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RESUMEN

Las orquideas Cattleya jenmanii'y C. lueddemanniana son especies ornamentales,
endémicas de Venezuela. Su propagacion comercial se logra por cultivo in vitro y durante
la aclimatacion suelen producirse pérdidas que implican costos adicionales. Es necesario
comprender el efecto de tales actividades sobre la estructura anatomica de las vitroplantas
para disefiar practicas de manejo en vivero. El propdsito del presente trabajo fue describir
y comparar la anatomia de la lamina foliar de las dos especies de orquideas mencionadas,
provenientes de orquideario y en dos momentos diferentes de la propagacion in vitro (mul-
tiplicacion y aclimatacion). Para ello se compard la anatomia foliar de plantas cultivadas en
orquideario y multiplicacion in vitro, usando microscopia optica. Los cultivos fueron reali-
zados en medio Murashige-Skoog (1962). Las vitroplantas enraizadas fueron aclimatadas
en un propagador de neblina durante una semana, en camara hiimeda por cuatro semanas y
en orquideario durante tres semanas. Las muestras se procesaron mediante procedimientos
de microtecnia clasica. El ambiente donde se desarrollo el proceso de mutiplicacion in vi-
tro indujo la reduccion del espesor de la 1amina, de la epidermis y la cuticula; disminuy¢ la
complejidad del mesofilo, con ausencia de hipodermis, nédulos de fibras, haces vasculares
de segundo orden e idioblastos, mientras que en las hojas provenientes de vitroplantas re-
cién aclimatadas hubo una tendencia a la adquisicion de una organizacion similar a la de las
cultivadas en orquideario, pero con caracteristicas de hojas desarrolladas in vitro, lo que su-
giere que la adaptacion a las condiciones ex vitro no se completo durante las ocho semanas
de aclimatacion.
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ABSTRACT

The orchids Cattleya jenmanii and C. lueddemanniana are important ornamental
species, endemics of Venezuela. The commercial production is achieved by in vitro culture.
During the acclimatization, there take place plant losses that imply additional costs. For
the appropriate design of practices of culture in greenhouses, it is important to understand
the effect of the acclimatization in the anatomy of in vitro plants. The intention of the pres-
ent work was to describe and to compare the leaf anatomy of the two named species of or-
chids, grown in the orchidarium house and in two different moments of in vitro propagation
(multiplication and acclimatization). Plants were cultured in the Murashige-Skoog medium
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(1962). The rooted vitroplants were acclimatized in a mist propagator during a week, humid
chamber for four weeks and orchidarium for three weeks. The samples were processed by
means of classical microtechnique procedures. The in vitro environment induced the thick-
ness reduction of the leaf blade, epiderm and cuticle; mesophyll complexity reduction, hy-
poderm, fiber nodules, vascular bundles and idioblast absence. In the acclimatization stage,
there was a trend to the acquisition of an similar structural organization to orchids house
stage, but with characteristics of in vitro leaves. This suggests that the adjustment to the ex
vitro conditions was not completed during eight weeks of acclimatization.

Key words: Acclimatization, anatomy, Cattleya, in vitro propagation, orchids

INTRODUCCION

La propagacion in vitro de plantas ha experimentado un considerable in-
cremento del numero de materiales en que es aplicable y del conocimiento de los
factores que determinan su éxito. Entre ellos destacan los relacionados con el am-
biente de cultivo (Piqueras & Debergh 1999). En términos generales, a esta dis-
ciplina se le puede considerar una herramienta exitosa, pero en casos particulares
presenta inconvenientes. Ciertas especies no se adaptan bien a la propagacion in
vitro. Otras logran superar exitosamente todas las fases, pero presentan dificulta-
des en el momento de la aclimatacion, hasta el punto de restringir la aplicabilidad
de la micropropagacion (Pospisilova et al. 1998). Algunos autores han atribuido
esta situacion a las condiciones particularmente benignas del interior de los reci-
pientes de cultivo, que no existen en los ambientes de crecimiento natural, y que
suprimen estimulos externos indispensables para el desarrollo normal. Esto causa
la aparicion de multiples defectos y anormalidades anatomicas y fisiologicas que
afectan los mecanismos de regulacion hidrica y de fotosintesis, que en definitiva
dificultan la adaptacion al ambiente ex vitro (Masooma ef al. 1998; Zobayed et al.
1999; Majada et al. 2000; Seon et al. 2000). La alta humedad relativa en el interior
de los recipientes de cultivo in vitro promueve el crecimiento, pero también indu-
ce alteraciones en la estructura de las hojas (Apostolo et al. 2005).

