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GERMINACION IN VITRO, DESARROLLO DE PLANTULAS ENBIG Y
ACLIMATIZACION DE Lycaste aromatica (Graham) Lindl.
Flor Yarumi Solis Zanotelli, MC
Colegio de Postgraduados, 2017
RESUMEN
El objetivo del trabajo fue la germinacion de semillas in vitro, el desarrollo de plantulas en
un sistema de biorreactores de inmersion por gravedad (BIG) y la aclimatizacién de Lycaste
aromatica (Graham) Lindl. Se examinaron medios de cultivo para la germinacion in vitro: %
Murashige y Skoog (MS), MS, % Knudson C (KC) y KC, se comparé el sistema de
propagacion in vitro semisélido con cuatro frecuencias de inmersién de BIG en medio MS 'y
el efecto del sistema de propagacion in vitro (medio semisélido y BIG), sustratos (peat moss
Premier® y musgo sphagnum chileno) y fungicidas (PHC T-22®, Captan Plus® y Ridomil
Bravo® 81) sobre la aclimatizacion. La germinacion inicio a las 8 semanas y en el tratamiento
% MS se obtuvieron 27 semillas. En el BIG los datos més altos fueron, 10 hojas, 4.7 raices y
5.4 cm de altura. Sin embargo, las plantulas en MS semisolido obtuvieron un mayor nimero
de brotes (1.6 brotes) y longitud de raiz (2 cm), ademas el MS liquido mostr6 la mayor tasa
de fotosintesis (0.740 umol CO2 m? s1). En la aclimatizacion se obtuvo una supervivencia
del 83 al 100% en los tratamientos del semisdlido y de BIG en el sustrato de musgo sphagnum
chileno. Los mejores tratamientos fueron BIG en musgo sphagnum chileno mas PHC T-22®
con 6.8 cm de altura, semisolido en peat moss Premier® mas PHC T-22® con 6 hojas,
semisdlido en peat moss Premier® con 3 brotes y semisélido en peat moss Premier® mas
Captan Plus® con 0.43 mg g de contenido de clorofila total.. El fungicida bioldgico tuvo un

control similar al sistémico.

Palabras clave: germinacion asimbidtica, semisolido, orquidea, sphagnum, Trichoderma

harzianum



IN VITRO GERMINATION, DEVELOPMENOG OF PLANTLETS IN BIG AND
ACCLIMATIZATION OF Lycaste aromatica (Graham) Lindl.
Flor Yarumi Solis Zanotelli, MC
Colegio de Postgraduados, 2017
ABTRACT
The objective of the work was the germination of seeds in vitro, the development of plantlets
in a system of bioreactors of immersion by gravity (BIG) and the acclimatization of Lycaste
aromatica (Graham) Lindl. Culture media for in vitro germination were examined: %
Murashige and Skoog (MS), MS, % Knudson C (KC), KC, the in vitro propagation system
was compared using semi-solid and four BIG immersion frequencies in MS medium and the
effect of the in vitro propagation system (semi-solid medium and BIG), substrates (peat moss
Premier® and chilean sphagnum moss) and fungicides (PHC T-22®, Captan Plus® and
Ridomil Bravo® 81) on the acclimatization. Germination started at 8 weeks and in the
treatment, Y2 MS was 27 seeds. In the BIG the highest data were 10 leaves, 4.7 roots and 5.4
cm in height. However, the plantlets in the semi-solid MS obtained a greater number of shoots
(1.6 shoots) and root length (2 cm), in addition the liquid MS showed the highest rate of
photosynthesis (0.740 umol CO2 m-2 s-1). ). In the acclimatization, a survival of 83 to 100%
was obtained in the semi-solid treatments and in the BIG in the chilean sphagnum moss
substrate. The best treatments were BIG in the chilean sphagnum moss plus PHC T-22® with
6.8 cm height, semi-solid in moss Premier® plus PHC T-22® with 6 leaves, semisolid in peat
moss Premier® with 3 buds and semi-solid in moss Premier® plus Captan Plus® with 0.43
mg g-1 total chlorophyll content. The biological fungicide had a similar control to the

systemic one.

Keywords: asymbiotic germination, semisolid, orchid, sphagnum, Trichoderma harzianum
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INTRODUCCION GENERAL
1. Justificacion

La poblacidn de las orquideas esta afectada por la perturbacion de su hébitat, lo cual limita la
cantidad de recursos naturales que se invierten en la atraccion de polinizadores, un ejemplo
de ello es Lycaste aromatica, que solo un 8-11% de las flores forma capsulas en su habitat
natural (Hietz et al., 2006) y no hay reportes sobre la germinacion. Por otra parte, por su
agradable aroma a canela es considerada entre las orquideas més saqueadas del bosque
meso6filo de montafia para su venta ilegal en los mercados de la region a un precio muy bajo

que varia entre $10.00 a $50.00.

La germinacion en el habitat natural con bacterias y las hifas fangicas naturales del suelo es
del 30% sin desarrollarse mas alla del punto de ruptura de la testa (Rasmussen and Whigham,
1993), el uso de hongos micorrizicos en condiciones de campo es favorable para la
germinacion de orquideas (Wang et al., 2011) y con las técnicas in vitro el porcentaje es de

50-75% en el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (Murashige and Skoog, 1962)
(Gutiarrez-Miceli et al., 2008; Hossain, 2008; Hossain et al., 2010) y del 85% en el medio%

MS (Ferreira et al., 2017).

El uso de medios liquidos puede causar la hiperhidricidad y en los sistemas de inmersion
temporal se puede evitar este problema por la frecuencia de inmersion (Etienne and
Berthouly, 2002). El sistema de doble frascos o biorreactor de inmersion temporal (TIB),
permite la inmersién temporal de los explantes (Escalona et al., 1999). El Biorreactor de
Inmersion por Gravedad (BIG) es menos costoso que el RITA® y se ha utilizado para la
propagacion de vainilla (Vanilla planifolia Jacks) (Ramirez-Mosqueda and Iglesias-Andreu,

2016) y café (Ducos et al., 2007).



Las plantulas desarrolladas en biorreactor son menos susceptibles a sobrevivir durante la
aclimatizacion, la cual es la etapa final de un protocolo de micropropagacion, que consiste en
la adaptacion de las plantulas antes de pasar al invernadero o un ambiente natural (Rabaiolli
etal., 2017). Esta etapa es crucial porque un alto porcentaje de esas plantas micropropagadas
no sobreviven a este periodo (Mengarda et al., 2017; Moreira et al., 2013). Con base en lo

anterior se plantearon las siguientes hipotesis.

2. Hipotesis

. . . . 1 . -
e Las semillas germinadas en el medio de cultivo > MS tendran un porcentaje de

germinacion mas alto que en el medio MS al 100%, % Knudson C y Knudson C

e Las plantulas en Biorreactor de Inmersion por Gravedad tendran un mayor desarrollo
en algunas de las frecuencias de inmersion que en el medio semisdlido

e Las plantulas provenientes de Biorreactor de Inmersion por Gravedad tendran un
mejor desarrollo y sobrevivencia en el sustrato de musgo Spagnum adicionado con un
fungicida

e El fungicida PHC T-22 ® tendra el mismo efecto en la sobrevivencia y desarrollo que

Captan Plus® y Ridomil Bravo ®81

3. Objetivos

Objetivo general

e Germinar in vitro, desarrollar en Biorreactor de Inmersion por Gravedad y aclimatizar

plantulas de Lycaste aromatica (Graham) Lindl



Objetivos particulares

Evaluar cuatro medios de cultivo para germinar semillas in vitro de Lycaste aromatica
(Graham) Lindl

Desarrollar plantulas en cuatro frecuencias de inmersion en Biorreactor de Inmersion
por Gravedad Yy en el método semisolido

Evaluar las plantulas desarrolladas en Biorreactor de Inmersion por Gravedad y en el
método de semisdlido durante el proceso de aclimatizacion en el invernadero
utilizando diferentes sustratos y fungicidas

Evaluar el fungicida PHC T-22 ®, Captan Plus® y Ridomil Bravo ®81 sobre la

supervivencia de las plantulas



4. Revision de literatura

4.1 Orchidacea
La familia Orchidaceae es una de las mas grandes dentro de las plantas que producen flores
con aproximadamente 20,000-30,000 especies en el mundo (Hagsater et al., 2005). En
México se localizan unas 1,254 especies (Soto Arenas et al., 2007) de las cuales 433 se
encuentran en Veracruz (Castafieda-Zarate et al., 2012) y en la comunidad de Tepexilotla
reportan entre 19 (Baltazar Bernal et al., 2014) y 34 especies de orquideas (Tejeda et al.,
2013).

4.2 Lycaste
El género Lycaste contiene alrededor de 36 especies que se distribuyen desde México hasta
el sur de Brasil. Entre las especies de este género con un gran valor ornamental se distinguen
L. skinneri, por el gran tamarfio de sus flores y L. aromatica (Graham) Lindl., por la fragancia
de canela de sus flores (Mata-Rosas et al., 2010), que las vuelven atractivas para la extraccion

ilegal en su habitat natural (Figura 1).

Figura 1. Planta de L. aromatica (Graham) Lindl., cultivada y adaptada a un huerto de
traspatio
4



4.3 Lycaste aromatica
La orquidea Lycaste aromatica (Graham) Lindl. es una herbécea epifita de tamafio medio y
crecimiento simpodial, caducifolia en invierno y exponiendo en lo alto de los pseudobulbos
ovados, comprimidos y acanalados (Scheffknecht et al., 2010) unas fuertes espinas de 3-5
mm de largo (Fowlie, 1970). Las hojas son lanceoladas, anchas, acanaladas y acuminadas
(Fowlie, 1970) y las flores son triangulares y amarillas de aroma a canela (Figura 2), florece

a fines de primavera-verano con 16 flores por inflorescencia (Pridgeon, 1992).

Figura 2. Flor de L. aromatica (Graham) Lindl.

