares reductores, glucosidos cianogénicos, terpenos y taninos (Maridass et al.,

2008).

El aislado de la orquidea C. goeringii (cimbidina A) es un mondmero relacionado con los
pepdidoglicanos que implican cuatro aminoacidos (D-alanina, &cido meso diaminopimélico,
acido D-glutdmico y L-valina) y dos amino azUcares (N-acetilglucosamina y 1,6-anhidro-
acido N-acetilmuramico). Estos compuestos mostraron actividad hipotensora y actividad

diurética (Watanabe et al., 2007).

3.8. Métodos y técnicas de analisis en aceites esenciales

Para conocer la cantidad y calidad de los aceites esenciales en plantas aromaticas se han
desarrollado métodos de extraccién asi como técnicas cromatograficas. Los métodos de
extraccion mas comunes son la destilacion por arrastre de vapor, la hidrodestilacion y

extraccion con destilacion simultanea (Bayramoglu et al., 2008; Lemberkovicks et al., 2003).
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En relacién a técnicas de andlisis cromatografico se tiene a la cromatografia de capa fina
(CCF), que es una técnica muy sensible y econdémica y es utilizada en la caracterizacion
preliminar de los aceites esenciales (Pyka et al., 2005) Otras técnicas especiales para el
analisis de aceites esenciales son la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM) y la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y
olfatometria (CG-EM-O). Existen otras técnicas menos habituales como la cromatografia de
gases multidimensional (MDGC) y la del acoplamiento directo de cromatografia de liquidos y
cromatografia de gases (LC-GC) que permiten el fraccionamiento selectivo de distintos grupos
de compuestos sin recurrir a la preparacion de muestras (Herraiz, 2007). Estas técnicas
permiten tener un perfil detallado de los componentes de los aceites esenciales; asi como la

cantidad de cada uno de sus componentes volatiles (Goodner et al., 2006).

3.9. Constituyentes quimicos activos

Segun Bourgaud et al. (2001), las propiedades medicinales y aromaticas resultan de
constituyentes quimicos que se encuentran en el tejido vegetal y son conocidos por tener un
papel importante en la adaptacion de las plantas a su ambiente, debido a que actian como
sustancias de proteccion para la planta, al evitar el ataque de algunos insectos y otros
animales. Estos constituyentes quimicos derivan del metabolismo secundario y son
clasificados de acuerdo con su ruta biosintética. Las dos rutas principales son la del acido
shikimico y la del mevaldnico. Dewick (2002) menciona que los alcaloides, antraquinonas,
glicosidos cardiacos, cumarinas, flavonoides, irridoides, esteroides, fenilpropanoides y
terpenos son los constituyentes asociados con las plantas medicinales y aromaticas. Estos

componente estan formados principalmente por C, H, y O y algunos contienen N y S.

21



La estructura molecular, grupos funcionales y la estereoquimica son los factores que
determinan las propiedades quimicas de una molécula y su bioactividad. Los aceites esenciales
pertenecen algrupo de los terpenos y estan implicados en las relaciones ecoldgicas de las
plantas que los producen, ya que debido a sus propiedades organolépticas atraen insecto y a
otros animales que favorecen la polinizacion (Gershenzon y Croteau, 1991; Bakkali, et al.,
2008). Los aceites esenciales son mezclas volatiles de diferentes sustancias organicas
liposolubles (Sangwan et al., 2001), formadas por unidades de 5 C Ilamadas prenilo y se
dividen en dos clases: monoterpenos (Cy) y sesquiterpenos (Cis) presentan grupos funcionales
como los alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres. Muchos de estos compuestos se acumulan en
estructuras vegetales especificas tales como ductos, cavidades secretoras y tricomas
glandulares (Gershenzon y Croteau, 1991), las cuales pueden estar distribuidas en hojas, tallos
y raices (Sangwan et al., 2001). Estas caracteristicas permiten su facil extraccion por procesos
simples de destilacion (Carrubba y Catalano, 2009). De acuerdo con Baser y Demirci (2007)
existen dos rutas metabdlicas independiente para la sintesis de terpenos: la del mevalonato y la
del fosfato deoxixilulosa. La que corresponde a las plantas superiores y algunas algas es la ruta
del mevalonato que a partir del AcetilCoA vy a través de la via del &cido mevalonico (MVA)
son sintetizados. La segunda ruta corresponde a la ruta fosfato deoxixilulosa y es propia de

bacterias y organismos fototroficos (Baser y Demirci, 2007).

Debido la importancia ornamental que tiene Cymbidium por su alto valor econémico, ya sea

en planta o como flor de corte, se tiene un gran potencial de cultivo, gracias a las favorables

condiciones climaticas de muchas regiones de pais para su produccion. EI manejo de la
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fertilizacion foliar y radical, bajo condiciones de invernadero, es uno de los tantos factores
que pueden ser utilizados con la finalidad de incrementar la calidad de la planta y flor,
asimismo explotar el rendimiento y la calidad de los aceites esenciales. Por lo tanto, en la
presente investigacion se borda en primera instancia la caracterizacion de lamina foliar y la
ruta de penetracion de un fertilizante foliar en Cymbidium, el efecto de las relaciones de fuente
de N (NO3/NH,") en la solucion nutritiva, en el crecimiento y floracion bajo condiciones de
invernadero y la caracterizacion de los componentes volatiles en los 6rganos florales de esta
orquidea, los resultados se presentan en tres capitulos. Dos capitulos corresponden al trabajo
desarrollado en el Colegio de Postgraduados Campus Montecillo en el Estado de México y el
tercero corresponde a la investigacion realizada en la Facultad de Agrobiologia “Presidente

Juéarez” en Urupan, Michoacan, México.
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CAPITULO II. EVIDENCIAS DE LA NUTRICION FOLIAR EN
Cymbidium sp.

EVIDENCES OF FOLIAR NUTRITION IN Cymbidium sp.

Resumen

La fertilizacion foliar es una practica comun en los sistemas de produccion de orquideas, pero
en Cymbidium se tiene poca informacion sobre la absorcion de nutrientes a nivel foliar y
radical (Hew y Young 2004), por lo que los objetivos de la presente investigacion fueron
caracterizar la anatomia foliar e identificar las rutas de penetracion de un fertilizante foliar 10-
10-10 (NPK) en esta especie de orquidea. La investigacion se llevo a cabo en dos etapas en el
laboratorio de Histopatologia Vegetal del Colegio de Postgraduados en Ciencias Agricolas,
Campus Montecillo, durante los meses de abril a agosto de 2012. La primera etapa consistid
en la caracterizacion anatémica de la lamina foliar de esta especie. El grosor de la cuticula a lo
largo de la hoja no fue uniforme, siendo mas gruesa en la porcion media (29.90 um) que en las
porciones apical (26.91 um) y basal (25.75 um). EI nimero de estomas a lo largo de la hoja
fue constante. En la region media de la hoja, el grosor de tejido epidérmico (63.045 um) vy el
didmetro de los haces de fibras subepidérmicas (184.55 um) mostraron los mayores valores,
mientras que el mayor diametro de haz vascular (1031 um) y mayor grosor del mesdfilo
(3777.91 um) se registro en la porcion basal. En la segunda etapa, se identifico la ruta de
penetracion del fertilizante foliar con los colorantes verde rapido-azul negro de naftol y
calcofluor. El fertilizante foliar penetrd via cuticula y estomatica a partir de los 30 min de
haberlo asperjado. A los 120 min, se observo su absorcion en los pseudobulbos. Los resultados
obtenidos, demostraron que la fertilizacién foliar es una alternativa viable que puede

implementarse en las practicas de produccion de esta ornamental.
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Palabras clave; Fertilizacion foliar, orquideas, cuticula, fibras.

Abstract

Foliar feeding is a common practice in orchid production systems, but in Cymbidium there is
little information about nutrient absorption at leaf and root level (Hew and Young 2004).
Therefore, the objectives of this research were to characterize the leaf anatomy and identify
the penetration pathways of foliar fertilizer 10-10-10 (N-P-K) in this species of orchid. The
research was conducted in two stages in the plant histopathology laboratory at the
Postgraduate College in Agricultural Sciences, Montecillo Campus, during the months of
April to August 2012. The first stage consisted of the anatomical characterization of the leaf
blade of this species. The thickness of the cuticle along the blade was not uniform, being
thicker in the middle portion (29.90 um) than in the apical (26.91 um) and basal (25.75 pum)
portions. The number of stomata along the leaf was constant. In the middle region of the leaf,
the thickness of epidermal tissue (63.045 um) and the diameter of the subepidermal fiber
bundles (184.55 um) showed the highest values, while the largest vascular bundle diameter
(1031 pm) and the thickest mesophyll (3777.91 um) were recorded in the basal portion. In the
second stage, the penetration pathway of the foliar fertilizer was identified with naphthol and
calcofluor fast green-black blue dyes. The foliar fertilizer entered via cuticles and stomata
beginning 30 min after having been sprayed. At 120 minutes, their absorption into the
pseudobulbs was observed. The results demonstrated that foliar feeding is a viable alternative
that can be used in the production practices of this ornamental.

Keywords: foliar feeding, orchids, cuticle, fibers.
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I. Introduccion

La aplicacién de nutrientes via foliar puede ser un método que contribuya a reducir el impacto
ambiental asociado con la fertilizacion al suelo. Sin embargo la respuesta a menudo es
variable y no reproducible debido a la falta de conocimiento de muchos factores relacionados
con la penetracion foliar (Fernandez y Eichert, 2009). La orquidea Cymbidium se considera
como una de las flores mas importantes en maceta por su potencial ornamental y su alto valor
econdémico (Huang et al., 2011). Su demanda ha crecido en la dltimas décadas, tanto en
diversidad de especies, como produccién de flores. La aplicacion foliar de nutrientes es una
practica comun en los sistemas de produccion de orquideas, la cuestion es que se tiene poca
informacidn sobre la eficacia de la absorcidon de nutrientes minerales a través de las hojas y
zona radicular en orquideas (Hew y Young, 2004). Durante afios ha habido controversia sobre
las caracteristicas estructurales y quimicas de la cuticula que se relacionan con la absorcién de
los fertilizantes foliares (Poole y Sheehan, 1980). Grossman (1997), evidencié que la
penetracion a través de la cuticula estd en funcion de la naturaleza de ésta. La cera epicuticular
es el componente mas externo e hidrofobico sobre la superficie de la hoja, su estructura limita
la penetracion de agua y de iones a través de la membrana (Marschner, 1995; Wojcik, 2004),
lo que afecta de manera significativa la permeabilidad cuticular. Cuticulas con estructuras
completamente reticuladas son mas permeables a ciertas sustancias que aquellas con una
region laminosa externa (Ray, 2006). Se ha sugerido que la absorcién de iones por las hojas
puede ser completada en tres etapas. En la primera, las sustancias penetran la cuticula y la
pared de celulosa a través de difusién libre; en la segunda, estas sustancias, se adsorben a la
membrana plasmatica por algin mecanismo de union; y en la tercera, las sustancias son

absorbidas y llevadas al citoplasma en un proceso que requiere energia derivada del
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metabolismo (Fageria et al., 2009). Dada la importancia de la fertilizacion en plantas de
Cymbidium, el objetivo de esta investigacion fue caracterizar la anatomia foliar de la orquidea

e identificar las rutas de penetracion de un fertilizante foliar.

II. Materiales y métodos

La investigacion se hizo en el Laboratorio de Histopatologia Vegetal del Campus Montecillo
del Colegio de Postgraduados. Las plantas de orquidea (Cymbidium sp.) de 5 afios de edad se
obtuvieron de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, Facultad de
Agrobiologia “Presidente Juarez” en Uruapan, Michoacdn. La investigacion se hizo durante
los meses de abril a agosto de 2012. El trabajo experimental se dividié en dos etapas. La
primera etapa consistio en caracterizar su estructura foliar, y en la segunda se determiné la ruta

de penetracion de un fertilizante y su translocacion a los 6rganos de almacenamiento.

2.1. Primera etapa: caracterizacion de la lamina foliar

De cada planta se disectaron fragmentos foliares de entre 2 y 3 cm? de longitud de las
porciones apical, media y basal (Figura 1), y se cortaron en un microtomo de congelacion
(American Optical, modelo 880) a 25 um de grosor. Las secciones obtenidas se montaron en
agua y se midieron los grosores de cuticula y del mesofilo, asi como los didmetros de las
células epidérmicas, fibras subepidérmicas y haces vasculares de acuerdo con la metodologia
descrita por (Sandoval, 2005). La densidad estomética se hizo determin6 mediante
impresiones de la lamina foliar y el conteo de los estomas en un microscopio compuesto Velab

modelo VE-B6 (Rodés y Collazo, 2006).
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Figura 1. Porciones apical (A), media (M) y basal (B) de la hoja en
Cymbidium sp.

Para medir el grosor de la cuticula, las secciones obtenidas se tifieron con Sudan IV durante 25
min y se montaron en glicerol (35 secciones por cada seccion). Se tomaron fotografias con una
camara digital integrada a un microscopio compuesto marca Velab modelo VE-B6, y la
medicion de la cuticula se hizo con el software Motic Image Plus 2.0 ML considerando cuatro
campos visuales por corte transversal y seccién de la hoja. El grosor y el diametro de la células
epidérmicas, fibras subepidérmicas y haces vasculares se midieron también con el software
antes referido a partir de las imagenes obtenidas de cuatro campos visuales de 35 cortes. Las

fotomicrografias se tomaron a 40x con el equipo indicado anteriormente.
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La densidad estomatica se cuantifico en las porciones apical, media y basal de cuatro hojas. En
la superficie adaxial de cada muestra se aplic una gota de la mezcla de Exactoden® (silicon
fluido) y solucion endurecedora, a los 10 min se retird y se aplico esmalte de ufias a la zona
de contacto. Después de 5 min, se desprendieron las impresiones con unas pinzas, y montaron
en portaobjetos para observarse en un microscopio compuesto (marca Carl Zeiss). Se conto el
nGmero de estomas por mm? en cinco campos visuales de 10 impresiones (Rodés y Collazo,

2006).

