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El cultivo in-vitro de orquideas es un método efectivo para su propagacion, logrando reducir los tiempos del proceso
como asi también incrementar el numero de plantas obtenidas en poco espacio. La fase de aclimatacion es considerada
critica para determinar la sobrevivencia y el posterior establecimiento de las plantas. Dicha etapa se caracteriza por
cambios drasticos en las condiciones en las cuales se encuentran las plantas, lo cual puede provocar que sufran un alto
grado de estrés y por lo tanto disminuya el porcentaje de sobrevivencia de las mismas. El proceso debe hacerse en
forma gradual y tarda alrededor de dos a tres meses para que las plantitas puedan mantenerse en condiciones de
invernaculo. Es escasa la literatura sobre el montaje directo de plantas de orquideas epifitas en palo y bajo condiciones
poco controladas. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el comportamiento “ex vitro” de plantas de un hibrido de
Cattleya mediante el montaje directo en palos. Se partié de una cépsula (6,5 cm largo por 3,5 cm de didmetro) en
madurez fisiologica de un hibrido producido entre Cattleya intermedia x Cattleya pao de agucar, se evalud la
viabilidad de las semillas el 05/11/10, mediante la prueba de tetrazolio y se realiz6 la siembra asimbiotica, cultivo y
subcultivo en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales (Facultad de Ciencias Agropecuarias de la UNER).

El fruto se desinfectd con alcohol al 70 % e hipoclorito de sodio (55 g/l) durante 5 minutos y se enjuagd tres veces con
agua destilada estéril. Luego se procedié a la siembra directa en frascos de vidrio, conteniendo 30 ml de medio de
cultivo semisolido Murashige & Skoog a la mitad de la concentracion suplementado con 30 gL' de sacarosa, 5 g.L"! de
Agar Agar Britania; pH 5,6 — 5,8. El medio de cultivo se esterilizo en autoclave a 121 °C y 1 kg cm? de presion durante
15 min. Una vez finalizada la siembra los frascos se llevaron a camara de crecimiento a una temperatura de 24 + 1 °C y
un fotoperiodo de 16 horas, con luz grow lux. El primer repique de protocormos con dos hojas se hizo el 15/12/10 y
luego se realizaron 6 subcultivos hasta mayo de 2012. El 7/08/12 se extrajeron las plantas de los frascos para iniciar el
proceso de aclimatacion. Se obtuvieron alrededor de 100 plantas aptas para el cultivo “ex vitro”. Las cuales presentaron
una altura promedio de 2,27 cm; longitud promedio de raices de 2,42 cm y numero promedio de hojas y raices de 5,50 y
5,55, respectivamente. Para la aclimatacion de las plantas, se establecid el siguiente protocolo de trabajo: 1) Extraer las
plantas de los frascos y lavar as raices con agua; 2) Aplicar fungicida, 3) Colocar las plantas en camara himeda sin
sustrato (lecho de piedras), cubriendo con bolsa de nylon y a baja intensidad luminica durante 3 a 5 dias, 4) Clasificar
las plantas por tamafio, las mas chicas (< 3 cm de altura) colocarlas en bandejas con musgo de Sphagnum humedecido y
tapadas, con luz de laboratorio y las mas grandes (4 a 6 cm de altura) montarlas en palos, 5) Las raices de las plantas
deben estar en contacto directo con el palo, luego se cubren con hebras de musgo de Sphagnum y se atan firmemente
con hilo encerado. 6) Humedecer las plantas en palo a saturacion (24 a 48 h) en una bandeja con una pelicula de 1 cm o
mas de agua, 7) Llevar las plantas a un umbraculo con mediasombra (50 a 70 %) y regar diariamente, durante 15 dias,
luego se llevan a invernaculo con media sombra (50 %) manteniendo el riego diario y fertilizando con NPK (20-20-20)
1 g/L, cada 30 dias. La sobrevivencia ex vitro, a los 240 dias de haber iniciado el proceso de aclimatacion fue de 78,4
%, obteniéndose un valor mas alto con plantas grandes. El mayor porcentaje de mortalidad, ocurrié entre los 60 y 90
dias, principalmente en plantulas pequefias. El nimero medio de hojas y raices disminuy6 en el tiempo mientras que la
longitud de las hojas y de raices incrementd levemente. El desarrollo de raices fue muy significativo respecto a la
situacion inicial observando raices firmemente adheridas a los palos de longitudes entre 5 y 7 cm. El valor medio de
longitud de raices también aument6 de 2,35+1,23 (inicio) a 2,80+0,98 cm.
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Introduccion

