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RESUMEN EJECUTIVO

En Ecuador las plantas ornamentales poseen gran relevancia econémica. Frente a la eminente
demanda y al interés de la conservacion de especies en peligro de extincion, como algunas
especies de los géneros Anthurium, Ada y Drosera, la micropropagacion ha sido una excelente
herramienta de la biotecnologia vegetal en la industria floricola. A pesar de los avances
cientificos, la aclimatacion de plantas cultivadas in vitro sigue siendo la fase de mayor riesgo
de pérdida de material vegetal. En este estudio se evaluo la aclimatacion vegetal en cinco
sustratos organicos durante la fase de preaclimatacion y con tres variaciones de luz durante la
fase de aclimatacion en invernadero, con el fin de determinar la influencia de estos tratamientos
en su adaptacion al sustrato y tipo de luz. El estudio se enfatizd en tres especies vegetales
cultivadas in vitro: Anthurium sp., Drosera japonica y Ada glumacea. Se cuantifico los
parametros de adaptacion: porcentaje de mortalidad, longitud de la planta, ancho de la planta,
promedio foliar, peso seco y fresco de la planta, durante las fases de preaclimatacion y
aclimatacion en invernadero. En base a los resultados, se determind componentes de un sustrato
ideal en la fase de preaclimatacion y tipo de luz en la fase de aclimatacion en invernadero de
las especies vegetales en estudio, que fueron: T4 (Fibra de coco y carbon vegetal; 4:1 p/p) para
Anthurium sp., T3 (Fibra de coco y perlita; 4:1 p/p) para Ada glumacea y T1 (Turba y
vermiculita; 2:1 p/p) para Drosera japonica. Asi también, durante la fase de aclimatacion en
invernadero fueron: V2 (Luz roja, 650 nm) para las especies Anthurium sp. y Ada glumacea; y

V1 (Luz azul, 450nm) para la especie Drosera japonica.

Palabras clave: aclimatacion, in vitro, anturios, plantas carnivoras, orquideas, luz,

sustrato.
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ABSTRACT

In Ecuador, ornamental plants hold significant economic importance. In response to the
growing demand and interest in the conservation of endangered species, such as some from the
genera Anthurium, Ada, and Drosera, micropropagation has become an excellent tool of plant
biotechnology in the floriculture industry. Despite scientific advances, the acclimatization of
plants cultivated in vitro remains the phase with the highest risk of plant material loss. In this
study, plant acclimatization was evaluated using five organic substrates during the pre-
acclimatization phase and three light variations during the greenhouse acclimatization phase,
with the aim of determining the influence of these treatments on their adaptation. The study
focused on three plant species cultivated in vitro: Anthurium sp., Drosera japonica, and Ada
glumacea. The parameters measured included mortality percentage, plant length, plant width,
and average leaf dry and fresh weight during both pre-acclimatization and greenhouse
acclimatization. Based on the results, the ideal components of a substrate for pre-
acclimatization and the type of light for greenhouse acclimatization of the plant species studied
were determined as follows: T4 (coconut fiber and charcoal in a 4:1 ratio by weight) for
Anthurium sp., T3 (coconut fiber and perlite in a 4:1 ratio by weight) for Ada glumacea, and
T1 (peat and vermiculite in a 2:1 ratio by weight) for Drosera japonica. Furthermore, during
the greenhouse acclimatization, V2 (red light at 650 nm) was found to be optimal for Anthurium

sp. and Ada glumacea, and V1 (blue light at 450 nm) for Drosera japonica.

Keywords: acclimatization, in vitro, anthuriums, carnivorous plants, orchids, light,

substrate.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. Problema de investigacion

En las Gltimas décadas se ha identificado un progresivo interés en la comercializacion
de plantas ornamentales, tales como: rosas, orquideas, crisantemos, anturios, lirios, plantas
carnivoras, claveles, flor de jade, tulipan, entre otras. A consecuencia de esta actividad la
presencia de variedades de estas especies en su habitat natural es cada vez menor (Cardoso et
al., 2018; Hossain et al., 2013).

En el Ecuador, la comercializacion de las especies vegetales Anthurium sp., Drosera
japonica y Ada glumacea con relacion a otros paises, como: Espafia, Japon, Italia, Colombia y
Holanda es inferior. Esto se debe a que la principal fuente de produccion vegetal es la
propagacion tradicional, la cual puede ser afectada por la influencia de factores como:
condiciones climéticas adversas, extensos periodos de crecimiento vegetal, diseminacion de
plagas y enfermedades, alta inversién y bajas tasas de multiplicacion (Cardoso et al., 2018;
Kshitij, 2016; Lopez et al., 2013; Pant et al., 2018; Sandra y Goyzueta, 2007).

Los resultados obtenidos en los ensayos de aclimatacion de plantas cultivadas in vitro
de las especies Anthurium sp., D. japonica y A. glumacea difieren en base a condiciones
ambientales y la disponibilidad del sustrato. EI uso de sustratos industriales represento la
alternativa més efectiva en la obtencion de plantas idoneas para la comercializacion. Sin
embargo, el abastecimiento de este tipo de sustratos cada vez es mas escaso y su adquisicion
representa un alto impacto ambiental y econémico (Amoo et al., 2011; Anstrong, 2014;
Sradnick et al., 2023; Zhang et al., 2013).

Finalmente, las investigaciones para la optimizacién de protocolos de aclimatacion de
especies vegetales Anthurium sp, D. japonica y A. glumacea cultivadas in vitro, son limitadas.
Debido a que, la mayoria de laboratorios y grupos de investigacion orientan sus esfuerzos al
establecimiento y fortalecimiento de lineas de investigacion para especies vegetales

medicinales y alimenticias (Chokheli et al., 2020; Sandra y Goyzueta, 2007).
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1.2.  Justificacion

La produccion comercial de plantas ornamentales en el mundo ha aumentado
significativamente en las ultimas dos décadas. En el 2023, el sector floricola presentd un
rendimiento financiero global positivo y una reactivacion en el mercado, la produccion
nacional de flores incrementd un 16%. Por esta razon, es importante incorporar técnicas que
permitan una transicion adecuada de una produccién a gran escala por cultivo in vitro a un
entorno natural que permita asegurar la viabilidad y el éxito comercial favoreciendo el
posicionamiento del pais a nivel mundial (Corporacién Financiera Nacional, 2021; Vences et
al., 2009).

Uno de los enfoques de la produccién de plantas ornamentales cultivadas in vitro
mediante la utilizacién de herramientas biotecnolégicas es el mejoramiento de la calidad de los
productos, la disminucion de costos de produccion y aumentar el abastecimiento de plantas
ornamentales. La aclimatacion es esencial para permitir que estas plantas cultivadas in vitro
desarrollen las estructuras y mecanismos que les permitan adaptarse a la luz, la humedad, la
presencia de patdgenos y otros factores bidticos y abidticos (Copetta et al., 2021; Vences et al.,
2009).

La investigacion y la optimizacién de los protocolos de aclimatacion también impulsan
la innovacion en el campo de la biotecnologia vegetal. El desarrollo de nuevas técnicas y
métodos para mejorar la aclimatacion de plantas ornamentales puede llevar a una mejor
utilizacion de los recursos y a una mayor eficiencia en la produccion de plantas ornamentales
a gran escala. Esto no solo beneficia a los productores, sino que también tiene un impacto
positivo en el medio ambiente al reducir la necesidad de recursos como agua y fertilizantes en

el proceso de cultivo (Ferrante et al., 2015; Grigoriadou et al., 2019).

La presente investigacion promueve la formulacion de sustratos con mayor
disponibilidad y accesibilidad en la region para la aclimatacion. Ademas, incentiva a innovar
en el manejo de recursos, mediante el estudio de la variacion del espectro de luz visible.
(Yusnita et al., 2010). La evaluacién de parametros morfoldgicos, anatomicos y ambientales
permitié determinar la influencia de los tratamientos en la adaptacion de las tres especies
ornamentales in vitro en estudio Anthurium sp., D. japonica y A. glumacea durante el proceso

de aclimatacion.
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1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general.
Aclimatar plantas ornamentales de Anthurium sp., Drosera japonica y Ada glumacea
cultivadas in vitro.
1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar el sustrato méas adecuado a utilizarse en la aclimatacion de plantulas de
Anthurium sp., D. japonica y A. glumacea propagadas in vitro.

e Establecer el tipo de luz 6ptimo en la aclimatacion en invernadero de las especies

ornamentales estudiadas.

e Establecer un manual de aclimatacion para las especies ornamentales en estudio.

1.4, Pregunta directriz

¢Es posible estandarizar el proceso de aclimatacion para Anthurium sp., Drosera

japonica y Ada glumaceae cultivadas in vitro?

1.5.  Hipotesis

La estandarizacién influye en el proceso de aclimatacion para Anthurium sp., Drosera

japénica y Ada glumaceae cultivadas in vitro.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Plantas Ornamentales

Las plantas ornamentales se cultivan y comercializan con fines decorativos. Esto se
debe a que poseen caracteristicas estéticas que son atractivas para su consumo, tales como:
variedad de colores y formas de sus flores, variedad de fragancia, diversidad de sus tallos y por
la abundancia o permanencia del follaje. Los tipos de plantas ornamentales se mencionan en la
Tabla 1. Por su amplia diversidad, las plantas ornamentales son destinadas a decorar diferentes
espacios, como: parques, jardines, exteriores e interiores de edificaciones (Chen, 2017;
Yerjanovich y Mamadiyoroglu, 2021).

La industria de las plantas ornamentales es un sector de rapido crecimiento en la
agricultura mundial. La Unidn Europea es uno de los sectores mas importantes en la produccion
de plantas ornamentales. La produccion también se ha expandido rapidamente en América
Latina, particularmente en Colombia, Ecuador y Brasil; y en el continente africano, en los
paises de Etiopia y Kenia ( Chen, 2017; Quijia, 2011; Rusdiyanto et al., 2020).

A nivel global las principales plantas que se multiplican masivamente por cultivo in
vitro son: begonia, orquidea, anturios, crisantemo, rosa, violeta africana y el lirio de la paz. La
demanda de orquideas y anturios como flores cortadas y plantas en macetas esta en constante
aumento en el mercado. Asi también, se ha registrado un gran crecimiento en la demanda de
plantas carnivoras en los Ultimos 20 afios, no solamente como planta ornamental sino también

por su alto interés cientifico (Adamec et al., 2021; Lépez-puc et al., 2013; Park et al., 2018).

Los principales exportadores de flores a nivel mundial son: Holanda 43%, Colombia
15%, Kenia 11%, Ecuador 9% y Etiopia 9%. En el Ecuador, actualmente existen mas de 3000
plantas consideradas ornamentales, es considerado como uno de los principales paises
exportadores de flores cortadas, siendo las rosas y los anturios las especies que predominan en
el mercado. Las principales provincias que desarrollan la floricultura en el pais son: Pichincha,
Cotopaxi, Chimborazo, Guayas, Cafiar, Azuay, Imbabura y Loja (Expoflores, 2019;
Corporacion Financiera Nacional, 2021; Yepez, 2017).

En el tiempo actual, se evidencia la instauracion de un mercado emergente para las
plantas trepadoras, suculentas y carnivoras, debido a sus peculiares caracteristicas, tales como:

apariencia, forma de alimentacion y de adaptacion al medio (Dahik y Nafiez, 2007).



Tabla 1.

Tipos de plantas ornamentales.
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Tipo Ejemplo Referencia
Arboles Cedro, pino y olivo. Quijia, 2011
Arbustos Laurel, lila y cerezo.

Trepadoras Hiedra, pasionaria y jazmin Rojas et al.,2006

Acuéticas y palustres

Palmeras

Plantas bulbosas

Tuberosas

Helechos

Bambues

Flores

Suculentas

trepador.
Helecho acuético, lentejas de agua
y flor de loto.
Palmito, palma enana y palma del
viajero.

Narciso, Jacinto y gladiolo.

Dalia, begonia tuberosa y cola de
zorro.

