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EFECTO DEL AMBIENTE DE DESARROLLO SOBRE LA
ANATOMIA DE LA EPIDERMIS FOLIAR DE Cattleya jenmanii Rolfe

Jhonathan Torres!, Libia Laskowski® y Maria E. Sanabria?

RESUMEN

La orquidea C. jenmanii es una planta de interés ornamental endémica de Venezuela. En este trabajo se comparé la epidermis
foliar en condiciones de orquideario, multiplicacion in vitro y aclimatizacion. Se cultivaron plantas adultas en orquideario y lineas
in vitro en medio Murashige-Skoog. Las vitroplantas enraizadas fueron aclimatizadas en un propagador de neblina durante una
semana, camara humeda por cuatro semanas y orquideario durante tres semanas. Las muestras se procesaron mediante técnicas de
microtecnia clésica. Las practicas de cultivo in vitro indujeron el desarrollo de una epidermis con las siguientes alteraciones de la
anatomia normal: mayor tamafio de las células tipicas, menor espesor de las paredes anticlinales, menor tamafio de los estomas,
ademas de la formacion de estomas y tricomas en la superficie adaxial. En las hojas provenientes de la aclimatizacién hubo una
tendencia a revertirse las alteraciones observadas in vitro, con el incremento de tamafio de los estomas y el engrosamiento de las
paredes anticlinales de las células tipicas, lo cual sugiere que para lograr su adaptacion al orquideario, las hojas sufren cambios en
sus células tipicas conducentes al incremento de su resistencia mecanica y rigidez. Sin embargo, la permanencia de tricomas
glandulares y estomas en la superficie adaxial sugieren que la adaptacion de las hojas a las condiciones ex vitro no se completd
durante las ocho semanas de aclimatizacion.
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ABSTRACT

Environmental effect during growth on anatomical characteristics of leaf epiderm in Cattleya jenmanii Rolfe

The orchid C. jenmanii is an important endemic ornamental plant in Venezuela. In this research, leaf epidermal structure
development under three environments (orchid house, in vitro multiplication phase and acclimatization) was compared. Adult
plants were cultivated in orchid house, and organogenic lines propagated in vitro using Murashige-Skoog medium. Rooted
micropropagated plants were acclimatized in a mist propagator for one week, humid chamber for four weeks, and orchid house
during three weeks. The samples were processed by means of classical microtechnique procedures. The leaf epiderm in vitro
development was abnormal, with increased dimensions of typical epidermic cells, reduction in anticlinal wall thickness, reduction
of stomata size, and neo-formation of stomata and epidermic hairs in the adaxial surface. In contrast, leaves developed during
acclimatization showed a reversion of abnormalities observed in vitro, with an increase of stomata size and anticlinal walls
thickness. However, the permanence of adaxial leaf hairs and stomata suggest an incomplete adaptation of leaves to the external
environment during the eight-week acclimatization.

Additional key words: In vitro propagation, acclimatization, orchids

INTRODUCCION considerables que se deben, principalmente, a
fallas en la adaptacién al ambiente ex vitro
(Masooma et al., 1998; Majada et al., 2000). La

superacion parcial de tales fallas requiere de

La produccién comercial de orquideas depende
de un conjunto de técnicas de propagacion in vitro

gue varian de acuerdo a las caracteristicas y
naturaleza del material vegetal que se requiere
propagar. Independientemente  del  método
empleado, los ejemplares obtenidos deben ser
aclimatizados. En esta etapa ocurren pérdidas
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medidas que pueden incrementar los costos de
produccion, ademas de dificultar las labores de
cultivo. El conocimiento acerca de la manera en
que el ambiente de desarrollo in vitro y
aclimatizacion afectan la anatomia de las
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vitroplantas es necesario para disefiar practicas de
manejo mas eficaces. Esto ha sido demostrado en
los estudios realizados por Donnelly et al. (1985)
en Rubus idaeus, Dami y Hughes (1995) en vid,
Pospisilova et al. (1998) en tabaco, Zobayed et al.
(1999) en papa, Majada et al. (2000; 2002) en
clavel, Seon et al. (2000) en Rehmannia glutinosa
y Anita et al. (2000) en Dendrobium. Estos
autores describieron los efectos del ambiente
sobre la anatomia de vitroplantas y sefialaron que
son determinantes para la adaptacion en las
condiciones ex vitro.

