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1. ANTECEDENTES

La familia Orchidaceae comprende un gran nimero de especies de gran interés
y demanda mundial por su valor ornamental, lo que ha favorecido un extenso
mercado, tanto para plantas como para flores de corte, donde pueden adquirir
precios elevados. Paralelamente, constituye una de las familias mas
vulnerables, por la destruccién de sus habitats y la gran extraccion a la que ha
estado sujeta. Algunos de los factores que inciden en la probleméatica descrita y
gue ubica a muchas especies en las categorias de amenazadas o en peligro de
extincion, son: dificultades de conservacion, amenazas por la reduccién de su
ambiente natural, germinacién compleja y largos periodos de crecimiento. La
existencia de centros de reproduccién masiva de orquideas silvestres ayudaria
a disminuir la extraccion de sus habitats naturales.

En consecuencia, la toma de acciones que conlleven un manejo sustentable de
las orquideas se hace inaplazable. Al respecto, el uso de técnicas de cultivo in
vitro tiene como ventajas: una rapida multiplicacion de materiales en ambientes
controlados y asépticos, los cuales pueden obtenerse libres de enfermedades
obviandose las fluctuaciones de temperatura, cambios de clima, ataques de
patdgenos y otros problemas que constantemente afectan a las colecciones de
campo. Asimismo, permite ahorrar en espacio y costo para la produccién de
genotipos de interés, para la produccidon masiva y uniforme; conservacion de
germoplasma, aspecto particularmente importante en especies recalcitrantes y
de dificil propagaciéon. Independientemente del método de propagacion
empleado, las plantulas obtenidas deben ademas ser aclimatadas. En esta
etapa pueden ocurrir pérdidas considerables, debido a fallas en la adaptacion
de las plantulas al ambiente ex vitro, requiriéndose por tanto, de protocolos
para su aclimatacion que permitan disminuir tales fallas y por ende los costos
de produccién.

El establecimiento de sistemas de micropropagacion, para conseguir la
reproduccion de orquideas en forma masiva a partir de semillas o tejidos
vegetativos y su aclimatacion en invernaderos o umbréaculos, puede mantener
una produccion continua de las especies de interés, amenazadas o en peligro
de extincion de manera de reducir la extraccion de sus habitats naturales (Lee
y Lee, 1991). Segun Arditti y Krikorian, 1996, las orquideas fueron las primeras
plantas propagadas in vitro a partir de la siembra de semilla sexual, tanto de
forma simbidtica por Noel Bernard, c. 1900, como asimbidtica por Lewis
Knudson en 1921; o clonalmente al introducirse la técnica del cultivo de
meristemos para la propagacion vegetativa o asexual (Morel, 1960, 1964)
(Capellades y col., 1991).

Posterior a la produccién de las vitroplantas, se hace necesaria su
aclimatacion; esta se refiere a una etapa final en la mayoria de los esquemas
de micropropagacion, donde deben ser adaptadas a nuevas condiciones
ambientales de humedad relativa, iluminacion y temperatura, entre otras. Se
considera que la calidad intrinseca de las plantulas obtenidas in vitro es uno de
los factores mas importantes que gobierna el éxito durante la transicion a
condiciones ex vitro. Los principales factores a superar son los relativos a la
excesiva pérdida de agua por transpiracion y a su aparato fotosintético poco



desarrollado. En general, el mayor porcentaje de pérdidas de las plantas
producidas in vitro ocurre en la fase de transferencia a nuevas condiciones
ambientales (Roca, 1991). En consecuencia, el éxito de la propagacion in vitro
radica en lograr la aclimatacion de las vitroplantas a nuevas condiciones
ambientales. Durante esta etapa se produce un retorno gradual al
funcionamiento autotrofico de las mismas, asi como la recuperaciéon de las
caracteristicas morfolégicas y fisiologicas tipicas de la especie. Asimismo, en
esta etapa las plantulas sufren un estrés provocado por al cambio de las
condiciones de humedad, temperatura e iluminacién, que les permitira
adaptarse a las condiciones definitivas de sus habitats naturales.

