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RESUMEN

En la micropropagacion vegetal la aclimatacion es una etapa crucial para
promover que en las plantas ocurran cambios morfoldgicos vy fisioldgicos
para su adaptacion ex vitro. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
supervivencia y desarrollo de plantulas de Lycaste aromatica (Graham)
Lindl. obtenidas en dos sistemas de micropropagacion (medio semisélido y
medio liquido en biorreactor de inmersion por gravedad, BIG). Las plantulas
se establecieron en sustratos diferentes (peat moss Premier® o musgo
Sphagnum chileno) y recibieron diferentes fungicidas (PHC T-22°, Captan
Plus®y Ridomil Bravo® 81,y plantas que no recibieron aplicacion) en un disefio
experimental completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2 x 4, resultando
16 tratamientos. Durante 28 semanas de aclimatacion las plantas estuvieron
en charolas de plastico transparente con los sustratos correspndientes, en
invernadero con temperatura en el intervalo de 20 a 37 °C, irradiancia de 85
pmol m2 sy 70 % de humedad relativa. Los resultados mostraron que las
plantas tuvieron diferencias significativas en supervivencia y nimero de brotes
debido al sistema de micropropagacion en que se obtuvieron, mientras que los
sustratos influyeron en la supervivencia y clorofila total en hojas. Las plantas
obtenidas en medio semisélido y establecidas en sustrato musgo Sphagnum
chileno sobrevivieron en proporcion del 88 al 100 %. Las plantas obtenidas
en el sistema BIG fueron las mas altas, con 7.2 cm. Las plantas obtenidas en

medio semisolido y establecidas en peat moss Premier® formaron 1.25 brotes.

Por otro lado, las plantas obtenidas en medio semisdlido, establecidas en
peat moss Premier® con aplicacion de fungicida Captan Plus® tuvieron mas
clorofila total (0.43 mg g™ de peso fresco foliar). Los fungicidas no indujeron
diferencias en la supervivencia de las plantas.

Palabras clave: Trichoderma harzianum, aclimatacion, biorreactor
de inmersion por gravedad, orquidea, Sphagnum.

SUMMARY

In plant micropropagation, acclimatization is a crucial step to promote
morphological and physiological changes in plants for their ex vitro
adaption. The objective of this study was to evaluate the survival and
development of Lycaste aromatica (Graham) Lindl. seedlings obtained from
two micropropagation systems (semi-solid medium and liquid medium
in a gravity immersion bioreactor, BIG). The seedlings were established in
different substrates (peat moss Premier® or Chilean Sphagnum moss) and
received different fungicides (PHC T-22°, Captan Plus® and Ridomil Bravo®
81, and plants that did not receive application), in a completely randomized
experimental design with 2 x 2 x 4 factorial arrangement, resulting in 16
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treatments. During 28 weeks of acclimatization, the plants were in transparent
plastic trays with the corresponding substrates, in a greenhouse with
temperature in the range from 20 to 37 °C, irradiance of 85 pmol m? s and
70 % relative humidity. Results showed that plants had significant differences
in survival and number of shoots due to the micropropagation system in
which they were obtained, while the substrates influenced survival and total
chlorophyllin leaves. Plants obtained in semi-solid medium and established in
Chilean Sphagnum moss substrate survived in proportions from 88 to 100 %.
The plants obtained in the BIG system were the tallest with 7.2 cm. The plants
obtained in semi-solid medium and established in peat moss Premier® formed
1.25 shoots. On the other hand, the plants obtained in semi-solid medium,
established in peat moss Premier® with fungicide Captan Plus® applied, had
more total chlorophyll (0.43 mg g™ of fresh leaf weight). Fungicides did not
induce differences on plant survival.

Index words: Trichoderma harzianum, acclimatization, gravity
immersion bioreactor, orchid, Sphagnum.