Las diferencias anatémicas entre individuos de una especie o entre especies
de un mismo género son dependientes en gran medida del genotipo. Sin embargo,
las condiciones ambientales tienen una fuerte influencia en la estructura de brotes
y hojas, particularmente en las plantas sujetas a la propagacion in vitro. Seon et al.
(2000) senalan que las condiciones tipicas de micropropagacion causan alteracio-
nes en el desarrollo normal de los estomas y reducen la capacidad de adaptacion
de las hojas a cambios ambientales.

Durante la aclimatacion suelen producirse pérdidas debidas a fallas en la
adaptacion al ambiente ex vitro (Masooma et al. 1998; Zobayed et al. 1999; Ma-
jada et al. 2000; Seon et al. 2000). Para superar tal condicion se generan costos
adicionales y mayor complejidad de las labores de cultivo. Esto justifica la nece-
sidad de estudiar el efecto del ambiente en las plantas cultivadas in vitro y del pro-
ceso de aclimatacion sobre la estructura anatomica de las hojas de vitroplantas de
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orquideas, con la finalidad de disefiar practicas efectivas de manejo temprano en
vivero. Estudios con una orientacion similar han sido llevados a cabo en diversos
cultivos, como por ejemplo en Rubus idaeus L. (Donnelly et al. 1985), vid (Dami
& Hughes 1995), tabaco (Pospisilova et al. 1998), papa (Zobayed et al. 1999),
clavel (Majada et al. 2000, 2002), Dendrobium Sw. (Anita et al. 2000), alcachofa
(Apostolo et al. 2005) y Cattleya jenmanii (Torres et al. 2000).

El proposito del presente trabajo fue describir y comparar la anatomia de la 1a-
mina foliar de las orquideas Cattleya jenmanii'y C. lueddemanniana, provenientes
de orquideario y en dos momentos diferentes de la propagacion in vitro (multiplica-
cion y aclimatizacion), por medio de microscopia optica, dado que las vitroplantas
de dichas especies presentan dificultades de adaptacion al ambiente ex vitro.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo en orquideario de Cattleya jenmanii y C. lueddemannniana

Se cultivaron 12 plantas adultas de cada especie en el umbraculo del Posgrado
de Horticultura de la Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA), en
Tarabana 10°05° N, 69°16° O y 510 m snm, estado Lara, Venezuela, bajo una irra-
diancia maxima de 180 pmol.s'.m2, temperatura promedio de 30°C y humedad re-
lativa promedio de 71%. Se tomaron muestras de las 12 plantas de cada especie.

Micropropagacion y aclimatizacion de Cattleya jenmanii y C. luedde-
mannniana

En la etapa de micropropagacion se trabajo con 24 individuos de cada espe-
cie, provenientes de la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la UCLA. Se cultiva-
ron en el medio de Murashige-Skoog (1962), modificado para el cultivo de Catt-
leya Lindl. por Torres & Mogollon (1997), con 2 mg/l de Bencil Adenina (BA).
La irradiacion en el cuarto de crecimiento fue de 37,84 umol.s™.m?, el fotoperio-
do de 16 h y la temperatura de 25+2°C. Se usaron recipientes de cristal con tapa
translucida precintada con film plastico para el empacado. Al final del periodo de
propagacion in vitro se realiz6 un muestreo y el resto de las vitroplantas cultiva-
das se transfirieron a la fase de aclimatacion. Durante esta Gltima fase de cultivo,
las vitroplantas enraizadas fueron tratadas con una solucion de 3 g/l de Ridomil
y plantadas en maceteros de 8 cm de diametro con un sustrato compuesto por fi-
bra de helecho arborescente. Posteriormente fueron colocadas en propagador de
neblina, con una frecuencia de aspersion de 5 min cada 24 h, durante una sema-
na. Luego fueron transferidas a una camara himeda con una irradiancia de 40-60
pmol.s'.m?, durante 4 semanas y al umbraculo durante 3 semanas, al cabo de las
cuales se realizo la toma de muestras a 24 vitroplantas por especie.