La orquidea, Cattleya jenmanii Rolfe, una
especie endémica de interés horticola en
Venezuela (Foldats, 1970), presenta dificultades
de adaptacion que producen altas tasas de fallo
durante la fase de aclimatizacion. Por tanto, el
propésito del presente trabajo fue describir vy
comparar la anatomia de la epidermis foliar de
esta planta en orquideario, multiplicacion in vitro
y aclimatizacion a fin de contribuir al
conocimiento de las posibles causas anatdmicas
que influyen en la aclimatizacion de la especie.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 12 plantas adultas cultivadas en
el orquideario del Posgrado de Horticultura de
la  Universidad Centroccidental  “Lisandro
Alvarado”, en Tarabana, estado Lara, Venezuela,
bajo una luminosidad maxima de 180 a 200
umol-s™m?. Durante la micropropagacién se
utilizaron dos lineas pertenecientes a la Unidad de
Biotecnologia de la misma universidad.

Se empled la modificacién del medio de
Murashige-Skoog (1972) utilizada para el cultivo
de Cattleya por Torres y Mogollon (1997) con 2
mg-L™ de Bencil Adenina (BA). La luminosidad
en el cuarto de crecimiento fue de 37,8 umol-s’
L m?, el fotoperiodo de 16 h y la temperatura de
25 £ 2 °C. Se usaron recipientes de cristal con
tapa translUcida precintada con Paraplast. Al final
del periodo de propagacién in vitro se tomaron
dos muestras de 24 individuos diferentes y el resto
de las vitroplantas cultivadas se transfirieron a la
fase de aclimatizacion.

Las vitroplantas enraizadas fueron tratadas con
una solucién de 3 g-L™ de Ridomil y plantadas en
maceteros de 8 cm de diametro en fibra molida de
helecho arborescente y colocadas en propagador
de neblina, con una frecuencia de aspersion de
5 minutos cada 24 horas, durante una semana.

Luego fueron transferidas a una camara humeda
con una luminosidad de 40 a 60 umol-s*m™
durante 4 semanas y al orquideario durante 3
semanas, al cabo de las cuales se realiz6 la toma
de muestras en 24 plantas.

Para el estudio anatémico comparado se
emplearon 48 muestras de cada condicion de
cultivo, que consistieron en secciones extraidas
del tercio medio de hojas adultas del simpodio
més  reciente.  Estas  secciones  fueron
posteriormente subdivididas y fijadas en FAA
(Roth, 1964).

Las extracciones de epidermis se realizaron
por hidrolisis en caliente con una mezcla 1:1 de
acido nitrico y acido cromico al 10% en agua
durante 3 a 5 minutos (Roth, 1964) para las
plantas provenientes del orquideario, y con
hipoclorito de calcio comercial al 70 % durante 5
a 7 minutos para las provenientes de
multiplicacion in vitro y aclimatizacién. Se
tifieron con safranina y se montaron en Permount
las provenientes del orquideario o glicerol al 50%,
las de las restantes condiciones de cultivo.

Las observaciones se realizaron en el
Laboratorio de Microscopia del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de las Plantas de la
Universidad Politécnica de Valencia, Espafia. Se
utilizé un microscopio 6ptico Nikon Eclipse E600.

Las variables de longitud, anchura y densidad
de células tipicas epidérmicas, grosor de paredes
anticlinales, longitud y anchura de estomas,
anchura de células oclusivas, densidad estomatica
e indice estomatico, se midieron en
fotomicrografias tomadas con una cdmara digital
de la casa Soft Imaging System vy el
procesamiento de imagenes con el programa
AnalySIS 3.1.

Se tomaron datos de dos a diez campos en 10
hojas de cada ambiente y se analizaron mediante
el programa Statgrafics Plus 5.1. Para ello se
realizaron transformaciones de datos, analisis de
varianza y prueba de medias de Duncan para
aquellos datos que se ajustaban a la distribucion
normal, mientras que los datos que no se
ajustaban a dicha distribucion se analizaron
mediante la prueba de Kruscal-Wallis.