Las plantas son un componente vital de la diversidad bioldgica y ellas ofrecen una amplia gama de servicios a los
ecosistemas, desde la produccion de oxigeno y la eliminacion de las emisiones de didxido de carbono atmosférico, la
creacion y estabilizacion de suelos, proteccion de cuencas hidrograficas y el suministro de los recursos naturales,
incluyendo alimentos, fibra, combustible, vivienda y medicinas.

La familia de las orquideas argentinas esta representada por 280 especies agrupadas en aproximadamente 78 géneros, de
los cuales 33 son epifitos con 98 especies, y 45 son terrestres con 163 especies. Se distribuyen desde Tierra del Fuego
hasta Misiones y Jujuy; pero la mayor concentracion se encuentra en la region subtropical (selva paranaense y de las
yungas) donde se encuentra el 50% de las especies mencionadas (Freuler, 2003). Algunas especies se consideran
amenazadas y con alglin riesgo de conservacion (Cellini, 2009, Frueler, 2003).

A través de la técnica de cultivo “in vitro” se pueden obtener un gran numero de plantas, transformandose en una
valiosa herramienta cuando se trata de propagar especies en peligro de extincion (Pierik. 1990; Arditti, 1993; Flachsland
et al., 1996) o hibridos, desde el punto de vista comercial o del mantenimiento de la biodiversidad; disminuyendo asi la
presion sobre las poblaciones silvestres.

La aclimatacion de plantas cultivadas “in vitro” es la ultima fase del proceso de micropropagacion y es considerada una
etapa critica donde se determina la sobrevivencia y establecimiento de plantulas (Lesar et al., 2012). Es una etapa critica
ya que implica cambios drasticos en la condicion de cultivo para las plantas, la cual puede provocar estrés y muerte.
Durante el cultivo “in vitro” las plantas presentan un crecimiento anormal con cambios de tipo morfologico, anatomico
y fisiolégico (Canal et al., 2001).

Gran parte de la bibliografia sobre aclimatacion de orquideas estd basada en la utilizacion de distintos tipos y mezclas
de sustratos inertes, condiciones controladas de luz, temperatura y humedad (Vidoz et al. 1999; Tadeu de Faria et al.,
2001; Deb e Imchen, 2010; Francisco Nava ef al., 2011). El proceso debe hacerse en forma gradual y tarda alrededor de
dos a tres meses para que las plantitas puedan mantenerse en condiciones de invernaculo. Es escasa la literatura sobre el
montaje directo de plantas orquideas epifitas en palos. y bajo condiciones poco controladas.

El objetivo fue evaluar el comportamiento “ex vitro” de plantas de un hibrido de Cattleya mediante el montaje directo
en palos.

Materiales y Métodos

Cultivo in vitro

Se parti6 de una capsula (6,5 cm largo por 3,5 cm de didmetro) en madurez fisioldgica de un hibrido producido entre
Cattleya intermedia x Cattleya pao de agucar (vhl, 2010). La flor se polinizé manualmente el 22/12/09 y se cosecho el
14/09/10 y el 15/09/10 se efectud la siembra asimbidtica, cultivo y subcultivo en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos
Vegetales (Facultad de Ciencias Agropecuarias de la UNER).

Se evaluo la viabilidad de las semillas el 05/11/10, mediante la prueba de tetrazolio (Lallana y Garcia, 2012).

El fruto se desinfect6 con alcohol al 70 % e hipoclorito de sodio (55 g/l) durante 5 minutos y se enjuagd tres veces con
agua destilada estéril. Luego se procedié a la siembra directa en frascos de vidrio de 7 cm de alto por 5,5 cm de
diametro conteniendo 30 ml de medio de cultivo semis6lido Murashige & Skoog (1962) a la mitad de la concentracion
suplementado con 30 g.L"' de sacarosa, 5 g.L"! de Agar Agar Britania; pH 5,6 — 5,8. El medio de cultivo se esterilizo en
autoclave a 121 °C y 1 kg cm™ de presion durante 15 min. Una vez finalizada la siembra los frascos se llevaron a
camara de crecimiento a una temperatura de 24 + 1 °C y un fotoperiodo de 16 horas, con luz grow lux. El primer
repique de protocormos con dos hojas se hizo el 15/12/10 y luego se realizaron 6 subcultivos hasta mayo de 2012,
utilizando el mismo medio de cultivo (M & S, a la mitad de la concentracion).