Estudios de microscopia éptica
Para los estudios se emplearon 48 muestras, que representaban 12 hojas para
las plantas adultas en umbraculo y 24 para las plantas in vitro y en aclimatacion.
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Las mismas consistieron en secciones extraidas del tercio medio de hojas adultas
del simpodio mas reciente. Estas fueron posteriormente subdivididas y fijadas en
FAA (Roth 1964). Se realizaron secciones transversales de forma manual y con
microtomo de acuerdo a los métodos de microtecnia clasica descritos por Sass
(1958) y Roth (1964). El montaje de los cortes se hizo con Permount.

Las observaciones se realizaron en el Laboratorio de Microscopia del Institu-
to de Biologia Molecular y Celular de las Plantas de la Universidad Politécnica de
Valencia, Espafia. Se utiliz6 un microscopio optico Nikon Eclipse E600. Las varia-
bles: grosor de epidermis adaxial y abaxial, grosor de la cuticula adaxial y abaxial,
grosor de la lamina foliar, grosor de mesofilo, area de haces vasculares, area de xile-
ma y area de floema, se midieron en fotomicrografias tomadas con una camara digi-
tal Color View 12 de la casa Soft Imaging System y el procesamiento de imagenes
con el programa analySIS 3.1. Se tomaron datos de 2 a 5 campos de cada muestra en
cada ambiente. Los datos fueron analizados mediante el programa Statgrafics Plus
5.1. Para ello se realizaron transformaciones de datos, analisis de varianza y pruebas
de medias de Duncan, para aquellos datos que se ajustaban a la distribucion normal
(area promedio de haces vasculares, xilema y floema en secciones transversales de
hojas de Cattleya jenmanii). Se utiliz6 la prueba no paramétrica de Kruscal-Wallis
para analizar los datos que no se ajustaban a dicha distribucion (resto de las varia-
bles estudiadas), de acuerdo a lo sefialado por Corder & Foreman (2009).

RESULTADOS
Cattleya jenmanii Rolfe
Caracteres anatomicos de la hoja desarrollada en orquideario (Tabla 1, Fig. 1)

Lamina foliar glabra e hipoestomatica. Tamafio de las células epidérmicas
similar en ambas superficies (Fig. 1a). Cuticula engrosada con abundantes dep6si-
tos de ceras, mas delgada en la epidermis abaxial que en la adaxial, la primera con
numerosos estomas ubicados a nivel de la superficie foliar (Fig. 1b). Hipodermis
formada por una capa de células de contenido hialino, ubicada por debajo de la
epidermis adaxial. Mesofilo bifacial, con ligera diferenciacion de las células en la
mitad adaxial y abaxial. La primera con células alargadas ricas en cloroplastos y
con pocos espacios intercelulares, y la segunda con células isodiamétricas o ligera-
mente alargadas, con paredes delgadas, cloroplastos y escasos espacios intercelu-
lares. Las secciones presentan 20-22 estratos de células, incluyendo la hipodermis.
Nodulos de fibras esclerenquimaticas no ligados al tejido vascular, formando una
fila adyacente a la epidermis abaxial. Haces vasculares rodeados por una vaina de
fibras de esclerénquima ubicadas frente al floema, con paredes mas engrosadas que
el resto. Los haces vasculares dispuestos en dos niveles, los de mayor tamario en la
parte central de la 1amina, los menores, adyacentes a la epidermis adaxial. Los de
primer orden son colaterales y estan rodeados de una vaina de fibras y células es-
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tegmaticas con cuerpos silicicos. Células rafidiiferas escasas, adyacentes a ambas
epidermis, abundantes idioblastos mucilaginosos (Fig. 1a, b).

Tabla 1. Caracteres anatomicos en hojas de Cattleya jenmanii.