Las plantas de L. aromatica (Graham) Lindl. sufren un marcado ciclo anual en su crecimiento;
requieren un periodo seco (invierno y principios de primavera) que alterna con otro himedo
(Mata-Rosas et al., 2010) (Figura 3). Tomando en cuenta la produccion regular de
pseudobulbos, estas plantas llegan a su etapa fértil a los 10 afios y alcanzan su tamafio

completo a los 20 afios aproximadamente (Winkler and Hietz, 2001).



Figura 3. Aspecto fisico de la planta de L. aromatica (Graham) Lindl., durante su periodo
seco

En la repdblica mexicana, los habitats naturales de esta especie incluye bosques de robles
templados, selvas tropicales de alta elevacion y bosques de neblina de selva lluviosa de

montafia (Hagsater et al., 2005).

En México, existe un gran interés y preocupacion en la propagacion y la conservacion de las
poblaciones de L. aromatica (Graham) Lindl., debido al aumento de la extraccién ilegal de
su habitat natural para la venta en mercados regionales, por lo que se han realizado diversas
investigaciones para mitigar este problema, por ejemplo, el estudio sobre la estructura de su
poblacion (Winkler and Hietz, 2001), la tasa de herbivoria a nivel comunitario (Winkler et
al., 2005) y la dindamica poblacional en un contexto de metapoblacién en un bosque himedo
de montafia (Winkler et al., 2009). También se ha estudiado la adaptacion de plantulas en un
bosque y en plantaciones de café, donde la mayor adaptacién y menor mortalidad se da en los
bosques, lo que puede explicar la ausencia de L. aromatica (Graham) Lindl en cafetales

(Scheffknecht et al., 2010). En otro trabajo desarrollaron el protocolo para la propagacion in

6



vitro de secciones basales y apicales de pseudobulbos en medio MS adicionando la
citoquinina tidiazurén (TDZ) (Mata-Rosas et al., 2010). Sin embargo, en el &area de
micropropagacion ain hay mas temas por estudiar, entre ellos desarrollar un método de

propagacion de semillas eficiente y ecolégicamente viable para esta especie.

4.4 Germinacion de orquideas
Las tasas de germinacion de las orquideas son muy bajas por tener una semilla demasiado
pequefia. En su habitat natural la germinacion es del 5% (Rasmussen and Whigham, 1993),
pero cuando se realiza in situ con la aplicacion de micorrizas aumenta al 20% (Wang et al.,
2011) y al utilizar los métodos in vitro la germinacién puede ser del 50-75% en el medio MS

(Gutiarrez-Miceli et al., 2008; Hossain, 2008; Hossain et al., 2010).

La germinacién asimbiotica de semillas de orquideas se ha utilizado para la produccion de
orquideas con potencial ornamental como Aerides ringens (Lindl.) (Srivastava et al., 2015),
Calopogon tuberosus var. tuberosus (Kauth et al., 2006) y Epidendrum ibaguense Kunth
(Hossain, 2008) y ha demostrado ser una herramienta eficiente para la produccion de
orquideas con fines de conservacién y reintroduccion (Dutra et al., 2008; Stewart and Kane,

2006).

4.5 Biorreactores de inmersién temporal
El sistemas de inmersidn temporal (SIT) es el cultivo de células, tejidos u 6rganos expuestos
temporalmente a medio de cultivo liquido en biorreactores semiautomatizados bajo
condiciones axénicas y controladas (Bello-Bello et al. 2014). El interés en el uso de SIT ha
aumentado durante la Ultima decada (Aragon etal., 2014) y ha garantizado un mejor
desarrollo de las plantulas (Aragon et al., 2014; Cabrera et al., 2011; Latawa et al., 2015;
Ramirez-Mosqueda and Iglesias-Andreu, 2016; Ramos-Castella et al., 2014; Silva et al.,

2016) en comparacion con el medio semisolido. Sin embargo, los sistemas convencionales
7



de micropropagacion que utilizan medio semisolido son todavia ampliamente utilizados para
el desarrollo de plantulas de orquideas (Dutra et al., 2008; Kalimuthu et al., 2007; Quiroz

et al., 2017; Rabaiolli et al., 2017; Rodrigues et al., 2015; Srivastava et al., 2015).

Los Biorreactores de Inmersion por Gravedad (BIG) son un par de sistemas basados en el uso
de contenedores gemelos y han demostrado ser muy Utiles. Su funcionamiento consiste en el
uso de una sola valvula de solenoide para el suministro de aire y el medio se devuelve a otro
contenedor por gravedad (Ducos et al., 2007). A diferencia de RITA®, el BIG es menos
costoso y se ha utilizado en vainilla (Vanilla planifolia Jacks) (Ramirez-Mosqueda and

Iglesias-Andreu, 2016) y café (Ducos et al., 2007).

4.6 Aclimatizacion
La aclimatizacion es la etapa final de un protocolo de micropropagacion, que consiste en la
adaptacion de las plantulas antes de pasar al invernadero o un ambiente natural (Rabaiolli et
al., 2017). Las plantulas in vitro se desarrollan en condiciones controladas de baja intensidad
luminosa, alta humedad relativa y bajo intercambio de CO; y O». Es bien conocido que al
transferir las plantulas de in vitro a condiciones ex vitro, generalmente hay una disminucion
de su tasa fotosintética (Debergh and Zimmerman, 2012) y un alto porcentaje de esas plantas
micropropagadas no sobreviven al periodo de aclimatacion (Mengarda et al., 2017; Moreira

etal., 2013).

El sustrato para orquideas debe propiciar las condiciones fisicas (como porosidad, aireacion,
drenaje y retencion de agua), al mismo tiempo que debe garantizar las condiciones quimicas
y biologicas necesarias para el desarrollo de las plantulas (Macedo et al., 2014). EI musgo
rubio Spagnum en su habitat natural conserva la humedad durante largos periodos, a pesar de
estar en sitios escarpados, pues en el crecen abundantes orquideas (Hagsater et al., 2005). El

sustrato Sphagnum es el més utilizado en la aclimatizacion de plantas producidas in vitro,
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porgue tiene una mayor retencién de agua y una textura esponjosa, que evitan dafios en el

sistema radicular de las plantulas (Macedo et al., 2014).

Por ejemplo, se ha reportado un 100% de supervivencia en plantulas de Phalaenopsis
amabilis (Venturieri and Arbieto, 2011) con sustrato de Sphagnum. Otro experimento reporto
que al usar musgo Sphagnum se alcanz6 un porcentaje de supervivencia del 38% con Cattleya
guttata y del 60% con Zygopetalum mackayi (Manhdes et al., 2015). Gutiarrez-Miceli et al.
(2008) reportaron en plantulas de Guarianthe skinnerii un 79% de supervivencia, con el
sustrato de turba peat moss inoculado con Trichoderma harzianum y en semillas de
Spathoglottis plicata Blume al inocularlas con el hongo Epulorhiza favorecio su germinacion
simbidtica (Aewsakul et al., 2013). Se report6 que el sustrato peat moss contiene 425 mg kg
1 de fésforo (P), 22.5 meq/100 g de calcio (Ca), 200 mg kg™ de amonio (NH4) y 150 mg kg™

de nitrato (NOz) de contenido nutrimental (Scagel, 2003).

Para obtener un mayor porcentaje de sobrevivencia de plantulas, durante la aclimatizacion,
se utilizan fungicidas quimicos de contacto como el Captan 50 Plus® (Captan N-
(triclorometiltio) ciclohex-4-en-1,2-dicarboximida) y sistémicos como el Ridomil Bravo® 81
(Metalaxil-M: (R)-2-[(2,6-dimetil-fenil)- metoxiacetilamino]-acido propidnico metil éster) o
fungicidas bioldgicos como el PHC T-22® (Trichoderma harzianum cepa T-22 KRL-AG2).
Venturieri y Arbieto (2011) reportaron que en plantulas de Phalaenopsis amabilis la

supervivencia fue favorecida por el fungicida Manzate 800®.
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CAPITULO 1. Germinacion in vitro y desarrollo de Lycaste aromatica (Graham) Lindl.

en biorreactor de inmersion por gravedad

Resumen

Se desarrollaron procedimientos para la germinacion asimbiética de semillas y el desarrollo
de plantulas de Lycaste aromatica (Graham) Lindl., en un sistema de biorreactores de
inmersion por gravedad (BIG). Esta orquidea es de gran importancia por la escases en su
habitat natural y su aroma a canela. Se examinaron cuatro medios de cultivo para la
germinacion in vitro: ¥ Murashige y Skoog (MS), MS, ¥ Knudson C, Knudson C vy se
compard la eficiencia del protocolo de cultivo in vitro empleando el medio semisoélido y con
cuatro frecuencias de inmersion del sistema BIG en medio liquido utilizando 30 ml de medio
MS por plantula. La germinacion inicio a las 8 semanas y se prolongé durante 6 semanas méas
y el mejor tratamiento fue Y2 MS con 27 semillas germinadas. El cultivo en biorreactores
permitié alcanzar en 90 dias de cultivo diferencias significativas en las variables de nimero
de hojas (10 hojas), numero de raiz (4.7 raices) y altura de plantula (5.4 cm). Sin embargo,
las plantulas desarrolladas en el medio semisolido obtuvieron un mayor nimero de brotes
(1.6 brotes) y longitud de raiz (2 cm), ademas el medio de cultivo liquido mostré la mayor
tasa de fotosintesis (0.740 umol CO, m s1). El sistema de cultivo en biorreactores es una
excelente alternativa para el desarrollo de esta especie debido a que ayudan a incitar la
fotosintesis y aumentan el tamafio de la plantula, lo que podria favorecerlas en su

aclimatizacion.