Aclimatacion de las plantas
E107/08/12 se procedié a la extraccion de unas 100 plantas de los frascos e inmediatamente se lavaron las raices con

agua para eliminar todo resto de medio de cultivo. Luego, las plantas se sumergieron una a una en una solucion de
carbendazim (2 mL / L) y se colocaron de 4 a 5 plantas en vasos de polietileno conteniendo la mitad de su volumen
cubierto con piedras moras y tapados con bolsa plastica para mantener la humedad. En estas condiciones permanecieron
3 dias a temperatura de laboratorio y con baja intensidad de luz.
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Las plantulas para aclimatacion, 75 en total, presentaron 5 hojas y 4 raices en promedio, con 2 cm de longitud de hojas
y 2,34 cm de longitud de raices. Las plantulas se clasificaron en dos grupos: grandes (mayores de 3 cm, con dos 0 mas
hojas y raices), y pequefias (menores 1,5 cm con una hojay 1 o 2 raices).

Las plantas mas pequefias (menos de 2 cm de altura) fueron montadas en bandejas plésticas con musgo de Sphagnum
humedecido y tapadas. Las tapas fueron agujereadas con un clavo caliente para que haya intercambio de CO2 con el
ambiente y se evapore parte del agua evitando la condensacion.

Al tratarse de plantas epifitas, las plantas de mayor tamafio, con buen desarrollo de hojas y raices se montaron en palos
secos de distintas especies (Bignonia, ciprés calvo y eucaliptus). Las plantas se ubicaron en grupos de dos por vez con
las raices en contacto directo con el palo y luego tapadas con hebras de musgo de Sphagnum y encima con musgo verde
y luego se ataron firmemente con hilo encerado.

Luego, a cada palo se le hizo un soporte especial con alambre de manera que quedaran expuestos en posicion de 45° de
inclinacion una vez colgados en el lugar definitivo. Una vez terminado el montaje y la colocacion del soporte, se
confeccionaron las respectivas etiquetas identificatorias y se dispusieron por 48 horas en posicion horizontal sobre una
bandeja amplia con una pelicula de agua de 1 cm, para mantener una atmosfera hiimeda y una completa hidratacion de
los palos.

En el momento de extraccion de las plantas de los frascos, a los 120 y 240 dias se efectuaron mediciones del numero de
hojas y raices por planta, y de la longitud de hojas y raices, registrando el nimero de plantas muertas para estimar la
sobrevivencia. El porcentaje de sobrevivencia se obtuvo al multiplicar el nimero de plantas que sobrevivieron al final
del periodo de aclimatacion por 100, dividiendo el resultado entre el numero inicial de plantulas sometidas a este
proceso.

Las plantas montadas en palo se mantuvieron dos semanas en condiciones de laboratorio (luz solar difusa) y luego se
llevaron al inverndculo con riegos diarios o cada dos dias. A los 30 dias y luego cada 30 dias aproximadamente se
efectud una fertilizacion NPK (Peters®,20-20-20) con pulverizador manual. Las plantas pequefias continuaron en las
bandejas, con luz natural al borde de una ventana del laboratorio y a los 95 dias se transplantaron a palo.

Resultados

La germinacion asimbidtica ocurrié normalmente sin contaminacion, al igual que los subcultivos. La viabilidad de las
semillas fue del 99%.

Para la aclimatacion de las plantas del hibrido de Cattleya se establecio el siguiente protocolo:
1) Extraer las plantas de los frascos y lavar las raices

2) Aplicar fungicida (en forma liquida sumergiendo las plantas o con aspersor manual)

3) Colocar las plantas en camara htimeda sin sustrato (lecho de piedras), cubriendo con bolsa de nylon y a baja
intensidad luminica (condiciones de laboratorio) durante 3 a 5 dias.