INTRODUCCION

Lycaste aromatica (Graham) Lindl. es una orquidea
epifita litofitica y ocasionalmente es terrestre, se localiza
en los bosques de robles de clima templado, selva
tropical de alta elevacion y bosques de neblina de selva
lluviosa de montafia (Hagsater et al., 2005); se distribuye
en los estados de Chiapas y Veracruz, México (Fowlie,
1970). Las orquideas como L. aromatica (Graham) Lindl.
no tienen hojas durante la temporada seca del afio, y
en los pseudobulbos se realiza la fotosintesis de tipo
metabolismo acido de las crasulaceas. Estas orquideas
desarrollan nuevas hojas durante la temporada de lluvias y,
en condiciones de alta disponibilidad de agua, realizan un
metabolismo fotosintético de tipo C, (Hagsater et al., 2005).
Debido a la belleza de la flor y a que emite aroma agradable
a canela, es muy apreciada en el mercado veracruzano,
pero los ejemplares se obtienen por sustraccion ilegal
de su habitat silvestre, por lo que sus poblaciones estan
amenazadas. En estas circunstancias, en un sendero de
4.5 km en Chocaman, Veracruz, en que se reportaban
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ejemplares de esta especie, en afios recientes no se
encontraron individuos (Baltazar et al., 2014); asi mismo,
L. aromatica (Graham) Lindl. no prolifera en ambientes
secundarios como las plantaciones de café (Scheffknecht
etal, 2010).

Dentro de la propagacion in vitro, el interés en el uso
de biorreactores de inmersion temporal ha aumentado
durante la dltima década (Aragon et al., 2074), ya que su
uso garantiza un mejor desarrollo de las plantulas en la
aclimatacion (Aragoén et al., 2014, Ramirez-Mosqueda
e Iglesias-Andreu, 2016), en comparacién con plantas
obtenidas en medio semisdélido.

En un protocolo de micropropagacion la aclimatacion
es la etapa final, consiste en la adaptacion de las
plantulas antes de pasar al invernadero o a un ambiente
natural (Rabaiolli et al, 2017). Las plantulas in vitro de
orquideas se desarrollan en condiciones controladas
de baja intensidad luminosa, de 36 (Mengarda et al,
2017) a 57 pmol m? s (Bello-Bello et al., 2020); alta
humedad relativa, de 85 (Dwiyani et al, 2022) a 98 %
(Chen, 2004) y bajo intercambio de CO, y O,; por ésto, sélo
un 70 % de plantas micropropagadas de Dendrobium
chrysanthum que se establecieron en condiciones de 70-
80 % de humedad relativa y sustrato de pedazos de ladrillo,
pedazos de carbdn y hojarasca en descomposicion (1:1:1)
sobrevivieron en el periodo de aclimatacion (Hajong et al,,
2010). Al lograr que las plantulas de orquideas silvestres
se aclimaten exitosamente en invernadero, se recomienda
que se establezcan en su habitat natural para contribuir a
la repoblacién de individuos.

El sustrato para orquideas debe proporcionar las
condiciones fisicas apropiadas, un ejemplo es el sustrato
turba-perlita (porosidad total de 93 %, de la cual 20 % es
porosidad de aireacidony 73 % es porosidad de retencién de
agua) (Cabrera, 1999), al mismo tiempo que debe garantizar
las condiciones quimicas y biolégicas necesarias para
el desarrollo de las plantulas (Macedo et al,, 2014). El
musgo rubio Sphagnum en su habitat natural conserva
la humedad durante largos periodos, a pesar de estar en
sitios escarpados, pues en él crecen abundantes orquideas
(Hagsater et al., 2005). El sustrato de Sphagnum es el mas
utilizado en la aclimatacién de plantas producidas in vitro,
debido a que tiene una retencién de agua del 85-90 % y una
textura esponjosa que evita dafios en el sistema radicular
de las plantulas (Macedo et al., 2014). El uso de sustrato de
Sphagnum en el proceso de aclimatacion ha sido reportado
en las orquideas Dendrobium primulinum Lindl. (Pant y
Thapa, 2012), Brassavola tuberculata Hook (Macedo et al.,
2014), Cattleya guttata, Zygopetalum mackayi (Manhaes
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etal, 2015) y Cattleya walkeriana (Galdiano et al., 2017).