Palabras clave: germinacion asimbidtica, BIG, semisolido, plantula
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CHAPTER 1. In vitro germination and development of Lycaste aromatica (Graham)

Lindl. in gravity immersion bioreactor
Abstract

Procedures were developed for the asymbiotic germination of seeds and the development of
Lycaste aromatica plantlets in a gravity immersion bioreactor system (BIG). This orchid is
of great importance due to the scarcity of its natural habitat and its cinnamon fragrance. Four
culture media for in vitro germination were examined: %2 Murashige and Skoog (MS), MS, %
Knudson C, Knudson C and the efficiency of the in vitro culture protocol was compared using
the semi-solid medium and four immersion frequencies of the BIG system in liquid medium
using 30 ml of MS medium per plantlets. Germination started at 8 weeks and lasted for 6
more weeks and the best treatment was %2 MS with 27 germinated seeds. The cultivation in
bioreactors allowed reaching in 90 days of cultivation significant differences in the variables
of number of leaves (10 leaves), root number (4.7 roots) and height of planlets (5.4 cm).
However, the plantlets developed in the semi-solid medium obtained a greater number of
shoots (1.6 shoots) and root length (2 cm), in addition the liquid culture medium showed the
highest rate of photosynthesis (0.740 umol CO2 ms™). The cultivation system in bioreactors
is an excellent alternative for the development of this species because they help to incite
photosynthesis and increase the size of the seedling, which could favor them in its

acclimatization.

Keywords: asymbiotic germination, BIG, semisolid, plantlet
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1.1 Introduccion
Lycaste aromatica (Graham) Lind es una orquidea silvestre muy atractiva en el mercado de
las ornamentales por su aroma agradable a canela y, por esto, su poblacion estd amenazada
debido a la sustraccion ilegal de su hébitat, Las plantas en floracion son extraidas del bosque
meso6filo de montafia (BMM) de Chocaman lo que ocasiona la escases de individuos en el
BMM donde se encuentra un solo ejemplar en 4 km de recorrido (Baltazar Bernal et al.,

2014).

Las semillas de orquideas son la mejor fuente para conservar su diversidad genética, sin
embargo, raramente se recolectan, siembran o almacenan. A pesar de varios intentos de
preservar la poblacion de orquideas en la naturaleza, ain disminuyen a un ritmo alarmante
(Diengdoh et al., 2017). Existen varios estudios de métodos de conservacién in situ para
ayudar a preservar las orquideas, sin embargo el porcentaje de germinacion es muy bajo
(Aewsakul et al., 2013; Diengdoh et al., 2017; Wang et al., 2011; Zettler et al., 2011). Por
otro lado la germinacion in vitro en el medio de cultivo Murashige y Skoog (Murashige and

Skoog, 1962) varia del 50 al 75% (Hossain, 2008; Hossain et al., 2010).

La germinacién asimbiotica de semillas de orquideas se ha utilizado para la produccion de
orquideas con potencial ornamental como Aerides ringens (Lindl.) (Srivastava et al., 2015),
Calopogon tuberosus var. tuberosus (Kauth et al., 2006) y Epidendrum ibaguense Kunth
(Hossain, 2008) y ha demostrado ser una herramienta eficiente para la produccion de
orquideas con fines de conservacién y reintroduccion (Dutra et al., 2008; Stewart and Kane,

2006).

El interés en el uso de biorreactores de inmersion temporal, ha aumentado durante la Gltima
década (Aragon et al., 2014) y garantizan un mejor desarrollo de las plantulas (Aragon et al.,

2014; Cabreraet al., 2011; Latawa et al., 2015; Ramirez-Mosqueda and Iglesias-Andreu,
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2016; Ramos-Castella et al., 2014; Silva etal., 2016) en comparacion con el medio
semisolido. Sin embargo, los sistemas convencionales de micropropagacion que utilizan
medio semisdlido son todavia ampliamente utilizados para el desarrollo de plantulas de
orquideas (Dutra et al., 2008; Kalimuthu et al., 2007; Quiroz et al., 2017; Rabaiolli et al.,
2017; Rodrigues et al., 2015; Srivastava et al., 2015). El Sistema de Inmersion Temporal
(SIT) es el cultivo de células, tejidos u érganos expuestos temporalmente a medio de cultivo
liquido en biorreactores semiautomatizados bajo condiciones axénicas y controladas (Bello-
Bello et al. 2014). EI comportamiento de los estomas y la tasa neta de fotosintesis de las
plantulas de orquideas producidas en biorreactor de inmersion por gravedad (BIG) son

importantes en el desarrollo y aclimatacion de las plantulas, pero ain no se ha estudiado.

El proposito de este trabajo fue evaluar los medios de cultivo para la germinacion in vitro y
el desarrollo de plantulas L. aromatica (Graham) Lindl. en cuatro frecuencias de inmersion

en BIG y medio semisdlido.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Material vegetal
La capsula de Lycaste aromatica (Graham) Lindl. se colect6 en la comunidad de Tepexilotla,
municipio de Chocaméan, Veracruz y se almacend a 5°C por 7 dias para su siembra en
diferentes medios. Para el desarroll en biorreactor se utilizaron plantulas de 2.5 cm de

longitud con 36 semanas posteriores a la germinacién de las primeras semillas.

1.2.2 Medios de cultivo
Las semillas fueron sembradas en medios de cultivo de Murashige y Skoog MS (Murashige
and Skoog, 1962) y Knudson C KC (Knudson, 1946) (Cuadro 1) para evaluar el efecto de la

concentracion de sales minerales y sacarosa en la germinacion. Todos los medios contenian
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2.5 g L de phytagel (Sigma®) y el pH fue ajustado a 5.7 + 0.1 antes de agregar el phytagel y

después fue esterilizado a 120 °C durante 15 minutos.

Cuadro 1. Medios de cultivo utilizados para la germinacion de semillas de Lycaste

aromatica (Graham) Lindl

Tratamientos Sacarosa g L*
T1 % MS 15
T 5 MS 30
T3 % Knudson C 15
T  Knudson C 30

4

Para evaluar el desarrollo de las plantulas de L. aromatica (Graham) Lindl se utiliz6 el medio
MS liquido para los Biorreactores de Inmersion por Gravedad (BIG) y el medio semisélido
MS para el método tradicional con un pH ajustado a 5.7 £ 0.1 y luego fue esterilizado a 120

°C durante 15 minutos.

1.2.3 Germinacién in vitro
La cépsula madura de L. aromatica (Graham) Lindl. se desinfecté conforme a lo siguiente:
se le elimind los restos de la flor y el peddnculo; se lavaron con detergente Axion® limén 'y
agua purificada; la capsula se sumergié en una solucién de agua purificada con cloro
comercial al 20% méas 1 gota de detergente Axion® limén, por 20 min con agitaciones
constantes; se retird la solucion y se enjuago; después fue sumergido en 1 g L™ de Ridomil
Bravo ®81 por 5 min y enjuagado 4 veces con agua destilada estéril dando un minuto por
cada enjuague en la campana de flujo laminar; se asperjo con alcohol y se flameé por 3
segundos. Posteriormente la cépsula se secciond transversalmente en los extremos y
longitudinalmente con el bisturi y las pinzas previamente esterilizados, se colocd una porcion

de semillas sobre los diferentes medios de cultivo contenidos en frascos de 200 ml con 20 ml
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de medio de cultivo, se cubrieron con tapas de plastico transparente y se sellaron con Kleen
pack ®. Posteriormente se llevaron a un cuarto de incubacion a 22°C, un fotoperiodo de 16 h
luz con intensidad luminica de 72 umol m? s producida por lamparas de luz blanca fria

fluorescente y 8 h de oscuridad.

1.2.4 Desarrollo de plantulas
En la fase de desarrollo se utilizaron 4 tratamientos en biorreactor de inmersion por gravedad
(BIG) segun lo descrito por Georgiev et al., (2014), que consiste en un sistema de dos frascos
conectados con una manguera de silicona, donde un frasco sirve para la reserva del medio de
cultivo y el otro para almacenar las plantulas y un tratamiento en medio semisolido (Cuadro
2). El sistema se ajust6 a un periodo de inmersién de 3 minutos en cada frecuencia de tiempo
durante 14 semanas. Los recipientes de cultivo fueron de 1 000 ml, conteniendo 450 ml de
medio de cultivo y 15 plantulas cada uno y se incubaron a 24+1 °C con un fotoperiodo de 16

h luz proporcionando 57 pmol m2 sy 8 h oscuridad.

Cuadro 2. Tratamientos para el desarrollo de plantulas de Lycaste aromatica (Graham)

Lindl

Frecuencia (horas)  Medio de cultivo

T, 4 Liquido
T, 6 Liquido
T 3 8 Liquido
T, 12 Liquido
T, 0 Semisolido

1.2.5 Variables evaluadas y analisis estadistico
La variable evaluada para la germinacion fue el nimero de semillas germinadas de 1 mm por

frasco y se cuantifico semanalmente por 6 semanas, posterior a la aparicion de la primera
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semilla germinada. Para esta variable se emple6 un disefio experimental completamente al
azar con medidas repetidas y tres repeticiones. Los datos se analizaron mediante una
estructura de modelo de covarianza ANTE [1] y comparacién de medias con la prueba de

Tukey mediante el programa SAS version 9.4 (SAS, 2012).

En el desarrollo de las plantulas se midio la supervivencia, el nimero de hojas, la altura de la
plantula, el namero y el diametro de brote, el numero y la longitud de raices, el peso fresco y

el peso seco.

También se midio el indice estomatico, largo y ancho del estoma por campo de 40x en un
microscopio Optico Nikon Axio Zeiss equipado con cdmara fotografica digital AxioCam
1Cc3, en 15 hojas por tratamiento; se elimind el medio de cultivo de las hojas maduras y en
la parte central a los 15 minutos se les aplicé esmalte de ufias transparente en la parte adaxial
y abaxial (Li, et al., 2010). Cuando el esmalte de ufias se habia secado al aire y formado una
membrana, se desprendio y se fijo sobre un porta objetos con una gota de agua para permitir

el analisis de la muestra (Silva et al., 2000).