Para determinar el peso seco de las hojas, se cortaron 50 fragmentos de 1 cm? de dos hojas de
las porciones apical, media y basal, las muetras se colocaron en un estufa de aire forzado
marca Riossa Mod. Hof-125 a 70 °C durante 72 h hasta alcanzar peso constante (Alcantar y
Sandoval, 1999; Rodriguez y Rodriguez, 2011). Posteriormente, cada segmento se peso en una

balanza digital marca OHAUS.

Con los resultados obtenidos se hizo un andlisis de varianza y comparacion de medias

mediante la prueba de Tukey (p< 0.05) con el paquete estadistico SAS 9.3. (SAS, 2010)

2.2. Segunda etapa: Identificacion de las rutas de penetracion del fertilizante foliar

El fertilizante foliar 10-10-10 (NPK), a base de urea y fosfato monopotésico al 1%,
complementada con DAP-PLUS® como agente tensoactivo, se preparé independientemente
con los colorantes verde rapido + azul negro de naftol a una concentracién de 0.05% (F-
VR+ANN) y con calcofltor a una concentracion de 0.01% (F-C), los colorantes se disolvieron

en agua destilada, el pH de la solucion del fertilizante fue de un rango de 5.5 a 6.0. Plantas
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independientes fueron asperjadas hasta cubrir todas las hojas con F-VR+ANN y F-C y como
tratamiento testigo se asperjo agua destilada, la aspersion se realizé por la mafiana en horario
de 8:00 am. Después de los 30, 60, 90 y 120 min de haber aplicado el fertilizante con los
colorantes referidos o bien el agua, se muestrearon hojas las cuales se disectaron en
fragmentos de 0.6 x 0.4 cm (Sandoval, 2005), se cortaron transversalmente con un microtomo
de congelacion (American Optical modelo 880) a 25 um de grosor. Los cortes se montaron
entre porta y cubreobjetos, las muestras tratadas con F-VR+ANN se observaron en un
microscopio compuesto marca Velab modelo VE-B6, y las asperjadas con F-C en un

microscopio de fluorescencia marca Carl Zeiss.

Adicionalmente, se asperj6 una planta completa de Cymbidium sp. con F-C; dos horas después
se realizaron cortes a mano con una navaja de afeitar de aproximadamente 1 mm de grosor
desde la base de la hoja a la mitad del pseudobulbo. Las secciones obtenidas se montaron en

agua y se observaron en el microscopio de fluorescencia.

III. Resultados y discusion

3.1. Caracterizacion de lamina foliar

Las hojas de las plantas de Cymbidium son conduplicadas, rigidas y coriaceas. El tejido
epidérmico, esta formado por un estrato de células de forma cuadrada a circular con una
cuticula gruesa (Figura 2A y 2B) que se proyecta hacia las paredes anticlinales. Las células
guarda, son superficiales (Figura 2C) y presentan poros fusiformes en la parte central. En C.

ensifolium, la cuticula cubre los estomas, y parte de las células guarda se eleva por encima de
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la cuticula. Estas caracteristicas pueden ser una modificacion xerofitica (Du Puy y Cribb,

2007).

Figura 2. Fotomicrografias de secciones transversales de hoja de Cymbidium sp. A)
Tejido epidérmico (e) e hipodérmico (h) haces de fibras (f) distribuidos debajo
de la hipodermis. Células parenquimatosas del mesofilo (m) de forma
isodiamétrica y pared delgada. Tejido vascular (tv) rodeado por fibras. B)
Seccidn tefiida con Sudan IV. El color anaranjado de la pared tangencial externa
de la epidermis indica la naturaleza lipidica de la cuticula (c). C) Aparato
estomatico. D) Rafidios (r).

Por debajo de la epidermis adaxial y abaxial se presentaron de uno a tres estratos de células
hipodérmicas entre las que se agrupan alternadamente haces de tejido esclerenquimatoso

(fibras) (Figuras 2A). ElI mesofilo estuvo constituido por un sélo tipo de células de
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clorénquima de forma redonda y pared delgada entre las cuales se distribuyen los haces
vasculares (Figura 2A). En las células del mesofilo se presentan rafidios de gran tamafio
(Figura 2D). Algunas de las células parenquimatosas del mesofilo cercanas a la nervadura

central se alargan en direccion a la superficie de la hoja.

3.1.2 Grosor de cuticula

Se encontraron diferencias estadisticas significativas en el grosor de cuticula a lo largo de las
hojas. La porcién media fue mas gruesa (29.90 um) que en las porciones apical y basal (26.91
y 25.75 um, respectivamente) (Figura 3). Es posible que el mayor grosor en la porcion media
de las hojas se asocie con su posicién, ya que esta seccidon requiere de mayor resistencia,
minimizando la pérdida de agua, y el flujo de transpiracion y solutos (Riederer y Schreiber,
2001). En 21 especies de Cymbidium se encontraron diferencias en el grosor de la cuticula
entre la parte adaxial (mas gruesa) y la abaxial (méas delgada) con valores que van de 27 um a
7.5 um en C. finlaysonianum (Yukawa y Stern, 2002). Esta evidencia apoya las sugerencias
por Du Puy y Cribb (2007), donde mencionan que las hojas coriaceas son una modificacion
xerofitica de las méas primitivas y que es posible que estas adaptaciones se relacionen con el

metabolismo acido crasulaceo (CAM) de esta orquidea.

3.1.3. Densidad estomatica

Cymbidium sp. present0 estomas anfiestoméaticos. No se encontraron diferencias estadisticas
significativas en el nimero de estomas por mm? a lo largo de la hoja. En la porcion apical se
cuantificaron en promedio 7.5 estomas, en la media 7 y en la basal 7.3 (Figura 4). Estos
resultados coinciden con lo reportado por Bird y Gray (2003), quienes indican que la densidad

estomatica es muy variable de acuerdo a la capacidad fotosintética de las hojas. La densidad
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también varia en diferentes secciones de la misma hoja y en diferentes hojas de la misma
planta, por factores ambientales como los niveles de luz y CO,. Los efectos ambientales en
estomas y tricomas pueden ser mediados a través de la composicion de cera cuticular. La
densidad estomatica es mayor en las hojas xeromorficas, que en las hojas de plantas

mesomorficas e hidromdrficas (Roth, 1990).

3.1.4. Grosor de tejido epidérmico

Se encontraron diferencias estadisticas significativas en el grosor de células epidérmicas. En
la porcion media de la hoja, el grosor de la epidérmis fue mayor (63.045 um), que en las
porciones basal y apical (58.71 y 57.738 um, respectivamente) (Figura 5). Es probable que el

mayor grosor en la porcion media le de mayor soporte a la hoja.

W
o
I

[\S)
ol
I

(8]
o
I

'_\
o
I

Grosor de Cuticula (um)
o o

o

Apical Media Basal

Seccioén de longitudinal de la hoja

Figura 3. Seccion longitudinal de la hoja sobre el grosor de
cuticula en Cymbidium sp. Letras iguales indican
valores estadisticamente no diferentes (Tukey
p=<0.05).
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Figura 4. Seccion longitudinal de la hoja sobre la densidad
estomatica en Cymbidium sp. Letras iguales indican
valores estadisticamente no diferentes (Tukey p<0.05).
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Figura 5. Seccion longitudinal de la hoja sobre el grosor de la
epidermis en Cymbidium sp. Letras iguales indican
valores estadisticamente no diferentes (Tukey p<0.05).
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Los cambios en el grosor de las células espidérmicas, estan relacionados con el hébitat en
donde se desarrollan las (Cutler et al., 2007). Estas caracteristicas le confieren mayor soporte
mecanico Y rigidez a la hoja, proteccion al mesofilo de la radiacion UV-B, almacenamiento de
algunos productos metabdlicos, minimiza la perdida de agua asi como la aireacion del tejido
interno a traves de los estomas (Dietz et al., 1994; Bilger et al., 2001; Ray, 2006). Estudios
realizados en C. ensifolium y C. bicolor se describe que las células epidérmicas fueron
pequefias en ambas especies, y al realizar cortes transversales se menciona que eran anchas y
alargadas, aungue en su estudio no se realizaron mediciones (Yukawa y Stern, 2002). En
Maxilaria miniata orquidea epifita, mediante secciones transversales encontraron que
presentan células epidérmicas cuadrangulares y hasta rectangulares, con mediciones de 12.5-
17.5 x 22.5-32 um en zonas adaxiales, mientras que las abaxiales de 12.5-19 x 19-27 um (alto

x ancho) (Ely et al., 2007).

3.1.5. Diametro de fibras subepidérmicas

Los haces de fibras subepidérmicas presentaron el mayor diametro (184.55 um) en la porcion
media de las hojas en comparacion con la parte basal y apical (Figura 6). Estas células son
caracteristica comun de este género y de los miembros de la Subtribu Cymbidiinae, cuya
funcién es la de rodear y fortalecer las células parenquimatosas del meséfilo (Yukawa y Stern,
2002). Ademas de dar soporte mecanico, las fibras protegen contra la pérdida de agua e

intensidad de la luz (Zanenga y Gongalves, 2003).
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3.1.6. Diametro del haz vascular

El didmetro del haz vascular fue mayor en la porcion basal (1 031 pm) en comparacion de las
porciones media (820.26 um) y apical (564.35 um) (Figura 7). EXisten investigaciones
realizadas en varias especies de Cymbidium aunque en ninguna de ellas se midieron los haces
vasculares. Por ejemplo, en C. ensifolium se reportd que los haces vasculares son de diferentes
tamafios, los méas grandes se extienden hacia ambas epidermis, aunque en otras especies se
encuentran s6lo abaxialmente. En C. pendulum, los haces vasculares son muy pequefos,
rodeados por células parenquimatoasas con clorofila (vaina del haz). Entre el xilema y floema
se encontraron células de parénquima con paredes gruesas (Yukawa y Stern, 2002). En C.
bicolor, como ocurre a menudo en las orquideas xerofiticas, el floema se encuentra unido con
el xilema por células engrosadas, lo cual es una condicion para evitar la deshidratacion en las

hojas (Yukawa y Stern, 2002).

3.1.7. Ancho del mesoéfilo esponjoso

El mayor grosor del mesdfilo se encontré en la porcion basal de la hoja (3 777.91 um),
seguido por las porciones media (I 703.61 um) y apical (1 320.01 pum) (Figura 8). En C.
alofolium, C. bicolor y C. filaysonianum, indican que el meséfilo es heterogéneo, aunque en
estas el mesdfilo presentd parénquima en empalizada de 3 a 5 células grandes y alargadas en
direccién perpendicular a la superficie de la hoja. El parénquima esponjoso tuvo de 5 a 8
células anchas, circulares u ovales, algunas de las cuales con engrosamiento helicoidal

(Yukawa y Stern, 2002).
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3.1.8. Peso seco de la hoja

El analisis de varianza indicé diferencias estadisticas significativas entre el peso seco de las
secciones de hoja. En la porcién media, el peso fue el doble (0.02 g cm™) que el de las
porciones apical y basal (0.01 g cm™) (Figura 9). Los valores encontrados en el grosor de
cuticula, tejido epidérmico y diametro de los haces de fibras subepidérmicas en la seccién
media de la hoja, estadisticamente superiores a los valores registrados en las secciones apical y
basal, por tanto es posible que exista mayor capacidad fotosintética y asimilados en la parte
media. Con los resultados se identifica que la parte media de la hoja contiene estructuras mas
gruesas que permite el doblez de la hoja como principal 6rgano de la planta donde se lleva a

cabo la mayor parte de los fotoasimilados resultantes del metabolismo vegetal (Gayon, 1992).

3.2. Rutas de penetracion del fertilizante foliar

3.2.1. Fertilizante foliar mas verde rapido y azul negro de naftol (F-VR + ANN)

A los 30 min despues de la aspersiédn foliar, se observo acumulacion del fertilizante en el poro
(Fig. 10A) y en la cuticula. A los 60 y 90 min, el fertilizante se observé en la camara
estomaética y en los primeros estratos del mesdfilo esponjoso (Fig. 10B, C y D). A las 120 min
se distribuyé en todo el mesofilo esponjo. La presencia de fertilizante en los poros
estomaticos concuerdan con estudios recientes con trazadores fluorescentes donde la
penetracion de solutos ocurrid por difusion a través de los estomas (Eichert y Burkahardt,

2001; Eichert et al., 2008).
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Figura 10. Corte transversal de hoja de Cymbidium sp. aspejadas con el
fertilizante foliar 10-10-10NPK mezclado con verde rapido y azul negro
de naftol. Treinta (A), 60 (B), 90 (C) y 120 (D) minutos después de la
aplicacion del fertilizante.