En las orquideas, para prevenir el ataque de hongos
como Rhizoctonia (Seidel y Venturieri 2011) y Fusarium, y
asi obtener mayor porcentaje de sobrevivencia de plantulas
durante la aclimatacion, se utilizan fungicidas quimicos
como Captan 50 Plus® [Captan N-(triclorometiltio) ciclohex-
4-en-1,2-dicarboximida] y Ridomil Bravo® 81 {Metalaxil-M:
(R)-2-[(2,6-dimetil-fenil)- metoxiacetilamino]-acido
propionico metil éster} (Srivastava et al., 2018). Venturieri
y de Arbieto (2011) reportaron que en plantulas de
Phalaenopsis amabilis la supervivencia fue favorecida
por el fungicida Manzate 800° [Complejo manganeso
etileno bis(ditiocarbamato) (polymérico) con sal de zinc].
Srivastava et al. (2015) reportaron un 80 % de supervivencia
en plantulas de Aerides ringens (Lindl.) al usar el fungicida
Captan [Captan N-(triclorometiltio) ciclohex-4-en-1,2-
dicarboximida] y Singh et al. (2021) sefialaron un 76 % de
supervivencia en plantulas de Satyrium nepalense al usar
el fungicida Bavistin (Carbendazim).

Los trabajos sobre la aclimatacion de L. aromatica son
escasos, por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar,
durante la etapa de aclimatacion, la supervivencia y
desarrollo de las plantas producidas in vitro obtenidas de
dos diferentes sistemas de propagacién (medio de cultivo
semisolido y medio de cultivo liquido en biorreactor), y que
durante la aclimatacion se establecieron en dos sustratos
y les fueron aplicados diversos fungicidas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y medios de cultivo

Plantulas de L. aromatica (Graham) Lindl. de
aproximadamente 5-7 cm de longitud, cultivadas in vitro
desde que las semillas fueron germinadas en medio de
cultivo en laboratorio, utilizando medio de cultivo basado
en las sales minerales MS (Murashige y Skoog, 1962),
adicionado con 0.5 g L' de acido nicotinico, 0.04 g L' de
tiamina, 0.1 g L' de inositol, 0.002 g L' de glicinay 30 g
L7 de sucrosa. De este medio de cultivo se prepararon dos
variantes: 1) medio de cultivo semisdlido, que después de
ajustar el pH a 5.7 se agregaron 2.5 g L' de Phytagel™
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) y después de
disolverlo se distribuyeron 100 mL en cada frasco de
1000 mL y 2) medio de cultivo liquido en biorreactor de
inmersion por gravedad (BIG). Las plantulas se cultivaron
in vitro durante 28 semanas expuestas a iluminacién de
56 pmol m? s en fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad a
24+ 1 °C.
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Aclimatacion de plantulas

Las plantulas se extrajeron de los frascos, se enjuagaron
con agua corriente para eliminar el medio de cultivo
adherido a las raices y se establecieron tres de ellas en
charola de plastico transparente de 14 x 14 x 9 cm que
contenian una capa de 5 cm de espesor de alguno de los
dos sustratos: turba (peat moss Premier®) esterilizada en
autoclave durante 15 min a 121 °C, o musgo Sphagnum
chileno. El total de plantas en cada sustrato se separd
en cuatro grupos para aplicarles cada 20 dias durante
los dos primeros meses el fungicida correspondiente:
1) 1 g L' de Captan 50 Plus® fungicida quimico de
contacto [Captan N-(triclorometiltio) ciclohex-4-en-1,2-
dicarboximida], 2) 1 g L' de Ridomil Bravo® 81, fungicida
quimico y sistémico {Metalaxil-M: (R)-2-[(2,6-dimetil-fenil)-
metoxiacetilamino]-acido propidnico metil éster}, 3) 0.0135
g L' de PHC T-22° fungicida biolégico (Trichoderma
harzianum, cepa T-22 KRL-AG?2), 4) testigo, sin aplicacion
de fungicida (Cuadro 1).

Las plantas en charolas fueron transferidas a un
invernadero con fluctuacion de temperatura de 20 a 37
°C, con una intensidad luminosa de 85 pmol m? sy 70
% de humedad relativa de las 8:00 a las 18:.00 h. Estas
variables ambientales se midieron cada 30 min con un
registrador de datos (HOBO U12-012, Onset Computer
Corporation, Bourne, Massachusetts, EUA). Las charolas
se mantuvieron cubiertas por una estructura cerrada de
polietileno transparente durante la primera semana para
evitardeshidrataciéndelas plantas durante suaclimatacion,
y después, el riego fue cada tercer dia; posteriormente, las
plantulas aclimatadas de L. aromatica se utilizaron en un
programa de reintroduccion estableciéndose en arboles
de Inga sp. (Figura 1) en el bosque mesofilo de Chocaman,
Veracruz.