El intercambio de CO2 en luz e intercambio de CO2 en oscuridad (umol CO, m? s?) se
registraron usando un Analizador de Gases Infrarrojo (IRGA) portétil modelo L1-6200 (Li-
Cor, Inc, Nebraska, USA). La fotosintesis (umol CO, m s?) se calculd de la diferencia entre
el intercambio de CO; en oscuridad e intercambio de CO. en luz. Después de medir el
intercambio de CO; en luz, se taparon las plantulas durante 5 minutos y se midi6 el
intercambio de CO- en oscuridad. Las mediciones se realizaron entre 11:00 y las 13:00 h en
una planta seleccionada al azar para cada tratamiento y se realizaron tres mediciones
consecutivas en luz y tres en oscuridad. Las mediciones se obtuvieron a una temperatura de
hoja de 30 £ 1 °C. Para estas variables se empled un disefio experimental completamente al

azar con cuatro repeticiones. Los resultados se analizaron mediante un modelo de varianza y
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comparacion de medias con la prueba de Tukey mediante el programa SAS version 9.4 (SAS,

2012).

Para extraer y determinar el contenido de clorofila a, b y total presente en las hojas a las 6
semanas se procedio de la siguiente manera. Utilizando una balanza granataria ADAM® se
pesaron 0.25 g de hojas y estas se picaron finamente utilizando un bisturi; posteriormente ese
material se colocé en frascos de vidrio cubiertos con papel aluminio y se le afiadio 2.5 ml de
acetona al 80% vy los frascos se almacenaron en oscuridad a 4 °C durante 24 horas. Después
la muestra se molio totalmente en un mortero, se filtro y se aforé a 6.25 ml con acetona al
80%; de esta solucién se tomd una muestra de 2 mL y se coloco en una celda para leer su
absorbancia a 645 y 663 nm en el espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo

Scientific) utilizando acetona al 80% como blanco (Harborne, 1973).

La cantidad de clorofila se obtuvo por medio de las siguientes ecuaciones:

(12.7(A4663)—2.59(4645))*V
1000+P

Clorofila a =

. _ (22.9(4645)-4.70(4663))*V
Clorofila b = 000.p

(8.20(A663)—20.2 (A645))+V
1000+P

Clorofila total =

Donde A663 es la absorbancia en la longitud de onda de 663 nm, A645 es la absorbancia en

la longitud de onda de 645 nm, V es el volumen aforado (ml) y P es el peso de la muestra (g).

Para el nimero de hojas, la altura de la plantula, el nmero y el diametro de brote, el nimero
y la longitud de raices, el peso fresco y seco, el largo y ancho del estoma, la apertura del
estoma, el numero de estomas por campo, fotosintesis, respiracion en luz y oscuridad y

contenido de clorofila a, b y total se empled un disefio experimental completamente al azar
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con tres repeticiones. Los datos se analizaron mediante analisis de varianza y comparacion

de medias con la prueba de LSD de Fisher mediante el programa SAS version 9.4.

1.3 Resultados

1.3.1 Germinacién in vitro
Las semillas germinaron a las 8 semanas posteriores a la siembra, cuando se observo un
hinchamiento en el embrion y se formaron protocormos de un 1 mm de longitud. Como
respuesta al modelo de covarianza se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (P=0.0001) y en la interaccion entre tratamiento y tiempo (P=0.0136). El
tratamiento 1 obtuvo 27 semillas que fue el mayor nimero de semillas germinadas en

comparacion con los otros tratamientos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto del medio de cultivo sobre la germinacion in vitro de Lycaste aromatica

en promedio de 6 semanas

Tratamientos NUmero de semillas
1 Ims 27.1111 + 2.1765a
2 MS 11.0000 £ 2.1765bc
3 knudsonC 5.5556 + 2.1765¢
4 Knudson C 14,1667 + 2.1765b

Los valores representan la mediat ES (error estandar). Medias con diferente letra entre
columnas son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05).

Se puede constatar que el nimero de semillas germinadas alcanz6 su maximo valor en las
primeras dos semanas para el caso del tratamiento 1; por otro lado, para el tratamiento 4 la
maxima germinacion se dio entre la quinta y sexta semana. Los tratamientos 3y 4 presentaron

una germinacion retardada y menor. EI mejor tratamiento con respecto a la germinacion de
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Lycaste aromatica (Graham) Lind. resulté de la reduccion al 50% del medio de cultivo

Murashige y Skoog y la sacarosa (Figura 4).
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Figura 4. Comportamiento del nimero de semillas germinadas de Lycaste aromatica

desarrolladas en cuatro diferentes medios de cultivo durante seis semanas

1.3.2 Desarrollo de plantulas in vitro

1.3.2.1 Variables morfoldgicas
El anélisis de las variables estudiadas mostro algunos efectos significativos de los diferentes
sistemas de micropropagacion (Figura 5). La supervivencia, el nimero de hojas, numero de
brotes, nimero de raiz, altura de plantula y la longitud de raiz fueron afectados
significativamente por los tratamientos. El sistema BIG con 8 h de inmersidn obtuvo el 100%
de supervivencia y BIG con 12 h de inmersidn obtuvo el porcentaje mas bajo (62.2%). Se
desarrollaron un mayor nimero de hojas en el sistema BIG con 6 horas de inmersion (10.60),
seguido del medio semisdlido (8.71). ElI mayor numero de brotes se observé en el medio
semisolido con 1.6 brotes, seguido de BIG con 6 h de inmersion con 1.3 brotes. En BIG con

12 h de inmersion se obtuvieron 4.7 raices, que fue el mejor tratamiento para esta variable.
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Con respecto a la altura de plantula, el mayor resultado se demostré en BIG con 12 h de
inmersion (5.4 cm) y el menor en BIG con 6 h de inmersidn (3.8 cm). Para la variable longitud

de raiz, el mejor resultado se obtuvo en el medio semisélido (2.08). En el diametro, peso

fresco y peso seco no se observaron diferencias significativas (Cuadro 4).

Figura 5. Morfologia de las plantulas de L. aromatica (Graham) Lindl. en los tratamientos.
a) BIG 4 h de inmersion, b) BIG 6 h de inmersion, c) BIG 8 h de inmersion, d) BIG 12 h de

inmersion y e) medio semisélido. Barra: 2.5 cm.
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Cuadro 4. Efecto del sistema de cultivo y la frecuencia de inmersion sobre el desarrollo in vitro de Lycaste aromatica

Sistemade  Inmersion  Supervivencia No. No. No. Raiz  Alturade Diametro Longitud de Peso fresco Peso
cultivo (horas) (%) Hojas Brotes plantula (cm)  (cm) raiz (cm) (9) seco (g)
BIG 4 80.00ab 8.47b 1.21b 3.57b 4.26ab 0.60a 0.92b 0.403a  0.021a
BIG 6 97.77a 10.60a 1.30ab 3.78b 3.82b 0.70a 1.02b 0.493a 0.022a
BIG 8 100.00a 8.41b 1.18b 4.28ab 5.09ab 0.65a 1.04b 0.483a 0.037a
BIG 12 62.22b 8.16b 1.07b 4.72a 5.47a 0.61a 1.23b 0.410a 0.026a
Medio 24 77.77ab 8.71ab 1.60a 4.31ab 4.10ab 0.71a 2.08a 0.193a  0.013a
semisdlido

Los valores representan la media. Medias con diferente letra entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05). Biorreactor

de Inmersion por Gravedad (BIG).
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1.3.2.2 Estomas
El indice estomatico y el largo del estoma en el envés de la lamina foliar no fueron
estadisticamente diferentes entre los tratamientos (Cuadro 5). El ancho del estoma mostro
diferencias significativas entre los tratamientos y el medio semisélido present6 el mayor
ancho de estoma con 245.79 um, seguido del sistema BIG con 6 y 12 h de inmersién, con
209.72 pmy 204.76 pm respectivamente.

Cuadro 5. indice y caracterizacion estomatica del envés de la hoja de L. aromatica
(Graham) Lindl.

Sistema de cultivo  Inmersion  Indice estomatico  Largo de estoma Ancho de

(horas) (mm?) (um) estoma (um)
BIG 6 9.29 £ 0.40a 249.67 £ 15.90a 209.72 +8.23b
BIG 12 8.43 +0.40a 231.28 £15.90a 204.76 +8.23b
Medio semisolido 24 8.28 + 0.40a 264.95+15.90a 245.79 +8.23a

Los valores representan la mediat ES (error estandar). Medias con diferente letra entre
columnas son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05). Biorreactor de Inmersion
por Gravedad (BIG).

El indice estomaético, largo de estoma y ancho de estoma del haz de la lamina foliar mostro

diferencias significativas entre los tratamientos favoreciendo al medio semisélido (Cuadro 6).

Cuadro 6. indice y caracterizacion estomatica del haz de la hoja de L. aromatica (Graham)
Lindl.

Sistema de cultivo  Inmersion  Indice estomatico  Largo de estoma Ancho de
(horas) (mm?) (um) estoma (um)
BIG 6 0.58 +0.18b 81.07 £ 23.24b  68.27 + 21.65b
BIG 12 0.29 £0.18b 60.27 £ 23.24b  48.80 + 21.65b
Medio semisdlido 24 1.32+0.18a 177.44 +£23.24a 165.56 + 21.65a

Los valores representan la mediat ES (error estandar). Medias con diferente letra entre
columnas son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05). Biorreactor de Inmersion
por Gravedad (BIG).
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En el envés y en el haz de la hoja de L. aromatica (Graham) Lindl. se observé la presencia de
estomas, sin embargo el indice estomatico en el envés fue ocho veces mayor que en el haz

(Figura 6).

Figura 6. Estomas de la hoja de L. aromatica (Graham) Lindl.

Parte abaxial: a: BIG 6 h de inmersion, b: BIG 12 h de inmersion, ¢: medio semisolido. Parte

adaxial d: BIG 6 h de inmersion, e: BIG 12 h de inmersion y f: medio semisolido
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1.3.2.3 Respiracion
La tasa fotosintética fue mas alta en BIG con 12 horas de inmersién (0.74 umol CO2 m2s?),
por el contrario, en las plantulas cultivadas en medio semisélido la tasa fotosintética
disminuy6 (0.265 pmol CO, m™ st). En el intercambio de CO; en luz y en oscuridad, no se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Efecto del sistema de micropropagacion sobre el intercambio de CO. y la

fotosintesis en plantas de Lycaste aromatica (Graham) Lind.

