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RESUMEN

El aumento de temperatura, resultado del cambio climatico, ha impactado a diversas plantas
epifitas; aunque su efecto en Laelia autumnalis (Lex.) Lindl. sigue siendo desconocido. Esta
orquidea, endémica de México, tenia una distribucion amplia en el Eje Neovolcanico Transversal,
pero actualmente se considera extinta en estado silvestre en la Ciudad de México. Las técnicas de
cultivos vegetales (CTV) se han utilizado para evaluar algunos factores ambientales como el
fotoperiodo y la temperatura. Se ha aprovechado el uso de fitorreguladores del crecimiento que
contienen los suplementos organicos, como el agua de coco (AC) y el homogeneizado de platano
(HP), con el propésito de lograr medios de cultivo mas asequibles. Asimismo, en este estudio se
investigo el efecto de la temperatura y del uso de agua de coco y homogeneizado de platano en la
supervivencia y el crecimiento de L. autumnalis. Se registré la supervivencia y el crecimiento en
plantines de L. autumnalis en dos etapas experimentales. La primera etapa consistié en evaluar el
efecto de cuatro temperaturas (23 °C, 25 °C, 27 °C y 29 °C) y dos medios de cultivo utilizando el
medio Murashige-Skoog (MS) modificado y dos suplementos organicos (MS+AC y MS+HP). La
segunda etapa experimental evaluo el efecto de tres temperaturas (23 °C, 25 °C y 27 °C) y dos
medios de cultivo (MS+AC y MS+HP). Los datos obtenidos se analizaron mediante GLM (Modelo
Lineal Generalizado por sus siglas en inglés), GLMM (Modelo Lineal Generalizado Mixto por sus
siglas en inglés), LM (Modelo Lineal por sus siglas en inglés), y LMM (Modelo Lineal Mixto por
sus siglas en inglés). En ambas etapas experimentales, la supervivencia de los plantines de L.
autumnalis dependié de la interaccion entre la temperatura y el medio de cultivo. En la primera
etapa, se encontrd una mayor supervivencia en las temperaturas de 23 °C y 27 °C. Sin embargo,
se obtuvieron resultados contrastantes en la segunda etapa experimental, ya que los plantines
respondieron de manera diferencial a la temperatura y al medio de cultivo. En general, se encontro
que los plantines tuvieron un mejor desempefio en temperaturas mas bajas, especialmente cuando
se utilizé agua de coco, aunque esta tendencia no se manifestd para las variables de: longitud del
tallo, longitud de la raiz, y supervivencia. Se recomienda el uso de agua de coco en lugar de
homogeneizado de platano para obtener plantines de L. autumnalis con un mayor desarrollo,

particularmente si hay condiciones de temperaturas elevadas.

Palabras clave: agua de coco, cultivo in vitro, homogeneizado de platano, Modelo Lineal

Generalizado Mixto, Modelo Lineal Mixto.




ABSTRACT

The increase in temperature, as a result of climate change, has impacted several epiphytic plants;
however, its effect on Laelia autumnalis (Lex.) Lindl. remains unknown. This orchid, endemic to
Mexico, had a broader distribution in the Trans-Mexican Volcanic Belt but is now considered
extinct in the wild in Mexico City. Plant tissue culture techniques (PTC) have been used to evaluate
some environmental factors such as photoperiod and temperature. The use of growth regulators
contained in organic supplements, such as coconut water (CW) and banana homogenate (BH),
have been exploited to achieve more affordable culture media. Likewise, this study investigated
the effect of temperature and the use of coconut water and banana homogenate on the survival and
growth of Laelia autumnalis. Survival and growth were recorded in L. autumnalis seedlings in two
experimental stages. The first stage consisted of evaluating the effect of four temperatures (23 °C,
25 °C, 27 °C, and 29 °C) and two culture media using a modified Murashige-Skoog (MS) medium
and two organic supplements (MS+CW and MS+BH). The second experimental stage evaluated
the effect of three temperatures (23 °C, 25 °C, and 27 °C) and two culture media (MS+CW and
MS+BH). The data obtained were analyzed by GLM (Generalized Linear Model), GLMM
(Generalized Linear Mixed Model), LM (Linear Model), and LMM (Linear Mixed Model). In both
experimental stages, the survival of L. autumnalis seedlings depended on the interaction between
temperature and culture medium. In the first stage, higher survival was found at 23 and 27 °C
temperatures. However, contrasting results were obtained in the second experimental stage, as
seedlings responded differently to temperature and culture medium. Overall, it was found that
seedlings performed better at lower temperatures, especially when coconut water was used.
However, this trend was not apparent for the variables: stem length, root length, and survival. The
use of coconut water instead of banana homogenate is recommended to obtain L. autumnalis

seedlings with enhanced development, particularly if high-temperature conditions are present.