Diseno experimental

Seempled undisefio experimental completamente al azar
en arreglo factorial con tres factores en los tratamientos:
sistema de propagacion [medio semisélido y medio liquido
en biorreactor de inmersién por gravedad (BIG)], sustratos
(peat moss Premier® y musgo Sphagnum chileno) vy
fungicidas [PHC T-22%, Captan Plus® y Ridomil Bravo® 81
y los cuatro testigos sin fungicida, con tres repeticiones
(Cuadro 1), resultando un total de 16 tratamientos.

Variables evaluadas

Alas 28 semanas después del trasplante y en la estacion
de invierno se evaluaron: porcentaje de supervivencia,
altura de planta (cm), nimero de hojas y nimero de brotes.
Para extraery cuantificar las clorofilas totales presentes en
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las hojas se procedié segun Harborne (1998) y se realiz6 a
la sexta semana; utilizando una balanza granataria (ADAM
Core® CQT 202, Oxford, Mississippi, EUA) se pesaron 0.25 g
de hojas y éstas se picaron finamente utilizando un bisturf,
posteriormente, ese material se coloco en tubos de ensayo
de vidrio cubiertos con papel aluminio y se afiadieron 2.5
mL de acetona 80 % (Fermont®, México), los tubos se
almacenaron en oscuridad a 4 °C durante 24 h; después,
la muestra se molié totalmente en un mortero, se filtré en
papel filtro en un embudo y se aforé a 6.25 mL con acetona
80 %; de esta solucion, se tomd una muestra de 2 mL que
se colocd en una celda de plastico para leer su absorbancia
a 645 y 663 nm en un espectrofotémetro (Genesys 10S
UV-Vis, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA)
utilizando acetona 80 % como blanco. Con los datos de
absorbancia se obtuvieron las cantidades de clorofilas
totales (mg g peso fresco, PF) de tres repeticiones por
tratamiento con la férmula:

Clorofila total = {[8.20 (A663) - 20.2 (A645)] x V} / (1000 x P)

Donde A663 es la absorbancia en la longitud de onda de
663 nm, A645 es la absorbancia en la longitud de onda de
645 nm, V es el volumen aforado (mL) y P es el peso de la
muestra (g).

Analisis estadistico

Los datos se sometieron a andlisis de varianza y
comparaciéon de medias con la prueba de Tukey (P <
0.05). En el caso del porcentaje de sobrevivencia, previo al
analisis estadistico se realizo transformacion de los datos
con la funcion arcoseno para normalizar su distribucion y
estabilizar las varianzas. Loas andlisis se realizaron con el
programa SAS version 9.3 (SAS Institute, 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los sistemas de cultivo in vitro (SCv) tuvieron efectos
significativos (P = 0.0364) en el porcentaje de sobrevivencia
de plantas y en el nimero de brotes (P = 0.0401). Los
sustratos (Sust) tuvieron efectos significativos en el
porcentaje de sobrevivencia (P =0.0010) y clorofilas totales
en hojas (P = 0.0097). Los fungicidas (Fung) aplicados
tuvieron efectos significativos en altura de planta (P =
0.0404) y en clorofilas totales en hojas (P = 0.0001). Las
interacciones SC x Sust y SC x Fung tuvieron efectos
significativos (P = 0.0001) en clorofilas totales en hojas. La
interaccion SC x Sust x Fung tuvo efectos significativos (P
= 0.0005) en clorofilas totales en hojas (Cuadro 1).

Los efectos factoriales en la supervivencia de la planta
fueron estadisticamente significativos en el sistema de
cultivo in vitro (P = 0.0364), donde el mejor sistema fue el
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Cuadro 1. Efecto del sistema de cultivo in vitro en que se obtuvieron las plantulas, el sustrato en que se establecieron y
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fungicida que se les aplicé en la aclimatacion de Lycaste aromatica (Graham) Lindl. a las 28 semanas.