3.2.2. Fertilizante foliar mas el calcoflior (F-C)

El F-C se acumulo en la cuticula después de los 30 min de haber hecho la aplicacion (Figura
11C). Una hora después, se observd entre las células epidérmicas y del mesoéfilo (Figura 11D)
con una fluorescencia tenue. A los 90 y 120 min después de la aspersion, el F-C se encontr en
todas las células del parénquima esponjoso (Figura 11E y 11F). También se observé la
acumulacion del fertilizante en la cuticula y en el tejido epidérmico de las superficies adaxial y
abaxial. En las secciones histologicas de las hojas de la planta testigo se observo
autofluorescencia de color blanco-azuloso en las fibras subepidérmicas, y en los elementos de

vaso del xilema. La clorofila en el mesofilo fluorecio de color rojo y la cuticula de color
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amarillo (Figura 11B). La autofluorescencia de las fibras subepidérmicas y elementos de vaso
se debe a la presencia de lignina en sus paredes (Yukawa y Stern, 2002). La penetracion de
sustancias en las hojas es un proceso pasivo impulsado por gradientes de concentracion
(Eichert y Goldbach, 2008). De acuerdo con Schénherr (2000) los iones hidratados de CaCl,
penetran la cuticula a través de poros acuosos en un proceso relativamente lento, pero al
agregar agentes humectantes como el Glupon 215 CSUP a 0.2 g L™, la constante de velocidad
aumento. Por su parte, Schlegel et al. (2005), trabajaron con la selectividad que tienen los
poros acuosos en la cuticula de hojas de Vicia faba a sales de AgNO;3; y CaCl,, concluyendo
que el AgNO3 se precipita como CaCl; en las células guarda, tricomas glandulares y en la base

de los tricomas, marcando la ubicacion de poros acuosos en las cuticulas.
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Figura. 11. Corte transversal de hojas de Cymbidium sp. asperjadas com fertilizante foliar 10-
10-10 NPK maés calcofluor. Planta testigo sin fertilizar (A y B), 30 (C), 60 (D), 90
(E) y 120 (F) min después de la aplicacion del fertilizante.

3.2.3. Absorcion del fertilizante foliar mas el calcofluor (F-C) en pseudobullbos

A los 120 min después de la aplicacion, el fertilizante se observé en los tejidos del
pseudobulbo. Las paredes celulares de la epidermis y del paréquima (células isodiamétricas y
de pared delgada) se observaron de color blanco-azuloso fluorescente (Figura 12A). Datos
similares se obtuvieron en plantas de Cattleya “Trimos™ en donde se aplicé 3P al follaje.
Después de 24 h el *2P se encontrd en los pseudobulbos, mientras que raices mas jévenes (de 2
a 4 afios de edad) absorbieron con mayor rapidez el *?P. Cabe resaltar que no realizaron cortes

histoldgicos para observar la acumulacion del *2P en los pseudobulbos (Sheehan et al., 1967).
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Figura. 12. Corte transversal del pseudobulbo de Cymbidium sp. de plantas
asperjadas via foliar con el fertilizante 10-10-10 con el colorante
calcofltor. (A) Pseudobuldo con presencia del fertilizante y colorante
después de 120 min de la aspersion. (40x). (B y C) Planta testigo sin
la presencia del fertilizante y colorante vista en el microscopio de luz
fluorescente (40x).

De acuerdo con Ng y Hew (2000), el pseudobulbo de Cymbidium sp. es el 6rgano encargado
del reparto de asimilados y almacemaniento de agua, carbohidratos y minerales. Zheng et al.
(1992), demostraron que los pseudobulbos son capaces de retener aproximadamente el 64% de
su contenido de agua después de 42 dias en condiciones de estrés hidrico, por lo que es posible
que la evolucion de la orquidea para adaptarse a habitat secos haya conducido el desarrollo de
los pseuobulbos. La suculencia de los pseudobulbos minimiza la porosidad méxima en paredes
laterales, ya que los 6rganos suculentos, a diferencia e los no suculentos, tienden a tener tasas
de conduccién menos rapida por unidad de tiempo. Los pseudobulbos pueden ser vistos como
estructuras conductoras, que aseguran la sobrevivencia de las raices en periodos de desecacion

(Carlquist, 1975; Carlquist y Schneider, 2006). Adicionalmente, la acumulacién activa de

53



nutriente minerales durante el periodo de desarrollo del pseudobulbo constituye una
importante fuente de reserva patra el posterior desarrollo de los nuevos brotes e

inflorescencias.

IV. Conclusiones

La porcién media de las hojas de Cymbidium sp. presentd el mayor grosor de cuticula, de
tejido epidérmico, de didmetro de las fibras subepidérmicas y de peso seco. EI mayor diametro
de los haces vasculares y del grosor del mesofilo se presentaron en la regién basal de la hoja.
La densidad estomatica fue la misma a lo largo de la hoja. El fertilizante foliar 10-10-10
(NPK) penetr6 estomas y cuticula. El fertilizante se acumul6 en los pseudobulbos dos horas

después de haber sido asperjado a las hojas
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CAPITULO III. COMPONENTES VOLATILES DE LA FLOR, OVARIO
PEDICELADO Y RESIDUO ACUOSO EN Cymbidium sp.
(ORCHIDACEAE)

VOLATILE COMPONENTS FLOWER, OVARY PEDICELLATE AND
RESIDUE AQUEOUS IN Cymbidium sp. (ORCHIDACEAE)

Resumen

Cymbidium sp., tiene varios usos ornamentales, medicinales y cosméticos. Mediante la
extraccion por hidrodestilacion de flor y ovario pedicelado se obtuvieron los aceites
esenciales, se realizd el perfil cromatografico por cromatografia en capa fina (CCF), en
combinacion con la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) para
la identificacion y cuantificacion relativa de diversas sustancias en tres muestras de la
orquidea (flor, ovario pedicelado y residuo acuoso). Con CCF, se identificaron cinco
componentes en la flor, siendo los mas abundantes: terpineol, linalool y zingibereno, cinco
para el ovario, encontrandose en mayor concentracion borneol, cineol, B-bisaboleno; para el
residuo acuoso el méas abundante fue el geraniol. Mediante GC/MS se identificaron 25
componentes volatiles asociados con la flor, de estos los mas abundantes fueron: linalool
(22.92%), 4-metil fenol (15.07%) y p-ment-1-en-8-ol (12.32%). En ovarios pedicelados se
identificaron 13 componentes, siendo los mas abundantes 4-metil fenol (31.24%), biciclo
[4.4.0] dec-1-eno, 2-isopropil-5-metil-9-metileno- (17.74%) y linalool (4.62%); mientras que,
en el residuo acuoso se encontraron 18 componentes siendo los mas abundantes 4-metil fenol
(18.71%) y 2-cyclohexen-1-ol (14.60%). Por lo que en el siguiente estudio se identificaron y
cuantificaron los componentes volatiles en la flor, ovario pedicelado y residuo acuoso de

Cymbidium sp.
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Palabras clave: Cromatografia en capa fina, cromatografia de gases, Orchidaceae,

hidrodestilacion.

Abstract

Cymbidium sp. has several ornamental, medicinal and cosmetic uses. Essential oils were
obtained through extraction by hydrodistillation of flower and ovary pedicellate. The
chromatographic profile was obtained by thin layer chromatography (TLC), combined with
gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS), for the identification and relative
quantification of various substances in three samples from the orchid (flower, ovary
pedicellate and aqueous residue). With TLC, five components were identified in the flower,
with the most abundant being terpineol, linalool and zingiberene, and five in the ovary, with
borneol, cineole, and B-bisabolene being in the greatest concentration, while for the aqueous
residue the most abundant was geraniol. Using GC/MS, 25 volatile components associated
with the flower were identified, of which the most abundant were linalool (22.92%), 4-
methylphenol (15.07%) and p-Menth-1-en-8-ol (12.32%). In ovaries 13 components were
identified, with the most abundant being 4-methylphenol (31.24%), bicyclo [4.4.0 ] dec-1-ene,
2-isopropyl-5-methyl-9-methylene- (17.74%) and linalool (4.62%), while in the aqueous
residue 18 components were found, with the most abundant being 4-methylphenol (18.71%)
and 2-cyclohexen-1-ol (14.60%). Therefore in the following discussion to identify and
quantify the volatile components in the flower, ovary pedicellate and aqueous residue of

Cymbidium sp

Keywords: thin layer chromatography, gas chromatography, Orchidaceae, hydrodistillation.
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I. Introduccion

Los plantas sintetizan y emiten una gran cantidad de compuestos quimicos éstos no solo son
beneficiosos para el ser humano si no que también sus funciones principales juegan un papel
clave en la supervivencia y la reproduccién de estos organismos, tales como la defensa contra
los herbivoros, patdgenos y la atraccion de apareamiento para la polinizacién (Jirgens and
Viljoen, 2010; Schiestl, 2010; Soler et al., 2011). En orquideas los compuestos fitoquimicos
presentes en las raices, tubérculos, rizomas, pseudobulbos y hojas se han utilizado para el
tratamiento de una amplia gama de enfermedades (Cai et al. 2006; Adams et al, 2011,
Hossain, 2011). La familia Orchidaceae es la mas grande dentro de las angiospermas, consta
de méas de 35, 000 especies y 750 generos aproximadamente; y se encuentra ampliamente
distribuida en regiones templadas y tropicales, a excepcion de la Antartida, cuyas
caracteristicas estructurales y anatdmicas son muy diversas (Albert et al., 2010; Yoshikawa et
al., 2012). El género Cymbidium, representa una importante especie ornamental comercial, ya
gue es una de las orquideas mas populares y demandadas a nivel internacional por la belleza
de sus flores. Asimismo, se ha utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento de la
paralisis, de forunculos y fiebre. De las raices frescas de Cymbidium Gran Flor Marie
Larencin, se han aislado compuestos con actividad antibacteriana y citotoxica, tales como los
fenantrenos. En C. goeringii se han aislado compuestos con actividad hipotensora y actividad
diuretica como el monomero peptidoglicano (Hossain et al., 2009; Yoshikawa et al., 2011;
Watanabe et al., 2007). Empero estas investigaciones, el estudio y la evaluacion de los
componentes volatiles emitidos por las orquideas y sus posibles aplicaciones médicas es un
campo amplio emergente a investigar (Gershenzon y Durarevam 2007; Dunkel et al, 2009;

Jurgens y Viljoen, 2010). En este contexto, el presente estudio, para contribuir al
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conocimiento quimico de Cymbidium, se aislaron identificaron y cuantificaron los

componentes volatiles en la flor, ovario pedicelado y residuo acuoso de Cymbidium sp.

II. Materiales y métodos

El trabajo se realizé en el Laboratorio de Fitoquimica del Colegio de Postgraduados Campus
Montecillo. Se tomaron flores frescas de Cymbidium sp. mismas que fueron retiradas de la
espiga floral; asimismo, de las flores se separé el ovario pedicelado, y se cortaron en pequefios
fragmentos (Fig. 1A). En total se obtuvieron 549 g, y 71.22 g ovario pedicelado, éstas fueron

pesadas mediante una balanza digital electronica OHAUS, modelo (CT1200-S).

2.1. Analisis de la flor, ovario pedicelado y residuo acuoso por cromatografia en capa

fina (CCF)

Los compuestos tanto de flores como de ovarios pedicelados se extrajeron por hidrodestilacion
durante 3 h. Se colectaron 30 mL de cada destilado, al cual se le hicieron tres extracciones
con 30 mL de diclorometano (Cl,CH,) cada una. El extracto organico se secd con sulfato de
sodio anhidro, el disolvente se evapord usando un rotaevaporador y el rendimiento del aceite
se obtuvo por diferencias de peso. Los extractos se almacenaron en frascos tipo vial, hasta su
analisis. El perfil cromatografico se hizo por cromatografia en capa fina (CCF) utilizando una
placa de silica gel 60 Fas4 con base de aluminio (10x10 cm). De las muestras disueltas en
diclorometano se tomaron 10-20 uL y se aplicaron en forma puntual en la placa. Esta se
desarroll6 en un sistema de tolueno: acetato de etilo (93:7 v:v) con previa saturacion de la
camara cromatogréafica. El revelado se hizo con el reactivo: vainillina a 2% en EtOH, acido

sulfurico a 10% en EtOH, a 110 °C durante 5 min (Wagner y Bladt, 1996).
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2.2. Analisis de la flor, ovario pedicelado y residuo acuoso mediante cromatografia de
gases acoplado a un detector selectivo de masas (GC/MS)

El andlisis cuantitativo se realizd por cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC/MS) con un cromatografo de gases (HP-6890) acoplado a un detector de masas (HP-
5973). La separacion se realizé con una columna capilar HP-5ms (5% fenil metil siloxano) de
30 m X 250 um X 0.25 um. Las condiciones de operacion del cromatografo fueron:
temperatura inicial de 60 °C por 2 min aumentando 4 °C min™; temperatura final fue de 250
°C, puerto de inyeccién a 250 °C; el split 10:1; flujo del gas helio de 1.5 mL min™, cuadrupolo
a 230 °C y voltaje a 1388 mV. Una alicuota del aceite se diluyé en 1 mL de diclorometano;
inyectdndose 1 pL de la solucion resultante. La identificacion y cuantificacion tomé como
base a los tiempos e indices de retencion, asi como la biblioteca de espectros de masas del

National Institute of Standars and Technolgy (NIST).