Ambiente Distribucion Cuticula Nestratos  N°haces  Nodulos Otras células
de estomas vasculares  de fibras

Epidermis  Epidermis
adaxial  abaxial

Orquideario  hipoestomatica engrosada engrosada 20-22 2niveles  presentes estegmaticas

Inivel  yrafidiiferas

Multiplicacion anfiestomatica ~ poco poco 9-12 1 nivel ausentes  estegmaticas
in vitro engrosada  engrosada

Aclimatacion — anfiestomatica  poco poco 11-12 2niveles  ausentes  estegmaticas

engrosada  engrosada y rafidiiferas

Fig. 1. Cattleya jenmanii. a. Seccion transversal de la lamina foliar de hojas maduras cul-
tivadas en orquideario. b. Detalle de la epidermis abaxial. cu = cuticula; ep = epi-
dermis adaxial; epa = epidermis abaxial; est = estoma; hp = hipodermis; hv = haz
vascular; im = idioblasto mucilaginoso; me = mesofilo; nf = nodulo de fibras. Es-
cala=100 um.
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Caracteres anatomicos de la hoja desarrollada in vitro (Tabla 1, Fig. 2)

Lamina foliar anfiestomatica. Epidermis adaxial con células ligeramente
mas grandes que en la abaxial, cuticula poco engrosada, tricomas glandulares tri-
celulares caedizos y estomas aislados (Fig. 2a). Epidermis abaxial con estomas
numerosos y cuticula poco engrosada (Fig. 2b). Hipodermis ausente. Mesofilo
isofacial con 9-12 estratos de células isodiamétricas con paredes delgadas y espa-
cios intercelulares. Haces vasculares colaterales dispuestos en una fila paralela,
equidistante a ambas epidermis y rodeados por una vaina de esclerénquima cons-
tituida por fibras con paredes poco engrosadas y células estegmaticas escasas.

Fig. 2. Cattleya jenmanii. a. Seccion transversal de la lamina foliar de hojas maduras en
la fase de multiplicacion in vitro. b. Detalle del anterior con vista de la epidermis
abaxial. ep = epidermis adaxial; epa = epidermis abaxial; est = estoma; hv = haz
vascular; me = mesofilo. Escala= 100 pm.

Caracteres anatomicos de la hoja desarrollada durante la aclimatacion (Ta-
bla 1, Fig. 3)

Lamina foliar anfiestomatica y tricomas glandulares tricelulares. Epidermis
adaxial compuesta por células mas grandes que la adaxial, cuticula poco engrosa-
day estomas aislados (Fig. 3a). Epidermis abaxial con numerosos estomas ubica-
dos al nivel de la superficie foliar, cuticula poco engrosada (Fig. 3b). Hipodermis
ausente. Mesofilo isofacial compuesto por 11-12 estratos de células isodiamétri-
cas con paredes delgadas, sin diferenciacion morfoldgica y con espacios interce-
lulares. Haces vasculares dispuestos en dos niveles, los de primer orden equidis-
tantes a ambas epidermis y los de segundo, proximos a la adaxial y rodeados por
una vaina de fibras de esclerénquima con paredes poco engrosadas. Los haces de
primer orden son colaterales y estan rodeados de células estegmaticas escasas,
con cuerpos silicicos. Células rafidiiferas adyacentes a ambas epidermis.
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Fig. 3. Cattleya jenmanii. a. Seccion transversal de la lamina foliar de hojas maduras en
aclimatacion. b. Detalle del anterior con vista de la epidermis abaxial. ep = epider-
mis adaxial; epa = epidermis abaxial; est = estoma; hv = haz vascular; me = meso-
filo. Escala= 100 pum.