Keywords: coconut water, in vitro culture, banana homogenate, Generalized Linear Mixed Model,
Linear Mixed Model.




INTRODUCCION

Lograr predecir como responderan las especies de plantas ante el cambio climético es uno de los
principales retos en la ecologia (Parmesan y Hanley, 2015). Esto debido a que son los productores
primarios, y sus respuestas podrian influir sobre las redes troficas e incluso en el funcionamiento
de los ecosistemas (Cleland et al., 2007; Wolkovich et al., 2012). ElI cambio climatico global
implica variaciones en la temperatura, la precipitacion, el CO2 atmosférico y la radiacion solar UV,
siendo estos factores abidticos mas importantes (Hader y Barnes, 2019). Los cambios climaticos
pueden influir en los aspectos fisioldgicos y ecoldgicos de las plantas (Estrella y Menzel, 2006;
Olaya-Arenas et al., 2011; Wolkovich et al., 2012).

Particularmente, la temperatura ambiental afecta diferentes aspectos del desarrollo y de la
productividad vegetal (Hatfield y Prueger, 2015) y junto con la disponibilidad de agua y nutrientes,
es un determinante principal del area de distribucion de las especies (Kérner y Hiltbrunner, 2018).
Asi mismo, la temperatura regula el crecimiento y el desarrollo de las plantas, y se encuentra
involucrada en procesos fisiologicos, tales como la contractilidad de las raices, la apertura
estomatica y la conduccién del agua en el xilema (Hua, 2009; Mason y Raven, 2017). En un
extremo, cuando la temperatura ambiental sobrepasa la temperatura de tolerancia fisioldgica, las
plantas pueden modificar sus respuestas fenoldgicas. Esto puede ser mediante la inhibicion o el
retraso de los procesos fenoldgicos (Cleland et al., 2007; Hader y Barnes, 2019), o bien, con la
induccion de la produccion temprana tanto del follaje como de las flores (Wolkovich et al., 2012).
En el otro extremo, las bajas temperaturas también pueden inhibir el crecimiento de las plantas
(Hua, 2009).

Ademas de los efectos directos de la temperatura sobre las plantas, este factor también
regula otras variables ambientales como la humedad relativa. Esta Gltima variable ambiental
influye sobre la pérdida de agua en las plantas al abrir sus estomas para realizar el intercambio
gaseoso (Driesen et al., 2020). La humedad relativa, al ser una variable de caracter atmosférico,
tiene un mayor impacto en plantas epifitas ya que dependen mas de la humedad atmosférica y no
tanto de la retencion de la humedad en el suelo (Pérez-Garcia'y Meave, 2004).

Una planta epifita es aquella que habita sobre ramas o troncos de otra (forofito u
hospedero). Los forofitos son principalmente arboles, pero pueden ser otro tipo de plantas como
cacticeas columnares, arbustos, palmas, helechos arborescentes, cicadéaceas, entre otras (De la
Rosa et al., 2018). Las epifitas son un ejemplo claro de plantas cuya diversidad y abundancia puede




explicarse por el incremento en la humedad relativa (Nadkarni y Solano, 2002; De la Rosa et al.,
2018). Por ejemplo, en México la mayoria de las especies de orquideas habitan en el bosque de
niebla (Hagsater y Arenas, 1998).

Como resultado del cambio climético global, las epifitas pueden sufrir un aumento en sus
tasas de mortalidad, asi como un decremento en las tasas de crecimiento (Nadkarni y Solano;
2002); en sequias, pueden propiciar incendios en el dosel (Soto-Arenas et al., 2007).

Ademas de las limitaciones debidas a la poca disponibilidad de agua y nutrientes en el
dosel, las plantas epifitas presentan algunas otras desventajas ya que el sustrato en donde se
desarrollan es muy discontinuo y heterogéneo. Esta heterogeneidad ocurre entre forofitos de una
misma especie como entre forofitos de especies distintas, asi como los diferentes tamafios de éstos,
su arquitectura particular, su edad, asi como su ubicacion espacial en distintos microambientes
(Timsina et al., 2016).