III. Resultados y discusion

3.1. Caracterizacion de los componentes de la flor, ovario pedicelado y residuo acuoso
por (CCF)

Mediante la técnica de CCF se identificaron cinco componentes en el aceite esencial de la flor
de Cymbidium sp., cinco en el aceite del ovario pedicelado y dos en el residuo acuoso (Figura
1C). Los componentes que destacan en la flor son el terpineol con un valor de factor de
retencion (Rf) de 0.14 y coloracion café, linalool con un Rf de 0.38 y coloracion azul,
zingibereno con un Rf de 0.52 y coloracion azul y la presencia de otros sesquiterpenoides con
un Rf de 0.6 y coloracion violeta. En el ovario pedicelado los componentes que destacan son:

borneol con un Rf de 0.18 y coloracion café, cineol con un Rf de 0.4 y coloracién azul, B-
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bisaboleno con un Rf de 0.53 y coloracion azul y la presencia de otros terpenos con un Rf de
0.58 y coloracién violeta. Mientras que en el residuo acuoso los componentes que destacan
son: geraniol con un Rf de 0.2 y coloracion café, y la presencia de sesquiterpenoides con un Rf
de 0.6 y coloracién violeta. Los datos por CCF son semejantes con los resultados de Omata et
al., (1990) al analizar los componentes de flores en dos especies de Cymbidium (C. faberi y C.

virescens) por GC/MS donde obtuvieron el a-terpineol 0.14%, linalool 0.21%, zingebereno

0.65%, 1,8-cineol 0.30% vy el B-bisaboleno 0.31%.

3.2. Identificacion y cuantificacion de las sustancias en la flor, ovario pedicelado y
residuo acuoso por (GC/MS)
La técnica GS/MS permiti6 detectar 21 componentes en la estructura floral de Cymbidium sp.

de los cuales 19 fueron identificados mediante la comparacion de los espectros de masas y
tiempos de retencion (Fig. 2). En el Cuadro 1, se enlistan los componentes identificados a
partir del cromatograma de los extractos, de los cuales los componentes mas abundantes
fueron: el linalool (22.92%) con un tiempo de retencion (Rt) 10.30, 4-metil fenol (15.07%)
con Rt de 16.07, p-ment-1-en-8-ol (12.32%) con Rt de 12.19 y el alcanfor (5.48%) con un Rt
de 10.14. En flores de la orquidea Dendrophylax lindenii (Lindley) Bentham mediante analisis
por GC/MS se encontrd un bajo porcentaje de linalool (5%) (Sadler et al., 2011). Al analizar
los componentes volatiles de las flores por GC/MS en dos especies de Cymbidium (C. faberi y
C. virescens) en Japon, se identificd Unicamente en C. faberi el linalool en una concentracion
muy baja (0.21%) Omata et al., (1990). El linalool es compuesto aromatico muy solicitado en
la industria de fragancias, este monoterpeno con un grupo alcohol, presenta diversas

actividades bioldgicas entre las que se encuentran la antimicrobiana, antiinflamatoria,
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antineoplasica y propiedad anti-oxidante; adicionalmente, varios estudios confirman efectos
positivos de este compuesto en el sistema nervioso central, ademas juega un papel importante
en la naturaleza durante la polinizacion de especies de plantas para asegurar la reproduccion y
la supervivencia (Kamatou y Viljoen 2008). En el caso del extracto del ovario pedicelado vy el
residuo acuoso, los componentes mas abundantes fueron el 4-metil fenol (31.24 y 18.71%
respectivamente) (Cuadros 2 y 3) con valores Rt de 16.07 y 16.08, respectivamente (Figuras 3
y 4). Los compuestos fenolicos se han utilizado como antioxidantes naturales y han cobrado
importancia para los humanos debido a sus beneficios medicinales. Asimismo son de gran
interés por sus usos como aditivo en la conservacion de alimentos al reportarse actividad
antimicrobiana en éstos (Sousa et al., 2006; Zhu et al., 2004; Oliveira et al., 2008). Otros
compuestos identificados como el bisabolool en una concentracidon 2.07%, y el benzaldehido
1.49% en organo floral y residuo acuoso respectivamente. Los porcentajes de estos
compuestos son superiores a los reportados en flores de C. faberi y C. virescens por Omata et
al. (1990), con porcentajes de 0.6% y 0.2% para bisabolol y benzaldehido respectivamente. Un
estudio fitoquimico realizado en C. aloifolium con extractos de hojas encontraron altos
contenidos de compuestos como flavonoides, azlcares reductores, glucésidos cianogénicos,
terpenos y taninos; sin embargo, no caracterizaron a cada uno de los componentes (Maridassa
et al., 2008). Williams en (1978) al realizar estudios fitoquimicos en hojas de 142 especies en
72 géneros de la familia Orchidaceae entre ellos Cymbidium, demostrd6 que las
concentraciones de componentes volatiles en una misma especie varia de manera considerable
de una regidn geogréafica a otra; los compuestos mas comunes fueron flavonas C-glucdésidos
(53%) y flavonoides (37%), sin embargo los compuestos no eran uniformes y su distribucion

mostrd una fuerte correlacion con la ubicacion geogréafica de la planta.
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Figura 1. A) Flores de Cymbidium sp., B) corte de las flores en trozos pequéfios y C)
Cromatografia en Capa Fina (CCF), en drgano floral, ovario pedicelado y
residuo acuoso de Cymbidium sp.
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Figura 2. Cromatograma de gas de extracto de flores de Cymbidium sp.
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Cuadro 1. Componentes volatiles encontrados en flores de Cymbidium sp.

No. de Tiempo de Nombre del compuesto Area %
pico retencion
1 4.34 2-hexanone 1.55
2 1.77 1-Hexanol 2.11
3 9.07 Linalool (fr.1) 2.19
4 9.43 Cis-Linalool oxido 1.73
5 10.14 Alcanfor 5.48
6 10.30 Linalool 22.92
7 10.44 1-Octanol 0.69
8 10.75 Biciclo [2.2.1]heptan-3-ona, 0.44
6,6-demetil-2-metileno
9 10.9 (1R)-(+)-Norinona 0.79
10 111 L-4-terpineol 3.78
11 11.47 (1R)-(-)Mirtenal 0.83
12 11.72 L-pinocarveol 4.77
13 11.89 No identificado 7.35
14 11.98 Criptona 1.33
15 12.19 p-ment-1-en-8-ol 12.32
16 12.26 L-borneol 4.64
17 12.41 Cis-Verbenona 0.48
18 12.46 No identificado 1.59
19 12.68 D-Carvona 0.79
20 13.25 Mirtenol 3.67
21 13.48 2,4-Decadienal, (E,E)- 1.72
22 13.66 Cis-Carveol 1.20
23 13.75 2,6-Octadien-1-ol,3,7-dimetil- 2.64
24 16.07 4-metil fenol- 15.07
25 17.58 Alfa-Bisabolool 2.07
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69



Cuadro 2. Componentes volatiles encontrados en el ovario pedicelado de Cymbidium sp.

Nimero Tiempo Nombre del compuesto Area %
de pico de
retencion
1 4.33 2-Hexanona 10.24
2 4.68 3-Pentanol, 3-metil- 1.41
3 5.69 3-Hexanol 1.48
4 6.01 Hexanol,1-metoxi- 2.78
5 6.14 Ciclopentanol, 1-metil- 3.04
6 7.62 Ciclopentanol, 3-metil- 1.20
7 9.32 2-Ciclohexen-1-ol 1.72
8 10.28 Linalool 5.46
9 12.17 p-menth-1-en-8-ol 4.62
10 13.26 Cis-Geraniol 1.38
11 13.48 No identificado 2.43
12 13.75 Trans-Geraniol 418
13 14.69 No identificable 1.64
14 15.01 1-Nonadeceno 1.69
15 15.55 Cembrano 1.32
16 15.75 No identificado 1.72
17 16.07 4-metil fenol- 31.24
18 16.18 No identificable 4.50
19 17.21 Biciclo[4.4.0]dec-1-eno, 2- 17.74
isopropil-5-metil-9-
metileno-
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Figura 4. Cromatograma de gas del residuo acuoso de Cymbidium sp.
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Cuadro 3. Compuestos volatiles encontrados en el residuo acuoso de Cymbidium sp.

Numero Tiempo de Nombre del compuesto Area %
de pico retencion
1 4.35 2-Hexanona 9.40
2 2.69 3-pentanol,3-metil- 1.50
3 5.69 3-Hexanol 1.45
4 6.01 2-Pentanol, 4-metil- 2.72
5 6.14 Ciclopentanol, 1-metil- 3.25
6 6.61 Ciclopentanol, 3-metil- 1.27
7 8.86 2-Ciclohexen-1-ona 5.12
8 9.33 2-Cyclohexen-1-ol 14.60
9 10.01 Benzaldehido 1.49
10 10.28 Linalool 1.25
11 11.66 2-Clorociclohexanol 12.65
12 12.17 a-Terpineol 0.95
13 13.64 Acido hexanédico 4.19
14 13.75 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-
dimetil- 0.70
15 16.08 4-metil fenol 18.71
16 16.18 No identificado 2.80
17 16.42 1-Hexacoseno 1.83
18 16.71 E,E,Z-1,3,12- 6.81
Nonadecatrieno-5,14-diol
19 16.85 (R)-(-)-14-Metil-8- 6.81
hexadecin-1-ol
20 16.91 Octacosanol 3.39

IV. Conclusiones

En los organos florales de la orquidea Cymbidium sp., se identificO un mayor nimero de
terpenos como el linalool (22.29%), asi como el 4-metil fenol- y p-ment-1-en-8-ol, en
comparacion con el ovario pedicelado y residuo acuoso donde los componentes con mayor
concentracion fueron el 4-metil fenol- (31.24 y 18.71%, respectivamente), el cual evidencia

sus propiedades bioldgicas y su potencial en cosméticos y perfumeria.
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Los métodos de andlisis por CCF y GC/MS permitieron identificar los compuestos en 6rganos
florales, ovario pedicelado y residuo acuoso de Cymbidium sp., que en trabajos previos no se
habian realizado.

El GC/MS permitio analizar con gran precision la composicion de los diferentes compuestos
quimicos en los extractos florales, ovario pedicelado y residuo acuoso. Mientras que la CCF
técnica muy sensible y econOmica permitié la caracterizacion preliminar de los aceites

esenciales presentes en el extracto de las florales.
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CAPITULO IV. VARIABLES AGRONOMICAS EN LA CINETICA DE
CRECIMIENTO DE Cymbidium sp. (ORCHIDACEAE)

AGRONOMIC VARIABLES IN THE GROWTH KINETICS OF
Cymbidium sp. (ORCHIDACEAE)

Resumen

En la busqueda de identificar los requerimientos nutrimentales de Cymbidium sp. se establecio
la presente investigacion donde se cuantifico el desarrollo y floracion de la orquidea en
funcion de las relaciones de NOs/NH," (100/00, 80/20, 60/40 y 00/100) en la solucién
nutritiva, en combinacion con fertilizacion foliar (FF), y la frecuencia de aplicacion de la
solucién nutritiva, una (M) o dos veces (MV) a la semana. La relacién de las fuentes de
amonio Yy nitrato influyo en las lecturas SPAD (79.76 en enero), el mayor nimero de brotes
vegetativos (5.04), y nimero de pseudobulbos (4.95) se presentd con la relacion 60/40. Se
encontr6 una estrecha relacion entre las concentraciones NOs/NH4" y las condiciones
climaticas en el desarrollo de Cymbidium sp. Los escapos florales mas largos y con vigor se
presentaron en las plantas regadas con la solucién nutritiva relacién 80/20. Las relaciones

NOs/NH," influyeron en la concentracion de nitrgeno y manganeso en la planta.

Palabras clave: fertilizacion foliar, pseudobulbos, desarrollo vegetativo, escapos florales.
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Abstract

In order to identify the nutrient requirements of Cymbidium sp., this study quantified the
development and flowering of the orchid as a function of the NOs/NH," ratios (100/00, 80/20,
60/40 and 00/100) in the nutrient solution, in combination with foliar feeding (FF) and the
application frequency of the nutrient solution, which was once or twice a week. The ratio of
ammonium and nitrate sources influenced SPAD readings (79.76 in January); the highest
number of vegetative buds (5.04) and number of pseudobulbs (4.95) occurred with the ratio
60/40. A close relationship was found between NO;/NH;" concentrations and climatic
conditions in the development of Cymbidium sp. The longest and most robust floral scapes
were presented in the plants watered with nutrient solution ratio 80/20. The NO3/NH," ratios

influenced the concentration of nitrogen and manganese in the plant.

Keywords: foliar feeding, pseudobulbs, vegetative development, floral scapes.
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I. Introduccion

La orquidea Cymbidium estd entre los mas importantes cultivos de flores, ya que se
comercializa como flor de corte, ademés de otras caracteristicas particulares como tamafio,
forma, color, y la longevidad de sus flores (Barman et al., 2008). Un aspecto fundamental para
el crecimiento y desarrollo de orquideas es la fertilizacion ya que bajo un adecuado manejo
producen flores notablemente grandes y son resistentes a plagas y enfermedades (Novais y
Rodrigues, 2004; Rodrigues et al., 2010). Aunque la asimilacidn de nitrégeno en las plantas ha
sido ampliamente estudiada, hay muy poca informacion sobre la absorcion, transporte y el
almacenamiento de nitrégeno en orquideas. Hew et al. (1993) mencionan que la absorcion de
minerales por las orquideas es lenta en relacion a otras plantas superiores. Wang (2008), al
evaluar el efecto de nitrato y amonio en Phalenopsis y su relacion con variables como longitud
de hoja, longitud de tallo y floracion temprana, encontré que estas variables incrementaron
con la aplicacion de nitrato independientemente de su concentracion, no asi con la aplicacion
de amonio. Rui-Chi y Jun-Xian (1994) sugieren la aplicacién de concentraciones bajas de
nitrato y amonio durante la etapa vegetativa de Cymbidium sinense, mientras que en la etapa
reproductiva (diferenciacion de yemas florales) es favorable la aplicacion de NOs-N en
concentraciones de 1 y 10 mmol L. Los tratamientos que recibieron tnicamente NH,"-N no
presentaron brotes florales; se considera que el lento crecimiento de C. sinense puede deberse
a su menor tasa de fotosintesis y baja actividad de la nitrato reductasa. La combinacion de una
alta concentracion de N durante el crecimiento vegetativo y la omision de ésta durante la
emergencia de brotes generativos da como resultado un mayor rendimiento (Lunt y
Kofranedk, 1961; Arnold Bik y van den Berg, 1983). En Cymbidium se tiene reportes que al

aumentar la conductividad eléctrica de la solucién nutritiva (0.6,1.0 y 1.4 dSm™) se

78



incrementan el nimero de brotes vegetativos, sin embargo a una baja conductividad eléctrica
(0.6 dS m ) el nimero de brotes florales aumenta, aunque los tallos resultaron ser cortos y
con vida de florero menos prolongada (Kreij y van den Berg, 1990).