Helecho rey, helecho nido de
pajaro y helecho real
Bambu de Japdn, bamb( dorado y
bambu negro.
Orquidea, anturios y geranio.

Cactus, aloe vera y planta cebra.

Benavides y de Guevara, 2020

2.2.  Anthurium sp.

Las plantas ornamentales del género Anthurium pertenecen a la familia de las Araceas

y se denominan tradicionalmente como anturios. Comprende 1500 especies tropicales. Son

plantas perennes de crecimiento lento que requieren condiciones de sombra y humedad, como

en las selvas tropicales. En Ecuador podemos encontrar alrededor de 430 especies en la parte
noreste entre los 400 y 1800m de altitud (Teixeira et al., 2015; Thokchom y Maitra, 2017).

La especie Anthurium sp. se caracteriza por la belleza y durabilidad de sus flores, pero

su propagacion tradicional es lenta desde la germinacion hasta la floracion. La tasa anual de

obtencidn de hijuelos es aproximadamente de 3 a 4 por afio. En consecuencia, durante estos

altimos afios ha incrementado el interés en el perfeccionamiento de técnicas de cultivo de

tejidos vegetales para aumentar la produccion de este tipo de plantas (Lépez et al., 2013).
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2.3. Drosera japonica

Esta especie pertenece al género Drosera, son conocidas como rocio del sol y es uno
de los géneros mas numerosos de plantas carnivoras que incluye aproximadamente 194
especies. Las plantas de este género tienen hojas con tentaculos que se observan como pelos.
Estas estructuras de la planta producen una sustancia a manera de gotas brillantes y pegajosas
que utilizan para capturar a sus presas, denominada mucilago. EI mucilago contiene
propiedades nutritivas que atrae a los insectos y al ser digeridos por enzimas proporciona a la
planta nitrégeno, fosforo y nutrientes esenciales (Blondeau, 2020; Egan y van der Kooy, 2013;

Pavlovi¢ y Saganov4, 2015).

Se adaptan a suelos pobres en nutrientes y con un pH acido entre 4.5y 6.5. Estos suelos
son tipicos de turberas, brezales, dunas de arena y &reas rocosas con poca vegetacion. En
Ecuador se pueden encontrar en los paramos de las regiones andinas, en bosques de niebla y

zonas montariosas, desde 900 m hasta 2500 m de altitud (Singh y Bajwa, 2017).

Este tipo de plantas han sido durante mucho tiempo objeto de interés comercial, debido
a las diversas formas y tamafios de sus hojas, asi como, el aspecto de sus flores. La
multiplicacion de D. japonica en los Gltimos tiempos se ha realizado extensamente mediante
micropropagacion, la cual se realiza mediante la obtencion de explantes de plantulas
germinadas (Caldeira et al., 2021; Momin et al., 2018).

2.4.  Adaglumacea

Es una especie que pertenece al genero Ada, denominada tradicionalmente como
orquidea. Se cultiva principalmente como planta ornamental y también se aprecia como flor
cortada, no solo por su belleza exdtica sino también por su larga vida Gtil. Se cultivan
principalmente como plantas ornamentales, algunas se emplean como hierbas medicinales y

alimentos en algunas culturas y tribus (Chugh et al., 2009; Zhang et al., 2018).

Este tipo de planta se encuentra principalmente en los bosques montafiosos de América
Central y América del Sur. Crece en suelos ricos en materia organica y humus, como los que
se encuentran en bosques tropicales humedos, una de sus caracteristicas es que pueden ser
plantas epifitas, es decir, que posee la capacidad de crecer sobre otras plantas o arboles,
aprovechando la materia organica en descomposicién que se acumula en las ramas o en las

cortezas de los arboles (Tinoammini et al., 2024).
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El género Ada es uno de los grupos taxonémicos mas amenazados del mundo. La
conservacion exitosa de estas plantas en la naturaleza suele ser dificil y requiere del aporte de
una variedad de disciplinas de investigacion. Durante los ultimos cincuenta afios se ha utilizado
técnicas de micropropagacion para su produccién a gran escala y conservacion ex situ. Sin
embargo, en la actualidad se plantea el uso de microorganismos endéfitos como una alternativa
prometedora para superar problemas en la fase de aclimatacion, como el endurecimiento del

tejido vegetal y las bajas tasas de supervivencia. Debido a que, estos microorganismos crecen
dentro de los tejidos vegetales sin causar sintomas de enfermedad, proporcionan defensa contra
patdgenos y aumentan la disponibilidad de nutrientes en el medio (Pant et al., 2018; Wraith et
al., 2020; Yam y Arditti, 2009).

2.5.  Cultivo de tejidos vegetales y aclimatacion

Los objetivos fundamentales del cultivo de tejidos vegetales son: produccion de
material vegetal libre de enfermedades, produccion rapida de un gran nimero de plantas
geneticamente idénticas y la introduccion de nuevas variedades y genotipos. Desde mediados
de la década de 1960, el cultivo de tejidos es una tecnologia industrial que se utiliza
ampliamente en todo el mundo, ya que permitié que productores de diferentes paises tengan
acceso a plantas de alta calidad ( Cardoso et al., 2018; Debergh y Maene 1981; Hazarika, da
Silva y Talukdar 2006; Loyola y Ochoa, 2018; Teixeira 2004; Tim y Arditti, 2018).

La micropropagacion es una técnica que consiste en cultivar plantas en un ambiente
artificial, controlando la asepsia y los factores que afectan al crecimiento. Se fundamenta en la
totipotencialidad de las células de las plantas para originar nuevos organismos en un medio de
cultivo. Generalmente involucra cuatro etapas, como se muestran en la Figura 1. En la etapa
de multiplicacién y enraizamiento del cultivo in vitro se trabaja principalmente con los
nutrientes que se suministran al medio de cultivo. En la etapa de multiplicacion se utilizan
citoquininas y auxinas, estas hormonas son eficaces en la formacion de brotes y en la induccion
del crecimiento de brotes adventicios (Castillo, 2010; Ozarowski y Thiem 2013; Revilla y
Fernandez, 2003; Thorpe, 2007).

El Catadlogo Nacional de Laboratorios de Agrobiotecnologia del Ecuador registra 28
laboratorios en el pais, en los que se lleva a cabo cultivo in vitro de diferentes especies

vegetales, principalmente de interés agricola, forestal u ornamental. Estos laboratorios se
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encuentran en universidades o centros de investigacion del sector publico y privado (Meneses
etal., 2022).

Etapas de la micropropagacion de

Inicio de cultivo Multiplicacién Enraizamiento Aclimatacion
e ) ( Origen de brotes, ) (" El crecimiento de | ( Consiste en )
Introduccion del mediante el uso de la raiz se produce a adaptar a la planta
material vegetal in reguladores de partir de los brotes a cgndiciongs del
vitro, crecimiento de la etapa de ambiente
vegetal. multiplicacién. '
\ J / A /

Figura 1. Etapas de la micropropagacion. Adaptado de Tissue culture of ornamental pot plant: A critical review
on present scenario and future prospects. Biotechnology, por Rout, Mohapatra y Jain (2006).

El éxito de la micropropagacion depende de la capacidad de transferir las plantas del
cultivo in vitro al campo, con una alta tasa de supervivencia. Los explantes recién enraizados
estan expuestos a condiciones de crecimiento controladas que provocan cambios estructurales
y fisioldgicos en las plantas, tales como: medios ricos en nutrientes organicos e inorganicos,
reguladores del crecimiento vegetal, fuente de carbono, alta humedad, poca luz y un
intercambio gaseoso deficiente. Para obtener excelentes resultados en la fase de aclimatacion
se debe escoger plantulas de buena calidad, elegir un sustrato que cumpla con los
requerimientos necesarios y utilizar fungicidas, debido a que la planta debe pasar por un
proceso de adaptacion de una condicidn heterétrofa a una autétrofa (Chandra et al., 2010;
Barsanti y Lallana, 2013; Yaacob et al., 2014).

De acuerdo a Alvarez (2011), Benavides y de Guevara (2020), Jain et al. (2013) y

Sanchez et al. (2012) el proceso de aclimatacion se divide en tres fases:

A. Preaclimatacion. - Se realiza en los primeros 21 dias después de la siembra. Consiste

en reducir la humedad relativa y lograr la adaptacion a la humedad del ambiente.
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B. Aclimatacién en invernadero. - En esta fase inicia la fertilizacion foliar con productos
de nutricidn en presentaciones liquidas o granuladas y se utiliza fungicidas, esta etapa
puede durar de 4 a 8 semanas.

C. Aclimatacion al aire libre. - Se trasplanta a una maceta, que contiene una mezcla de

abono y arena y mantiene con un riego diario.

Es necesario realizar una aclimatacion progresiva de las condiciones de laboratorio a
las de campo, debido a que las condiciones controladas en el cultivo in vitro disminuyen la
posibilidad de que la planta se adapte y sobreviva al ser transferida directamente al campo.
Existen diferencias significativas entre plantas que crecieron en condiciones de laboratorio in
vitro y en condiciones naturales in vivo, como las que se muestran en la Tabla 2 (Mazzeo et al.,
2014).

Tabla 2.

Caracteristicas de plantas en condiciones in vitro € in vivo.

In vitro In vivo
No fotosintesis Fotosintesis
Condiciones controladas Condiciones no controladas
Condiciones Asépticas Exposicion a patdgenos y gérmenes
ambientales
Alta humedad relativa Humedad variable
No funcién de estomas Funcién de estomas
Ausencia de pelos radiculares y de ceraen la Presencia de pelos radiculares y de
cuticula cera en la cuticula

Adaptado de Propagacion de plantas por cultivo in vitro:una biotecnologia que nos acompafia hace mucho

tiempo, por Castillo, 2010.

2.5.1. Respuesta a los tipos de sustratos y luz en las plantas

El sustrato es el material sobre el cual la planta crece, florece y desarrollara sus
raices. Un buen sustrato debe ayudar a retener la humedad, proveer de buena ventilacion a
las raices y ser inerte. Los sustratos pueden ser liquidos o solidos mientras cumplan con la
proporcién 1:1 en la capacidad de retener agua y aire (Montes, 2016; Ortega y Salgado,
2011). De acuerdo a Billard et al (2015), Garhani et al (2023), Morales et al (2008) y

Paredes (2013) los sustratos mas comunes son:

A. Turba. - Se forma a partir de la descomposicion de material vegetal, en un suelo con
poca oxigenacion y con exceso de humedad. Existen dos tipos: turba rubia que contiene
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un gran porcentaje de sfagno y materia organica; y la turba negra que posee un alto
contenido en sales y organica descompuesta.

B. Fibra de coco. - Es un excelente sustrato para el desarrollo radicular, mantiene una
elevada capacidad de aireacion. Dispone de una capacidad de efecto buffer que permite
a las plantas superar cortos periodos de deficiencia de nutrientes o de agua.

C. Vermiculita. - Es un mineral del grupo de las micas que esta formado por silicatos de
hierro 0 magnesio. Tiene una alta capacidad de retencion de agua, contiene potasio,
magnesio, calcio y amonio.

D. Cascarillade arroz. - Es la capa externa y dura que recubre el grano de arroz. Compuesta
principalmente de celulosa, hemicelulosa, lignina. Ademas, contiene fibra vegetal que
proporciona estructura al sustrato y mejora su capacidad de retencion de agua, silicio
que ayuda a fortalecer las células de las plantas, aumenta su resistencia a enfermedades

y estrés bidtico y abidtico.

Por otro lado, la luz es un factor importante que determina el desarrollo de los
organismos autotrofos. Las plantas detectan la luz a través de fotorreceptores, los cuales estan
compuestos por una proteina unida a un pigmento que absorbe la luz y se conoce como
cromoforo. Si este pigmento proteico absorbe luz, cambia la estructura de la proteina,
cambiando a su vez su funcion e iniciando una cascada de sefiales que activa la morfogénesis,

y otros procesos fisioldgicos (Borbély et al., 2022; Jeong et al., 2006).