Cattleya lueddemanniana Rchb. f.
Caracteres anatomicos de la hoja desarrollada en orquideario (Tabla 2, Fig. 4)

Lamina foliar glabra e hipoestomatica (Fig. 4a). Epidermis adaxial (Fig.
4b) con células mas grandes que en la abaxial. Cuticula mas gruesa en la epider-
mis adaxial que en la abaxial con abundante deposito de ceras epicuticulares. La
epidermis abaxial con numerosos estomas que sobresalen ligeramente de la su-
perficie foliar (Fig. 4c). Hipodermis formada por una capa de células ubicada por
debajo de la epidermis adaxial y constituida por células con contenido hialino.
Mesofilo bifacial, con ligera diferenciacion entre las células de la mitad adaxial
y la abaxial. En la mitad adaxial, las células son alargadas, ricas en cloroplastos
y con pocos espacios intercelulares, y en la mitad abaxial son isodiamétricas o
ligeramente alargadas, con espacios intercelulares y pocos cloroplastos. Las sec-
ciones presentan 28-31 estratos de células, incluyendo la hipodermis. Nodulos de
fibras esclerenquimaticas, no ligados al tejido vascular, distribuidos en filas adya-
centes a ambas epidermis, los adaxiales mas pequeiios que los abaxiales. Haces
vasculares rodeados por una vaina de fibras de esclerénquima con paredes engro-
sadas, engrosamiento mayor en las fibras ubicadas frente al floema. Haces vascu-
lares dispuestos en tres niveles, los de mayor tamafio adyacentes a la epidermis
abaxial, los de menor, a la adaxial y los de tamafo intermedio entre los anteriores.
Haces vasculares de primer orden colaterales y rodeados de una vaina de fibras de
esclerénquima y células estegmaticas con cuerpos silicicos. Células rafidiiferas
escasas en posicion adyacente a la epidermis adaxial, idioblastos mucilaginosos
igualmente escasos.
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Tabla 2. Caracteres anatomicos en hojas de C. lueddermaniana.

Ambiente Distribucion Cuticula NCestratos N°haces  Nodulos Otras células
de estomas (um) vasculares  de fibras
Epidermis  Epidermis
adaxial abaxial

Orquideario  hipoestomatica engrosada engrosada 28-31 3niveles  presentes estegmaticas
50,82 16,61 2 niveles y rafidiiferas
Multiplicacion anfiestomatica  poco poco 13-16 2niveles ausentes id.
in vitro engrosada  engrosada
2,30 2,04
Aclimatacion  anfiestomatica  poco poco 13-18 2niveles  presentes id.
engrosada  engrosada 1 nivel
5,51 4,04
id. = idem

Fig. 4. Cattleya lueddemanniana. a. Seccion transversal de la lamina foliar de hojas ma-
duras cultivadas en orquideario. b. Detalle de la epidermis adaxial. ¢. Detalle de la
epidermis abaxial. ce = cera; cu = cuticula; ep = epidermis adaxial; epa = epidermis
abaxial; est = estoma; hp = hipodermis; hv = haz vascular; me = mesofilo; im = idio-
blasto mucilaginoso; nf =nddulo de fibras. Escala =100 pm.
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Caracteres anatomicos de la hoja desarrollada in vitro (Tabla 2, Fig. 5)

Lamina foliar anfiestomatica (Fig. 5a). Epidermis adaxial con células de
tamario similar a las de la abaxial, cuticula poco engrosada, tricomas glandula-
res bi celulares caedizos y tricomas simples pluricelulares (Fig. 5b, ¢). Epidermis
abaxial con cuticula poco engrosada y numerosos estomas que sobresalen ligera-
mente de la superficie foliar y cuticula (Fig. 5d). Hipodermis ausente. Mesofilo
isofacial compuesto por células isodiamétricas de paredes delgadas y con espa-
cios intercelulares. Las secciones presentan 13-16 estratos de células. Haces vas-
culares dispuestos en dos niveles, los de mayor tamafio colaterales, en la parte
central, y los mas pequefios, proximos a la epidermis adaxial, todos rodeados de
una vaina de esclerénquima cuyas células tienen las paredes poco engrosadas y
células estegmaticas con cuerpos silicicos. Células rafidiiferas formando una fila
en posicion adyacente a la epidermis adaxial.