Diversas investigaciones se han enfocado en analizar formulaciones y concentraciones de
fertilizantes minerales que influyen en el crecimiento vegetativo y floracion de diversos
hibridos comerciales (Sheehan, 1961; Chang et al., 2010). El andlisis de crecimiento de la
orquidea durante la etapa vegetativa en los diferentes drganos (raices, pseudobulbos y hojas),
puede explicar el nimero de brotes florales y la calidad de la flor. Después del carbono, el
nitrogeno (N) es el elemento requerido en grandes cantidades por las plantas;
aproximadamente 1-5% de la materia seca total de la planta se compone de N. EI N es un
constituyente integral de las proteinas, acidos nucleicos, clorofila, co-enzimas, fitohormonas y
metabolitos secundarios. Las principales fuentes de N absorbidas por las raices de las plantas
superiores son el nitrato (NO3) y amonio (NH4"). EL nitrato se presenta generalmente en
concentraciones mas altas (1-5 mM) que el amonio (20-200 uM) en la solucién de suelos
agricolas. El nitrato es también mas mdvil en el suelo que el amonio y por lo tanto es mas
disponible para las plantas (Miller y Cramer, 2004). La absorcién de nitrato y amonio en las
raices de la plantas estd mediada por proteinas de transporte situadas en la membrana
plasmaticas de las células epidérmicas y corticales de la raiz. Los sistemas de transporte
fisiolégicos median la absorcién de nitrato y amonio con diferentes afinidades. Los sistemas
de transporte de alta afinidad (HATS) operan a baja concentracion (< 0.5 mM) de nitrato o
amonio externo. En concentraciones mas altas, (> 0.5 mM), la absorcion se da principalmente
a través de los sistemas de transporte de baja afinidad (LATS), lo que permite grandes flujos

de sustrato a una alta disponibilidad del mismo (Hawkesfors et al., 2012). Basado en lo antes

79



expuesto, el objetivo de la investigacion fue medir el efecto de los formas ionicas de N (nitrato

y amonio) en la cinética de crecimiento y produccion de flor de Cymbidium sp.

II. Materiales y métodos

La presente investigacion se realizo en un invernadero de tipo cenital con cubierta plastica con
estructuras de acero galvanizado, ventilacion lateral con malla anti-afidos, con cuatro
ventiladores y malla con 50 % de sombra, con temperaturas promedios méaxima de 30 °C y
minima de 25°C, el experimento se realiz6 en la Facultad de Agrobiologia “Presidente
Juarez”, en Uruapan, Michoacan, Meéxico. Las plantas utilizadas oscilaban de entre 3 y 4 afios,
se trasplantaron a macetas con capacidad de 20 kg, el sustrato fue tezontle rojo que se cribo a
tamafo de particulas de 10 mm, el sustrato se desinfestd con hipoclorito de sodio al 10%
durante 12 h, para posteriormente someterlo a triple lavado con agua corriente. A las macetas
se les adiciond tezontle a un cuarto de su capacidad, se colocé la planta de Cymbidium sp. a
raiz desnuda, previamente lavadas para retirar los residuos de la tierra de monte, y se procedio

a llenar las macetas con tezontle, quedando bien fijadas las plantas.

El experimento se instal6 en junio del 2012 y culmin6é en mayo del 2013, las plantas de
Cymbidium sp se colocaron en cuatro lineas con 15 plantas cada una con una distancia de 25
cm, entre una y otra. El riego se hizo a todas las plantas con agua una vez al dia (100 mL/dia).
Se establecieron en forma simultanea dos experimentos; el primero un factorial (4 X 2) que
consistié en la evaluacion de cuatro relaciones de NOs/NH," (100/00, 80/20, 60/40 y 00/100
en base a porcentaje) con dos frecuencias de aplicacion de la solucion (una vez y dos veces

por semana), sobre el desarrollo de Cymbidium sp. Cuadro 1. El segundo experimento donde
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se midi6 el efecto de la fertilizacion foliar del Peka® (fertilizante foliar completo con 150 g L™
de P,0s, y 160 g L™ de K,0), en combinacion con las cuatro relaciones de NO3/NH,"
(100/00, 80/20, 60/40 y 00/100) de la solucién nutritiva sobre el desarrollo de la orquidea

(Cuadro 2). En los dos experimentos cada tratamiento se instalé con cinco repeticiones.

Cuadro 1. Tratamientos establecidos con diferentes relaciones de NO3/NH;" en la
solucion nutritiva y numero de riegos para medir su efecto en el desarrollo

de Cymbidium sp.

Tratamiento Descripcion de tratamiento

Relacion 100:00 (NOs;/NH4") aplicada una vez a la semana
Relacion 100:00 (NO3/NH,4") aplicada dos veces a la semana
Relacion 80:20 (NO3/NH,") aplicada una vez a la semana
Relacion 80:20 (NOs/NH,") aplicada dos veces a la semana
Relacion 60:40 (NO3/NH,") aplicada una vez a la semana
Relacion 60:40 (NOs/NH,") aplicada dos veces a la semana

Relacion 00:100 (NOz/NH,") aplicada una vez a la semana

o N o o B~ W NP

Relacion 00:100 (NOs/NH,") aplicada dos veces a la semana
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Cuadro 2. Tratamientos establecidos con diferentes relaciones NOs/NH," en la
solucidn nutritiva y fertilizacion foliar para medir su efecto en el desarrollo

de Cymbidium sp.

Tratamiento Descripcion de tratamiento

Solucion relacion (NO3/NH,4") 100:00
Solucion relacion (NOs/NH4") 100:00 + FF*
Solucién relacion (NOs/NH4") 80:20
Solucion relacion (NOs/NH4") 80:20 + FF
Solucion relacion (NO3/NH,4") 60:40
Solucion relacion (NOs/NH4") 60:40 + FF
Solucién relacion (NOs/NH4") 00:100

8 Solucién relacion (NOs/NH4") 00:100 +FF

~N O o W DN P

*FF= fertilizacion foliar

Las soluciones nutritivas se elaboraron con base en la solucion nutritiva de Steiner (1961) al
50 % de la concentracion total, (expresada en mol. m* 12 NOs', 1 H,PO,, 7 SO,*, 7 K*, 9
Ca®* y 4 Mg*" y micronutrimentos), mismas que se modificaron, de acuerdo a los tratamientos,
al utilizar la relacion NOs/NH4" en base a porcentaje (Cuadro 3). La solucion nutritiva se
complementd con micronutrimentos (1 mL L™ de solucién nutritiva preparada) en las
proporciones: 1.6 g L™ H3BO3 1.81 g L™ MnSO,, 4 H,0, 0.22 g L* ZnSO, 7 H,0, 0.18 g L™
CuS0,. 5 H,0 y 0.02 g L™ H,M0O,4 H,0. Para el Fe se prepard una solucién madre de quelato
de Fe comercial al 13.5 % de Fe-EDTA en un litro de agua, aplicando 1 mL por cada 2 L™ de
solucién a preparar. En el caso de la fertilizacion foliar se utilizé 1.5 mL por cada L™ de agua.
Las soluciones nutritivas se prepararon en tanques de 100 L de capacidad por relacion (NOs

INH,4") con base a lo establecido en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Sales minerales utilizadas en la preparacion de las soluciones nutritivas

100/00 (NO;/NH4) 80/20 (NO5;/NH4")

(CE=1.0dS m™) (CE=1.27dS m™)
Fuente g L?! Fuente g L’
Ca(NO3), 4H,0 0.531 Ca(NOs), 4H,0 0.034
KNO3 0.152 K2SO04 0.095
K»SO4 0.131 MgSO,. 4H,0 0.172
KH,PO, 0.068 (NH,),SO, 0.079

60/40 (NO5;/NH4") 00/100 (NO5;/NH4")

(CE=1.0 dS m™) (CE=0.558 dS m™)
Fuente g L' Fuente g L'
Ca(NO3), 4H,0 0.425 MgSO, 4H,0 0.154
MgSO, 4H,0 0.246 KH,PO, 0.068
KH,PO, 0.272 (NH,),S0, 0.033
(NH4)-SO,4 0.158 (NH,4),HPO, 0.125
CaCl, 0.124

El pH de las soluciones nutritivas fue en el intervalo de 5.5-6.0, la aplicacion de las soluciones
nutritivas se hizo en forma manual agregando 250 mL por planta. La aplicacion foliar se hizo
asperjando en todo el follaje ya que por las caracteristicas de las hojas casi en forma inmediata

se presentaba escurrimiento.

2.1 Variables evaluadas

2.2. Cinética de crecimiento:

2.2.1.Numero de brotes, nimero de hojas de los brotes, nimero de pseudobulbos,
nimero de hojas en pseubulbos

El conteo se realiz6 cada 30 dias, durante 12 meses en invernadero.
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2.2.2. Indice de verdor
Las lecturas SPAD (Minolta 502) se determinaron cada mes durante un afio. La
determinacion se realizd en las hojas mas recientemente maduras, sin que tuvieran ningun

dafio mecéanico o presencia de enfermedad.

2.3 A los doce meses

2.3.1.Determinacion de NO; y NH4" en el extracto tisular Cymbidium sp.

Con el uso de los equipos portatiles Horiba y Hanna se realizaron determinaciones de NO3™ y
NH," en el extracto celular de tejido foliar, las determinaciones se realizaron en el Gltimo mes
de evaluacion (mayo del 2013), para ello se cortaron las hojas recientemente maduras, se
lavaron con agua desionizada, y la parte basal se corto en trozos pequefios y se depositaron en
una jeringa de 3 mL en donde por presion se extrajo el extracto celular correspondiente a cada
tratamiento. Se realizaron diluciones previas a las determinaciones de concentracion; en el
caso del nitrato una relacién 1:10 y en el caso del amonio 1:100 utilizando agua desionizada.

Se hicieron las lecturas en los ionémetros y en los calculos se consideraron las diluciones.

2.3.2. Analisis quimico de tejido vegetal

En esta determinacion se muestrearon dos hojas por planta, se lavaron con agua destilada, se
cortaron en tres segmentos (basal, medio y apical) y se pusieron a secar en horno de aire
forzado 72 h a 72 °C. Una vez seca las muestras la parte basal de la hoja, se molio
introduciendo en una licuadora domestica, para posteriormente analizarla en el laboratorio el
estatus nutrimental hojas de Cymbidium sp. El contenido de nitrogeno total se determino

empleando el método Semimicro-Kjeldahl (Bremner, 1965) utilizando &cido sulfurico-

84



salicilico para su digestion. La determinacion P, K, Ca, Mg Fe, Zn, Mn y B se realiz0
mediante digestion humeda del material seco con una mezcla de acidos perclérico y nitrico
(Alcantar y Sandoval, 1999). La lectura de los extractos obtenidos después de la digestion y
filtrado se determind en el equipo de espectroscopia de emision atdmica de induccién por

plasma ICP-AES VARIAN™ modelo Liberty II.

2.4 Al corte de la flor.

2.4.1. Longitud de escapo floral: se midio con una cinta métrica al momento del corte.

2.4.2. Numero de nudos por escapo: al momento del corte se contaron.

2.4.3. Diametro de escapo:

Al corte del escapo se dividio en tres partes la vara (apical, media y basal) y se hizo la lectura
de diametro utilizando un vernier digitar marca Truper con graduacion de 0.01 mm a 152.4
mm.

2.4.4. Numero de flores: se contabilizaron al momento del corte.

2.5. Postcosecha

2.5.1.Vida de florero

Se cuantificaron los dias de florero desde el corte del escapo floral hasta el inicio de la

senescencia de la Gltima flor. Durante la evaluacion de esta variable se utiliz6 el conservador
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comercial Floralife®, diluyendo 3.5 g en 1 L de agua de la llave; esta solucién distribuyé en

frascos con capacidad de 350 mL el cual contenian los tallos.

2.6 Analisis estadistico

Los anélisis de varianza y las pruebas de comparacién de medias se realizaron segln la prueba
de Tukey (p<0.05). Los datos obtenidos se analizaron utilizando el programa estadistico SAS

(SAS 9.2, 2010).
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I11. Resultados y discusion

Durante los doce meses que ese evaluaron las plantas en el invernadero, se observaron

diferencias en el desarrollo de éstas, algunos meses por efecto de tratamiento y otros por

efecto de ambiente en especial cambio de la temperatura y humedad relativa como se indica en

la (Figura 1A'y B).
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Figura 1. A) Temperatura (C°) y B) Humedad relativa (%) maxima, media y minima, en

invernadero durante los meses de junio a mayo (2012-2013).