Sistema de Inmersion  Intercambio de CO2 (umol CO2 m?s?) Fotosintesis (umol
cultivo (horas) Luz Oscuridad CO, m2shy*
BIG 4 0.958 + 0.187a 1.347 £ 0.127a 0.530 + 0.089ab
BIG 6 0.852 +£0.187a 1.277 £0.127a  0.307 + 0.089b
BIG 8 0.953 £ 0.187a 1.498 £ 0.127a  0.589 + 0.089ab
BIG 12 0.611 £ 0.187a 1.256 +0.127a 0.740 + 0.089a
Medio
semislido 24 0.881 +£0.187a 1.286 £ 0.127a 0.265 + 0.089b

Los valores representan la mediat ES (error estandar). Medias con diferente letra entre
columnas son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05). Biorreactor de Inmersion por
Gravedad (BIG). *Calculada de la diferencia entre el intercambio gaseoso en oscuridad y

luz.

Al evaluar el medio de cultivo, la fotosintesis aumento al doble en el medio liquido (0.5419
pmol CO2 m2 st) en comparacion con el semisélido, sin observar diferencias significativas

en el intercambio de CO> en luz y oscuridad (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Efecto del medio de cultivo sobre la fotosintesis e intercambio de CO: en plantas

de Lycaste aromatica (Graham) Lind.

Medio de cultivo Intercambio de CO, (umol CO2 m?s?)  Fotosintesis (umol
-2 o1
Luz Oscuridad COz =)
Liquido 0.844 + 0.091a 1.344 £ 0.077a 0.541 + 0.055a
Semisélido 0.881 £ 0.183a 1.286 £ 0.090a 0.265 + 0.110b

Los valores representan la mediat ES (error estandar). Medias con diferente letra entre
columnas son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05). Biorreactor de Inmersién por
Gravedad (BIG). *Calculada de la diferencia entre el intercambio gaseoso en oscuridad y

luz.
1.3.2.4 Clorofila

El contenido de clorofila total varia de 0.183 a 0.208 mg g™ PF y los contenidos de clorofila
a, b y total no tuvieron un efecto significativo entre las horas de inmersion de BIG y el medio

semisolido. Sin embargo el sistema BIG con 6 horas de inmersion obtuvo el mayor contenido

de clorofila total (Cuadro 9).

Cuadro 9. Concentracion de clorofila en plantulas de Lycaste aromatica (Graham) Lind

después de 16 semanas de desarrollo in vitro

Sistema de cultivo Inmersion Concentracion de clorofila (mg g™ PF)
(horas) a b total
BIG 6 0.140a 0.065a 0.208a
BIG 12 0.123a 0.058a 0.183a
Medio semisdlido 24 0.121a 0.062a 0.185a

Los valores representan la media. Medias con diferente letra entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey, p <0.05). Biorreactor de Inmersion por Gravedad
(BIG).
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1.4 Discusion

1.41 Germinacion in vitro
Las semillas de L. aromatica (Graham) Lindl. iniciaron la germinacion a las 8 semanas al
igual que Cymbidium giganteum (Hossain et al., 2010) y Paphiopedilum insigne (Diengdoh

etal., 2017).

El porcentaje de germinacion en el tratamiento % MS fue del 76% y en el % KC solo fue del

1%, esto puede deberse a que el medio KC contiene una cantidad comparativamente baja de

macro y micronutrientes y carece de vitaminas en comparacion con el medio MS (Srivastava
etal., 2015). En un estudio con Alatiglossum fuscopetalum utilizando medio de cultivo % MS

se obtuvo un porcentaje del 85% de germinacion (Ferreira et al., 2017), sin embargo, en
Cypripedium lentiginosum fue del 52.8% (Jiang et al., 2017) y en Paphiopedilum insigne del
41.5% (Diengdoh et al., 2017) estos dos tltimos datos de germinacién estan por debajo de
los resultados de este estudio. No hay trabajos que reporten resultados de la germinacion de
L. aromatica (Graham) Lindl. (Mata-Rosas et al., 2010; Scheffknecht et al., 2010). Sin
embargo en L. skinneri en el medio KC modificado reportan una germinacion del 100%

aproximadamente (Mata-Rosas and Salazar-Rojas, 2009).

La germinacion de orquideas es reportada en un solo momento, los datos de germinacién en
este estudio sugieren que esta orquidea inicia su germinacion a las 8 semanas posteriores a la

siembra y se prolonga durante 6 semanas.

1.4.2 Desarrollo de plantulas in vitro
Existen varios estudios de orquideas para la micropropagacion en un sistema de biorreactor
(Kalimuthu et al., 2007; Yang et al., 2010; Yoon et al., 2007), sin embargo sélo se analiza la

multiplicacién de protocormos.
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En el numero de hojas no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de
BIG y el medio semisolido, resultados similares a este estudio fueron encontrados por
Moreira et al. (2013) que informaron que no hay diferencia significativa en el nimero de
hojas de Cattleya walkeriana entre el biorreactor de inmersién temporal y la inmersion
continua. También entre la micropropagacion convencional y la ventilacion natural (Silva et
al., 2016). Sin embargo en V. planifolia el mayor numero de hojas se obtuvo en BIT® y
RITA® comparado con BIG (Ramirez-Mosqueda and Iglesias-Andreu, 2016) y en este
estudio se observaron 10 hojas en BIG con 6 horas de inmersion y 8 en el medio semisélido.
No se encontraron diferencias significativas en el nimero de raiz de Cattleya walkeriana
entre la micropropagacion convencional y la ventilacion natural (Silva et al., 2016). Ramos-
Castella et al. (2014) reportan en Vanilla planifolia y Aragon et al., (2014) reportan en Musa
AAB cv. Cemsa % una mayor altura del brote en sistema de inmersidn temporal que en el
medio solido, al igual que los resultados de este estudio, por lo que posiblemente esta mayor
altura de la planta se deba a que en BIG el medio de cultivo tiene contacto con todas las partes
de laplantula . También en BIG se obtuvo la mayor altura del brote en V. planifolia (Ramirez-
Mosqueda and Iglesias-Andreu, 2016). El diametro del brote de L. aromatica (Graham) Lindl.
fue similar a un estudio de Vanilla planifolia (Ramos-Castella et al., 2014). La longitud de
raiz fue favorecida por el medio semisolido y estos resultados son consistentes con lo
reportado por Silva etal. (2016) donde obtuvieron 2.4 cm de longitud de raiz en la
micropropagacion convencional comparado con 1.6 cm en el sistema de ventilacion natural
en plantulas de Cattleya walkeriana. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos en
Cattleya walkeriana, que no encontraron diferencias significativas en el peso fresco entre el
biorreactor de inmersion temporal y la inmersion continua (Moreira et al., 2013), ni en el peso
fresco y peso seco entre la micropropagacion convencional y la ventilacion natural de

Cattleya walkeriana (Silva et al., 2016).
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Las hojas de L. aromatica (Graham) Lindl. mostraron estomas en la parte abaxial y adaxial
de la hoja, por lo que esta especie se clasifica en anfestomética (Reyes-L06pez et al., 2015).
En el envés de la hoja, el ancho de estoma fue favorecido por el medio semisdélido, por lo que
se puede atribuir a que en este sistema los estomas se encuentran completamente abiertos y
en el BIG los estomas inician a ser funcionales. Monja-Mio et al. (2015) reporta que el
biorreactor BioMINT permitio un mejor desarrollo de las células estoméaticas y mayor
deposicion de células epicuticulares en hojas de Agave angustifolia Haw. ‘Bacanora’ en
comparacion con el medio semisélido, debido a la alta humedad dentro de los contenedores
de medio semisolido. EI funcionamiento de los estomas y la mejor regulacion del intercambio
de gases en las plantas cultivadas en BIT pueden controlar mejor la perdida de agua en el

primer periodo de aclimatizacion (Aragon et al., 2014).

La tasa de fotosintesis fue méas alta en el medio liquido que en medio semisélido. Estos
resultados son consistentes con los obtenidos por Aragon et al. (2014) donde las plantulas de
Musa AAB cv. Cemsa ¥ fueron fotosintéticamente activas a partir de los 14 dias de
elongacion con una tasa neta de fotosintesis de 3 a 4 veces mayor en biorreactor de inmersion
temporal que en medio gelificado, que lo atribuyen a una mayor eficiencia en el uso del agua.
Cabrera et al. (2011) reflejaron una mejor relacion entre fotosintesis y transpiracion en el
sistema de inmersion temporal en comparacion con las plantas cultivadas en los otros sistemas
de cultivo. También propagar plantulas a 150 pmol m2 s™! en el sistema de inmersion

temporal favorece la tasa neta de fotosintesis (Aragon et al., 2010).

Los resultados de clorofila a, clorofila b y clorofila total fueron similares en todos los
tratamientos, pero la mayor concentracion se observé en BIG con 6 h de inmersion (0.208 mg
gl PF). El movimiento del medio de cultivo produce un intercambio de gases, entre ellos el

etileno, por lo que lo reduce, de tal manera que favorece el aumento de la concentracion de
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clorofila (Silva et al., 2016) como fue observado en plantulas de Corylus L. (Latawa et al.,
2015). Ramirez-Mosqueda and Iglesias-Andreu (2016) informaron que en Vanilla planifolia
la mayor concentracion de clorofila se observo en Biorreactor de Inmersion Temporal BIT®

seguido de BIG.