Fig. 5. Cattleya lueddemanniana. a. Seccion transversal de la lamina foliar de hojas ma-
duras en la fase de multiplicacion in vitro. b-c. Detalle de la epidermis adaxial. d.
Detalle de la epidermis abaxial. cr = células rafidiiferas; ep = epidermis adaxial;
epa = epidermis abaxial; est = estoma; hv = haz vascular; me = mesofilo; tg = tri-
coma glandular; ts = tricoma simple. Escala = 100 pm.
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Caracteres anatomicos de la hoja desarrollada durante la aclimatacion (Ta-
bla 2, Fig. 6)

Lamina foliar de tipo anfiestomatico. Epidermis adaxial con células un po-
co mas grandes que las de la abaxial, cuticula poco engrosada. Epidermis abaxial
con cuticula poco engrosada y numerosos estomas que sobresalen ligeramente de
la superficie foliar. Hipodermis ausente. Mesofilo isofacial compuesto por 13-18
estratos de células isodiamétricas de paredes delgadas sin diferenciacion morfolo-
gica y con espacios intercelulares (Fig. 6a). Nodulos de fibras esclerenquimaticas
no ligados al tejido vascular en filas adyacentes a la epidermis abaxial (Fig. 6b).
Haces vasculares dispuestos en dos niveles, los de mayor tamaiio en la parte cen-
tral, otros mas pequefios, proximos a la epidermis adaxial, ambos rodeados por
vainas de fibras con paredes poco engrosadas. Los de primer orden son colaterales
y presentan células estegmaticas con cuerpos silicicos en la vaina. Células rafi-
diiferas formando una fila en posicion adyacente a la epidermis adaxial y escasos
idioblastos mucilaginosos.

Fig. 6. Cattleya lueddemanniana. a. Seccion transversal de la lamina foliar de hojas madu-
ras en aclimatacion. b. Detalle del anterior con vista de la epidermis abaxial. ep =
epidermis adaxial; epa = epidermis abaxial; est = estoma; hv = haz vascular; me =
mesofilo; nf=noédulo de fibras. Escala =100 um.

Cuantificacion de variables de las hojas en las tres condiciones

Cattleya jenmanii
El ambiente de desarrollo afecto el grosor de la epidermis, la lamina foliar
y el mesofilo, medidos en secciones transversales de las hojas (Tabla 3). En or-
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quideario el grosor de la epidermis adaxial y abaxial vario desde un maximo de
42,0 y 37,7 um, respectivamente, hasta un minimo de 30,4 y 21,4 umy 26,5 y
21,8 pm, en multiplicacién y aclimatacion. El grosor de la lamina foliar y del
mesofilo fue mayor en orquideario, y menor en multiplicacion in vitro. El area de
haces vasculares, xilema y floema (Tabla 3), también se vieron afectados por el
ambiente de desarrollo, y fue mayor en las tres variables en orquideario, y menor
en aclimatacion.

Tabla 3. Grosor de epidermis, lamina foliar y mesofilo, y area de haces vasculares, xilema
y floema en hojas de Cattleya jenmanii.

Ambiente Epidermis Lamina foliar ~ Mesofilo Haces Xilema Floema
adaxial ~ abaxial ~(um) ~(um) vasculares  (um’) (pm?)
@mX (umX  X+DE  X+DE (um)X X+DE X<+DE
+DE +DE +DE

Orquideario 42,0+ 1,0a 37,7+05a 1871,5+7.9a 1772,0+79 368440+ 304693+ 52770+
244022 206232 3477a

Multiplicacion 304 +1,0b 21,4+0,5b 3753+6,0c 331,5+63c 58359+ 4702,0+ 811,0+52,1b
in vitro 358,3b 310,8b

Aclimatacion  26,5+0,9b 21,8+0,9b 4322+44b 3884+4,5b 37459+ 28593+ 727,5+63,9b
259,9¢ 197,5¢

n =50 de 12 hojas diferentes. Letras distintas indican diferencias significativas