Como se observa en la (Figura 1A) a de junio a noviembre se presentaron temperaturas
diurnas altas que por lo regular no son las mas recomendadas para el cultivo de orquideas.
Durante la etapa de produccion de escapos florales (a partir de noviembre) la temperatura
bajo por tres meses para posterior incrementarse y al mismo tiempo disminuyd la humedad
relativa motivo por el cual a partir de febrero se integra un sistema de nebulizacién lo que
incrementa la humedad como se observa en la (Figura 1B).

Como se observa en los (Cuadros 4 y 5) el analisis de varianza en los dos experimentos

indica diferencias estadisticas significatlvas por efecto de la fuente de variacion en brotes,
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numero de hojas de brotes, hojas en pseudobulbos y lecturas SPAD, durante el desarrollo del

documento se discutira esta informacion.

Cuadro 4. Analisis de varianza del efecto de las relaciones NO3/NH, y frecuencia de
aplicacion de soluciones nutritivas sobre el desarrollo de Cymbidium sp. en

condiciones de invernadero.

FV G. L. BRO HBR PSEU HPSE SPAD
Fecha 11 faled faled ns * *x
Relacion 3 *x ns ns * ns
NO;/NH,"
FR 1 ns ns ns ns ns
REL:FR 3 ** ns ns ** ns
Fecha:REL 33 ns ns ns ns ns
CvV 35.95 13.91 38.99 58.82 9.25

F.V.= Fuente de variacién; G.L.= Grados de libertad; CV= Coeficiente de variacion; BR=
Brotes; HBR= hojas en brotes; PSEU= pseudobulbos; HPSEU= hojas en pseudobulbos;
SPAD-= Lecturas SPAD; FR= frecuencia de riego; REL= relacion nitrato amonio; ns = No
significativo; * = Significativo al 5 %; ** = Altamente significativo al 5 %.

Cuadro 5. Andlisis de varianza del efecto de las relaciones NO3/NH, v fertilizacion

foliar sobre el desarrollo de Cymbidium sp. en condiciones de invernadero.

FV G. L. BRO HBR PSEU HPSE SPAD
Fecha 11 *x ** ns * fadad
Relacion NO;/NH," 3 * ns * *k ns
FF 1 ns ns ns ns ns
REL:FF 3 *x ns ns * ns
Fecha:FF 33 ns ns ns ns ns
CvV 32.86 13.25 38.10 64.29 9.66

FV= Fuente de variacion; G.L.= Grados de libertad; CVV= Coeficiente de variacion BR=
Brotes; HBR= hojas en brotes; PSEU= pseudobulbos; HPSEU= hojas en pseudobulbos;
SPAD= Lecturas SPAD; FR= frecuencia de riefo; REL= relacion nitrato amonio; ns =

No significativo; * = Significativo al 5 %; ** = Altamente significativo al 5 %.
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En el analisis estadistico se encontraron en algunas variables diferencias estadisticas
significativas por solucién nutritiva de riego o por dias de aplicacion de la solucion, en la

manera en gue se presente los resultados se indicara si hubo o no esas diferencias estadisticas.

3.1. Lecturas SPAD

El indice de verdor, que se mide a través del SPAD mostrd diferencias estadisticas altamente
significativas por fecha. En la Figura 2 se observa un incremento de aproximadamente 30
unidades del mes de junio cuando inicio el experimento al mes de mayo en que termina, lo que
indica que independientemente de la relacion nitrato amonio en la solucion nutritiva, la
aplicacion de estas favorecio el indice de verdor. No se encontré diferencias estadisticas por
relacion nitrato amonio. Las plantas desarrolladas con la solucién nutritiva NOs/NH4" 100/00
incrementaron en forma constante el indice de verdor como se observa en la Figura 1, a
diferencia de las que se regaron con solucién 60/40 y 00/100 donde se presentaron fluctuacién
en las lecturas SPAD. Sugapriya et al. (2012) al medir lecturas SPAD en 12 variedades de
Dembrobium encontrd valores maximos de lecturas en la var., Sonia-17 de 80.53, mientras
que para la var. Burana fancy fue de 58.90, esta variacién entre las variedades en las lecturas

SPAD puede atribuirse a caracteristicas genéticas.

Las lecuturas SPAD estan estrechamente relacionadas con el contenido de N en la misma, por
lo que resulta razonable asumir que la relacion NO3/NH," en la solucion nutritiva para plantas
de Cymbidium afecta la coloracion verde de las hojas y en consecuencia las lecturas del
estimador de clorofila SPAD. Sandoval et al. (2002) realizaron un estudio en diferentes

variedades de tomate y utilizaron dos proporciones de NH,4" en la solucion nutritiva (0 y 25%)
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y sefialan que las lecturas SPAD son més altas en plantas abastecidas con 25% de NH4" que en
aquellas regadas sin NH4". Chen et al. (2004) estudiaron las relaciones nitrato amonio NO3
INH," (0:100, 50:50, 100:00), en 12 cultivares de col china en condiciones de hidroponia y
encontro que las lecturas SPAD aumentan con el incremento de la relacion NOs/NH," y que la

mayoria de los cultivares presentaron mejor crecimiento con la solucion nutritiva relacion

50:50.
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Figura 2. Efecto de las relacion NOs/NH," de la solucion nutritiva en las
lecturas SPAD de las hojas de Cymbidium sp. durante 12 meses de

evaluacion. DMS= diferencia minima significativa.

Por efecto de numero de riegos con solucién nutritiva y aplicaciones de fertilizante foliar, no

se observaron diferencias estadisticas significativas para esta variable (Cuadro 1).
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3.2. Numero de brotes vegetativos

En el nimero de brotes se encuentran diferencias altamente significativas (Cuadro 1) por fecha
y por efecto NOs/NH," y es a partir de diciembre donde se incrementa notablemente el nimero
de éstos hasta en un 61%. Esta variable esta altamente influenciada con las fuentes
nitrogenadas ya que debe haber un buen crecimiento vegetativo para obtener un gran nimero
de brotes generativos. Por efecto de solucidn nutritiva el mayor nimero de brotes vegetativos
se present6 en las plantas con 60/40 (5.04), 100/00 (4.76), 00/100 (4.33) y 80/20 (3.87). De
marzo a abril hay un aumento notorio en los brotes en todos los tratamientos (Figura 3), sin
embargo si los brotes vegetativos son demasiado exuberantes es posible que se reduzca la
formacion de yemas generativas. Existen evidencias que indican que alta concentracion de N
durante el crecimiento vegetativo y la omision de la fertilizacion durante la emergencia de
brotes generativos se obtiene la mayor produccion de escapos en Cymbidium (Arnold Bik y
van den Berg, 1993). Se tienen reportes que los brotes vegetativos de Cymbidium emergen en
otofio, invierno, primavera y principios de verano pero dependerad del tipo de hibrido en

estudio (Kreij y van den Berg, 1990).

Durante el crecimiento de los brotes vegetativos, los brotes generativos surgen de las axilas de
las hojas, en verano estos brotes se convertiran en las varas que se cosecharan durante el
préximo invierno (diciembre-febrero) (Kreij y van den Berg, 1990). En este estudio la
tendencia en el nimero de brotes en el tiempo fue diferente, ya que los brotes vegetativos y
generativos iniciaron en noviembre, esta respuesta puede estar relacionada con el

establecimientos del experimento a principios de junio (verano), en donde se interrumpio
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practicamente el inicio de los brotes vegetativo, ademas el cambio de un sustrato a otro (tierra

de monte a tezontle) probablemente provoco estrés en las plantas, por lo que es conveniente

evaluar por mas tiempo esta orquidea (Kreij y van den Berg, 1990).

Nimero de brotes vegetativos

DMS=1.19 j:

=&—100/00

o o . 00/100

A o ——-380/20
=% 60/40

Figura 3. Efecto de la relacion NOs/NH," de la solucion nutritiva en el

namero de brotes vegetativos, durante 12 meses de evaluacion en la

orquidea Cymbidium sp. DMS= diferencia minima significativa.

El NH," absorbido por las raices se asimila o se almacena en las vacuolas de la raiz o se

transporta a las partes aéreas (brotes). Generalmente se ha propuesto que el amonio no se

utiliza para el transporte a larga distancia dentro de la planta, sin embargo, la concentracion de

NH," en el xilema puede estar en intervalos milimolares, por lo que es de suponerse que el

amonio es transportado de la raiz a los brotes (Finnemann y Schjoerring, 1999; Rawat et al.,

1999; Yuan et al., 2007). Por riego y fertilizacién foliar no hubo diferencias estadisticas

significativas entre tratamientos (Cuadro 4 y 5).
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3.3. Numero de hojas en brotes

En esta variable hubo diferencias altamente significativas por efecto de fechas. Durante los
primeros cuatro meses no hay mucha diferencia en el nimero de hojas, es hasta el mes de
enero con la relacion 100/00 y la 00/100 donde el nimero de hojas por brote promedio fue de
11.63 y 11.7 respectivamente, mientras que las relaciones 80/20 y 60/40 son de 11.3 cada una
(Figura 4). El incremento en el rendimiento de flor en Cymbidium podria atribuirse al mayor
numero de brotes por planta, ya que a partir de las axilas surgen los brotes generativo y las
hojas en los brotes favorecen la actividad fotosintética que da como resultado maxima

produccién y acumulacion de fotosintatos.
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Figura 4. Relacion NOs/NH,4" de la solucion nutritiva en el nimero de hojas
en brotes vegetativos, durante 12 meses de evaluacion en la

orquidea Cymbidium sp. DMS= diferencia minima significativa.
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El amonio puede ser toxico para las plantas cuando es la principal fuente de N, lo que provoca
retraso en crecimiento y desarrollo. Sin embargo experimentos demuestran que la presencia
de NH,4" en la solucién de nutrientes combinada con nitrato estimula la absorcion de NO3". Por
lo tanto, es conveniente incluir el amonio en la solucion nutritiva en etapas tempranas en
crecimiento vegetativo y excluirlo desde inicio de floracién y hasta el final del ciclo. Varios
autores sugieren que el porcentaje de los iones de NH," en la solucion de nutrientes no debe
exceder el 50% de la concentracion total de N (Jones, 2005). En esta variable no se
encontraron diferencias estadisticas significativas por nimero de aplicaciones de la solucién

nutritiva ni por aplicaciones foliares ni por la relacion NOs/NH,".

3.4. Numero de pseudobulbos

En el numero de pseudobulbos no presentd diferencias estadisticas significativas, se observo
un incremento notable a partir del mes de marzo (Figura 5). Con la relaciéon 60/40 los valores
maximos en el nimero de pseudobulbos fueron de enero a mayo con valores promedio de
(4.95) bulbos por maceta, para la relacion 100/00 el valor fue de (4.5) y tanto para la relacion
80/20 y 00/100 el numero de los 6rganos fueron en febrero y mayo con valores (4.2 y 4.1). La
combinacion de las dos fuentes de nitrogeno o por separado son utilizadas sin ningln
problema por las plantas de Cymbidium. Naik et al. (2013) al evaluar diferentes formulas de
fertilizacion y conductividades eléctricas de éstas en Cymbidium “Sleeping Nymph’
encontraron que el mayor numero de pseudobulos por grupo aument6 con una conductividad
1.5mS cm™ y con la férmula 20-20-20 NPK. Por su parte Sugapriya et al. (2012), encontraron
diferencias en el nimero de pseudobulbos por planta, utilizando distintas variedades

comerciales de Dendrobium los méximos valores fueron para Sonia-17 (9.73), Srisophol
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(6.10) y Emma White (4.93), por lo que existen diferencias en cuanto a caracteristicas entre

variedades comerciales.
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Figura 5. Efecto de las relacion NO3/NH," de la solucién nutritiva en el
namero de pseudobulbos, durante 12 meses de evaluacién en la

orquidea Cymbidium sp. DMS= diferencia minima significativa.

La respuesta a la absorcion de nutrientes en orquideas es diferente en Oncidium Goldiana la
absorcion de nitrato fue més alta durante la formacién de pseudobulbos. La removilizacion de
nutrientes minerales almacenados en pseudobulbos “viejos”, en la formacion de nuevos
pseudobulbos es un indicador de la demanda de la planta en funcién de la formacion de sus
estructuras, por lo que la acumulacién de nutrientes minerales durante la etapa de desarrollo
de estos Organos constituye una importante fuente de reserva para futuros brotes e
inflorescencias (Hew y Ng, 1996). No se encontraron diferencias estadisticas significativas por

efecto de nimero de riegos y aplicaciones foliares ni por soluciones nutritivas evaluadas.
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3.5. Numero de hojas en pseudobulbos

El nimero de hojas en pseudobulbos presentd diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos por fechas y relacion NO3/NH, asi como experimento de frecuencia de riego
como de fertilizacion foliar. En la Figura 6 las plantas de Cymbidium regadas con la solucién
80/20 presentaron en promedio el mayor numero de hoja en pseudobulbos (5.5) y es en el mes
de abril en los cuatro tratamientos aumenta esta variable. A partir de febrero se mantiene
constante el nimero de hojas. El desarrollo de las hojas esta relacionado con la produccion de
fotosintatos y absorcion nutritmental, la absorcion de minerales en esta orquidea se mantiene

lenta en relacion a otras plantas (Hew et al., 1993).
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Figura 6. Efecto de las relacion NOs/NH," de la solucion nutritiva en el nimero
de hojas en pseudobulbos, durante 12 meses de evaluacion en la

orquidea Cymbidium sp. DMS= diferencia minima significativa.