Las plantas tienen diferentes tipos de fotorreceptores, tales como: fitocromos (Phy)
perciben la luz roja lejana y luz roja; criptocromos (Cry) perciben la luz azul y luz verde;
fototropinas (PHOT) detectan luz azul; y locus 8 de resistencia a los UV (UVR8) percibe la
radiacion UV-B (Li et al., 2022).

El crecimiento y desarrollo de las plantas puede verse influenciado por parametros de
exposicion a la luz (Tabla 2). Estos parametros se deben dosificar de acuerdo con las
necesidades de las plantas cultivadas in vitro durante la aclimatacion. Los parametros
morfoldgicos que experimentan cambios graduales durante la exposicion a variaciones de luz
se observan en el tamafio del area foliar, el largo de los internudos, nimero de capas de
parénquima empalizada y el incremento del angulo de las hojas (Chen et al., 2004; Ganesh et
al., 2023; Massa et al., 2008).
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Figura 2. Parametros de exposicion de luz en plantas.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1.  Descripcion el area de estudio

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad Técnica del Norte, ubicado en el campus San Vicente de Paul UTM (17N
821298.3 38378.4) en Ibarra, en la calle Juan Montalvo y Cristébal Coldn, provincia Imbabura,

Ecuador.

3.2.  Material vegetal

Las plantulas in vitro de las especies vegetales Anthurium sp., D. japonica y A.
glumacea, fueron proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. Para la
multiplicacion in vitro de Anthurium sp., se utiliz6 como explante yemas axilares, para A.
glumacea nodos apicalesy para D. japonica se utilizo explantes desde la raiz, como se muestra
en la Tabla 3 (Yeon et al., 2011).

Tabla 3.

Explantes del cultivo in vitro de las especies vegetales en estudio.

Especie Vegetal Explante Obtencion del explante Referencia

Se cortd explantes desde  Bandyopadhyay T. et al, 2022
Anthurium sp. la yema axilar, con un Das A Hashem et al., 2014

tamafio de 2 cma 3 cm. Mehbub H. et al., 2022

A. glumacea Se cortd explantes desde  Kunakhonnuruk et al., 2018
los nodos apicales conun  Yam & Arditti., 2017
tamafio de 3cma5cm.

D. jap6nica Se cortd explantes desde  Kovadik et al., 2012

la raiz de la planta. Hedrich., 2015
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3.2.1. Micropropagacion

Para inducir el enraizamiento de las plantas in vitro se utilizé el medio de cultivo
Murashige y Skoog, se prepar6 de acuerdo con el protocolo de Quispe Torres (2021), para A.
glumacea y con modificaciones para Anthurium sp., se afiadio carb6n activado 1g/L y para D.
japénica se prepard MS al 50% en sales (nitratos, sulfatos, haloides, P, Bo y Mo, Fe, EDTA)
y vitaminas. Finalmente, se afiadié las fitohormonas bencilaminopurina (BAP) 0.4mL/L y
acido naftalenoacético (ANA) 0.5mL/L, preparadas a una concentracién de 50mg de cada
hormona en 100ml de agua destilada estéril. Este proceso se realizé en una cabina de flujo

laminar para evitar contaminacién (Liu y Gao, 2007; Naing et al., 2013).

3.3.  Preparacion de sustrato para la fase de preaclimatacion

Se prepard la mezcla de los sustratos en base a la proporcion establecida para cada
tratamiento (Tabla 4). Para mantener las condiciones asépticas de las cuales provienen los

explantes, se esterilizo los sustratos en una estufa a 80°C por 4 horas (Ortega & Salgado, 2011).

Tabla 4.

Tratamientos de sustratos para la preaclimatacion.

Sustrato Proporcién Tratamiento
Turba y vermiculita 2:1plp T1
Aserrin y vermiculita 2:1plp T2
Fibra de coco y perlita 4:1 plp T3
Fibra de coco y carbdn vegetal 4:1 plp T4
Cascarilla de arroz y perlita 2:1plp T5

3.4. Preaclimatacién

Se eligio vasos de polipropileno de 1L como macetas. Las macetas fueron desinfectadas
con una solucidn de hipoclorito de sodio al 5%. Se sumergié cada maceta por aproximadamente
5 minutos y se dejo6 secar. Posteriormente, se lavé las macetas con agua destilada para eliminar
el hipoclorito de sodio, para evitar producir dafio a las plantas. Cada unidad experimental

estuvo compuesta por 130g de los diferentes sustratos estériles (Mirani, 2017).

Se utilizo plantulas cultivadas in vitro por un periodo de 30 a 45 dias que cumplian las
siguientes condiciones: plantas sin enfermedades o malformaciones, con tallo endurecido, con

una altura aproximada entre 6cm a 8cm y con raices desarrolladas (Grevenstuk et al., 2010).
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Se extrajo las plantulas de los recipientes con una pinza estéril, ocasionando el menor
dafo posible a las plantulas. Se lavo las raices de las plantulas con agua destilada para eliminar
el medio de cultivo. Posteriormente, fueron sumergidas en una solucion fungicida de
Kasugamicina 20g/L, con una concentracion de 1mL/L por 3 minutos. Luego, fueron
sumergidas en una solucion de fertilizante 20NPK con una concentracién de 25mL/ L por 1
minuto (Figura 3) (Khan et al., 2020).

En la primera semana las macetas se mantuvieron tapadas, durante la segunda semana
se realiz6 agujeros a las tapas, en la tercera semana se retird las tapas de las macetas. Las plantas
fueron regadas cada 3 dias con un volumen de 20mL de una solucién de agua y fertilizante
20NPK para mantener la humedad de los sustratos y nutrir la plantas (Hossain et al., 2013;
Hesami et al., 2019; Ortega y Salgado, 2011).

Agua destilada Fungicida Fertilizante

T2 T3

/ 03:00c0 01:0000] | 77 o
(7R ) ee @ ee @
T4 T5

Figura 3.Trasplante de material vegetal.

Para determinar la influencia de los 5 tratamientos de sustrato en el crecimiento de las
plantas se evalud los siguientes parametros: ancho de la hoja, porcentaje de mortalidad,
longitud de la planta, ancho de la planta, promedio foliar y peso fresco (Tabla 5). Se realiz6 4
repeticiones con 4 unidades experimentales, por especie vegetal en cada uno de los sustratos.
Para D. japonica. se evalud ancho de la planta en lugar del promedio foliar. La etapa de
preaclimatacion tuvo una duracion de 6 semanas, el muestreo se realiz6 semanalmente y los
datos iniciales obtenidos al realizar el trasplante fueron designados como datos de la semana 1
(Chandra et al., 2010).
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Tabla 5.

Parametros de adaptacion durante la fase de preaclimatacion

Variable Descripcién

Porcentaje de mortalidad Se determind la relacién entre el nimero de plantas vivas y el nimero total
de plantas aclimatadas.
Longitud de la planta Se midi6 en cm la altura de las plantas desde la base hasta su extremo

apical, cada semana.

Ancho de la hoja Se midié en cm del ancho de la hoja, cada semana.
Promedio foliar Se contabilizd el nimero de hojas, cada semana.
Ancho de la planta Se midid en cm desde un extremo hacia el otro extremo de la planta, cada
semana.
Peso fresco Se cuantifico el peso en g de toda la planta.

Adaptado de Biotic and abiotic factors influencing acclimatization in the greenhouse, por Montes, 2016,

Springer.
3.5. Aclimatacién en invernadero

Para la aclimatacion se construyo tres invernaderos de 120cm de largo por 80cm de
ancho y 80cm de altura. La estructura fue ensamblada con madera y plastico. Los invernaderos
fueron equipados con un microcontrolador Arduino® para medir y controlar los pardametros de

temperatura, humedad e intensidad de luz en tres longitudes de onda diferentes (Figura 4).

Para lo cual, se transfirieron un total de 36 plantas, 12 de cada especie vegetal a macetas
de plastico de 10cm de alto por 10cm de ancho. La composicién del sustrato usada en la etapa
de aclimatacion en invernadero fue: fibra de coco y carbén vegetal en una proporcion 4:1 p/p
para Anthurium sp., fibra de coco y perlita en una proporcion 4:1 p/p para A. glumacea y turba

y vermiculita con una proporcién 2:1 p/p para D. japonica.
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Arduino Sistema de ventilacion

Figura 4. Disefio de los invernaderos para la aclimatacion.

Para determinar la influencia de la luz sobre el crecimiento de las plantas, se evalud tres
longitudes de onda del espectro de luz visible (Tabla 6). Se establecio un fotoperiodo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad; una humedad relativa promedio de 70-80%; y una
temperatura de 25°C en el dia y 20°C en la noche. Las plantas fueron regadas con 20mL de
una solucion de agua y fertilizante 20NPK cada cuatro dias (Clapa et al., 2013; Espinosa et al.,
2003; Dewir et al., 2015; Hatcher et al., 2021; Ko et al., 2020; Vasco, 2020; Zhang et al., 2017).

Tabla 6.

Tratamientos de luz para la fase de aclimatacién en invernadero.

Tipo de luz Longitud de onda lux Tratamiento
Luz azul 450nm 500 V1
Luz roja 650nm 780 V2

Luz blanca (control) 750nm 1005 C
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Se evalud los parametros descritos en la Tabla 7. El periodo de duracion de esta etapa
fue de 5 semanas, el muestreo se realizé semanalmente y los datos iniciales obtenidos al realzar

el trasplante fueron designados como datos de la semana 1.

Tabla 7.

Parametros de crecimiento durante la fase de aclimatacion en invernadero

Variable Descripcion
Porcentaje de mortalidad Se determind la relacion entre el nimero de plantas vivas y el nimero total
de plantas aclimatadas, cada 15 dias.
Longitud de la planta Se midi6 en cm la altura de las plantas desde la base hasta su extremo

apical, cada semana.

Ancho de la hoja Se midié en cm del ancho de la hoja, cada semana.
Promedio foliar Se contabilizd el nimero de hojas, cada semana.
Ancho de la planta Se midi6 en cm desde un extremo hacia el otro extremo de la planta, cada
semana.
Peso seco Se cuantifico el peso en g de toda la planta, se realiz6 el proceso de secado

en un horno a 60”C por 48 horas, al final de la aclimatacion en

invernadero.

Adaptado de Biotic and abiotic factors influencing acclimatization in the greenhouse, por Montes, 2016,
Springer.

3.6.  Elaboracion del manual de aclimatacion para las especies ornamentales en

estudio

El contenido del manual esta constituido por conceptos claves, protocolos y graficos
ilustrativos de metodologias para la aclimatacion de las especies vegetales Anthurium sp., A.
glumacea y D. japonica cultivadas in vitro, los cuales fueron probados para la estandarizacion

de protocolos en este estudio.

3.7.  Andlisis estadistico

En el estudio se emple6 un disefio de bloques completos al azar (DBCA) para la fase
de preaclimatacion. Usando como factor de estudio el tipo de sustrato, con el fin de determinar
la efectividad de los sustratos propuestos para cada especie vegetal en estudio. Para determinar
el mejor sustrato en la fase de preaclimatacion se comparé la diferencia de los datos de la
semana 1 y la semana 6 para cada especie vegetal en estudio. Se emple6 un ANOVA con
0=0,05 para el analisis de datos y la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0,05

(Yaacob et al., 2014; Lesar et al., 2012).
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Para la aclimatacion en invernadero se emple6 un disefio de blogues completos al azar
(DBCA). Usando como factor de estudio la variacion de intensidad de luz, con el fin de
determinar la influencia de la intensidad de luz en el crecimiento de la planta. Para determinar
el mejor tipo de luz en la etapa de aclimatacion se comparé la diferencia de los datos de la
semana 1 y la semana 5 para cada especie vegetal en estudio. Se emple6 un ANOVA con
a=0,05 para el analisis de datos y la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0,05.
Los andlisis estadisticos se realizaron en InfoStat 2020 (Kunakhonnuruk et al., 2018; Hwang
et al., 2022).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Influencia del tipo de sustrato durante la fase de preaclimatacion

Al contrastar los resultados de la prueba de Tukey, se determind el mejor tratamiento
utilizando la diferencia de los parametros de adaptacion al sustrato en las plantas desde la
semana 1 hasta la semana 6. EI mejor tratamiento para Anthurium sp. fue T4 (Fibra de coco +
carbon vegetal), para A. glumacea fue T3 (Fibra de coco + perlita) y para D. japonica fue T1

(Turba + vermiculita).