1.5 Conclusiones

La germinacion in vitro de las semillas de L. aromatica (Graham) Lindl. inici6o a las 8
. - . 1
semanas, se prolongé durante 6 semanas y fue mayor en el medio de cultivo > MS. El

desarrollo de las plantulas en el tratamiento de BIG con 8 h de inmersion obtuvo un 100 %
de supervivencia. El sistema BIG favoreci6 el nimero de hojas, numero de raiz y altura de
plantula, sin embargo, las plantulas desarrolladas en el medio semisolido obtuvieron un
mayor nimero de brotes y longitud de raiz, el indice estomatico en el envés fue ocho veces
mayor que en el haz, ademas el medio de cultivo liquido mostré la mayor tasa de fotosintesis,

sin embargo, no hubo diferencias en el contenido de clorofila.
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CAPITULO 2. Sustratos y fungicidas en la aclimatizacion de Lycaste aromatica
(Graham) Lindl.

Resumen

La aclimatizacion en el proceso de micropropagacion de plantas, es una etapa crucial, debido
a que las plantulas son fragiles y, a menudo, carecen de vigor para sobrevivir. Se examind el
efecto del sistema de propagacion in vitro, sustratos y fungicidas sobre la supervivencia y
desarrollo de plantulas de Lycaste aromatica (Graham) Lindl, después de 6 semanas de
aclimatizacién en un invernadero con un rango de temperatura de 20 °C a 37 °C, irradiancia
de 45 umol m? sty 70% de humedad relativa. Las plantulas se transfirieron a charolas de
plastico transparente empleando un disefio completamente al azar en arreglo factorial de tres
factores en los tratamiento: sistema de propagacion (semisolido y biorreactor de inmersién
por gravedad (BIG)), sustratos (peat moss Premier® y musgo sphagnum chileno) y fungicidas
(PHC T-22®, Captan Plus® y Ridomil Bravo® 81) con medidas repetidas con tres
repeticiones. La aclimatizacion de L. aromatica (Graham) Lindl. fue exitosa al obtener una
supervivencia del 83 al 100% en los tratamientos del semisolido y en los tratamientos de BIG
en el sustrato de musgo sphagnum chileno. En el tratamiento de BIG en el sustrato musgo
sphagnum chileno mas PHC T-22® se observo la mayor altura de plantula que fue de 6.8 cm.
El mayor numero de hojas fue de 6 y se obtuvo en el tratamiento semisolido en peat moss
Premier® mas PHC T-22®, el mayor numero de brotes fue de 3 en el tratamiento de
semisdlido en peat moss Premier® y el mayor contenido de clorofila total fue de 0.43 mg g*
en el tratamiento de semiso6lido en peat moss Premier® mas Captan Plus®. La aplicacion del
fungicida PHC T-22® no mostrd diferencias significativas al Captan Plus® o Ridomil
Bravo® 81 en la supervivencia, lo cual recomienda al uso de este fungicida bioldgico en la

aclimatizacién de L. aromatica (Graham) Lindl.

Palabras clave: BIG, orquidea, sphagnum, Trichoderma harzianum
44



CHAPTER 2. Substrates and fungicides in the acclimatization of Lycaste aromatica

(Graham) Lindl.
Abstrac

Acclimatization in the micropropagation process of plants is a crucial phase, because the
seedlings are fragile and often lack the vigor to survive. The effect of the in vitro propagation
system, substrates and fungicides was tested on the survival and development of Lycaste
aromatica (Graham) Lindl seedlings after 6 weeks of acclimatization in a greenhouse with a
temperature range of 20 ° C to 37 ° C, light intensity of 45 umol m? s and 70% relative
humidituy. The seedlings were transferred to transparent plastic trays using a completely
randomized design in factorial arrangement of three factors in the treatments: propagation
system (semisolid and gravity immersion bioreactor (BIG)), substrates (peat moss Premier®
and chilean sphagnum moss) and fungicides (PHC T-22®, Captan Plus® and Ridomil
Bravo® 81) with repeated measurements with three replicates. The acclimatization of L.
aromatica (Graham) Lindl. was successful obtaining a survival of 83 to 100% in the semisolid
treatments and in the BIG treatments in the substrate of chilean sphagnum moss. In the
treatment of BIG in the chilean sphagnum moss substrate plus PHC T-22®, the highest
seedling height was observed, which was 6.8 cm. The highest number of leaves was 6 and
was obtained in the semisolid treatment in peat moss Premier® plus PHC T-22®, the highest
number of shoots was 3 in the semisolid treatment in peat moss Premier® and the highest
total chlorophyll was 0.43 mg g-1 in the semisolid treatment in peat moss Premier® plus
Captan Plus®. The application of the fungicide PHC T-22® showed no significant
differences in survival to Captan Plus® or Ridomil Bravo® 81, which recommends the use

of this biological fungicide in the acclimatization of L. aromatica (Graham) Lindl.

Palabras clave: BIG, cloud forest, orchid, sphagnum, Trichoderma harzianum
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2.1 Introduccion
La aclimatizacion es la etapa final de un protocolo de micropropagacion, que consiste en la
adaptacion de las plantulas antes de pasar al invernadero o un ambiente natural (Rabaiolli et
al., 2017). Las plantulas in vitro se desarrollan en condiciones controladas de baja intensidad
luminosa, alta humedad relativa y bajo intercambio de CO2 y O». Es bien conocido que al
transferir las plantulas de condiciones in vitro a ex vitro, generalmente hay una disminucién
de su tasa fotosintética (Debergh and Zimmerman, 2012) y un alto porcentaje de esas plantas
micropropagadas no sobreviven al periodo de aclimatacion (Mengarda et al., 2017; Moreira

etal., 2013).

Las orquideas que no tienen hojas durante la temporada seca del afio y los seudobulbos son
translucidos, la fotosintesis debe ser del tipo metabolismo acido de las crasulaceas y llevarse
a cabo en los seudobulbos. Las orquideas recuperan sus hojas durante la temporada de lluvias
y, durante esta época, realizan un metabolismo de carbono de tipo Cs (Hagsater et al., 2005),

como Lycaste aromatica (Graham) Lindl.

L. aromatica (Graham) Lindl. es una especie epifita, litofitica y ocasionalmente, terrestre, que
alcanza unos 50 cm de altura (Hagsater y Salazar, 1990). Sus hojas son lanceoladas, anchas,
acanaladas y acuminadas (Fowlie, 1970). Los pseudobulbos de L. aromatica (Graham) Lindl.
son ovados, comprimidos y acanalados (Scheffknecht et al., 2010) y en cada extremo de la
parte apical desarrollan una fuerte espina de 3 a 5 mm de largo y sus flores son triangulares
y amarillo-naranjas de aroma a canela, florece a fines de primavera y principios de verano
con unas 16 flores por pseudobulbo (Pridgeon, 1992). L. aromatica (Graham) Lindl. muestra
un marcado ciclo anual en su crecimiento, es decir, requiere un periodo seco (de invierno a
principio de primavera) que se alterna con otro periodo himedo (Mata et al., 2010). Periodos

que coinciden con los del bosque mesofilo de montafia localizado en Chocaman, Veracruz,

46



México, cuya época seca inicia en noviembre y termina en mayo para dar inicio a la época

hdimeda.

El sustrato para orquideas debe propiciar las condiciones fisicas, como porosidad, aireacion,
drenaje y retencion de agua, al mismo tiempo que debe garantizar las condiciones quimicas
y biologicas necesarias para el desarrollo de las plantulas (Macedo et al., 2014). EI musgo
rubio Spagnum en su habitat natural conserva la humedad durante largos periodos, a pesar de
estar en sitios escarpados, pues en el crecen abundantes orquideas (Hagsater et al., 2005). El
sustrato Sphagnum es el mas utilizado en la aclimatizacion de plantas producidas in vitro,
porque tiene una mayor retencion de agua y una textura blanda, que evitan dafios en el sistema

radicular de las plantulas (Macedo et al., 2014).

Por ejemplo, se ha reportado un 100% de supervivencia en plantulas de Phalaenopsis
amabilis (Venturieri and Arbieto, 2011) con sustrato de Sphagnum. Otro experimento reporto
que al usar musgo Sphagnum se alcanz6 un porcentaje de supervivencia del 38% con Cattleya
guttata y del 60% con Zygopetalum mackayi (Manhaes et al., 2015). Gutiarrez-Miceli et al.,
(2008) reportaron en plantulas de Guarianthe skinnerii un 79% de supervivencia, con el
sustrato de turba peat moss inoculado con Trichoderma harzianum y en semillas de
Spathoglottis plicata Blume al inocularlas con el hongo Epulorhiza favorecio su germinacién
simbidtica (Aewsakul et al., 2013). Se ha reportado que el sustrato peat moss contiene 425
mg kg de fosforo (P), 22.5 meq/100 g de calcio (Ca), 200 mg kg de amonio (NH4) y 150

mg kg™ de nitrato (NOs) de contenido nutrimental (Scagel, 2003).

Para obtener un mayor porcentaje de sobrevivencia de plantulas, durante la aclimatizacion,
se utilizan fungicidas quimicos como el Captan 50 Plus® (Captan N-(triclorometiltio)
ciclohex-4-en-1,2-dicarboximida) y el Ridomil Bravo® 81 (Metalaxil-M: (R)-2-[(2,6-
dimetil-fenil)- metoxiacetilamino]-acido propionico metil éster) o fungicidas biologicos
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como el PHC T-22® (Trichoderma harzianum cepa T-22 KRL-AG2). Venturieri y Arbieto
(2011) reportaron que en plantulas de Phalaenopsis amabilis la supervivencia fue favorecida

por el fungicida Manzate 800®.

En cuanto al tiempo para la aclimatizacién de plantas de orquideas, se ha reportado que éste
depende de la especie. Por ejemplo, en Aerides ringens se reporté un 80% de supervivencia
a los 90 dias (Srivastava et al., 2015), 90% de supervivencia a los 108 dias en Cyrtopodium
saintlegerianum (Rodrigues et al., 2015) y del 80% a las 8 semanas en plantulas de Vanilla
planifolia Jacks en Biorreactor de Inmersion por Gravedad (BIG) (Ramirez-Mosqueda e
Iglesias-Andreu, 2016). De acuerdo a Lando et al. (2016) las plantulas de Cattleya xanthina
mostraron un contenido de clorofila decreciente al inicio de la aclimatizacién y a los 90 dias

posteriores la clorofila total fue de 0.5 mg g™.