4) Clasificar las plantas por tamafio, las mas chicas (menos de 3 cm de altura) colocarlas en bandejas con musgo
de Sphagnum humedecido y tapadas, con luz de laboratorio y las mas grandes (4 a 6 cm de altura) montarlas en
palos

5) Ubicar las raices de las plantas en contacto directo con el palo, luego cubrir con hebras de musgo de Sphagnum
y atar firmemente (dos a tres vueltas) con hilo encerado. Rotular y colocar un soporte colgante de manera que
los palos queden expuestos a 45° de inclinacion.

6) Humedecer las plantas montadas en palos a saturacion (24 a 48 hs.) en una bandeja con una pelicula de 1 cm o
mas de agua, para mantener la humectacion de los palos y de las plantas.

7) Llevar las plantas a un umbrédculo con una mediasombra (50 a 70 %) o mantenerlas en condiciones de
laboratorio préximo a una ventana con luz solar difusa. Regar diariamente o cada dos dias, durante 15 dias,
luego las plantas estan en condiciones de ser llevadas a invernaculo con media sombra (50 %). Mantener el
riego diario o cada dos dias y fertilizar con NPK (20-20-20) 1 g/L, cada 30 dias.
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En la Figura 1, se ilustran los principales pasos del protocolo.

g)

Figura 1. Montaje de plantas de Cattleya hibrida en palo y fase final de aclimatacion (g). a) Cultivo “in vitro”, b)
extraccion de plantas, desinfeccion y colocacion en vasos de tergopor (paso 2 y 3, del protocolo), c) clasificacion de
plantas por tamafio (paso 4), d) siembra de plantas chicas, en bandejas con musgo de Sphagnum, e) montaje de las
plantas con las raices en intimo contacto con el palo (paso 5), f) imbibicién de las plantas montadas en palos con musgo
de Sphagnum (paso 6) y g) estado de crecimiento de las plantas y desarrollo del sistema radical firmemente adherido a
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los palos, a los 300 dias (junio de 2013). Las escalas en todos los casos corresponden a 1 cm (cuadro negro + cuadro
blanco). Fotos: vhl 2012/13 obtenidas con maquina Nikon Coolpix P-90.

Cuadro 1. Longitud de hojas, raices y altura de plantas del hibrido de Cattleya, numero de hojas y raices al inicio
(07/08/12) y final (08/04/13) del periodo de observacion.

longitud long de
altura (cm) raices (cm) n2de hojas n2de raices hojas (cm)
promedio 2,50 2,03 5,50 5,55 2,02
inicial desvio 0,62 0,79 1,47 1,90 0,43
minimo 1,58 0,77 3,00 3,00 1,49
maximo 3,93 4,20 9,00 10,00 3,05
promedio 2,34 2,80 3,71 3,60 2,41
final desvio 0,73 0,98 0,98 1,57 0,20

minimo 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00
maximo 4,00 6,00 6,00 7,00 2,69
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Figura 2. Evolucion del nimero de hojas, longitud de raices y altura promedio de plantas de Cattleya hibrida en
condiciones de invernaculo.

El nimero medio de hojas y raices disminuy6 en el tiempo mientras que la longitud de las hojas y de raices increment6
levemente (Cuadro 1). El desarrollo de raices fue muy significativo respecto a la situacion inicial observando raices
firmemente adheridas a los palos de longitudes entre 5 y 7 cm (Fig. 1 g). El valor medio de longitud de raices también
aument6 de 2,35+1,23 (inicio) a 2,80+0,98 cm (Fig. 2).

La supervivencia ex vitro, a los 240 dias de haber iniciado el proceso de aclimatacion fue de 78,4 %, obteniéndose un

valor mas alto con plantas grandes. El mayor porcentaje de mortalidad, ocurri6 entre los 60 y 90 dias, principalmente en
plantulas pequenas.

Conclusiones
1) A los 240 dias de cultivo se logrd un alto valor de sobrevivencia “ex vitro” cercano al 80 %.

2) El nimero medio de hojas y raices disminuyd en el tiempo mientras que la longitud de las hojas y de raices
incrementd 19 y 18 %, respectivamente

3) Se establecio un protocolo para el montaje de plantas de Cattleya hibrida en palos.
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