RESULTADOS

Descripcion anatémica de la epidermis adaxial
En las ldminas foliares de las plantas in vitro y
aclimatizadas se observo que la epidermis adaxial
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presentd tricomas glandulares, formados por tres
células y que dejaban una cicatriz al caer. En las
plantas adultas cultivadas en orquideario se
observé una epidermis glabra.

Las células tipicas epidérmicas resultaron ser
poligonales alargadas, predominantemente
hexagonales, aunque también pentagonales,
heptagonales y octagonales en las plantas in vitro,
aclimatizadas y adultas. Las paredes anticlinales
de estas células se observaron ligeramente
engrosadas y para el caso de las hojas de plantas
de orquideario presentaban punteaduras primarias,
visibles al microscopio optico.

Los estomas, que se presentaron aislados en
areas de la lamina cercanas al margen, resultaron
del tipo tetracitico en hojas anfiestomaticas
provenientes de plantas in vitro y aclimatizadas,
mientras que las hojas de plantas de orquideario
resultaron ser hipoestomaticas (Figura 1).

Cuantificacion de variables en la epidermis
adaxial

El ambiente de desarrollo afectd la longitud y
el grosor de las paredes anticlinales de las células
epidérmicas tipicas en la superficie adaxial de las
hojas, pero no la anchura y densidad de las
mismas (Cuadro 1). La longitud vario desde un
méaximo de 64,7 um en aclimatizacién, hasta un
minimo de 56,1 um en orquideario. El grosor de
las paredes anticlinales varié desde un maximo de

5,3 um en orquideario hasta un minimo de 1,8 um
en multiplicacidn in vitro.

Descripcidon anatomica de la epidermis abaxial

La epidermis abaxial del tercio medio de las
laminas foliares de plantas del orquideario,
propagadas in vitro y aclimatizadas de C.
jenmanii resulté ser glabra.

Las células epidérmicas tipicas fueron
poligonales alargadas, predominantemente
hexagonales en las aclimatizadas, pentagonales o
también hepta o hexagonales en las hojas de
plantas in vitro y adultas.

Con relacion a las paredes celulares
anticlinales engrosadas, éstas se observaron rectas,
aungue en las aclimatizadas algunas las presentaron
arqueadas Los estomas fueron numerosos y de tipo
predominantemente tetracitico, distribuidos de
forma desordenada, fundamentalmente con cuatro
0 cinco células subsidiarias y hasta seis en hojas
de plantas in vitro (Figura 2).

Cuantificacion de variables en la epidermis
abaxial

El ambiente de desarrollo afectdé el ancho y
grosor de las paredes anticlinales de las células
epidérmicas tipicas, asi como la longitud y anchura
de estomas, y la anchura de células oclusivas en la
superficie abaxial de las hojas, aunque no la longitud
de las células tipicas (Cuadro 2).

Cuadro 1. Dimensiones, densidad celular promedio y grosor de paredes anticlinales en la epidermis
adaxial de hojas de C. jenmanii desarrolladas en orquideario, fase de multiplicacion in vitro y

aclimatizacion.

Ambiente de Long. cel. tipicas Anchura células Densidad células Grosor paredes
desarrollo foliar (um)* (1)(2) tipicas (um) (cel mm?) anticlinales(um)*(3)(4)
Orquideario 56,1 ¢ 335a 7474 a 53a
Multiplicacidn in vitro 60,1 b 34,3 a 7809 a 18¢c
Aclimatizacién 64,7 a 336a 817,7a 2,2b

Cada valor representa la media + error estandar, n= 80 de 10 hojas diferentes
(1) Prueba de Duncan; (2) Para valores transformados de acuerdo a la ecuacion Y=log 10(X)
(3) Prueba de Kruskal-Wallis; (4) Determinado mediante gréaficos de caja y bigote

La anchura de las células tipicas varié desde un
méaximo de 30,4 y 30,0 um en multiplicacién in
vitro y aclimatizacion, respectivamente, hasta un
minimo de 26,1 um en orquideario. El grosor de
las paredes anticlinales vari6 desde un maximo de
4,73 um en orquideario, hasta un minimo de 1,66
um en multiplicacion in vitro.