También, las distintas especies de forofitos pueden aportar otros niveles de variacién
debido a sus propias caracteristicas arquitectonicas, tipo de corteza (lisas, rugosas, exfoliantes,
etcétera), de pH, compuestos organicos (incluidas las sustancias alelopaticas), y el tipo y la
cantidad de otros organismos que albergan (Benzing, 1990; Timsina et al., 2016; Zotz, 2016). No
obstante, existen diversas ventajas en el habitat epifito, como son: (1) mejor dispersion de las
semillas, (2) mayor exposicion a los polinizadores, (3) mayor acceso a la luz y (4) evasion a los
herbivoros (Valencia-Diaz et al., 2007).

Las orquideas (Orchidaceae), son una de las familias de angiospermas con mas especies
epifitas, sobre todo en la zona intertropical. Esta familia es una de las mas diversas en todo el
mundo, ya que existen aproximadamente 30,000 especies (Kindlmann et al., 2023). Una de las
hipotesis que ayudan a explicar esta gran diversidad radica justamente en la habilidad de explotar
el medio epifito, ya que cerca del 70-80 % de las orquideas son epifitas (Gravendeel et al., 2004;
Givnish et al., 2015). Las orquideas se clasifican en el orden Asparagales, dentro del clado
Liliopsida (Villasefior, 2004). La mayoria de las orquideas epifitas pertenecen a la subfamilia
Epidendroideae (Chase et al., 2015). Esta subfamilia contiene mas de 15,000 especies las cuales
se caracterizan por poseer una sola antera fértil (adnada al estilo formando una columna) y las
flores normalmente son resupinadas (Neyland, 1995).

Al igual que el resto de las orquideas, las Epidendroideae tienen diversas causas endégenas que

las hacen vulnerables y que sean plantas raras en estado silvestre. Entre estas causas se pueden




mencionar sus bajas tasas de germinacion, crecimiento lento, ciclos de vida largos, e interacciones
complejas con hongos micorricicos y polinizadores (Dearnaley et al., 2016; Fay, 2018). Ademas,
las orquideas epifitas generalmente tienen una distribucion geografica limitada y a menudo
discontinua (De la Rosa et al., 2018).

El cultivo de tejidos vegetales en orquideas

Las orquideas son un grupo muy atractivo desde diversos puntos de vista como pueden ser en la
horticultura, el uso ceremonial, medicinal y alimenticio. Estas plantas son muy vulnerables a la
sobreexplotacion y a la pérdida de sus habitats naturales (Swarts y Dixon 2009; Olaya-Arenas et
al., 2011; Dearnaley et al., 2016; Fay, 2018). Debido a esto, para atender las crecientes demandas
del mercado, asi como para los esfuerzos de conservacion, se ha recurrido al cultivo de tejidos
vegetales (CTV) desde hace algln tiempo; no obstante, existe una urgente necesidad de innovar
las técnicas de cultivo de tejidos vegetales para que sean mas eficaces para los distintos fines que
persiguen (Shao et al., 2017.

El cultivo de tejidos vegetales, o bien, cultivo in vitro, es un conjunto de técnicas que
consisten en desarrollar y mantener tejidos vegetales en recipientes de cristal con un medio de
cultivo nutritivo, bajo condiciones asépticas y en ambientes controlados (Loyola-Vargas y Ochoa-
Alejo, 2018).

Se ha usado el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) para la germinacion y el crecimiento
de orquideas ya que contiene micronutrientes y macronutrientes que les aporta el hongo
micorricico en el medio natural (Salazar-Mercado, 2012). Esto es importante ya que las semillas
de orquideas carecen de reservas alimenticias, lo que hace que el embrién dependa del carbono y
los nutrientes inorganicos proporcionados por hongos simbidticos micorricicos compatibles
(Rasmussen, 1995; Dearnaley et al., 2016; Shao et al., 2017).

Asimismo, la agregacion de aditivos al medio de cultivo como carbon activado y extracto
de levadura, promueve varias respuestas como estimular y mejorar la germinacion en orquideas
(Arditti, 1967). De igual manera, la adicién de compuestos organicos como el homogeneizado de
jitomate, el jugo de pifia, el agua de coco y el homogeneizado de platano, son benéficos en la
germinacion y el desarrollo de tejidos celulares ya que son fuentes de carbono, ademas de que son
ricos en vitaminas, aminoacidos y fitohormonas (Arditti, 1967; Yong et al., 2009; Salazar y

Cancino, 2012; Salazar et al., 2013). Unas de las ventajas del uso de compuestos organicos es la




produccion de grandes volimenes de material vegetal, asi como alta supervivencia ex vitro.
Decruse et al. (2003) han encontrado que la adicion de agua de coco y homogeneizado de platano
produjo mayor tamafio en plantas de Sthanopea tigrina Bateman ex Lindl. También encontraron
mayor formacion de raices en el medio con homogeneizado de platano. Los medios MS
suplementados con agua de coco tienen mayor eficacia en la germinacién y formacién de plantas
de Phalaenopsis Blume (Salazar-Mercado et al., 2012); asimismo, en combinacién con
antioxidantes, promueven la formacion de brotes y su elongacion en Anoectochilus elatus Lindl.
(Sherif et al., 2016).