En la presente revision se evallan alternativas en la basqueda de soluciones
que permitan la produccion masiva de plantas, basadas en el uso de técnicas
de reproduccion artificial, las cuales se puede llevar a cabo de manera
eficiente, rapida y segura mediante la propagacion in vitro o micropropagacion
y posterior aclimatacion de las plantulas obtenidas bajo condiciones de
invernadero.

La revision sistematica se llevard a cabo en la familia Orchidaceae, en los
estudios relativos a la micropropagacion o propagacion in vitro, asi como en la
aclimatacion de las vitroplantulas.

2. OBJETIVO

Examinar la efectividad de las técnicas de propagacion in vitro y posterior
aclimatacion en orquideas

Pregunta primaria:

¢Es la propagacion in vitro y posterior aclimatacion de las vitroplantas una
metodologia efectiva para aumentar la tasa reproductiva en orquideas?

3. METODOS
Estrategia de busqueda de informacién

Se realizard una busqueda en internet mediante los siguientes motores de
busqueda.

= Google (http://www.google.com)

= Google Scholar (www.scholar.google.com)

* Intute (www.intute.ac.uk)

=  www.alltheweb.com

=  www.dogpile.com

Las siguientes bases de datos seran consultadas:
= [ndices de Trabajos de tesis de pre y postgrado en forma electrénica.
= Editoriales de libros (Elsevier, CAB internatiional, etc)
» Informes Técnicos



= Bibliotecas del pais (IVIC, FAGRO, etc)

= Consultas a expertos y miembros de Sociedades de Orquidiologia del
pais

* Resumenes de eventos cientificos nacionales e internacionales
= ConservationEvidence.com

= Ebsco (http://web.ebscohost.com)

= Directory of Open Access Journals (http://www.doaj.org)

= Copac (http://copac.ac.uk)

= Scientific Electronic Library Online (http://www.scielo.org)

= Scirus for scientific information only (http://www.scirus.com)

» Index to Theses Online (http://www.theses.com)

= Agricola (http://agricola.nal.usda.gov)

= JSTOR (http://www.jstor.org)

= Science.gov (http://www.science.gov)

También se consultaran otras bases de datos y catdlogos que sean
relevantes segun los expertos:
= Scielo
= Biological abstracts
= CAB Abstracts (http://www.cabi.org)
= Cambridge Scientific Abstracts
= USDA Nacional Agricultural Library
= wAtropicos: nomenclatural and specimen database of the missouri
botanical garden
= epic: electronic plant information centre of royal botanic gardens, kew
= Science Direct
= |SI| web of knowledge, web of Science
= Science Citation Index (SCI), Biosis previews
» Latindex Catalogo
» Visitas a orquidiarios (distribucién geografica, aspectos fenolégicos,
morfologia, etc).

Tabla 1. Términos de busqueda (en espafiol e inglés)

Espaiiol Inglés
Orquideas Y propagacion orchids AND propagation
Orquideas Y micropropagacion orchids AND micropropagation
Orquideas Y cultivo in vitro orchids AND in vitro culture
Orquideas Y propagacion in vitro orchids AND in vitro propagation
Orquideas Y aclimatacion orchids AND aclimatization

Se llevard& a cabo una revisibn amplia: orquideas-micropropagacion-
aclimatacion. Asi mismo, se haran revisiones en cuanto a la aclimatacion de las
plantulas obtenidas bajo condiciones in vitro. Se incorporaran las palabras
claves incluidas en los estudios encontrados. Se examinaran los documentos
(Word o PDF) en cada busqueda para verificar si contienen informacién
pertinente.

Se consultaran expertos en el area de las orquideas.



Criterios de inclusién para el estudio

» Sujeto relevante: Orquideas en las que se han llevado a cabo
estudios de micropropagacion o propagacion in vitro.

» Tipos de intervencion: micropropagacion sexual y asexual;
aclimatacion de plantulas obtenidas bajo condiciones in vitro.

» Tipos de comparadores: propagacion convencional; tipos de
aclimatacion.