La longitud y la anchura de estomas variaron

desde un méximo de 27,7 y 31,8 pum,
respectivamente, en orquideario, hasta un minimo
de 25,7 y 26,0 pm, respectivamente, en
multiplicacion in vitro. La anchura de las células
oclusivas vari6 desde un méaximo de 10,55 um en
aclimatizacion, hasta un minimo de 9,08 um en
orquideario mientras que la longitud de las células
tipicas fue similar en las tres condiciones.
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A: orquideario (160X), B: multiplicacion in vitro (200X), C: multiplicacidn in vitro (400X) y
D: vitroplantas aclimatizadas (200X), c: célula epidérmica tipica, p: pared celular, es: estomay
tg: tricoma glandular. La barra representa 100 um

Figura 2. Vista frontal de la epidermis abaxial en hojas maduras de C. jenmanii cultivadas en condiciones de
A: orquideario (160X), B: fase de multiplicacién in vitro (200X) y C: vitroplantas aclimatizadas
(200X). c: célula epidérmica tipica, p: pared celular, es: estoma. La barra representa 100 pm.
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Cuadro 2. Dimensiones anatomicas en la epidermis abaxial de hojas de C. jenmanii desarrolladas en
orquideario, fase de multiplicacion in vitro y aclimatizacion

Ambiente de ang. cel. Anc,hL_Jra cel. rirr:fj%rs Long. Anchura Aegm‘;;a
desarrollo foliar t'(p'r(;gs ( rtr']? liii(z) anticlinales ( ?TS];T(TB?Z) ( ?ﬁ;&gﬁ?z) oclusivas
: i EmrE : (um)*(3)(4)
Orquideario 432 a 26,1b 4,73 a 27,7a 31,8a 9,08 b
Multiplicacién in vitro 432 a 30,4a 1,66c¢ 257b 26,0b 9,39b
Aclimatizacion 44,0a 30,0a 2,00b 270a 26,5b 10,55 a

Cada valor representa la media, n= 80 de 10 hojas diferentes

(1) Prueba de Kruskal-Wallis; (2) Determinado mediante graficos de caja y bigote
(3) Prueba de Duncan; (4) Para valores transformados de acuerdo a la ecuacion Y=log 10(X)

DISCUSION

Los resultados permitieron describir el efecto
del ambiente de cultivo sobre la anatomia de la
epidermis foliar de C. jenmanii. Al comparar las
células epidérmicas tipicas del tercio medio de la
hoja de plantas cultivadas in vitro con las
desarrolladas en aclimatizacion y orquideario se
encontré que las primeras presentaron una anchura
similar a las de aclimatizacion y mayor que las de
orquideario en la superficie abaxial En la cara
adaxial la menor longitud de las células tipicas
también correspondi6 a las plantas del orquideario.

Por su parte, durante el cultivo in vitro, las
paredes anticlinales de las células tipicas fueron
mas delgadas y su espesor se incrementd en las
condiciones expuestas al ambiente externo hasta
alcanzar su maximo valor en el orquideario. Asi
mismo, la densidad de las células tipicas
desarrolladas en el orquideario fue menor que en

el resto de las condiciones (Cuadro 3). Esto parece
indicar que para lograr su adaptacién al
orquideario, las hojas deben sufrir cambios que
conduzcan al incremento de su resistencia
mecanica reduccion del tamafio de las células
tipicas para dar espacio al desarrollo de una pared
celular engrosada que confiera una mayor rigidez
(Apéstolo et al., 2005). De alli que las células
tipicas desarrolladas en el orquideario sean mas
pequefias, pero con una densidad menor a causa
de la superficie ocupada por sus paredes
anticlinales engrosadas.

Al respecto, Kevers y Gaspar (1986) y Majada
et al. (2000; 2002) indicaron que la epidermis
foliar desarrollada durante la multiplicacion in
vitro de clavel present6 anormalidades anatdmicas
severas, entre las que se encuentra la reduccién
del grosor de la pared celular. Estos autores lo
interpretaron como una hipolignificacion y
formacion imperfecta de la pared secundaria.