L. aromatica (Graham) Lind. es una orquidea muy atractiva en el mercado veracruzano por
su aroma agradable a canela y, por lo mismo, su poblacion esta amenazada debido a la
sustraccion ilegal de su habitat. Los trabajos sobre la aclimatizacion de L. aromatica
(Graham) Lind. son casi nulos, por lo que el objetivo de este estudio fue aclimatar plantulas

producidas in vitro, evaluando el sistema de propagacion, los sustratos y los fungicidas.

2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Material vegetal
Para este estudio se utilizaron plantulas de L. aromatica (Graham) Lind de aproximadamente
5 cm de longitud, propagadas in vitro, en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del
Colegio de Postgraduados Campus Cdérdoba, utilizando el medio Murashige y Skoog MS
(Murashige and Skoog, 1962) semisoélido y para biorreactor de inmersion por gravedad (BIG)
en medio MS liquido. Las plantulas se cultivaron in vitro durante 16 semanas bajo un

fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad (56 pmol m2 s™) a 24+1 °C.
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2.2.2 Aclimatizacion de plantulas
Las pléantulas fueron retiradas de los frascos, se lavaron para eliminar el medio de cultivo
adherido a las raices y en charolas de plastico transparente de 14 x14 x 9 cm que contenian
los diferentes sustratos, se plantaron tres plantulas por cada tratamiento (Cuadro 10) con tres

repeticiones y se les aplico un riego pesado con los diferentes fungicidas.

Cuadro 10. Tratamientos para la aclimatizacion de L. aromatica (Graham) Lindl.

Tratamiento Sistema Sustrato Fungicida

T1 Semisolido Peat moss Premier®) -

T2 Semisoélido Peat moss Premier® PHC T-22®

T3 Semisolido Peat moss Premier® Captan Plus®

T4 Semisolido Peat moss Premier® Ridomil Bravo®
81

T5 Semisolido Musgo sphagnum chileno -

T6 Semisolido Musgo sphagnum chileno PHC T-22®

T7 Semisolido Musgo sphagnum chileno Captan Plus®

T8 Semisdlido Musgo sphagnum chileno  Ridomil Bravo®
81

T9 BIG Peat moss Premier® -

T10 BIG Peat moss Premier® PHC T-22®

T11 BIG Peat moss Premier® Captan Plus®

T12 BIG Peat moss Premier® Ridomil Bravo®
81

T13 BIG Musgo sphagnum chileno -

T14 BIG Musgo sphagnum chileno PHC T-22®

T15 BIG Musgo sphagnum chileno Captan Plus®

T16 BIG Musgo sphagnum chileno  Ridomil Bravo®

81

El peat moss Premier® fue esterilizado en autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Las
charolas fueron transferidas al invernadero con un rango de temperatura de 20 °C a 37 °C,
con una intensidad luminosa de 45 pmol m2 sy 70% de humedad relativa de las 8:00 a las
18:00 h. Estas variables ambientales se midieron cada 30 minutos con un registrador de datos
HOBO U12-012 (Onset Computer Corporation). Las charolas se mantuvieron cubiertas

durante la primera semana para evitar la deshidratacion durante su aclimatacion.

49



2.2.3 Variables evaluadas y analisis estadistico
Las variables evaluadas, después del trasplante, fueron porcentaje de supervivencia, altura de
planta, numero de hojas y niumero de brotes cada dos semanas durante 6 semanas. Se empled
un disefio experimental completamente al azar con medidas repetidas en arreglo factorial en
los tratamientos con tres repeticiones. Los resultados se analizaron mediante un analisis de
varianza y comparacion de medias con la prueba de Tukey mediante el programa SAS versidn

9.4 (SAS, 2012). El modelo experimental utilizado fue:
Vi =p0+7+ve+ @*V)i + &ij

Donde Y;j, es la variable respuesta asociada al j-ésimo sujeto en el k-ésimo tiempo y la i-
ésima combinacion del tratamiento, 7; es el efecto fijo de la i-ésima combinacion del
tratamiento, y;, es el efecto del tiempo que produce el j-ésimo sujeto, (t*y);, €s la
interaccion en el j-ésimo sujeto asignado a la i-ésima combinacion del tratamiento en el k-
eésimo tiempo, ¢;;, es el error experimental con su estructura de covarianza asociado a la
medicién en el tiempo k en el j-ésimo sujeto asignado a la i-ésima combinacion del

tratamiento.

Para extraer y determinar el contenido de clorofila a, b y total presente en las hojas a las 6
semanas se procedid de la siguiente manera. Utilizando una balanza granataria ADAM® se
pesaron 0.25 g de hojas y estas se picaron finamente utilizando un bisturi; posteriormente ese
material se coloco en frascos de vidrio cubiertos con papel aluminio y se le afiadié 2.5 ml de
acetona al 80% y los frascos se almacenaron en oscuridad a 4 °C durante 24 horas. Después
la muestra se molio totalmente en un mortero, se filtro y se aforé a 6.25 ml con acetona al
80%; de esta solucion se tomd una muestra de 2 mL y se coloco en una celda para leer su
absorbancia a 645 y 663 nm en el espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo

Scientific) utilizando acetona al 80% como blanco (Harborne, 1973).
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La cantidad de clorofila se obtuvo por medio de las siguientes ecuaciones:

Clorofila a = (12.7(4663)—2.59(4645))+V
1000+P

(22.9 (A4645)—4.70(4663))+V
1000+P

Clorofila b =

Clorofila total = (8.20(4663)—20.2 (4645))+V
1000+P

Donde A663 es la absorbancia en la longitud de onda de 663 nm, A645 es la absorbancia en

la longitud de onda de 645 nm, V es el volumen aforado (ml) y P es el peso de la muestra (g).

Los datos del contenido de clorofila se analizaron en un disefio experimental completamente
al azar con tres repeticiones y los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza y
comparacion de medias con la prueba de Tukey mediante el programa SAS version 9.4 (SAS

2012).

2.3 Resultados y discusion
La supervivencia fue del 83 al 100 % en todos los tratamientos del semisdlido y en los
tratamientos de BIG en el sustrato de musgo Sphagnum chileno (p = 0.00) y en los
tratamientos donde se usé el sustrato peat moss Premier® en BIG fue del 61 al 77% (Cuadro
11). Estas diferencias posiblemente se debieron a que las plantas que crecieron en los
tratamiento del semisolido son méas pequefias y la deshidratacion de su follaje es menor
comparado con las de BIG que son mas grandes y cuya deshidratacion fue mayor, a pesar de
que el sustrato de peat moss Premier® conservo tanta humedad que alcanzé a dafar el
meristemo y a causar la muerte. Por otra parte, los tratamientos con el sustrato de musgo
Sphagnum chileno presentaron un mayor porcentaje de supervivencia porque el sustrato
distribuya mejor humedad y su textura es blanda comparado con el peat moss Premier®
(Macedo et al., 2014). Los valores altos de supervivencia de este experimento coinciden con
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los experimentos en plantulas de Bletia purpurea (Dutra et al., 2008) y de Phalaenopsis

amabilis (Venturieri and Arbieto, 2011) en el sustrato de Sphagnum.

En los tratamientos, con el fungicida biolégico PHC T-22® tuvo diferencias significativas
con los tratamientos de biorreactor en peat moss Premier®, pero dentro de estos tratamientos
no hubo diferencias (Cuadro 11) por lo que el fungicida bioldgico PHC T-22® tuvo el mismo
efecto que los fungicidas quimicos Captan Plus® o Ridomil Bravo® 81 en cuanto a la
supervivencia durante la aclimatizacion. Venturieri and Arbieto (2011) reportan que en
plantulas de Phalaenopsis amabilis la supervivencia fue favorecida por el fungicida Manzate
800®. Los resultados del experimento son consistentes con los reportados por Gutiarrez-
Miceli et al. (2008) que, en la aclimatizacion de Guarianthe skinnerii obtuvieron un 79% de
supervivencia con peat moss inoculado con T. harzianum y con los resultados de Srivastava
et al. (2015), que obtuvieron un 80% al desinfectar las plantulas de Aerides ringens (Lindl.)

con Captan, un porcentaje menor al reportado en este estudio (86%).

Para las variables de altura y nimero de brotes hubo un efecto significativo entre los
tratamientos (p = 0.00 en ambos casos), pero no se observaron diferencias significativas en el
numero de hojas (p = 0.054). Sin embargo, en el semisoélido, el sustrato peat moss Premier®
mas la aplicacién de T. harziaunum tuvo 6 de hojas y otros que tuvieron 3 hojas. Los
resultados de la altura en este experimento son confirmados por los resultados de Gutiarrez-
Miceli et al. (2008), que trabajaron con G. skinnerii. Los tratamientos con BIG y el musgo

Sphagnum chileno favorecieron la altura de las plantulas.