SCv  Sust Fung Supervivencia (%) Altura (cm) Nurr%?;c; de Nutr:g;[rssde Clot E‘?égcgé; Peso
MSS  Pm NA 66.7£15.2 abc 51+09abc 1.0+£04a 1.2+04a 0.2+ 0.0 cdefg
Pm PHC 77.8+15.2ab 3.6+08¢c 14+03a 1.0+£04a 0.1+ 0.0 efg
Pm CcP 100.0+152a 53+0.8abc 09+04a 06+04a 04+00a
Pm RB 889+152a 54+0.8abc 1.3+£03a 09+04a 0.1 £0.0 efg
Ms NA 100.0+152a 56+0.8 abc 09+04a 09+04a 0.1 £ 0.0 defg
Ms PHC 100.0+£15.2a 45+08hbc 09+04a 1.0+04a 0.1+0.0fg
Ms CP 889+152a 70+08a 1.0+04a 1.0+£04a 0.3+ 0.0 abcd
Ms RB 100.0+152a 56+0.8abc 07+04a 1.1+03a 0.2 + 0.0 bedefg
BIG Pm NA 31.5+152¢ 6.1+09ab 1.1+£04a 06+05b5a 0.2 £ 0.0 defg
Pm PHC 66.7 £ 18.6 abc 51109 abc 12+04a 1.1+04a 0.2+ 0.0 cdefg
Pm CP 44.4+15.2bc 72+09a 1.1+04a 07+t05a 0.1+00g
Pm RB 66.7+15.2 abc 59+08ab 12+03a 05+04a 0.2 + 0.0 bedef
Ms NA 1000+ 152 a 6.6+0.8ab 07+04a 03+05ba 0.2 £ 0.0 bedefg
Ms PHC 77.8+152ab 59+0.8ab 06+04a 03+05a 0.3+0.0 bcde
Ms CcP 100.0+152a 6.4+0.8ab 04+05ba 02+05a 0.3+ 0.0abc
Ms RB 100.0+152a 53+ 0.8abc 08+04a 04+05a 0.3+0.0ab
FV ANOVA (significancias)
SCv 0.0364 0.0597 0.4792 0.0401 0.1135
Sust 0.0010 0.3534 0.0513 0.4106 0.0097
Fung 0.6112 0.0404 0.9194 0.9249 0.0001
SCv x Sust 0.0772 0.2794 0.5558 0.2584 0.0001
SCv x Fung 0.9651 0.6591 0.9476 0.9145 0.0001
Sust x Fung 0.3991 0.7806 0.9281 0.8671 0.5566
SCv x Sust x Fung 0.3814 0.7033 0.7391 0.8465 0.0005

FV: fuentes de variacion, SCv: sistema de cultivo in vitro, MSS: medio semisdlido, BIG: bioreactor de inmersién por gravedad, Sust: sustrato, Fung:
fungicida, Cltot: clorofilas totales. Medias + error estandar. Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). Las
significancias en negrita indican diferencias significativas. Pm: peat-moss Premier®, Ms: musgo Sphagnum chileno, NA: no aplicacién, PHC: PHC
T-22%, CP. Captan Plus®, RB: Ridomil Bravo® 81, Clorofila total a las seis semanas.

medio semisdlido (Figura 2A); en el sustrato, en plantas
provenientes de ambos sistemas el musgo Sphagnum
chileno mostré los valores mayores (Figura 2C). Estas
diferencias posiblemente se debieron a que el sustrato de
peat moss Premier® se observaba con mayor humedad,
lo que provocd la muerte de las raices y de la planta. Por
otra parte, las plantas en los tratamientos con el sustrato
de musgo Sphagnum chileno presentaron un mayor
porcentaje de supervivencia, porque el sustrato tiene 95-
98 % de porosidad total, del cual 85-90 % es capacidad de
retencion de agua, mientras que el peat moss Premier®
tiene un 63 % de porosidad (Macedo et al., 2014).
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La totalidad de las plantulas obtenidas en ambos
sistemas de cultivo in vitro y establecidas en el sustrato
musgo Sphagnum chileno sobrevivio, lo que coincide
con los experimentos en plantulas de Bletia purpurea
(Dutra et al, 2008) y Phalaenopsis amabilis (Venturieri
y de Arbieto, 2011) en el sustrato de Sphagnum; sin
embargo, 67.7 % de plantulas de Brassavola tuberculata
Hook sobrevivieron cuando se establecieron en sustrato
Sphagnum (Macedo et al., 2014). Plantas de L. aromatica
que se establecieron en el sustrato formado por la mezcla
de corteza de pino, carbodn de roble y piedra pomez (3:1:1)
tuvieron sobrevivencia de 90 % transcurridas 12 semanas
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(Mata-Rosas et al,, 2010), el cual es similar a los valores
altos de supervivencia observados en este estudio,
aunque la composicion del sustrato fue diferente. Por
otro lado, las plantulas obtenidas de BIG establecidas en
sustrato peat moss Premier® sin fungicida tuvieron 31 %
de supervivencia (Figura 2B), pero Ramirez-Mosqueda
e lIglesias-Andreu (2016) reportaron 80 % en Vanilla
planifolia propagada en BIG y aclimatada en peat moss
Premier®-Agrolita® (1:1). Mathur et al. (2008) registraron
un 95 % de establecimiento con Trichoderma harzianum
y Piriformospora indica, mientras que con Azospirullum
sp. (CIM-azo) el establecimiento fue del 85 %, indicaron