Anthurium sp. en el tratamiento T4 presentd un menor porcentaje de mortalidad,
mientras que la longitud de la planta y el peso fresco fue superior en comparacion con los
demas tratamientos. Estos resultados se relacionan con el estudio de Quinteros et al (2012) en
donde concluy6 que en este tipo de sustratos se obtiene una mayor medida en la longitud del
tallo y ancho de las hojas, ademas, incrementa el desarrollo del area foliar. Esto se debe a que
la mezcla de los sustratos fibra de coco y carbon vegetal contiene una alta concentracion de
nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K), principales macronutrientes para el desarrollo de la
raiz, tallo y hojas (Zumkeller et al, 2009).

En el caso de A. glumacea, el sustrato de fibra de coco fue esencial para el crecimiento
de las plantas. Los resultados demostraron que al mezclar este con sustratos altamente porosos
como la perlita, mejora la estabilidad del suelo y la productividad de las plantas, ya que las
caracteristicas fisicas y quimicas de la perlita permiten obtener una mayor retencién de agua y
nutrientes (Kang et al,2022).

Los resultados obtenidos en las especies vegetales Anthurium sp., y A. glumacea , se
relaciona con el estudio de Meneses et al (2022), en el cual se concluyo que el desarrollo de la
planta en las variables de longitud de la planta y nimero de hojas es superior en el sustrato de
fibra de coco. Lo expuesto se debe a que, la estructura de la fibra de coco mantiene las bolsas
de aire necesarias para un buen desarrollo del sistema radicular y la absorcion de nutrientes,
ademas, se ha evidenciado que posee un mayor nivel de resistencia a la degradacion (Meneses
et al, 2022; Yam & Arditti, 2018). De la misa manera Carlile et al. (2015) y Woznicki et al.
(2023) expresaron que existié un mejor desarrollo en sustrato de fibra de coco debido a la
resistencia a la degradacion y esta accidn se atribuy6 a la composicion de lignocelulosa, que

comprende: celulosa, hemicelulosa y lignina. Estos compuestos estan interconectados a través
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de enlaces covalentes y no covalentes, los cuales confieren una resistencia significativa contra

la degradacion.

Por otro lado, para las plantas de la especie D. japdnica en el tratamiento T1 presentaron
un menor porcentaje de mortalidad, longitud de la planta y el peso fresco fue superior en
contraste con los demas tratamientos. Esto se debe a que los sustratos de turba y vermiculita
son capaces de retener agua (48% de humedad) y aportar aireacion al sustrato, factor
indispensable para la elongacion foliar (Poppinga et al., 2013). Las condiciones del sustrato
para las especies del género Drosera fue 6ptimo ya que el porcentaje de humedad requerido es
del 40% al 80% (Poppinga et al., 2013; Yescas Arreola et al., 2016). Ademas, la resistencia a
la descomposicion del sustrato. En los estudios de Prasad y Maher (2004) y Woznicki et al.
(2023) la turba exhibe una alta resistencia a la descomposicién debido a que los musgos
Sphagnum incorporan polimeros similares a la lignina en las paredes celulares. Estos

compuestos aportan rigidez estructural, resistencia a la tensién y presién hidrica.

5.1.1. Porcentaje de mortalidad

En las plantas de la especie D. japonica, se registré6 mortalidad en todos los
tratamientos. No obstante, el tratamiento T1 fue el de menor porcentaje de mortalidad con un
31.25% (Figura 5). Los resultados obtenidos mediante la prueba Tukey, muestran que existid
diferencias significativas (p<0.0001), corroborando como el mejor tratamiento T1. Esto se debe
a que la turba y la fibra de coco son sustratos que presentan propiedades fisicas y quimicas
adecuadas para la adaptacion de D. japonica. La turba recrea el entorno natural de la planta,
mantiene el pH acido de 3.5 a 4.5, a diferencia de la fibra de coco que mantiene un pH
ligeramente acido de 6.0 a 6.8. Por otro lado, el aserrin y la cascarilla de arroz presentan una
rapida descomposicion y tendencia a compactarse, lo que dificulta la aireacién y puede causar

contaminacion (Adamec, 2010).

En las plantas de las especies Anthurium sp. y A. glumacea, se reporté porcentajes de

mortalidad en el tratamiento T5, mientras que los demas tratamientos no se reportd mortalidad.
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Figura 5. Porcentaje de moralidad de la especie vegetal D. japonica en la fase de preaclimatacion. T1 (Turba +

vermiculita); T2 (Aserrin + vermiculita); T3 (Fibra de coco + perlita); T4 (Fibra de coco + carbon vegetal) y T5
(Cascarilla de arroz + perlita).

El alto indice de mortalidad en T5 se asocio a la presencia de del hongo Fusarium sp.
(Figura 6). En el estudio de Quinteros et al (2012) se confirmd que este tipo de sustrato favorece
el crecimiento del hongo, siendo la principal causa de muerte del material vegetal. Esta especie
de hongo es considerada un patogeno en los cultivos y uno de los principales factores de
pudricion de ornaos importantes de la planta, como: la corona, de la raiz, del tallo y también es

responsable de la marchitez vascular (Srivastava et al., 2018).

A) B)

Figura 6. Identificacion morfologica del hongo Fusarium sp. (A) Caracterizacion microscopica con un aumento
10X; (B) Identificacién de sintomas de contaminacién.

5.1.2. Longitud de planta

En las plantas de la especie A. glumacea, la longitud aument6 cada semana de manera
constante en todos los tratamientos. Sin embargo, en el tratamiento T1 y T3 la longitud final
de planta fue mayor en comparacion con el resto de los tratamientos. Los resultados

demostraron diferencias significativas entre tratamientos (p=0.0083), siendo el mejor el
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tratamiento T3. La diferencia de la media entre la semana 1 y la semana 6 para T3 fue de
1.89cm (Figura 7A).

En las plantulas de la especie Anthurium sp., se reportd diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.0001), siendo el mejor T4, donde la longitud final de planta fue mayor. La
diferencia de la media entre la semana 1 y la semana 6 para Anthurium sp. fue de 2.62cm
(Figura 7B). Asi mismo, en los estudios de Cardoso, (2019) y Teixeira da Silva et al. (2015)
el sustrato de fibra de coco proporcioné un ambiente idoneo para el crecimiento de Anthurium
sp., ya que posee una alta capacidad de intercambio cationico (CIC), por lo cual se evidencid
un mejor desarrollo radicular y elongacion del tallo.

En las plantulas de la especie D. japonica, se reportd diferencias significativas
(p=0.0175), siendo el mejor el tratamiento T1. La diferencia de la media de longitud de la
planta entre la semana 1y la semana 6 fue de 1.99cm (Figura 7C). En los estudios de Gongalves
& Romano (2005) y Rejthar et al. (2014) se determino que la turba libera una gran cantidad
de nutrientes de manera gradual y previene la acumulacion de sales. Por otro lado, se concluyé
que los sustratos cascarilla de arroz y aserrin al acumular nitrégeno modifican el transporte de
nutrientes hacia toda la planta, ya que D. japonica posee una capacidad limitada de absorcion

de nitrégeno radicular.
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Figura 7. Longitud de planta de las especies vegetales. Anthurium sp., A. glumacea y D. japonica en la fase de
preaclimatacion. A) Anthurium sp.; B) A. glumacea; C) D. japonica; T1 (Turba + vermiculita); T2 (Aserrin +
vermiculita); T3 (Fibra de coco + perlita); T4 (Fibra de coco + carbdn vegetal) y T5 (Cascarilla de arroz + perlita);
S1 (Semana 1); S6 (Semana 6).

5.1.3. Ancho de planta

Dada la morfologia de la planta, se midi6 el ancho y no la longitud de esta. El ancho de
planta en la especie D. japonica, en el tratamiento T1 se reporté una mayor medida al finalizar
la fase de preaclimatacion (Figura 8). Los resultados de la comparacién de los tratamientos
muestran que no existio diferencias significativas (p>0.05). La diferencia de la media entre la

semana 0 y semana 6 fue de 1.17cm.
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Figura 8. Ancho de planta de la especie vegetal D. japonica en la fase de preaclimatacion. T1 (Turba +
vermiculita); T2 (Aserrin + vermiculita); T3 (Fibra de coco + perlita); T4 (Fibra de coco + carbén vegetal) y T5
(Cascarilla de arroz + perlita); SO (Semana 0); S5 (Semana 5).

5.1.4. Ancho de la hoja

En las plantas de la especie Anthurium sp., en el tratamiento T4 se obtuvo hojas con
mayor medida del ancho de la hoja. Sin embargo, los resultados de la comparacion de los
tratamientos muestran que no existio diferencias significativas (p>0.05). La diferencia de la

media entre la semana 1 y semana 6 fue de 0.29cm.

En las plantas de la especie A. glumacea, en el tratamiento T3 se obtuvo hojas con
mayor medida del ancho de la hoja. Sin embargo, los resultados de la comparacion de los
tratamientos muestran que no existid diferencias significativas (p>0.05). La diferencia de la
media para T3 fue de 0.24cm.

Por otro lado, en las plantas de la especie D. japonica, se reporté aumento en la medida
de ancho de las hojas en el tratamiento T1. Sin embargo, los resultados de la comparacion de
los tratamientos muestran que no existio diferencias significativas (p>0.05). La diferencia de

la media entre la semana 1y la semana 6, para T1 fue de 0.16cm.

5.1.5. Promedio foliar

En el tratamiento T4 se registré desarrollo de nuevas hojas en las plantas de la especie
Anthurium sp., (Figura 9A). Sin embargo, los resultados de la comparacion de los tratamientos
muestran que no existio diferencias significativas (p>0.05). La diferencia de la media entre la
semana 1 y semana 6 fue de 5.81 hojas. Mientras que, en el tratamiento T1 se registré una
disminucion en el nimero de hojas de 4.73 hojas.

En las plantas de la especie A. glumacea, se registré desarrollo de nuevas hojas en el

tratamiento T3. Sin embargo, los resultados de la comparacién de los tratamientos muestran
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que no existid diferencias significativas (p>0.05). La diferencia de la media entre la semana 1
y semana 6 fue de 0.44 hojas. En los tratamientos restantes se registroé disminucion en el nimero
de hojas (Figura 9B).

En diferentes estudios se observo el mismo comportamiento, la disminucion del nimero
de hojas no se atribuye Gnicamente al tipo de sustrato sino al proceso de adaptacion de la planta.
Generalmente los valores del crecimiento de brotes de nuevas hojas no son significativos,
puesto que el cambio de hojas es de forma periddica, de acuerdo a la adaptacion de la planta al

sustrato (Indacochea-Ganchozo et al., 2017).
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Figura 9. Namero de hojas de las especies vegetales Anthurium sp. y A. glumacea, en la fase de preaclimatacion.