Los tratamientos de semisolido tuvieron un efecto positivo en el nimero de brotes. El mejor
tratamiento fue con el sustrato de peat moss Premier® sin fungicida (Cuadro 11). Sin embargo
el musgo Sphagnum favorecio al nimero de hojas en dos variedades de Phalaenopsis (Hwang

and Jeong, 2007).
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Cuadro 11. Efecto promedio de los tratamientos en la aclimatizacion de Lycaste aromatica

(Graham) Lind a las 6 semanas

Tratamientos

Dosis S Altura NUmero  NUmero
(g L-1) (%) (cm) de hojas  de brotes
Sistema  Sustrato Fungicida
Control 0 91.66ab  4.24bcde 5.43ab 3.08a
é % PHC T-22® 0.0135 86.10abc 3.90de 6.36a 2.79ab
3 = 5 Captan Plus® 1 100.00a 3.40e 3.50cde  1.52abc
% & Ridomil Bravo® 81 1 94.44ab 4.03cde  4.8labcde 2.38abc
% g Control 0 100.00a 4.28bcde  3.44de 1.41bc
« g % PHC T-22® 0.0135 100.00a 4.30bcde 3.02e 1.36bc
% % Captan Plus® 1 94.44ab  5.20abcde 5.18abcd 1.83abc
§_ Ridomil Bravo® 81 1 100.00a  4.41bcde 4.47bcde 2.1labc
_ Control 0 61.10d  5.38abcd 4.69abcde 1.00c
§- é % PHC T-22® 0.0135 69.44cd 5.87abc  3.97bcde 1.11c
2 g & Captan Plus® 1 6110d 6.50a 4.57abcde  1.02c
EE “ % RidmilBrawo®8l 1 77.77bcd 560abcd  456abcde 1.00c
% % g Control 0 100.00a 6.78a 5.36abc 1.08c
% @ g % PHC T-22® 0.0135 83.33abc 6.86a 5.27abcd 1.11c
g % = Captan Plus® 1 100.00a 6.79 563ab  1.13c
m 2 Ridomil Bravo® 81 1  100.00a 6.0lab 5.52ab 1.11c

Los valores representan la media. Medias con diferente letra entre columnas son significativamente

diferentes (Tukey, 0.05). Supervivencia (S).

En la semana 2 el porcentaje de supervivencia de las plantas mostré diferencias significativas
en la interaccion tratamiento y tiempo (p = 0.00). A partir de las 4 semanas posteriores al
trasplante, el porcentaje de supervivencia se mantuvo estable y las plantulas se encontraron
aclimatizadas, ya que a las 6 semanas se repiten los porcentajes de supervivencia en todos los
tratamientos. Las plantulas provenientes del medio de cultivo semisélido en el sustrato de

peat-moss Premier® mas Captan Plus® y en el sustrato de musgo Sphagnum chileno sin
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fungicida y con T. Harzianum o Ridomil Bravo® 81 vy las plantulas provenientes de BIG en
el sustrato de Sphagnum sin fungicida, con Captan Plus® o Ridomil Bravo® 81, mantuvieron
el 100% de supervivencia en 2, 4 y 6 semanas (Figura 7). A las 6 semanas, L. aromatica
(Graham) Lindl. mostrdé un rango de supervivencia de 44.44 a 100% en BIG, pero en el
sustrato de musgo Sphagnum chileno fue de 77.77 a 100%, similar a otros estudios. A los 60
dias en semisélido la tasa de supervivencia es de 31.25% en Laelia eyermaniana Rchb.f
(Nava et al., 2011) y 70% en Brassavola tuberculata Hook. (Mengarda et al., 2017). El
tiempo para la aclimatizacion de plantas de orquideas depende de la especie asi en Aerides
ringens con 80% de supervivencia a los 90 dias (Srivastava et al., 2015) y 90% a los 108 dias
en Cyrtopodium saintlegerianum (Rodrigues et al., 2015). Sin embargo en plantulas de
Phalaenopsis provenientes del sistema de inmersion temporal la supervivencia fue de 94 %
en 42 dias (Hempfling and Preil, 2005), en Musa spp. cv. 'Grande naine' del 98.2% a los 15
dias (Wilken et al., 2014) y en pléntulas de Vanilla planifolia Jacks del BIG fue del 80% a
las 8 semanas (Ramirez-Mosqueda and Iglesias-Andreu, 2016), Aungue los estudios fueron
en diferentes especies indican que la aclimatizacion es en menor tiempo favoreciendo a los

sistema de inmersion temporal. Sin embargo, L. aromatica (Graham) Lindl., no mostro6 tal
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Figura 7. Supervivencia de plantulas de Lycaste aromatica (Graham) Lind durante 6 semanas.

A (Semisolido + peat moss Premier®), B (Semisélido + peat moss Premier® + PHC T-22®),
C (Semisolido + peat moss Premier® + Captan Plus®), D (Semisolido + peat moss Premier®
+ Ridomil Bravo® 81) E (Semisolido + musgo Sphagnum chileno), F (Semisélido + musgo
Sphagnum chileno + PHC T-22®), G (Semis6lido + musgo Sphagnum chileno + Captan
Plus®), H (Semisélido + musgo Sphagnum chileno + Ridomil Bravo® 81), | (BIG+ peat
moss Premier®), J (BIG + peat moss Premier® + PHC T-22®), K (BIG+ peat moss Premier®
+ Captan Plus®), L (BIG+ peat moss Premier® + Ridomil Bravo® 81), M (BIG+ musgo
Sphagnum chileno), N (Biorreactor de inmersion por gravedad + musgo Sphagnum chileno
+ PHC T-22®), N (BIG+ musg)o y O (BIG+ musgo Sphagnum chileno + Ridomil Bravo®

81).
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En el cuadro 12 se observd que la clorofila clorofila a, b, y clorofila total (TC) mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey, p <0.05). Los tratamientos de
semisalido en el sustrato de peat-moss Premier® més Captan Plus®, semisélido en el sustrato
de musgo Sphagnum chileno més Captan Plus®, BIG en musgo Sphagnum chileno mas
Captan Plus® y BIG en musgo Sphagnum chileno mas Ridomil Bravo® 81 son los que
presentaron mayor contenido de clorofila total (0.289 a 0.433 mg g%), que confirman que las
plantulas presentan una mayor adaptacion al sustrato. Los resultados son consistentes con los
reportados por Lando et al. (2016), donde las plantulas de Cattleya xanthina mostraron un
contenido de clorofila total de 0.5 mg g a los 90 dias, datos mas altos que L. aromatica
(Graham) Lindl debido a que el incremento de la concentracion de clorofila est4 en funcion
del tiempo. Jeon et al. (2005) mencionan que el aumento de la concentracion de clorofila a
150-200 umol m st en plantulas de Doritaenopsis se debe a la induccion de las enzimas de

sintesis de clorofila necesarias para la biosintesis de la clorofila.
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Cuadro 12. Concentracién de clorofila de plantulas de L. aromatica (Graham) Lind después

de 6 semanas de aclimatizacion en el invernadero.

Tratamientos Dosis  Concentracion de clorofila (mg g )
Sistema Sustrato Fungicida gL-1) a b a+b
® Control 0 0.100bcd  0.060b  0.162cdefg
% PHC T-22® 0.0135 0.070cd 0.058b  0.130efg
% Captan Plus® 1 0.266a 0.163a 0.433a
8 § Ridomil Bravo®81 1  0.072cd  0.046b  0.119fg
:g - Control 0 0.090bcd  0.051b  0.143defg
¥ % 5 PHC T-22® 0.0135 0.064cd 0.038b  0.103fg
& c
‘;: % Captan Plus® 1 0.188abc  0.099ab 0.289abcd
é Ridomil Bravo® 81 1 0.118bcd  0.062b  0.182bcdefg

® Control 0 0.105bcd  0.051b  0.158defg
% % PHC T-22® 0.0135 0.107bcd  0.058b  0.167cdefg
@ o
% % Captan Plus® 1 0.052d 0.033b  0.086g
o
:g ;E_ Ridomil Bravo® 81 1 0.158abcd 0.083ab 0.244bcdef
% - Control 0 0.133bcd  0.065b  0.199bcdefg
§ % ° PHC T-22® 0.0135 0.177abcd 0.083ab 0.264bcde
§ % g Captan Plus® 1 0.205ab 0.100ab 0.308abc
o (o))
@ é Ridomil Bravo® 81 1 0.155abcd 0.162a 0.319ab

Los valores representan la media. Medias con diferente letra entre columnas son

significativamente diferentes (Tukey, 0.05).
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2.4 Conclusiones
La aclimatizacion de las plantulas de L. aromatica (Graham) Lindl., provenientes de
semisdlido y BIG tuvieron una sobrevivencia del 83 al 100% en el sustrato musgo Sphagnum
chileno, sin embargo, las plantulas desarrolladas en el método semisolido y aclimatizadas en
el sustrato peat moss Premier® favorecieron un mayor namero de brotes (1.5 a 3), ademas la

aplicacion de Captan Plus® mostro la mayor concentracién de clorofila.

Respecto a los fungicidas utilizados, PHC T-22® tuvo el mismo efecto en la supervivencia

que Captan Plus® o Ridomil Bravo ®81, lo cual favorece al uso de este fungicidas biolégico.
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6. Conclusiones y recomendaciones generales
Conclusiones

La germinacion in vitro de las semillas de L. aromatica (Graham) Lindl. inici6 a las 8 semanas
. . . . 1
y se prolongo durante 6 semanas y fue favorecida por el medio de cultivo 5 MS.

El desarrollo de las plantulas en el sistema BIG aumenta la supervivencia, el nimero de hojas,
el nimero de raiz, altura de plantula y la tasa neta de fotosintesis.

Las plantulas provenientes de BIG y medio semisolido tuvieron una mejor sobrevivencia en
el sustrato de Spagnum moss chileno. Sin embargo las plantulas desarrollada en el método en
medio semisdlido y aclimatizadas en el sustrato Peat moss Premier® favorecen el nimero de

brotes.

PHC T-22® tuvo el mismo efecto en la supervivencia que Captan Plus® y Ridomil Bravo

®81, lo cual favorece al uso de fungicidas bioldgicos.

Recomendaciones

Utilizar el medio de cultivo % MS que beneficid el porcentaje de germinacion y el sustrato

musgo Sphagnum chileno que favorecio la aclimatizacién de L. aromatica (Graham) Lindl.

Llevar a cabo el calculo del porcentaje de germinacion para proximas investigaciones sobre
. . , .- . . 1 . .
L. aromatica (Graham) Lindl. Ademas, utilizar el medio de cultivo 5 MS con gibelinas para

incrementar el porcentaje de germinacion

Medir la pérdida del medio de cultivo para a tener conocimiento de la absorcion que tienen
las plantas y adicionar Bencilaminopurina durante el desarrollo de las plantulas para aumenta

la concentracion de clorofila.

Aclimatar L. aromatica. (Graham) Lindl. con plantulas de 12 semanas de desarrollo in vitro

para disminuir el estrés.
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