Cattleya lueddemanniana

El ambiente de desarrollo afectd el grosor de la epidermis, de la cuticula,
de la lamina foliar y del mesofilo (Tabla 4). Las epidermis y cuticulas adaxiales y
abaxiales de plantas en orquideario registraron los mayores promedios variando
desde 91,7 hasta 16,6 pm, en comparacion con los promedios de las plantas de
multiplicacion in vitro y aclimatacion. Estas Glltimas registraron los valores mas
bajos y similares entre si para el grosor de las epidermis adaxial y abaxial (Tabla
4). Los menores grosores de cuticula adaxial y abaxial se presentaron en las hojas
de plantas de multiplicacion in vitro con 2,3 y 2,0 um, mientras que las de la fase
de aclimatacion, valores intermedios con 5,5 y 4,0 um. Las plantas en orquidea-
rio también registraron los mayores promedios de grosor de la lamina foliar y el
mesofilo, con 2431,1 y 2286,7 um, respectivamente; las plantas en multiplicacion
in vitro los menores valores con 443,3 y 413,1 um, y las provenientes de aclima-
tacion, con valores intermedios de 652,6 y 606,1 pm.

El area de haces vasculares, el xilema y el floema (Tabla 4) también fueron
afectados por el ambiente de desarrollo. Los mayores promedios de las tres varia-
bles se registraron en las plantas en orquideario; las de multiplicacién in vitro 'y
aclimatacion registraron los menores (Tabla 4).
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DISCUSION

De los trabajos de investigacion que existen acerca de la anatomia de la 1a-
mina foliar de Cattleya y de los demas representantes de Orchidaceae se puede
deducir que, en general, las especies estudiadas durante la fase de orquideario no
difirieron del patron mostrado por la familia (Moller & Rasmussen 1984). Cam-
pos & Oliveira (1987) y Bonates (1993) describieron una anatomia similar en
Cattleya intermedia Graham. y C. eldorado Linden, respectivamente.

La anatomia de la lamina foliar de Cattleya jenmanii y C. lueddemanniana
en condiciones de orquideario fue similar a otros taxones de Orchidaceae en ca-
racteristicas como la presencia de una hipodermis uniseriada, idioblastos rafidi-
feros y haces vasculares colaterales con esclerénquima asociado (tribu Vanilleae,
género Octomeria R.Br. y Sophronitis coccinea Rchb.f.), tricomas tricelulares,
nddulos de fibras, haces vasculares colaterales, esclerénquima asociado con los
haces vasculares, cuerpos silicicos e idioblastos mucilaginosos (subtribu Caseti-
nae y Sophronitis coccinea) (Wakabayashi 1957; Bernardi et al. 1994; Widholzer
& de Oliveira 1994; Baruah 1998; Stern & Judd 2000, 2001).

La lamina foliar present6 caracteristicas xeromorficas en ambas especies.
Entre éstas resaltaron el engrosamiento de la lamina, la epidermis y la cuticula, la
presencia de hipodermis y el desarrollo del esclerénquima (Moller & Rasmussen
1984; Rundall 1992). Sin embargo, los promedios correspondientes al grosor de
la lamina foliar, la epidermis, el nimero de capas de células del mesofilo, el nime-
ro de filas de haces vasculares y de nodulos de fibras fueron menores en C. jenma-
nii que en C. lueddemanniana. Estas diferencias en la intensidad de las caracteris-
ticas xeromorficas pueden estar relacionadas con el habitat donde se desarrollan
las especies estudiadas. C. jenmanii crece entre los 800 y 1200 m snm, en selvas
densas, himedas y tupidas, mientras que el biotipo larense de C. lueddemanniana
crece entre 400 y 700 m snm, en espinares, cardonales, bosques de galeria en tie-
rras bajas y selvas veraneras (Aulisi & Foldats 1989; Cuenca 1997).

Los resultados obtenidos permitieron describir el efecto de las condiciones
de cultivo sobre la anatomia foliar de C. jenmanii'y C. lueddemanniana, y el modo
en que ésta varid ante el cambio ambiental durante la aclimatacion. La diferencia
existente entre el grosor de la lamina en las hojas de cultivo in vitro y de orquidea-
rio puede ser atribuida a la reduccion del tamafio de estructuras y adquisicion de
caracteres juveniles propios de la micropropagacion, tal como lo indicaron Anita
et al. (2000). La epidermis, la cuticula y las capas de ceras epicuticulares desarro-
lladas in vitro son mas delgadas que en orquideario. Ademas, se presentaron esto-
mas y tricomas glandulares en la superficie adaxial que no fueron encontrados en
la lamina foliar de orquideario. Esto podria ser atribuido al efecto del cultivo in vi-
tro, lo que corresponde con George (1996), quien indic6 que la micropropagacion
en contenedores cerrados resulta invariablemente en la formacion de hojas con
anormalidades estructurales y funcionales. Ademas, la ausencia de estimulos am-
bientales podria haber permitido la permanencia de tricomas que, en condiciones