Cuadro 3. Densidades celulares y estométicas en la epidermis abaxial de hojas de C. jenmanii
desarrolladas en orquideario, fase de multiplicacion in vitro y aclimatizacion

Ambiente de Densidad cel. tipicas Densidad estomatica indice estomatico
desarrollo foliar (cel/mm?)*(1)(2) (estomas/mm?)* (1)(2) (%)
Orquideario 1165,5b 69,2 b 5,62 a
Multiplicacién in vitro 1371,7a 859 a 5,77 a
Aclimatizacién 13736 a 85,9a 5,82a

Cada valor representa la media + error estandar, n= 22 de 11 hojas

(1) Prueba de Kruskal-Wallis; (2) Determinado mediante raficos de caja y bigote

Respecto a las  células  epidérmicas
especializadas, en la superficie adaxial de las hojas
desarrolladas in vitro se presentaron apéndices
epidérmicos y estomas que fueron menos frecuentes
en la hojas provenientes de aclimatizacion y
estuvieron ausentes en las hojas de orquideario.

En la superficie abaxial, los estomas de las
hojas de cultivo in vitro fueron mas pequefios y

sus dimensiones se incrementaron en la medida
que ocurrié la adaptacion al ambiente externo,
hasta alcanzar su maximo valor en orquideario.
En cambio el indice estomatico no sufri6
alteraciones en las condiciones de cultivo
estudiadas (Cuadro 3). De tal manera que las hojas
de cultivo in vitro y aclimatizacion pueden ser
clasificadas como anfiestomaticas, con
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predominio de la superficie abaxial, mientras que
las hojas de orquideario pueden ser clasificadas
como hipoestomaticas.

En la condicién in vitro, la magnitud de la
transpiracion es pequefia debido a la restriccion de
flujo gaseoso en los recipientes de cultivo y la
condicion semiheterétrofa de los cultivos,
mientras que bajo condiciones de orquideario la
planta requiere de una mayor tasa de intercambio
gaseoso con el ambiente, lo que podria
resultar en un aparato estomatico de mayores
dimensiones.

Estos resultados coinciden con lo sefialado por
Anita et al. (2000), quienes encontraron una

reduccion significativa de las dimensiones
estomaticas de  Dendrobium durante la
micropropagacion in vitro 'y la posterior
recuperacion de las mismas durante la

aclimatizacion. Por otra parte, los estomas de tipo
tetracitico y la ausencia de tricomas en las hojas
adultas han sido reportados en otras especies de
orquidaceas pertenecientes a la tribu Vanilleae
(Stern y Judd, 2000).

La variacion en las dimensiones de las células
tipicas epidérmicas y los estomas desarrollados
durante la aclimatizacion podria ser interpretada
como sefial de un mayor control del balance
hidrico, pero tales indicadores del restablecimiento
de la anatomia normal de la epidermis
contrastaron con las caracteristicas intermedias
entre la epidermis desarrollada in vitro y la
desarrollada en el orquideario, como la presencia
de tricomas glandulares y estomas aislados en la
superficie adaxial (Pospisilovd et al., 1999;
Couceiro et al., 2006). Esto podria indicar que el
tiempo transcurrido durante la aclimatizacion en
este experimento no fue suficiente para igualar la
anatomia foliar de las vitroplantas a la de las
plantas del orquideario.

La presencia de estomas en la superficie
adaxial podria ser el resultado de la ausencia de
estimulos ambientales de los que depende el
desarrollo de la epidermis foliar.

La permanencia en hojas aclimatizadas de
algunas caracteristicas de las hojas desarrolladas
in vitro, como los tricomas glandulares y los
estomas en la superficie adaxial llevan a pensar
gue la adaptacion de las vitroplantas a las
condiciones de crecimiento ex vitro es un proceso
mas lento de lo inicialmente estimado.

CONCLUSIONES

Durante la propagacion in vitro hubo un
incremento del tamafio de las células tipicas,
reduccion del espesor de las paredes anticlinales,
reduccion del tamafio de los estomas en la
superficie abaxial y la formacion de estomas y
tricomas en la superficie adaxial, en comparacién
con las hojas de las plantas del orquideario.

Durante la aclimatizacién se observé una
tendencia a revertir las alteraciones observadas en
la multiplicacion in vitro, con el incremento de las
dimensiones de los estomas y el engrosamiento de
las paredes anticlinales.

Luego de una aclimatizacién de ocho semanas
las hojas formadas por las vitroplantas presentaron
una anatomia de la epidermis foliar que aun no
present6 todas las caracteristicas de las plantas del
orquideario.
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