A) Anthurium sp.; B) A. glumaceae: T1 (Turba + vermiculita); T2 (Aserrin + vermiculita); T3 (Fibra de coco +
perlita); T4 (Fibra de coco + carbdn vegetal); T5 (Cascarilla de arroz + perlita); S1 (Semana 1); S6 (Semana 6).
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5.1.6. Peso fresco de la planta

Se reportd aumento del peso fresco en el tratamiento T4 para Anthurium sp., en el
tratamiento T3 para A. glumacea y en el tratamiento T1 para D. japonica. Los resultados de la
comparacién de los tratamientos para cada especie vegetal muestran que existié diferencias
significativas, siendo, los mejores tratamientos T4 (p=0.0453), T3 (p=0.0001) y T1(p=0.0241).
La diferencia de la media del peso fresco entre la semana 1 y semana 6 para Anthurium sp en
el tratamiento T4 fue de 149.06g, para A. glumacea en el tratamiento T3 fue de 171.01g y para
D. japonica en el tratamiento T1 fue de 143.44g (Figura 10). En el estudio de Thokchom &
Maitra, (2017) se observé que el sustrato de fibra de coco garantiza una provision continua de
humedad a las raices de Anthurium sp y A. glumacea, lo que resulta en una mejor turgencia
celular y un crecimiento radicular saludable. Segun Banas et al., (2023) la turba puede replicar
el habitat natural de D. japoOnica caracterizado por suelos pobres en nutrientes y un pH acidos
entre 3.5 y 4.5 favoreciendo la absorcion de minerales especificos y manteniendo condiciones
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Figura 10. Peso fresco de las especies vegetales Anthurium sp., A. glumacea y D. japonica en la fase de
preaclimatacion A) Anthurium sp.; B) A. glumaceae; C) D. jap6nica; T1 (Turba + vermiculita); T2 (Aserrin +
vermiculita); T3 (Fibra de coco + perlita); T4 (Fibra de coco + carbdn vegetal) y T5 (Cascarilla de arroz + perlita);
S1 (Semana 1); S6 (Semana 6).

5.2.  Influencia del tipo de luz durante la fase de aclimatacion en invernadero

En base a la comparacion de los tratamientos de tipos de luz y el control en la fase de
aclimatacion, se determind que el mejor tratamiento para las especies vegetales Anthurium sp.
y A. glumacea, fue el tratamiento V1. Mientras que, para la especie vegetal D. japonica el
mejor tratamiento fue V2.

En las plantas de las especies vegetales Anthurium sp. y A. glumacea se observé un
aumento constante de la longitud de la planta en el tratamiento V1. Debido a que, este tipo de
luz aumenta la biosintesis de &cido indol-3-acético (AlA) y el transporte de auxinas polares en

los hipocatilos. Este proceso promueve la elongacion del tallo de las plantas y la ramificacion.
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Mientras que, la luz azul ralentiza el crecimiento por la insuficiente captacién de fotones, con
lo cual se observa una baja eficiencia fotosintética y modificacién del metabolismo (Chen et
al., 2021; Ganesh et al., 2023; Liu et al., 2011).

Otro ejemplo de un efecto positivo de la luz roja fue reportado por Chen et al (2021),
en donde el porcentaje de mortalidad de las plantas fue el méas bajo, se observd un mejor
desarrollo de las plantas y la medida del peso seco fue la mas alta. La influencia de este tipo de
luz aumenta la biomasa de la planta durante el proceso de crecimiento, aumentando el

contenido de nutrientes minerales en las hojas.

En las plantas de la especie D. japonica se observd una mejor adaptacion y desarrollo
del tallo y hojas en el tratamiento V2. A diferencia de las demas especies vegetales en estudio,
la medida del peso seco fue mayor con este tipo de luz. Esto se debe a que la luz azul induce el
desarrollo y buen funcionamiento del aparato fotosintético, asi también, la sintesis de
metabolitos secundarios protectores que mejora la adaptacion de la planta. Mientras que, la luz
roja disminuye la eficiencia del aparato fotosintético. Ademas, se ha evidenciado que en esta
especies vegetal la luz azul promueve el crecimiento de follaje y tallos secundarios, puesto que,
la estructura mas predominante de la planta son las hojas (Makowski et al., 2019; Pedmale et
al., 2016)

5.2.1. Porcentaje de mortalidad

En las plantas de las especies vegetales Anthurium sp., y A. glumacea no se reporto
mortalidad en los tratamientos en estudio. Mientras que, en las plantas de la especie D.
japonica, se registré el menor porcentaje de mortalidad en el tratamiento V2 con un 16.67%.
En base a los resultados de la comparacion de los tratamientos existié diferencias significativas
(p=0.0001), siendo el mejor tratamiento V2 (Figura 11). Segun los estudios de Barcel0-Mufioz
et al., (2022) la luz azul estimula el desarrollo fotosintético como morfolégico de D. japonica,
facilitando su adaptacion a nuevas condiciones ambientales. Ademas, incrementa la expresion
de genes asociados con la sintesis de clorofila, lo que da como resultado plantas mas saludables,

con un crecimiento equilibrado y estructuras fuertes y compactas.
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Figura 11. Porcentaje de mortalidad de la especie vegetal D. japonica en la fase de aclimatacion. V1 (Luz roja);

V2 (Luz azul); C (Luz blanca, control).

5.2.2. Longitud de planta

En las plantas de las especies Anthurium sp. y A. glumacea, se reportd que la longitud
de planta aument6 en el tratamiento V1 y en el control C. Los resultados de la comparacién de
los tratamientos muestran que existio diferencias significativas (p=0.0256; p=0.0015,
respectivamente), siendo mejor tratamiento V1. La diferencia de la media entre la semana 1y
la semana 5, para la especie Anthurium sp. el tratamiento V1 fue de 1.34cm. Mientras que, para
la especie A. glumacea fue de 1.66cm (Figura 12A; 12B, respectivamente).Segun los estudios
de Clapa et al., (2013) y Banas et al., (2024) la luz roja promueve la elongacién en Anthurium
sp. y A. glumacea, promoviendo al crecimiento del tallo y de sus hojas. En cambio, la luz azul
resulto en plantas con menor longitud, pero un mayor nimero de hojas, mientras que la luz
blanca mantuvo en crecimiento equilibrado.

Por otro lado, en las plantas de la especie D. japonica, la longitud aument6 en el
tratamiento V2. Los resultados de la comparacién de los tratamientos muestran que existid
diferencias significativas (p=0.0259), siendo el mejor tratamiento V2. La diferencia de la media
entre la semana 0y la semana 4 para el tratamiento V2 fue de 1.35cm (Figura 12C). La luz azul
regula la fotomorfogenesis y es crucial para el desarrollo de hojas y raices, promoviendo un
crecimiento mas robusto, con hojas més gruesas y mejorando la nutricion por medio de la
ingesta de insectos (Nguyen Thi Minh Phuong et al., 2022).
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Figura 12.Longitud de planta de las especies vegetales Anthurium sp., A. glumacea y D. japonica en la fase de

aclimatacion. V1 (Luz roja); V2 (Luz azul); V3 (Luz blanca); S1 (Semana 1); S5 (Semana 5).
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5.2.3.  Ancho de planta

En las plantas de la especie D. japonica, se registro aumento en la medida del ancho de
la planta en el tratamiento V2. La longitud final de planta fue mayor en comparacién con el
resto de los tratamientos. Los resultados de la comparacion de los tratamientos muestran que
existié diferencias significativas (p=0.0001), siendo el mejor tratamiento V2. La diferencia de

la media entre la semana 1y la semana 5 para T1 fue de 1.35cm (Figura 13).
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Figura 13. Ancho de la planta de la especie vegetal D. japonica en la fase de aclimatacion. V1 (Luz roja); V2

(Luz azul); V3 (Luz blanca); S1 (Semana 1); S5 (Semana 5).

5.2.4. Ancho de la hoja

En las plantas de la especie Anthurium sp., se registré una mayor medida del ancho de
la hoja en el control C. Los resultados de la comparacion de los tratamientos muestran que
existié diferencias significativas (p=0.0001), siendo el mejor tratamiento C. La diferencia de
la media entre la semana 1y la semana 5 fue de 0.10cm (Figura 14A).

En las plantas de la especie A. glumacea y D. japonica, se registrd una mayor medida
del ancho de la hoja en el tratamiento V2. Los resultados de la comparacion de los tratamientos
muestran que para A. glumacea existio diferencias significativas (p=0.0519) y para D. japonica
no existid diferencias significativas (p>0.05). La diferencia de la media entre la semana 1y la
semana 5 del tratamiento V2 para A. glumacea fue de 0.12cm (Figura 14B) y para D. japonica
fue de 0.17cm.

En este parametro la mejor adaptacion y desarrollo de las hojas fue con el tratamiento
V2 y con el control C. Esto se debe a que la luz azul promueve el desarrollo foliar, estimula la
produccion de hormonas vegetales esenciales, como auxinas y giberelinas. Estas hormonas son
responsables del alargamiento celular y la expansion de las hojas. Asi también, la luz blanca

estd compuesta por luz amarilla y luz azul, por lo cual, con este tipo de luz también estimula
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el aumento del ancho de las hojas y la concentracion foliar (Fankhauser & Christie, 2015;
Trivellini et al., 2023).
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Figura 14.Ancho de hoja de las especies vegetales Anthurium sp., y A. glumacea en la fase de aclimatacion.

(A) Anthurium sp.; (B) A. glumacea; V1 (Luz roja); V 2 (Luz azul); V3 (Luz blanca); S1 (Semana 1); S5 (Semana
5).

5.2.5.  Promedio foliar

En las plantas de la especie Anthurium sp., se registrd disminucion en el nimero de
hojas en todos los tratamientos. Siendo, el tratamiento V2 el tratamiento con menor perdida de
hojas. Los resultados de la comparacién de los tratamientos muestran que no existio diferencias
significativas (p>0.05), La disminucion del niamero de hojas entre la semana 1 y la semana 5
para V2 fue de 0.6 hojas.

En las plantas de la especie A. glumacea se registré6 aumento en el nimero de hojas en

el control C (Luz blanca). Los resultados de la comparacion de los tratamientos muestran que
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existié diferencias significativas (p=0.0001), siendo el mejor tratamiento C. La diferencia de

la media entre la semana 1y la semana 5 para C fue de 0.16 hojas (Figura 15).

El nimero de hojas disminuyd con los tipos de luz V1 y V2 debido a que la planta se
encuentra en un periodo de adaptacion. Naturalmente las plantas cambian de hojas y en este
proceso por un periodo de tiempo disminuye su area foliar. Al exponer a las plantas a diferentes
tipos de luz para su adaptacion este proceso es mas agresivo, debido a que la planta sufre estrés.
Por tal motivo, las plantas expuestas al control de luz blanca con la cual se desarrollaron desde

el cultivo in vitro el proceso de cambio de hojas fue moderado (Fankhauser & Christie, 2015).
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Figura 15. Promedio foliar de la especie vegetal A. glumacea en la fase de aclimatacion. V1 (Luz roja); V2

(Luz azul); C (Luz blanca); S1 (Semana 1); S5 (Semana 5).

5.2.6. Peso seco de la planta

Se registr6 aumento en la medida de peso seco en el tratamiento V1 para las tres
especies vegetales en estudio. Los resultados de la comparacion de los tratamientos muestran
que en el tratamiento V1 existio diferencias significativas para Anthurium sp. (p=0.0001), para
A. glumacea (p=0.0001) y para D. japonica (p=0.0259), siendo el mejor tratamiento V1. La
diferencia de la relacion entre PS y PF de la semana 1 a la semana 5 para Anthurium sp. fue de
0.83g, para A. glumacea fue de 1.03g y para D. japonica fue de 80.65g (Figura 16). Este
parametro es un indicador directo de la salud y la capacidad de adaptacion de las plantas al tipo
de luz, proporcionando una medida precisa de la biomasa real de la planta, reflejando el
crecimiento y acumulacion de materia organica. Segun Dutta Gupta, (2017); L. Chen et al.,
(2021) y Makowski et al., (2019) los Anthurium sp., A. glumacea y D. japonica tienden a
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acumular mayor biomasa seca expuestos a luz blanca y azul debido a que dan robustez a las

hojas, sin embargo, su tamafio es menor con respecto a la luz roja.
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Figura 16. Peso seco de las especies vegetales Anthurium sp., A. glumacea y D. japonica en la fase de
aclimatacién. A) Anthurium sp.; B) A. glumacea; C) D. japénica; V1 (Luz roja); V2 (Luz azul); V3 (Luz blanca);
PS (Peso seco); PF (Peso fresco).