Sugapriya et al, (2012) evaluaron el crecimiento y rendimiento de nueve variedades de
Dendrobium y observaron diferencias, donde el mayor nimero de hojas en pseudobulbos se
encontré en "Medame ureaiwan” con (18.33) por grupo de variedades, estos valores son tres
veces mas que las encontradas en Cymbidium sp aunque cabe mencionar que son especies
diferentes. Las hojas son las principales fuentes de la asimilacion del carbono, por lo que los
pseudobulbos representan asi una importante fuente suplementaria de carbohidratos que se
utilizan para satisfacer la creciente demanda de carbono durante la inflorescencia y el nuevo
desarrollo de los brotes. Esta observacion es importante y explica la necesidad de al menos dos

brotes vegetativos para el dptimo desarrollo de las varas florales (Ng y Hew, 2000).
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3.6. Concentracion de NO3'/NH4+ en el extracto tisular de hojas

En la determinacion de ambos iones no se encontraron diferencias estadisticas significativas,
entre los tratamientos, por relaciones nitrato amonio en la solucion, frecuencia de riego y
fertilizacion foliar (Figura 7A y B). Los valores mas altos de amonio se encuentran en las
plantas donde se aplicaron soluciones nutritivas 100/00 y 00/100, cuando en la relaciones se
combina el nitrato y amonio, la concentracion de amonio disminuye notablemente (80/20,
60/40) y es cuando se suministra exclusivamente amonio aumenta la concentracion de éste en

la savia (Figura 7A).

La mayor parte de las sales de amonio, ya sea procedente de la reduccion del nitrato o de la
absorcion directa de la solucion del suelo, se incorpora generalmente en compuestos
organicos en raices, si bien el NH," también puede ser translocado a los brotes en plantas que

recibieron nitrato como Unica fuente de N (Schjoerring et al., 2002).
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Figura 7. Concentracion de NOs/NH;" en extracto tisular de hojas en

Cymbidium sp. por efecto de NOs/NH," en la solucién nutritiva A)

Con uno y dos riegos a la semana, B) Con y sin fertilizacion foliar.

DMS= diferencia minima significativa.

La asimilacion de NH," por las raices tienen un gran necesidad de esqueletos de carbono para

la sintesis de aminoacidos, estos esqueletos de carbono son proporcionados por el ciclo del
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acido tricarboxilico (TCA) y los compuestos intermediarios removidos tienen que ser
repuestos por el aumento de la actividad PEP carboxilasa. En comparacion con el suministro
de nitrato, la fijacion neta de carbono en raices con el NH," es varias veces mas alta (Viktor y
Cramer, 2005). Se ha propuesto de que la tasa de absorcién de minerales en raices de
orquideas es relativamente baja en comparacion con otros cultivos, relacionado principalmente
por las caracteristicas anatomicas y morfoldgicas de la raiz. Estudios realizados en medios de
cultivos in vitro liquidos con Dendrobium “Multico White” han reportado una absorcién
preferencial de iones NH," sobre NO3™ en funcion del tiempo, la absorcion preferencial de este
catién se puede atribuir a pH inicial favorable en el medio de cultivo. En la orquidea Aranda
Noorah Alsagoff las tasas de absorcion de amonio son mayores que las de nitrato en callos de
cultivo de tejidos a un pH de 5.0-5.5. En la absorcion de amonio se observaron una
disminucion de pH en el medio de cultivo, lo cual se le atribuye a un flujo de salida de
protones, del mismo modo el incremento del pH en la absorcion de nitrato es el resultado la
salida de iones hidroxilos. En Bromheadia filaysoniana la absorcién de nitrato y amonio varia
linealmente con el tiempo en plantas adultas, mientras que en plantulas jovenes no hay una
absorcion de amonio sobre nitrato. Las enzimas claves involucradas en la asimilacion de
nitrégeno incluyen la nitrato reductasa (NR), glutamina sintetasa (GS) y glutamato
deshidrogenasa (GDH). La actividad de la NR esta presente en hojas y raices de orquideas
pero su actividad es considerablemente menor que la cebada. La actividad de GS es mayor en
hojas que en la raices de orquideas, y es comparable a los niveles encontrados en hojas de
cebada. La GDH también se ha detectado en hojas y raices de orquideas (Hew et al., 1993;

Hew y Yong, 2004).

100



La frecuencia de aplicacion de la solucién nutritiva no modificd la concentracion de nitrato y
amonio de tal forma que es suficiente una sola aplicacion de solucion a la semana (Figura 8A)
al igual que por fertilizacion foliar (Figura 8B), a pesar de cuantificar casi el doble de
concentracion de amonio en funcion de nitrato. La absorcion preferencial de NH," se han
reportado para otras orquideas como Dendrobium, Aranda y Bromheadia filaysoniana, aunque
se ha propuesto que la tasa de absorcidén de minerales en raices de orquideas es relativamente

baja en comparacion con otros cultivos (Hew et al., 1993; Hew y Yong, 2004).
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Figura 8. Concentracion de NOs/NH," en el extracto tisular en hojas de Cymbidium sp. por
efecto de NOg/NH," en la solucién nutritiva, A) con dos riegos a la semana y B) Con
y sin fertilizacion foliar. Letras iguales en la barra indican valores estadisticamente no
diferentes (p<0.05).

Bajo una nutricion con NOs /NH,", el proton generado por la absorcion de amonio se puede

utilizar para la reduccion de nitrato, por lo tanto es mas facil para las plantas regular el pH
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intracelular cuando se suministra ambas formas de N. La asimilacion de NH," en las raices

produce alrededor de un protén por moléculas de amonio (Raven y Smith, 1986).

3.7. Concentracion nutrimental en hojas de Cymbidium sp.

En el Cuadro 6 se muestra las concentraciones nutrimental de macronutrientes y
micronutrientes obtenidas en hojas de Cymbidium 12 meses después de instalado el
experimento en funcion de la relacion de NOs/NH," de la solucion nutritiva se encontraron
diferencias estadisticas significativas sélo para nitrdgeno y manganeso como se muestra en el
cuadro, es importante hacer mencion que en esta investigacion hay una relacion directa entre
estos dos elementos y las lecturas SPAD que también presentaron diferencias estadisticas
significativas. Concentraciones similares se han reportado en diferentes cultivares de
Cymbidium como: Floripink, Pendragon y Traceredway con concentraciones de (1.13, 1.39 y

1.72 %) (De Pascale et al., 2001).

Cuadro 6. Concentracion nutrimental en hojas de Cymbidium sp., por efecto de la relacion de
NO3z/NH,4" en la solucion nutritiva

NO;/NH," N P K Ca Mg S Mn Fe B

gkg™ mg kg™

100/00 11.76 ab 1.20 a 9.64 a 3.74 a 1.66a 0.713a 59.16b 47.4 a 79.84 a
80/20 13.19a 1.51a 11.38a 4.48 a 1.84a 0.85a 88.91 ab 46.7 a 88.52 a
60/40 10.82 b 1.76a 11.21a 3.79a 2.06a 0.794a 60.37 b 79.9a 92.39a
00/100 16.6 ab 1.47 a 9.43 a 479 a 2.25a 0.724a 108.37 a 54,4 a 94.64 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas P<0.05.

Mientras que Hew y Yong (2004) reportan hasta el doble de concentracion de N (2.33 %) en

brotes vegetativo de Cymbidium sp.
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No hubo diferencias estadisticas significativas en la concentracion nutrimental por efecto de la
fertilizacion foliar (Cuadro 7), sin embargo las concentraciones encontradas tanto de macro
como de micronutrientes son similares a las reportadas en otros trabajos, asi para N en el
cultivar “Traceredway” se reportan concentraciones de 1.72 % (De Pascale et al., 2001). Mills
y Jones (1996) reportan en plantas jovenes de Cymbidium concentracion de N de 1.33 % y en
hojas maduras de 1.50%. Los valores encontrados para K y Ca son menores a los reportados
1

por este trabajo. Hew y Yong (2004) en Mn y B reportan valore de 54 y 48 mg kg’

concentraciones bajas en comparacion a los resultados de esta trabajo.

Cuadro 7. Concentracion nutrimental en hojas de Cymbidium sp., por efecto de la fertilizacion

foliar.

FF N P K Ca Mg S Mn Fe B

gkg’ mg kg™
Sin FF 11.76 a 1.54 a 10.69a 4.28a 2.01a 0.77a 87.11a 67 a 92.08a
ConFF 1195a 1.43a 10.14a 4.12a 1.90a 0.76 a 713 a 47.32a 85.61a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas P<0.05.

En la interaccion relacion NOs/NH," y fertilizacion foliar (Cuadro 8) hubo diferencias
significativas (P<0.05); unicamente para N en la relacion 60/40 y 00/100 con 9.58 y 13.56 g
kg’ respectivamente; para el manganeso se encontraron diferencias NOs;/NH," para las
relaciones 100/00 FF y 60/40 sin FF 52.6 y 53.97 mg kg™*; Naik et al. (2013) reportan altos
valores de N, P y K en hojas de Cymbidium (2.21, 0.66 y 1.98 % respectivamente). Por su
parte Wang (1998), menciona que una conductividad eléctrica elevada en la solucion puede

dar lugar a una mayor concentracién de nutrientes como el N, P y K en las hojas.
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Cuadro 8. Efecto de la interaccion de los factores de estudio: relacion NOs/NH,4" en la solucion nutritiva y fertilizacion foliar en la

concentracion nutrimental en hojas de Cymbidium sp.

Trat NO;/NH,' FF N P K Ca Mg s Mn Fe B
gkg’ mg kg™
1 100/00 1192ab 11la 9.26a 390a 146a 690a 6572ab 39.95a  79.85a
3 100/00 FF 11.6ab 1.29a 100la 357a 1.87a 7345a 526b  5485a  79.84a
4 80/20 1332ab 15la 11.84a 398a 2.06a 879.4a 83.62ab 39.19a  89.28a
6 80/20 FF 13.06ab 15la 10.92a 498a 1.6a 822.6a 942lab 5435a  87.76a
7 60/40 12.06ab 192a 12.12a 4.00a 2.04a 8113a 5397b 12569a 102.93a
9 60/40 FF 958 b 160a 1029a 357a 207a 7715a 6676ab 3426a  81.86a
10 00/100 976 ab 1.63a 9.54a 458a 247a 6681a 81.89ab 63.17a  96.26a
12 00/100 FF 1356a 13la 932a 500a 2.04a 780.7a 13486a 458la  93.02a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas P<0.05.
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En relacion a las frecuencias de aplicacion de las soluciones nutritivas, no se encontraron
diferencias estadisticas significativas, las concentraciones estdn dentro de los intervalos

reportados por Mills y Jones (1996) y Hew y Yong (2004) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Concentracion nutrimental en hojas de Cymbidium sp., por efecto de la relacion de

la frecuencia de aplicacion de riegos.

Frecuencia N P K Ca Mg S Mn Fe B
de riego

-1 -1
g kg mg kg
Cada3dias 12.71a 1.63a 10.05a 4.02a 185a 0.76a 49.36a 67 a 83.93 3

Cada7dias 11.76a 154a 1069a 4.12a 2.0l1a 0.75a 713 a 52.67 a 92.08 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas P<0.05.

En la interaccion relacion NOs/NH," frecuencia de aplicacion de solucion se encontraron
diferencias estadisticas en nitrogeno (Cuadro 10) con una concentracion de 13.12, 13.32 y

13.12 g kg™ con las relaciones 100/00 cada tres dias y 80/20 con cada tres y siete dias.
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Cuadro 10. Efecto de la interaccion de los factores de estudio: relacion NOs/NH4" en la solucion nutritiva y frecuencia de

aplicacion de riegos en la concentracion nutrimental en hojas de Cymbidium sp.

Trat NO; Frecuencia N P K Ca Mg S Mn Fe B
/NH," de Riego
g kg™ mg kg™

1 100/00 Cada7 11.92 ab 1.11 a 9.26 a 3.90a 1.46a 0.69 a 65.72 a 39.95a 79.85a
dias

2 100/00 Cada 3 13.12a 1.69a 12.08 a 4.48 a 1.78 a 0.84 a 36.89 a 48.65 a 92.81a
dias

4 80/20 Cada7 13.32a 1.51a 11.84 a 3.98a 2.06 a 0.87 a 83.62a 39.19a 89.28 a
dias

5 80/20 Cada 3 13.12a 1.56a 10.47 a 4,143 a 1.98 a 0.82a 41.85a 88.53 a 87.39a
dias

7 60/40 Cada 7 12.06 ab 1.92a 12.12 a3 4.00a 2.04 3 0.81a 53.97a 125.69 a 102.93 a
dias

8 60/40 Cada 3 12.28 ab 1.52a 7.54 a 2.57a 1.64a 0.57 a 39.27 a 30.08 a 67.67 a
dias

10 00/100 Cada?7 9.76 b 1.63a 9.54 a 4.58 a 247 a 0.66 a 81.89a 434 a 92.26 a
dias

11 00/100 Cada 3 12.34 ab 1.75a 10.12 a 4.88a 1.97a 0.76 a 79.45 a 434 a 87.74 a
dias

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas P<0.05.
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3.8. Longitud de escapo floral

Diversos factores son influenciados para el crecimiento y desarrollo de plantas ornamentales
entre ellos se encuentra el ambiente y el manejo como es el caso de la fertilizacién mineral.