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 45 (3) 2022

que una alta tasa de mortalidad durante la transferencia
a condiciones ex vitro se debe a la disfuncion estomatica,
sistemas de raiz débiles y un desarrollo deficiente de la
cuticula.

Las plantas obtenidas del sistema de medio semisdlido
y establecidas en sustrato peat moss Premier® con
aplicacion de Captan Plus® sobrevivieron al 100 %,
sin embargo, Srivastava et al. (2015) no observaron
diferencias significativas en los fungicidas con respecto
al testigo, aunque las plantas sin aplicacion de fungicidas
en el sustrato peat moss Premier® sobrevivieron en menor

Figura 1. Plantulas aclimatadas de Lycaste aromatica (Graham) Lindl. establecidas en campo en arboles de Inga sp. Barra

=1cm.

4

—
—
—
—
=
P—
—
—
—_—
E—
—
—_—
P
—
e —
f—
_

Figura 2. Plantulas de Lycaste aromatica (Graham) Lindl. A) obtenidas en medio semisdlido, B) obtenidas en medio liquido
en biorreactor de inmersion por gravedad, C) aclimatada en musgo Sphagnum chileno a las 28 semanas. Barra = 1 cm.
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proporcion (31 %), sobre todo las plantulas que provenian
de BIG; por otro lado, el fungicida bioldgico PHC T-22° tuvo
la misma efectividad que los fungicidas quimicos Captan
Plus® o Ridomil Bravo® 81 en cuanto a supervivencia
durante la aclimatacion, lo cual es muy importante
porque en futuros estudios se podria usar el control
bioldgico y asi evitar el uso de agroquimicos. Venturieri y
de Arbieto (2011) reportaron que el 100 % de plantulas de
Phalaenopsis amabilis establecidas en musgo Sphagnum
sobrevivié con y sin el uso de Manzate 800°. Las plantas
que se establecieron en sustrato peat moss Premier® con
aplicacion de fungicida PHC T-22° tuvo sobrevivencia de
77 %, resultados que son consistentes con los reportados
por Gutiarrez-Miceli et al. (2008), ya que en la aclimatacién
de Guarianthe skinnerii el 79 % de plantas sobrevivio
cuando se establecieron en mezcla de suelo y agrolita
(3:1) inoculada con T. harzianum; sin embargo, Srivastava
et al. (2015) reportaron que 80 % de plantas de Aerides
ringens (Lindl.) sobrevivié al desinfectar las plantulas con
Captan. El uso de fungicidas favorece la supervivencia
porque previene el ataque de hongos como Rhizoctonia,
gue causa marchitamiento (Seidel y Venturieri 2011) y
Fusarium (Srivastava et al., 2018).

Se observaron diferencias significativas entre los
fungicidas para las variables altura de planta (P = 0.0404)
y clorofilas totales en hojas (P = 0.0001). Las plantas mas
altas fueron las que recibieron Captan Plus®. En el nimero
de hojas no se detectaron diferencias significativas debido
a los factores evaluados ni en sus interacciones (P =
0.0512). Los resultados de este experimento confirman los
obtenidos por Gutiarrez-Miceli et al. (2008), que estudiaron
G. skinnerii sin mostrar diferencias significativas en el
numero de hojas con o sin la aplicacion de T. harzianum.
Hwang y Jeong (2007) reportaron que plantas de dos
variedades de Phalaenopsis desarrollaron tres hojas
cuando se establecieron en musgo Sphagnum; sin
embargo, en este estudio las plantas obtenidas en medio
semisolido y establecidas en sustrato musgo Sphagnum
chileno tuvieron una hoja cuando habian transcurrido
28 semanas. El bajo nimero de hojas se debe a que
L. aromatica (Graham) Lindl. es caducifolia en invierno
(Scheffknecht et al., 2010).