5.3. Manual de aclimatacién para las especies ornamentales Anthurium sp., A.
glumaceay D. japonica

El manual contiene metodologias, técnicas y conceptos claves para la aclimatacion de
Anthurium sp., A. glumacea y D. japonica; informacion generada durante la presente
investigacion. El enfoque principal es la identificacion de metodologias eficaces para el cultivo
in vitro, disefio de la composicion y preparacion del sustrato, manipulacion de factores
ambientales para disminuir el riesgo de pérdida de material vegetal y fortalecer la produccion
en gran escala de plantas ornamentales. El contenido general de este documento se presenta a

continuacion en la (Figura 17). EI manual se encuentra en el (anexo 26)
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El sustrato compuesto por fibra de coco proporcioné a las vitroplantas de Anthurium
sp. y Ada glumacea las mejores condiciones fisicoquimicas para la aclimatacion.
Mientras que el sustrato compuesto por turba proporciond a las vitroplantas de Drosera

japonica las mejores condiciones fisicoquimicas para la aclimatacion.

El pardmetro de adaptacion mejor interpretado fue el de la longitud de la planta, en la
fase de preaclimatacion fue significativo en los sustratos T3 para Ada glumacea con
1.89cm, el T4 para Anthurium sp. con 2.62cmy T1 para Drosera japénica con 1.99cm

de diferencia entre la semana 1y 6.

La luz roja 650 nm, proporciona las mejores condiciones de crecimiento en Anthurium
sp. y Ada glumacea, la luz azul 450nm es la éptima para Drosera japénica. Mostrando
diferencias significativas tanto para altura como peso seco.

La temperatura y la humedad relativa se mantuvieron constantes entre los 25°C a 27°C
y 70% respectivamente durante todas las fases de la aclimatacion.

Recomendaciones

Utilizar medios semisélidos en la fase de multiplicacion y enraizamiento compuestos
por fibra de coco para disminuir la contaminacion y obtener plantas con raices mejor
desarrolladas para la aclimatacion.

Utilizar sustratos de facil acceso dependiendo a la region del pais que se realice el
proceso y tomando en cuenta una proporcién 1: 1 para retencion de agua y aireacion.
Realizar una fase de aclimatacion en invernadero de mayor duracion para evidenciar el
efecto de la luz en la floracion.

Realizar una aclimatacién por hidroponia para Drosera japénica.

Realizar pruebas de cuantificacion de clorofila en la fase de aclimatacion en la fase de
multiplicacion, enraizamiento e invernadero para observar su produccion a diferentes

tipos de luz y favorecer la aclimatacion.
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ANEXOS

Comparaciones ortogonales de la preaclimatacion de las plantas en estudio con
los 5 tratamientos T1 (Turba y Vermiculita 2:1), T2 (Turba, Vermiculitay Aserrin 2:1:1),
T3 (Fibra de coco y Perlita 4:1), T4 (Fibra de coco y Carbon vegetal 4:1) y T5 (Cascarilla
de arroz y Perlita).

Anexo 1. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de porcentaje de mortalidad.

Sustrato Medias n E.E.
T1 0.00 16 0.00 A
T2 0.00 16 0.00 A
T3 0.00 16 0.00 A
T4 0.65 15 0.00 A
T5 1.25 14 0.04 A

Anexo 2. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal Anthurium.sp del
parametro de porcentaje de mortalidad.

Sustrato Medias n E.E.
T1 0.00 16 0.00 A
T2 0.00 16 0.00 A
T3 0.00 16 0.00 A
T4 0.00 16 0.00 A
T5 0.65 15 0.02 A

Anexo 3. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal D. japonica del

parametro de porcentaje de mortalidad.

Sustrato Medias n E.E.
T1 0.83 16 0.10 A
T2 1.01 16 0.11 B
T3 1.15 16 0.11 B
T4 1.28 13 0.11 B

oo

T5 1.44 15 0.12




Anexo 4. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de longitud de planta.

Sustrato Medias n E.E.
T2 0.85 16 0.23 A
T5 1.18 14 0.25 A B
T4 1.47 15 0.24 A B
T1 1.86 16 0.23 B
T3 1.88 16 0.23 B

Anexo 5. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal Anthurium.sp del
parametro de longitud de planta.

Sustrato Medias n E.E.
T1 2,82 16 0,27 A
T2 3,42 16 0,27 A B
T5 3,59 15 0,27 A B
T3 4,03 16 0,27 B C
T4 4,84 16 0,27 C

Anexo 6. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal D. japonica del
parametro de longitud de planta.

Sustrato Medias n E.E.
T5 4,00 3 3,57 A
T4 4,36 7 2,34 A
T3 5,33 9 2,06 A
T2 5,89 9 2,06 A
T1 _ 19,93 7 2,34 » B

Anexo 7. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de ancho de hoja.

Sustrato Medias n E.E.
T1 0,36 16 0,05 A
T2 0,38 16 0,06 A
T5 0,40 14 0,05 A
T4 0,41 15 0,06 A
T3 0,42 16 0,05 A




Anexo 8. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal Anthurium.sp del

parametro de ancho de hoja.
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Sustrato
T2
T5
T1
T3
T4

Medias
0,38
0,38
0,45
0,46
0,51

16
15
16
16
16

E.E.
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05

>>>>>

Anexo 9. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal D. japdnica del

parametro de ancho de hoja.

Sustrato Medias n E.E.
T2 0,00 9 0,07 A
T5 0,04 3 0,02 A
T3 0,05 9 0,04 A
T4 0,06 7 0,02 A
T1 0,15 1 0,03 A

Anexo 10. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de promedio foliar.

Sustrato Medias n E.E.
T5 0,30 14 0,36 A
T1 0,33 16 0,59 A
T2 0,76 16 0,34 A
T4 0,91 15 0,31 A
T3 1,33 16 0,33 A

Anexo 11. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal Anthurium.sp del

parametro de promedio foliar.

Sustrato Medias n E.E.
T5 0,65 15 0,32 A
T2 0,73 16 0,34 A
T1 0,89 16 0,29 A
T4 0,91 16 0,26 A
T3 2,38 16 0,26



Anexo 12. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal D. japbnica del

parametro de ancho de planta.
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Sustrato
T4
T3
T5
T2
T1

Medias
0,00
0,04
0,05
0,06
0,15

= O WO NS

E.E.
0,07
0,02
0,04
0,02
0,03

>>>>>

Anexo 13. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de peso fresco de la planta.

Sustrato
T5
T4
T2
T1
T3

Medias
109,09
115,93
152,93
166,20
171,01

n
14
15
16
16
16

E.E.
11,56
10,76
10,42
10,42
10,42

A
A

B
B
B

C
C
C

Anexo 14. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal Anthurium sp. del

parametro de peso fresco de la planta.

Sustrato Medias n E.E.
T1 102,22 16 11,37 A
T5 112,02 15 11,75 A B
T3 124,45 16 11,37 A B
T2 133,17 16 11,37 A B
T4 148,65 16 11,75 B

Anexo 15. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal D. japénica del

parametro de peso fresco de la planta.

Sustrato Medias n E.E.
T5 46,95 3 25,96 A
T2 82,22 9 14,99 A B
T4 114,40 7 16,99 A B
T3 124,62 9 14,99 B
T1 138,67 7 16,99 C
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Comparaciones ortogonales de la aclimatacién en invernadero de las plantas en estudio

con los 3 tratamientos: V1 (Luz roja), V2 (Luz azul) y C (Luz blanca).

Anexo 16. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de longitud de la planta.

Sustrato Medias n E.E.
V2 0,47 12 0,27 A
C 1,02 12 0,27 A B
V1 1,66 12 0,27 B

Anexo 17. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal Anthurium.sp del

parametro de longitud de planta.

Sustrato Medias n
V2 0,22 12

C 0,66 12

V1 1,03 12

E.E.

0,19 A

0,18 A B
0,20 B

Anexo 18. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal D. japonica del

parametro de longitud de planta.

Sustrato Medias n E.E.
C 0,55 11 0,27 A
V1 1,03 7 0,34 A B
V2 1,71 8 0,32 B

Anexo 19. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de ancho de hoja.

Sustrato Medias n
V2 0,07 12
C 0,12 12

V1 0,13 12

E.E.

0,03 A
0,03 A
0,03 A




Anexo 20. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal Anthurium.sp del

parametro de ancho de hoja.

Sustrato Medias n E.E.
V2 0,03 12 0,03 A
C 0,08 12 0,03 A
V1 0,10 12 0,03 A

Anexo 21. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal D. japonica del

parametro de ancho de hoja.

Sustrato Medias n E.E.
V1 0,16 6 0,05 A
C 0,17 8 0,05 A
V2 0,18 8 0,05 A

Anexo 22. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de peso fresco.

Sustrato Medias n E.E.
V2 0,89 12 0,12 A
C 1,06 12 0,12 A
V1 1,53 12 0,12 B

Anexo 23. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de peso seco.

Sustrato Medias n E.E.
V2 8,55 12 1,15 A
C 10,08 12 1,15 A B
V1 13,58 12 1,15 B

Anexo 24. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal A. glumacea del

parametro de peso fresco.

Sustrato Medias n E.E.
V2 0,93 12 0,26 A
C 1,10 12 0,25 A B
V1 1,99 12 0,27 B
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Anexo 25. Resultados de la prueba de Tukey para la especie vegetal D. japénica del

parametro de peso fresco.

Sustrato Medias
C 9,90

V1 11,78

V2 12,74

o O ©|S

E.E.

1,52 A

1,75 A B
1,52 B

Anexo 26. Manual de aclimatacién de Anthurium sp., Ada glumacea y drosera japonica

cultivadas in vitro.
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PRESENTACION

Presentacion a estudiantes, tesistas y profesores:

Este Manual esta disefiado como material didactico de laboratorio y proporciona a
los estudiantes pautas sobre las técnicas de micropropagacion in vitro y aclimatacion de
plantas ornamentales principalmente de Anthurium sp., A. glumacea y D. japonica. Los
protocolos descritos en el manual han sido probados por el estudiante Ismael Guerra de

la carrera de biotecnologia, durante el desarrollo del proyecto de investigacion:

Aclimatacion de Anthurium sp., A. glumacea y D. japonica cultivadas in vitro.”

La estructura del manual incluye los siguientes apartados: introduccion, conceptos
claves, protocolos con ilustraciones que detallan los pasos a seguir para realizar cada

ensayo, glosario y referencias bibliograficas.

Les invitamos a consultar este manual y realizar los experimentos propuestos para
adquirir los conocimientos y habilidades de trabajo que se requiere de los profesionales

capacitados en las diferentes aplicaciones de la biotecnologia.
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1. INTRODUCCION

El presente manual contiene metodologias para la aclimatacion de plantas
ornamentales cultivadas in vitro. Las técnicas propuestas seran de gran utilidad para la
produccion local de diferentes especies de interés comercial, tales como: Anthurium sp.,
Ada glumaceae y D. japonica. Ademas, es importante la difusion del conocimiento
respecto a la propagacion de plantas para promover la conservacion de estos recursos.
Puesto que, la pérdida de estos recursos vegetales no s6lo en nuestro pais sino a escala

mundial ha aumentado en los dltimos afios (Corporacion Financiera Nacional, 2021).

Uno de los enfoques de la biotecnologia en este campo es el mejoramiento de la
calidad de los productos, la disminucion de costos de produccion y aumentar el
abastecimiento de plantas ornamentales (Vences et al., 2009). La investigacion promueve
innovacion en la utilizacion recursos para obtener una mejor adaptacion al aire libre como

planta en maceta y disminuir el costo de produccion (Yusnita et al., 2010).

La aclimatacién es una etapa fundamental en un sistema de micropropagacion
porque dependen de ella la eficiencia del proceso y la calidad final de las plantas
producidas in vitro. Estas plantas en comparacion con las cultivadas tradicionalmente
presentan un comportamiento diferente en condiciones in vitro y en el campo (de
Malajovich, 2012). Debido a que sufren cambios morfolégicos y fisioldgicos que
ocasionan una pérdida importante de plantas en el momento de trasplante. Por esta razén,
es necesaria la aplicacion de técnicas de adaptacion al pasar de las condiciones in vitro a
ex vitro (Valle et al., 2022).