La produccion de escapos florales no se presentd en todos los tratamientos ni en todas las
repeticiones de los tratamientos, existen diferentes motivos para justificar este fenomeno. Por
un lado el inicio del experimento fue en el mes de junio, época en donde aparecen los brotes
vegetativos que dan lugar a la produccién de los escapos florales, al cambiar sustrato y fuentes
de nutricidn es posible que se modificara el ciclo reproductivo de la planta por estrés. Por otro
lado, en la época en la que se esperaba el brote de los escapos florales (noviembre y
diciembre) las temperaturas diurnas en el invernadero fueron altas para esa etapa de desarrollo
(max. 30 °C), causando incluso el aborto de la flor en algunos escapos. Los datos que aqui se
presentan son de aquellos tratamientos en donde se presentaron las flores. El escapo floral méas
pequefio se presentd en las plantas donde se aplicd solo nitrato y fertilizacion foliar. La
relacién 80/20 con la aplicacion cada tercer dia registrd la mayor longitud de escapo floral (88
cm), superando el tratamiento testigo 100/00 en 20% (73 cm) (Figura 9, 15 y 16). Es
importante hacer mencion que no en todos los tratamientos y repeticiones se presentaron
escapos florales. Con las aplicaciones de la solucién nutritiva, la longitud de los escapos
florales se incrementd entre 40 y 60% mas que cuando se aplica un riego cada siete dias y
fertilizacion foliar. Los resultados obtenidos en la presente investigacion contrastan con los
valores obtenidos por Naik et al. (2013) al trabajar en Cymbidium “Seleeping Nymph™ con
tallos florales de 46.3 cm utilizando la dosis al riego de 12-30-10 NPK en una solucién con

conductividad eléctrica de 1 mS cm™,
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Figura 9. Efecto de las relacion NO3/NH," en la solucion nutritiva, frecuencia
de aplicacion y fertilizacion foliar sobre la longitud del escapo floral
en la orquidea Cymbidium sp. producida en invernadero. (2)= riegos
cada 3 dias; (1)= riego cada 7 dias; (FF)= fertilizacion foliar.

Mientras que en Cymbidum “Mary Pinchess Del Rey” la mayor longitud de tallo floral fueron
de (58.2) al utilizar una solucién mucho mas diluida (C E 0.6 dS m™) (Kreij y van den Berg
1990). Por su parte Barman et al. (2004) al trabajar con Cymbidium “Show Girl Cook's
Bridge” obtuvo escapos florales de (45 cm) con la aplicacion de 20-5-5 NPK a una

concentracion al 0.3 % via foliar y el nimero de flores por escapo fue de 5.5.
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3.9. Numero de nudos por escapo

En el pardmetro nimero de nudos por escapo floral (Figura 10 y 15) se observan cinco nudos
con la relacion 80/20 con dos riegos de la solucion nutritiva cada tres dias, a diferencia de las
plantas con el tratamiento testigo 100/00 que formo solo cuatro. Existen ventajas al tener un
mayor ndmero de nudos en la vara floral ya que finalmente se relaciona con una mayor
longitud de ésta, sin embargo para Phalaenopsis existen inconveniencias en tener largas
inflorescencias ya que resultan altos costos en los envios, por lo que existen investigaciones

realizadas con el objetivo de acortar los entrenudos de las inflorescencias (Wang y Hsu, 1994).
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Figura 10. Efecto de las relacion NO3/NH;" en la solucion nutritiva,
frecuencia de aplicacion y fertilizacion foliar sobre el nimero de
nudos en escapos florales en la orquidea Cymbidium sp producida en
invernadero. (2)= riegos cada 3 dias; (1)= riego cada 7 dias; (FF)=

fertilizacion foliar.
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4.0. Distancia de entrenudos en escapo

En esta variable la mayor distancia entre nudos se presentd en los escapos florales con dos
riegos cada tres dias, el tratamiento 00/100 present6 el valor mas alto (9.75 cm), asi como la
relacién 80/20 regados cada tres dias con valores de (8.8 cm), 50 y 35 % mas respesto a las
plantas testigo (Figura 11). Sugapriya et al., (2012) al evaluar pardmetros de crecimiento y
rendimiento en nueve variedades de Dendrobium encontré que la variedad Sonia-17 tuvo la

mayor longitud de entrenudos en tallos (5.00 cm).
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Figura 11. Efecto de las relacion NO3;/NH,4" en la solucion nutritiva, frecuencia
de aplicacién y fertilizacion foliar sobre la distancia de entre nudos en
escapos florales en la orquidea Cymbidium sp. producida en
invernadero. (2)= riegos cada 3 dias; (1)= riego cada 7 dias; (FF)=
fertilizacion foliar.

110



4.1. Diametro del escapo floral

El efecto de las relaciones de NOs/NH," sobre el diametro (apical, media y basal) de los tallo
florales al momento del corte mostraron diferencias (Figura 12). Asi, el mayor diametro de la
secciodn apical se encontré con la relacion 00/100 con dos riegos cada tercer dia (9.75 mm)
respecto al tratamiento testigo. Sin embargo con NO3™ como Unicamente fuente de N con dos
riegos cadas tres dias se obtuvo el mayor diametro en la seccién media (8.8 mm), mientras que
en la parte basal el mayor diametro se obtuvo con la relacion 80/20 aplicado via radical con

promedio de 10.4 mm con 11.9 % maés respecto a las plantas testigo.

El didametro de tallos florales es un parametro importante para la calidad de las flores de corte
en general. En rosa se ha observado que la nutricién a base de nitrato de calcio tiene efectos
benéficos sobre el diametro de tallo, longitud y mayor vida de florero (Arjenaki et al., 2012).
Mientras que Bernstein et al. (2005) al trabajar con 50 y 100 ppm de NH," en la calidad de
Ranunculus asiaticus, observaron gque el mayor diametro de brotes, la relacion brote/raiz y asi
como la vida de florero se logré con 50 ppm NH," en la solucién nutritiva, mientras que los
efectos perjudiciales en términos de crecimiento, se observo en la produccién y calidad de la

flor al momento de corte con el suministro de 100 ppm de NH,".
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Figura 12. Efecto de las relacion NO3/NH," en la solucion nutritiva, frecuencia
de aplicacion vy fertilizacion foliar sobre el didmetro de escapo floral en
la orquidea Cymbidium sp. producida en invernadero. (2)= riegos cada
3 dias; (1)=riego cada 7 dias; (FF)= fertilizacion foliar.

Por lo tanto, el NH," es conveniente incluirlo en la solucién nutritiva en crecimiento
vegetativo y excluirlo al inicio de floracion. Varios autores sugieren que el porcentaje de los
iones de NH, " en la solucion de nutrientes no debe exceder el 50% de la concentracién total de

N (Jones, 2005).

4.2. Numero de flores en escapos florales
Durante el desarrollo del escapo floral en el invernadero (3 meses) las temperaturas se
incrementaron mas de lo recomendado para esta etapa, por lo que en algunos escapos

abortaron, como el corte se hizo cuando la mayoria de las flores iniciaban su apertura, se
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perdieron algunas de ahi la gran diferencia entre nimero de flores por escapo. Went (1957)
observo que en plantas de C. giganteum var. lowianum Rchb. f. se obtuvo buena floracion a
temperaturas de 10 a 20 °C y 14 a 20 °C . La temperatura para la induccion floral en Japon es
de 10 a 16 °C (Ichihashi, 1997). En la (Figura 13, 15 y 16) se muestra el efecto de la relacién
de NO3;/NH, sobre el numero de flores en los escapos florales. En mayor nimero se presento
en la relacién 80/20 aplicado cada tercer dia via radical con valores de (9) flores por escapo
floral, valores semejantes se obtuvo con la relacion 100/00 (8); Naik et al. (2013) al trabajar en
Cymbidium “Seleeping Nymph” el mayor nimero de flores por vara floral fueron de (11.25)
con el tratamiento 12-30-10 NPK y CE de 1 mS cm™. Por su parte Barman et al. (2004) al
trabajar con Cymbidium “Show Girl Cook's Bridge” la mejor combinacién 20-5-5 NPK a una

concentracion al 0.3 % via foliar dio lugar con numero de flores por escapo de 5.50.
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Figura 13. Efecto de las relacion NO3/NH," en la solucién nutritiva, frecuencia
de aplicacion y fertilizacion foliar sobre el numero de flores por escapo
floral en la orquidea Cymbidium sp. producida en invernadero. (2)= riegos

cada 3 dias; (1)= riego cada 7 dias; (FF)= fertilizacion foliar.
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Es importante hacer mencion que las plantas que fueron nutridas solo con nitratos y con una
relacion (80/20) aparentemente resistieron y fueron menos las flores que abortaron por la alta
temperatura. También los tratamientos que se aplicaron dos veces a la semana favorecieron el

amarre de la flor como se observa en la (Figura 13).

4.3. Vida de florero del escapo
La mayor vida de florero se present6 en escapos florales con solucién nutritiva aplicada cada
tercer dia independientemente de la relacion NOs/NH," como se observa en la (Figura 14 y

17). Para la relacion con 00/100 la vida se prolongé hasta 41 dias.

45

40

35

30
25
20
15
10
5
0 T T T T T

100/00 (2) 80/20 (2) 00/100 (2) 80/20 (1)  100/00 80/20
(1+FF)  (1+FF)

Vida de florero del escapo floral

Tratamientos

Figura 14. Efecto de las relacion NOs/NH;" en la solucion nutritiva,
frecuencia de aplicacion y fertilizacion foliar sobre vida de florero
en la orquidea Cymbidium sp producida en invernadero. (2)= riego
cada 3 dias; (1)= riego cada 7 dias; (FF)= fertilizacion foliar.
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En Ranunculus asiaticus, el efecto del NH4* (50 ppm) en la solucion nutritiva prolongd la vida
de florero (Bernstein et al., 2005). Sin embargo con la evaluacion de las relaciones urea: NO3
:NH," en la solucion nutritiva (0-100-0, 0-50-50, 0-0-100, 50-0-50, 25-25-50, 15-15-70 y 100-
0-100) para rosa, se observo que al aumentar la concentracion de amonio en la solucién
nutritiva, se redujo la vida de florero, pero con concentraciones bajas de éste (relaciones 25-
25-50 y 100-0-0) se incrementd en 17.6 y 11.1 dias respectivamente (Hosseini et al., 2012). La
calidad de flores en el mercado esta determinada por factores como la temperatura durante el
desarrollo del cultivo, nutricion, riego todos estos factores repercuten en la longitud y grosor
del tallo, nmero de flores y vida de florero. Esta exigencia hace que la floricultura mejoren

las técnicas de produccion (Betancourt-Olvera et al., 2005).
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Figura 15. Secuencia fotogréfica del escapo floral con la relacion 80/20 en la solucion
nutritiva aplicada cada tercer dia. A) longitud de 88 cm, con cinco nudos y mayor
diametro basal (10.9 mm). B) mayor namero de flores (9) y C, D, E y F) Secuencia
de la vida de florero (38 dias).
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Figura 16. Secuencia fotografica del escapo floral con la relacion 100/00 en la solucion

nutritiva aplicada cada tercer dia. A) longitud de 73 cm, con cuatro nudos y mayor
diametro apical (9.3 mm). B) mayor namero de flores (8) y C, D, E y F) Secuencia
de la vida de florero (37 dias).
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Figura 17. Secuencia fotografica del escapo floral con la relacion 100/00 en la solucion
nutritiva aplicada cada tercer dia. A) longitud de 75 cm, con cuatro nudos y mayor
didmetro parte media (9.3 mm). B) mayor numero de flores (6) y C, D, E y F)
Secuencia de la vida de florero (41 dias).
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IV. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en este experimento se concluyo:

Existe una estrecha relacion entre las concentraciones NO3:NH;" y el desarrollo de
Cymbidium

Las relaciones NO3:NH,4" influyeron en las lecturas SPAD, concentracion de nitrégeno
y manganeso en la planta.

El mayor diametro basal y altura (parametros de calidad) del escapo floral se obtiene
con la aplicacién solucién nutritiva 80:20 cada tercer dia.

La relacion NO3:NH;" 80:20 se considera como la mas idénea para la nutricion de
Cymbidium sp.

Para la produccion comercial de Cymbidium sp en invernadero es conveniente aplicar

la solucion nutritiva cada tercer dia.
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VI. Conclusiones generales

En la caracterizacion de la lamina foliar de Cymbidium la porcion media de la hoja fue més
gruesa (29.90 um) que la apical y basal (26.91y 25.75 um. EI mayor grosor de tejido
epidérmico y el didmetro de los haces de fibras subepidérmicas (63.045 y 184.55 um) fue en
la regién media. Mientras que el mayor didmetro de haz vascular (1031 pum) y mayor grosor
del mesofilo (3777.91 um) se registré en la porcion basal. El fertilizante foliar penetr6 via
cuticula y estomatica a partir de los 30 min. A los 120 min, se observo su absorcién en los
pseudobulbos.

Se identificd un mayor namero de terpenos como el linalool (22.29%), asi como el 4-metil
fenol- y p-ment-1-en-8-ol en las flores de Cymbidium. Mientras que en el ovario pedicelado y
residuo acuoso los componentes con mayor concentracion fueron el 4-metil fenol- (31.24 y
18.71%, respectivamente).

El mayor nimero de brotes vegetativos (5.04) y nimero de pseudobulbos (4.95) se presento
con la relacién 60/40. Los escapos florales mas largos y con vigor se presentaron en las
plantas regadas con la solucion nutritiva relacion 80/20. La mayor vida de florero fue con la

aplicacion de la solucion nutritiva con 00/100 con 41 dias.
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