Enlavariable nimero de brotes se observaron diferencias
significativas entre los sistemas de cultivo in vitro, ya
que las plantas obtenidas en el sistema de cultivo medio
semisolido tuvieron mayor nimero de brotes pequefios
y vigorosos al inicio de la aclimatacion en comparacion
con las plantas obtenidas en el sistema BIG. Bello-Bello
et al. (2020) reportaron que, en plantulas de Myrmecophila
grandiflora Lindl. bajo aclimatacion, obtenidas en dos
sistemas de cultivo in vitro, medio de cultivo semi
sdlido y medio liquido en biorreactor de flujo y reflujo no
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presentaron diferencias significativas en nimero de brotes.

En la concentracion de clorofila en las hojas se
detecto efecto diferente significativo (P = 0.0097) de los
sustratos. Las plantas establecidas en Sphagnum chileno
tuvieron hojas con la mayor cantidad de clorofila total
(0.22 mg g peso fresco), ésto puede ser atribuido a un
mejor desarrollo de las plantulas en este sustrato, por su
excelente amortiguacion de la humedad (Macedo et al.,
2014); en fungicidas (P = 0.0001), Captan Plus® produjo los
mejores resultados, lo que se puede atribuir a que éste es
de contacto; es decir, no ingresa al sistema de la planta, por
lo que no modifica su metabolismo; por otro lado, Wigand y
Stevenson (1994) reportaron altos contenidos de clorofila
a en plantas de Vallisneria americana, a las que se aplico
Captan y fdsforo, y lo atribuyeron a que la asociacion
con micorrizas presentes contribuye a una mayor
disponibilidad de nutrimentos para las plantas terrestres,
las que aumentan la produccion de clorofila. También
hubo efecto significativo en las interacciones SCv x Sust (P
=0.0001) en la cantidad de clorofilas totales en hojas (P =
0.0001), mostrando que las plantas obtenidas del sistema
BIG establecidas en sustrato musgo Sphagnum chileno
representan el mejor tratamiento para la supervivencia
de plantas. La interaccion SC x Fung fue significativa (P
= 0.0001) para el contenido de clorofilas totales en hojas,
donde el mejor tratamiento fue el medio semisdlido con
la aplicacion de Captan Plus®. La interaccion SC x Sust x
Fung tuvo efecto altamente significativo (P = 0.0005) en
la clorofila total en hojas, por lo que las plantas obtenidas
en sistema de medio semisdlido, establecidas en sustrato
peat moss Premier® y que recibid el fungicida Captan
Plus® sobrevivieron en su totalidad y tuvieron mayor
contenido de clorofila total, 0.4 mg g de peso fresco de
hoja (Cuadro 1). Los resultados son consistentes con los
reportados por Lando et al. (2016), donde las plantulas de
Cattleya xanthina tuvieron 0.5 mg de clorofila total g' de
peso fresco foliar a los 90 dias, datos mas altos que en L.
aromatica (Graham) Lindl. debido a que el incremento en la
concentracion de clorofila esta en funcion del tiempo. Jeon
et al. (2005) mencionaron que en los diversos grupos de
plantas de Doritaenopsis el aumento de la concentracion
de clorofila ocurrié al aplicar 150-200 uymol m? s de
densidad de flujo de fotones fotosintéticos por inducir las
enzimas necesarias para la biosintesis de la clorofila.

CONCLUSIONES

Los diferentes sistemas de micropropagacion, los
sustratos en que se establecieron las plantas y los
fungicidas que se aplicaron durante la aclimatacion de las
plantas de L. aromatica (Graham) Lindl. tuvieron efecto
sobre la mayoria de variables evaluadas en plantulas, con
excepcion del numero de hojas. Las plantas obtenidas en
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el medio de cultivo semisdlido tuvieron mayor cantidad
de sobrevivencia y desarrollaron mas brotes durante
la aclimatacion. Las plantas establecidas en el musgo
Sphagnum chileno mostraron la mayor supervivencia
y tuvieron mas clorofilas totales en hojas. Los diversos
fungicidas utilizados tuvieron la misma efectividad en la
supervivencia de las plantulas micropropagadas; por lo
tanto, se puede utilizar el fungicida biolégico PHC T-22® en
el protocolo de establecimiento de la orquidea L. aromatica
(Graham) Lindl., aunque las plantas a las que se aplico
Captan Plus® mostraron la mayor altura y concentracion
de clorofila en sus hojas.
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