La aclimatacion permitird que la planta alcance un crecimiento autétrofo en
ambientes de menor humedad relativa, con mas luz y sustratos sépticos (Ferrante et al.,
2015). La eficiencia del proceso de adaptacién depende, entre otros factores, de la
eleccidn del sustrato y de la obtencién de una relacién adecuada entre los componentes

de la mezcla, que asegure una buena supervivencia (Grigoriadou et al., 2019).

Esta obra constituye una vision integral de los multiples factores que son

necesarios considerar para lograr una propagacion exitosa de las plantas ornamentales.
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2. OBJETIVO

Presentar protocolo sobre aclimatacion de las especies vegetales Anthurium sp.,

A. glumaceae y D. japdnica, cultivadas in vitro.

3. JUSTIFICACION

Las orquideas y anturios y plantas carnivoras son plantas ornamentales de gran
valor econémico, muy demandadas tanto a nivel nacional como internacional debido a su
atractivo estético y su diversidad de formas y colores. La produccion masiva de estas
plantas mediante técnicas in vitro permite obtener individuos de alta calidad genética y
sanitaria, esenciales para satisfacer la demanda del mercado. Sin embargo, sin una
adecuada aclimatacion, las plantas no podrian adaptarse a las condiciones ex vitro, lo que
resultaria en una pérdida econémica significativa para los productores y comerciantes.
(Ferrante et al., 2015; Grigoriadou et al., 2019)

La aclimatacion adecuada aumenta significativamente la tasa de supervivencia de
las plantas cultivadas in vitro. Las plantas que no pasan por un proceso de aclimatacion
tienden a experimentar altos niveles de estrés, lo que conlleva una mayor mortalidad
debido a su baja resistencia para manejar los cambios bruscos de condiciones ambientales
. Por tanto, la aclimatacion no solo mejora la supervivencia inmediata, sino que también
contribuye a un desarrollo més saludable y vigoroso de las plantas en el largo plazo.
(Grigoriadou et al., 2019).

El manual promueve la utilizacion de sustratos de facil disponibilidad y
accesibilidad en la region. Ademas, incentiva a una aclimatacion progresiva basada en
varias fases para aumentar el porcentaje de supervivencia de las especies en estudio

Anthurium sp., D. japonica y A. glumacea.

4. PLANTAS ORNAMENTALES

Las plantas ornamentales son plantas que se cultivan y comercializan con fines
decorativos. Esto se debe a que poseen caracteristicas estéticas que son atractivas para su
consumo, tales como: variedad de colores y formas de sus flores, variedad de fragancia,
diversidad de sus tallos y por la abundancia o permanencia del follaje (Yerjanovich y
Mamadiyoroglu, 2021). Por su amplia diversidad las plantas ornamentales son destinadas
a decorar diferentes espacios, como jardines y disefios paisajisticos (J. Chen, 2017).
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4.1. Anthurium sp.

Las plantas ornamentales del género Anthurium pertenecen a la familia de las
Araceas y comprende 1500 especies tropicales. Son plantas perennes de crecimiento lento
que requieren condiciones de sombra y humedad, como en las selvas tropicales
(Thokchom y Maitra, 2017). Se denominan tradicionalmente como anturios. En Ecuador
podemos encontrar alrededor de 430 especies en la parte noreste entre los 400 y 1800m
de altitud (Teixeira et al., 2015).

La especie Anthurium sp. se caracteriza por la belleza y durabilidad de sus flores,
pero su propagacion tradicional es lenta desde la germinacion hasta la floracion. Este
proceso es influenciado por la variacion genética y la baja tasa anual de obtencion de
hijuelos que es aproximadamente de 3 a 4 por afio. Por lo cual, durante estos ultimos afios
el cultivo de tejidos vegetales in vitro ha sido utilizado para aumentar la produccion de

plantas (L6pez et al., 2013).

4.2. Ada glumacea

Es una especie que pertenece al género Ada, denominada tradicionalmente como
orquidea. Se cultiva principalmente como planta ornamental y también se aprecia como
flor cortada, no solo por su belleza exoética sino también por su larga vida atil ( Zhang et
al., 2018). Aunque, las orquideas se cultivan principalmente como plantas ornamentales
algunas se emplean como hierbas medicinales y alimentos en algunas culturas y tribus
(Chugh et al., 2009).

Son uno de los grupos taxondmicos mas amenazados del mundo, la conservacion
exitosa de estas plantas en la naturaleza suele ser dificil y requiere del aporte de una
variedad de disciplinas de investigacion (Wraith et al., 2020). Durante los ultimos
cincuenta afios se estudia las técnicas de micropropagacion de orquideas para su
propagacion a gran escala y conservacion ex situ (Pant et al., 2018).
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4.3. Drosera japénica

Esta especie pertenece al género Drosera, es uno de los géneros mas numerosos
de plantas carnivoras, incluye aproximadamente 194 especies. Las plantas de este género
tienen hojas con tentaculos que se observan como pelos (Pavlovi¢ y Saganova, 2015).
Estas estructuras de la planta producen unas gotas brillantes y pegajosas que utilizan para
capturar a sus presas. Estas gotas son una sustancia viscosa denominada mucilago. El
mucilago contiene propiedades nutritivas y atrae a los insectos (Egan y van der Kooy,
2013). Cuando los insecto son capturados secretan enzimas para digerir al insecto y
liberar sus nutrientes, los cuales son capturados por la planta través de la superficie de la
hoja (Blondeau, 2020).

Este tipo de plantas han sido durante mucho tiempo objeto de interés popular.
Debido a las diversas formas y tamafios de sus hojas, asi como, sus hermosas flores. Estos
rasgos hacen de estas plantas materiales ornamentales de un alto potencial comercial
(Caldeira et al., 2021). La propagacion de D. japonica en los ultimos tiempos se ha
realizado extensamente mediante micropropagacion. Esta técnica de cultivo se realiza

principalmente por explantes de la plantulas germinadas (Momin et al., 2018).

5. ESTERILIZACION DE MATERIALES

La esterilizacion del material de laboratorio es un proceso que permite eliminar o
inactivar los microorganismos presentes en un objeto o sustancia para prevenir la
contaminacion. En este proceso se realiza mediante métodos fiscos y métodos quimicos
(Pérez & Maiius, 2023). Los cuales son utilizados en: la esterilizacion de equipos, el
acondicionamiento del material (vidrio, plastico y metal) que va a ser utilizado y la
preparacion de medios de cultivo. La seleccion del método a aplicar depende del tipo de
material a esterilizar (Fraise et al., 2013).

Los métodos que se utiliza con mayor frecuencia en el laboratorio son por medio
de agentes fisicos como calor seco o humedo y radiacion UV (Negroni, 2009). Para
asegurar el éxito de un proceso de esterilizacion es necesario considerar la desinfeccion
y limpieza previa de los materiales. A través de un proceso mecanico se elimina, por
arrastre, la suciedad visible y la materia organica de un objeto o superficie, reduciendo el

nimero de microorganismos y protegiendo los instrumentos contra la corrosién y el
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desgaste. La buena practica de las técnicas de esterilizacion disminuird riesgos de

contaminacion y pérdida de material causado por deformacion, fisuras y derrames.

5.1. ESTERILIZACION CON CALOR HUMEDO

El calor himedo destruye a los microorganismos por desnaturalizacion de las
proteinas. Es utilizado para esterilizar medios de cultivo, soluciones termoestables,
materiales de vidrio (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2019). Es
importante que los objetos estén limpios, dado que el vapor no puede penetrar en la

suciedad.

Este método se lleva a cabo equipos disefiado para trabajar con vapor de agua a
alta presion y temperatura. La autoclave es un equipo de paredes metalicas resistentes
con cierre hermético lo que permite generar vapor de agua y una presion interna superior
a la atmosférica, con el fin de que el vapor de agua alcance una temperatura de 121 °C
(Morein, Kumars, & Dunders, 2020).

5.1.1. ESTERILIZACION DE MEDIOS DE CULTIVO

En el laboratorio el vapor humedo se utiliza para esterilizar medios de cultivo,
previamente preparados y descontaminar medios de cultivo o muestras utilizados (Figura
1).

PROCEDIMIENTO

1. Revisar si los frascos o materiales con tapa rosca no se encuentren cerrados

completamente. Para evitar derrames y pérdida de material.

2. Pegar fragmentos de cinta termosensible para identificar el material listo para

esterilizar.

3. Colocar el medio de cultivo preparado dentro del autoclave y operar el equipo de

acuerdo con las condiciones establecidas en el laboratorio.

4. Inspeccionar si el proceso de esterilizacion fue el correcto con ayuda de las cintas
termosensibles al observar si las lineas marcadas cambiaron de color. Esto es un

indicador de que el ciclo de esterilizacion fue exitoso.
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5. Retirar el material de la autoclave con ayuda de guantes térmicos.

D\ e

Autoclave

Figura 1. Proceso de esterilizacién de medios de cultivo preparados.

5.2. ESTERILIZACION POR RADIACION ULTRAVIOLETA (UV)

Las ondas UV tienen suficiente energia para causar roturas en el ADN,
produciendo la muerte del organismo expuesto (Santamaria, Comba, & Pérez , 2015). Es
un método muy efectivo puesto que puede ajustarse a la necesidad del usuario, debido a
que se controla la dosis de irradiacion o el tiempo de exposicion. Sin embargo, su grado
de penetracién en el aire es muy limitada (Katara et al., 2008). Se utiliza para la
esterilizacion de materiales termolabiles que no puede ser autoclavados y como
complemento de las técnicas de esterilizacién anteriormente citados. Este tipo de

esterilizacion se realiza antes y después de la practica (Figura 2).
PROCEDIMIENTO
1. Ubicar el material a esterilizar bajo la luz UV.
2. Dejar el material por 30 minutos en radiacion.
3. Apagar la fuente de luz UV y empezar con la préactica.
4. Retirar el material después de la practica y limpiar el area de trabajo.
5. Dejar encendida la luz UV por 30 minutos-

Nota: No se debe trabajar con luz ultravioleta, puede causar fuertes afecciones por la

peligrosidad a la exposicidn de la radiacion.
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S — :

I/I“J\ I’J 30 min

Figura 2. Proceso de esterilizacion mediante radiacion UV.

6. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Uno de los factores méas importantes en el enraizamiento es el tipo de medio de
cultivo a utilizar. El medio debe estar compuesto por sales basales y nutrientes esenciales
que las plantas necesitan para su crecimiento y desarrollo adecuado (Bidarigh &
Azarpour, 2013).

La formacion de raices adventicias es el aspecto crucial en la propagacion clonal
de especies vegetales a partir de propagacion in vitro. En horticultura el enraizamiento
promueve la aclimatacion y el mejoramiento de la calidad de las plantas (Sha Valli Khan
etal., 1999).

6.1. MEDIO MURASHIGE & SKOOG

Este medio contiene una formulacion basica que sirve como fuente de nutrientes
a gran variedad de plantas, debido a que posee una alta cantidad de sales minerales,

nutrientes.

6.1.1. MS (Anthurium sp., A. glumaceay D. japonica)

PROCEDIMIENTO

1. Desinfectar el material de cristal (probetas, frascos, vasos de precipitacion y
pipetas, por medio de lavado con agua destilada y autoclave a 121°C.

2. Pesar los componentes del medio Murashige & Skoog de enraizamiento e
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incorporarlo a un vaso de precipitado de 1000ml y aforar (Tabla 1).

Tabla 1.

Murashige & Skoog para Anthurium sp.