* Tipos de respuestas a las intervenciones: Produccion masiva de
plantas en pequefios espacios, plantas aclimatadas en umbraculos o
invernaderos.

= Tipos de estudio: Descriptivos y cuantitativos. Se consideraran los
estudios que presenten informacion relevante sobre el sujeto
propuesto, la intervencion y las variables e indicadores planteados.

Los criterios de inclusién seran empleados en tres etapas con la finalidad de
filtrar los estudios mas relevantes. Las tres etapas estaran definidas por la
evaluacion de los estudios a partir de:

1. Titulo y palabras claves: se incluiran aquellos estudios que segun el
titulo y palabras claves estén vinculados con el objetivo de la
revision.

2. Resumen: luego del primer filtro, se estudiaran los resimenes de los
trabajos para seleccionar aquellos que tengan mas relevancia.

3. Articulo completo: los estudios mas relevantes seran revisados por
completo para seleccionar los mas adecuados para el analisis.

= Potenciales razones para heterogeneidad: Variaciones en los
tiempos de colecta pueden conllevar variaciones en la respuesta in
vitro. La posible heterogeneidad de las plantulas obtenidas bajo
condiciones in vitro puede ocasionar variaciones en el proceso de la
aclimatacion, interacciones con las poblaciones locales, cambios
ambientales y presencia de plagas en las plantas.

Evaluacién de calidad de los estudios

Se consideraran articulos completos, los cuales se someteran a analisis de
calidad mediante tablas de evaluacion de cada estudio; se hara especial
atencion sobre los elementos generadores de sesgo. Si los estudios son
apropiados, se incluirdn tanto en el andlisis cualitativo como cuantitativo
basado en meta-analisis, dependiendo de la existencia de datos comparables.
Los estudios seran clasificados segun su importancia, basado en el objetivo
general. Se hara andlisis de validez basado en los protocolos para la
propagacion in vitro y para la aclimatacion utilizados en los articulos y en las
variables bajo estudio. Luego de la clasificacion, un segundo revisor evaluara
una muestra del 25% de los trabajos para verificar si los criterios estan
claramente definidos y han sido correctamente utilizados para clasificar los
estudios.



Estrategia para extraccion de los datos

Para el andlisis de los estudios seleccionados para la revision, se garantizara la
repetibilidad en el proceso de extraccion de los mismos con un revisor
independiente. Se crearan planillas para recopilar datos cualitativos y otras
para los datos cuantitativos de las variables definidas anteriormente para la
evaluacioén de la intervencion. Se consideraran estudios que midan la eficiencia
de los tipos de propagacion para establecer comparaciones y se tomaran en
cuenta los criterios sobre calidad de las fuentes. Una muestra del 25% de los
estudios seran evaluados por un segundo revisor para verificar si los criterios
de extraccion de los datos y la efectividad de las planillas es la adecuada. La
informacion bibliografica incluira la cita completa mas el resumen (si esta
disponible) del estudio y se organizard con un programa especifico (ver
apéndice).

Durante la extraccién de los datos se registraran caracteristicas del estudio
como: tipo de estudio (experimental, tedrico), especie, localidad, fecha, nivel de
los investigadores, fuentes de heterogeneidad, categoria de calidad del estudio,
entre otras caracteristicas.

Sintesis de los datos

De ser posible, se incluirda un estudio de meta-andlisis de los efectos que
resulten de la intervencion propuesta. Si la calidad de la informacion no es
adecuada, se haran revisiones descriptivas. Se crearan tablas resumen para
recopilar la informacién sobre los autores, organizacion, afio del estudio,
fuente, entre otros.. Para cada estudio analizado se crearan fichas o tablas
resumen en las que se colocard de manera concreta los aspectos mas
importantes extraidos: caracteristicas y calidad del estudio, fuentes de
heterogeneidad, resultados (cualitativos y cuantitativos) importantes, etc. En
estas tablas resumen se incluira una sintesis narrativa que describa el estudio.
En caso de obtener datos importantes y suficientes, se elaboraran cuadros
para contrastarlos y analizarlos de manera ordenada.
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APENDICE
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