212 Torres y Sanabria

de cultivo ex vitro, se perderian. Durante la aclimatacion no se detectaron cambios
en el grosor de la epidermis o de la cuticula, ni en la presencia de tricomas y es-
tomas en la superficie adaxial, en comparacion con la multiplicacion in vitro, que
permitieran considerar la adaptacion a las nuevas condiciones. Es evidente que el
proceso de desarrollo de la lamina foliar adaptada a las condiciones ex vitro re-
quiere un periodo mayor que la duracion del presente estudio. Al respecto, Anita
et al. (2000) senalaron una reduccion en la deposicion de ceras epicuticulares en
hojas de Dendrobium producidas in vitro en comparacion con las desarrolladas in
vivo o durante la aclimatacion. Este fenomeno también ha sido descrito para otras
especies no pertenecientes a la familia Orchidaceae, como el tabaco (Pospisilova
et al. 1998).

En las plantas provenientes de multiplicacion in vitro el mesofilo presentd
una menor complejidad estructural, con ausencia de hipodermis y de nodulos de
fibras, una fila de haces vasculares de segundo orden y los idioblastos mucilagino-
sos, ademas de la reduccion del nimero de estratos de células, el menor tamafio y
complejidad de los haces vasculares, la menor cantidad de fibras asociadas al teji-
do vascular, el menor grosor de las paredes de las fibras y la reduccion de la dife-
renciacion del parénquima asimilador. Este efecto del cultivo in vitro fue descrito
en especies no pertenecientes a Orchidaceae, tal como lo sefald Apostolo et al.
(2005) para alcachofa. Parece razonable pensar que las hojas desarrolladas en re-
cipientes de cultivo in vitro no estan expuestas a condiciones hidricas, de lumino-
sidad y movimiento que activarian la expresion de los genes responsables del de-
sarrollo de dichas caracteristicas en el tejido fundamental y de sostén. Al respecto,
Brainerd et al. (1981) sefialaron que las vitroplantas de ciruelo experimentaron
una reduccion de tamaifio de las células del parénquima en empalizada y un incre-
mento de los espacios intercelulares durante el desarrollo in vitro. George (1996)
indico que la micropropagacion en contenedores cerrados resulta invariablemente
en la formacion de hojas con anormalidades estructurales y funcionales.

Durante la aclimatacion se observé una tendencia a la adquisicion de carac-
teristicas similares a las de orquideario, pero manteniendo rasgos comunes con
las desarrolladas in vitro, como la ausencia de hipodermis y la estructura homogé-
nea del mesofilo. Estas caracteristicas podrian ser consideradas como indicadores
de que la hoja atin no ha adquirido la conformacion requerida para la adaptacion
completa a las condiciones ex vitro, en lo referente al control del balance hidrico
y la captacion de la energia luminosa. La permanencia de caracteristicas inter-
medias entre las hojas desarrolladas en el ambiente in vitro y el orquideario fue
sefialada en Cattleya jenmanii por Torres et al. (2006). Tales efectos se reducen
progresivamente en las hojas nuevas.

Campos & Oliveira (1987) encontraron en C. intermedia que a medida que
se incrementd la luminosidad, se estimuld el desarrollo de caracteres xeromorfi-
cos. A pesar de tratarse de una observacion de campo permite inferir que la baja
luminosidad durante la micropropagacion afectd el desarrollo de estructuras de
control de la pérdida de humedad en la hoja.
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Estas observaciones representan una contribucion a la comprension de las
causas que originan el fallo en la aclimatacion y los retrasos en el desarrollo tem-
prano en vivero de vitroplantas aclimatizadas de Cattleya.
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