Anthurium sp A. glumacea D. japonica
Sales minerales Cantidad
Nitratos 10 Ml 10 mL 5 Ml
Sulfatos 10 Ml 10 mL 5mL
Haloides 10 Ml 10 mL 5mL
P,BOy MO 10 Ml 10 mL 5mL
FE,EDTA, Acido 10MlI 10 mL 5mL
Tetracetico  Etilen
Diamina
Vitaminas 10 Ml 10 mL 5mL
Hormonas de Cantidad
enraizamiento
ANA 0.4 MI 0.4 mL 0.4 mL
BAP 0.2 Ml 0.2 mL 0.2mL

Pesar y afiadir los carbohidratos en forma de sacarosa 25 g /L y afadir 1 g/L

de carbén activado para Anthurium sp.,20 g/L de sacarosa para A. glumacea y

D. japbnica.

Ajustar el pHa5,7.

Adicionar 3g/l de Gelzan

Calentar y agitar constantemente hasta que hierva para evitarque se formen

grumos.

Dispensar 20ml de medio de cultivo en frascos de vidrio de 200ml y tapar.

Esterilizar en la autoclave el medio durante 20 minutosa 121C
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Autoclave Autoclave (4
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# Medio de cultivo
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Servir 20 ml ‘9;
X
pH:5,7

Hervir
Figura 4. Proceso de preparacion de medio de cultivo para Anthurium sp., Ada

glumacea y D. japdnica

7. TECNICAS DE RESIEMBRA

Las resiembras en las fases de cultivo in vitro se realizan cuando se va a cambiar
de etapa de multiplicacion a enraizamiento debido a que cambian los componentes del
medio de cultivo o cuando el medio de cultivo se termina o contamina con bacterias para

evitar que la planta se contamine o muera (Figura 5). (Yesmin et al., 2016).

7.1. RESIEMBRA DE Anthurium sp., A. glumacea y D. japonica.

PROCEDIMIENTO

1. Desinfectar material de laboratorio (pinzas, cajas Petri y mangos de bisturi).

2. Esterilizar los medios de cultivo mediante luz UV 20 minutos.

3. Realizar la resiembra en la cabina de flujo laminar para evitar contaminaciones,
se extrae el explante del frasco con la ayuda de pinzas y se realiza cortes para
obtener explantes mas pequefios y obtener mayor nimero de plantas, estos cortes

se realizan en diferentes zonas segun la especie (Tabla 2).
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Tabla 2.
Cortes de Anthurium sp, A. glumacea y D.japonica para la resiembra en medio de

enraizamiento.

Especie Vegetal Explante Descripcion

Se corto explantes desde la yema axilar, con un tamafio de

Anthurium sp. 2cma3cm.

A. glumaceae Se corto explantes desde los nodos apicales con un tamafio
de3cmabcm.
D. jap6nica Se cortd explantes desde la raiz de la planta.

4. Sembrar los explantes en los nuevos medios de cultivo y tapar para evitar

contaminacion.

Autoclave Luz UV: 20min

Figura 5. Resiembra de Anthurium sp, A. glumacea y D.japonica
NOTA: Los explantes deben permanecer en un cuarto de crecimiento a una temperatura

de 25°C y un fotoperiodo de 16h de luz y 8 de oscuridad.
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8. ETAPAS DE ACLIMATACION

La aclimatacion es la adaptacion de las plantas cultivadas in vitro en etapa de
enraizamiento en condiciones controladas a condiciones ambientales y en sustrato. Esta
etapa es la mas importante de la micropropagacion debido a que de esta depende la
eficiencia del proceso y la calidad final de las plantas producidas in vitro (Chandra et
al., 2010).

Las condiciones controladas en el cultivo in vitro disminuyen la posibilidad de
que la planta se adapte y sobreviva al ser transferida directamente al campo. Por lo cual,
es necesaria realizar una aclimatacion progresiva de las condiciones de laboratorio a las
de campo (Mazzeo et al., 2014). Existen diferencias significativas entre plantas que
crecieron en condiciones de laboratorio in vitro y en condiciones naturales in vivo
(Tabla 3).

Tabla 3.

Caracteristicas de plantas en condiciones in vitro e in vivo.

In vitro In vivo
No fotosintesis Fotosintesis
Condiciones controladas Condiciones no controladas
Condiciones Asépticas Exposicién a patdgenos y gérmenes
ambientales
Alta humedad relativa Humedad variable
No funcién de estomas Funcién de estomas
Ausencia de pelos radiculares y de cera en la Presencia de pelos radiculares y de
cuticula cera en la cuticula

Nota * Adaptado de Propagacion de plantas por cultivo in vitro:una biotecnologia que
nos acompafa hace mucho tiempo, por Castillo, 2010.

La aclimatacion depende del correcto manejo de condiciones de crecimiento
como: la temperatura, la humedad, los nutrientes, la luz y patdégenos a los que esta
expuesta la planta (Barsanti y Lallana, 2013). Para obtener mayor éxito en esta etapa se
escoge plantulas de buena calidad, se elige el sustrato que cumpla con los requerimientos
necesarios y se implementa la utilizacion de fungicidas preventivos, debido a que la planta
debe pasar de una condicion heterétrofa a una autotrofa (Yaacob et al., 2014). La
aclimatacion se divide en tres fases, las cuales son: preaclimatacion, aclimatacion en

invernadero y aclimatacion al aire libre.
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8.1.PREACLIMATACION

Se realiza en los primeros 21 dias después de la siembra. Consiste en reducir la

humedad relativa y lograr la adaptacion a la humedad del ambiente (Jain et al. , 2013;
Sanchez et al. (2012).

8.1.1. PREPARACION DE SUSTRATO

El sustrato es el material sobre el cual la planta crece, florece y desarrollara sus
raices. Un buen sustrato debe ayudar a retener la humedad, proveer de buena ventilacion
a las raices y ser inerte (Montes, 2016). Los sustratos pueden ser liquidos o solidos
mientras cumplan con la proporcion 1:1 en la capacidad de retener agua y aire (Tabla
4),(Ortega y Salgado, 2011).

Tabla 4.

Sustratos de Anthurium sp, A. glumacea y D.japonica segun sus condiciones ambientales.

Especie Descripcion Sustrato

Anthurium.sp Las plantas ornamentales del género | Fibra de coco y carbdn vegetal,
Anthurium pertenecen a la familia de | proporcion (4:1) viv

las Araceas y comprende 1500 especies
tropicales. Son plantas perennes de
crecimiento lento que requieren
condiciones de sombra y humedad,
como en las selvas tropicales
(Thokchom y Maitra, 2017)

A. glumacea Crece en suelos ricos en materia | Fibra de coco vy perlita,
organica y humus, como los que se | proporcién (4:1) viv
encuentran en bosques tropicales
hdmedos, una de sus caracteristicas es
que pueden ser plantas epifitas
(Tinoammini et al., 2024).

D. japonica Se adaptan a suelos pobres en | Turbay vermiculita, proporcién
nutrientes y con un pH écido entre 4.5 | (2:1) viv.

y 6.5. Estos suelos son tipicos de
turberas, brezales, dunas de arena y
areas rocosas con poca vegetacion. En
Ecuador se pueden encontrar en los
paramos de las regiones andinas, en
bosques de niebla caracteristicos por su
humedad y neblina constante, zonas
costeras cercanas a manglares o areas
pantanosas y zonas montafiosas (Singh
y Bajwa, 2017).
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PROCEDIMIENTO

1. Se seleccionan los sustratos dependiendo las caracteristicas de cada planta y
manteniendo una proporcién 1:1 en v/v de materiales que mantienen la humedad
y permiten la aeracion de las raices.

2. Se prepara los sustratos que estara compuestos de turba y vermiculita para D.
japonica, fibra de coco y carbon vegetal para Anthurium.sp. y fibra de coco y
perlita para A. glumacea, se esteriliza y seca en una estufa a 80°C por 4 horas.

3. Se depositard 130 g de cada uno de los sustratos correspondientes en macetas de
plastico de 10 cm x 10 cm.

Q
Sustratos Autoclave Estufa \

l -‘_ ,.-_--;'_'_..':--- e u

130g por maceta de
c¢/u de los sustratos

Figura 6. Esterilizacion de sustratos de Anthurium sp. A. glumacea y
D.japonica

8.1.2. RESIEMBRA

PROCEDIMIENTO

1. Se seleccionara el material vegetal, se escogeran las plantas que se encuentren
sanas, sin malformaciones, con buena masa radicular, tallo endurecido, sin
contaminaciones y con una altura aproximada de 6cm a 8 cm, que se
encuentren en medo de cultivo de enraizamiento minimo 45 dias.

2. Se extrae las plantulas de los recipientes con una pinza, ocasionando el menor
dafio posible a la plantula.

3. Se lavaréa el material vegetal con agua destilada con el objetivo de eliminar el
medio de cultivo presente en sus raices. También se sumergira su raiz en una
solucion fungicida Kasugamicina 20g/L con una concentracion de 1mL/L por

3 minutos.
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4. Se sumergid en una solucion de fertilizante 20NPK con una concentracién de
25 mL/ L por 1 minuto.

5. Se concluyé el proceso con el trasplante de la planta al nuevo sustrato
previamente preparado.

6. La primera semana del tratamiento se mantendra tapada la planta con un vaso
de 1L transparente, la segunda semana se realizaran agujeros en el vaso y la
tercera semana se destapara la planta.

7. Las plantas se regaran con 20ml de agua cada 3 dias.

NOTA: Las plantas deben permanecer en un cuarto de crecimiento a una temperatura de
25°C y un fotoperiodo de 12h de luz y 12 de oscuridad con una humedad relativa desde
la 3 semana de 70%

Agua destilada Fungicida Fertilizante

Figura 7. Resiembra en preaclimatacion de Anthurium sp. A. glumacea y

D.japonica

8.2. ACLIMATACION EN INVERNADERO

En esta fase inicia la fertilizacion foliar con productos de nutricion en
presentaciones liquidas o granuladas y se utiliza fungicidas, esta etapa puede durar de 4
a 8 semanas (Alvarez 2011; Sénchez et al., 2012).

8.2.1. RESIEMBRA
PROCEDIMIENTO

1. Se seleccionara el material vegetal, se escogeran las plantas que se encuentren

sanas, sin malformaciones libres de enfermedades y contaminacion.
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2. Se prepara los sustratos que estara compuestos de turba y vermiculita para D.
japonica, fibra de coco y carbdn vegetal para Anthurium.sp. y fibra de coco y
perlita para A. glumacea.

3. Se lavaré el material vegetal con agua con el objetivo de eliminar el sustrato
presente en sus raices. También se sumergira su raiz en una solucion fungicida
Kasugamicina con una concentracion de 1mL/L por 3 minutos.

4. Se sumergiod en una solucion de fertilizante 20NPK con una concentracion de 25
mL/ L por 1 minuto.

5. En macetas de 10 cm x 10 cm se introducira el sustrato y se sembrara 1 plantas
por maceta y se introduciran a un invernadero a una temperatura entre los 25°c
en el dia 'y 20°c en la noche a una humedad relativa promedio de 70-80%.

6. Se mantendra un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad con luces rojas
para Anthurium sp., A. gluamaea y luces azules para D. japdnica.

7. Se regara las plantas cada dia con fertilizante 20NPK a una concentracién 25
mL/L cada 3 dias.

Agua destilada Fungicida Fertilizante
u L ' ‘
| b | T
] -
- L gn 0 D odel3
R 03:000

x 012000
. e B s 9

Figura 11. Resiembra en invernadero de Anthurium sp. A. glumacea y D.japonica
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8.3. ACLIMATACION AL AIRE LIBRE

Se trasplanta a una maceta, que contiene una mezcla de abono y arena y mantiene

con un riego semanal(Benavides y de Guevara, 2020; Sanchez et al., 2012).
PROCEDIMIENTO

1. Se seleccionara el material vegetal se escogeran las plantas que se encuentren
sanas, sin malformaciones

2. Se prepara el sustrato que estara compuesto de abono

3. Se mantendra las plantas con un fotoperiodo de 14h de luz y se regara cada

semana con agua Yy fertilizante.

I VA -

:
@D

Figura 12. Resiembra en invernadero de Anthurium sp. A. glumaceay

D.japonica
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