Los medios de cultivo in vitro han permitido la posibilidad de poner a prueba
experimentalmente no solo los nutrientes y reguladores del crecimiento en los medios de cultivo
(Arditti, 1967; Zoltan et al., 2011). También se han utilizado para evaluar el efecto de algunas
variables ambientales (tales como el pH, el fotoperiodo, la intensidad y la calidad luminica, la
composicidn de gases y la temperatura), en: 1) el crecimiento de las plantas (Hughes 1981; Islam
et al., 2005; Alvarenga et al., 2015); 2) la eliminacion de virus (Hu et al., 2015); 3) la estimulacion
de la produccion de compuestos quimicos, metabolitos primarios y secundarios o la actividad
meristematica (Dias et al., 2016; Fahad et al., 2016; Anjum et al., 2017); y 4) la induccion de la
organogeénesis 0 embriogénesis de una determinada planta (Duran-Vila et al., 1992; Zeng et al.,
2014). En orquideas se ha evaluado el efecto de la temperatura sobre la germinacién de semillas y
el desarrollo de las plantas en especies de los géneros Bletilla Rchb. f., Brassavola R. Br., Calanthe
R. Br., Cattleya Lindl., Cymbidium Sw., Cypripedium L., Dendrobium Sw., Disa P.J. Bergius,
Epidendrum L., Galeola Lour., Goodyera R. Br., Laelia Lindl., Listera R. Br., Odontioda hort.,
Odontoglossum Kunth, Oncidium Sw., Ophrys L., Paphiopedilum Pfitzer, Phalaenopsis Blume,
Rodriguezia Ruiz & Pav., Vanda Jones ex R. Br., Vandopsis Pfitzer, Vanilla Mill., y Zygopetalum
Hook. (Arditti, 1967; Kubota et al., 2005; Gudifio et al., 2015). También se ha evaluado el efecto
de la temperatura en algunos hibridos, como xBrassocattleya, xBrassolaeliocattleya y
xLaeliocattleya (Arditti, 1967; Blanchard y Runkle, 2008).




JUSTIFICACION

Las plantas epifitas sirven como fuente de agua y alimentos, asi como para refugio a un numeroso
grupo de animales que viven en la copa de los arboles. Ademas, las plantas epifitas tienen
importancia ecoldgica porque actian como bioindicadores de grados de disturbios. Se ha
observado que este grupo de plantas son muy susceptibles a la falta de humedad atmosférica y esta
condicion ambiental estd negativamente correlacionada con la temperatura, de tal forma que los
incrementos en la temperatura las pueden poner en mayor riesgo de extincion. Esto debido a que
la temperatura ambiental se suma a las otras variables que impactan negativamente a sus
poblaciones. Al mismo tiempo, las orquideas son sobreexplotadas por su valor cultural y
ornamental, aunado a que su habitat se ha reducido por diversos factores climéticos y
antropogénicos. Hasta el ultimo registro, se han extinguido cerca de 32 especies de orquideas de
los bosques mesofilos de montafia de México, todas estas especies de orquideas eran epifitas, con
pocas poblaciones, y con una preferencia estricta en su habitat (Soto-Arenas et al., 2007).

En este trabajo, se estudid el efecto de la temperatura sobre el crecimiento in vitro de una
orquidea epifita, Laelia autumnalis (Lex.) Lindl., de ciclo de vida largo, endémica de México y
considerada como localmente extinta en la Ciudad de México. Esta especie tiene un valor cultural
muy fuerte dado que sus flores son utilizadas para adornar altares de muertos, iglesias, y
cementerios en las festividades de los Dias de Muertos, particularmente en el estado de Michoacén,
Morelos y Estado de México. Asi mismo, el estudio del incremento de la temperatura sobre las
especies epifitas es un tema de gran relevancia, debido a la alta sensibilidad de este tipo de plantas
ante el cambio climatico global. EI calentamiento de la Tierra y la consecuente disminucién de la
humedad relativa puede poner en riesgo a las orquideas epifitas, pero hasta la fecha no hay estudios

que lo demuestren.

HIPOTESIS

Debido a que Laelia autumnalis es una especie que habita en zonas montafiosas, de clima
templado, se esper6 que a mayor temperatura se incremente la tasa de mortalidad y que el
crecimiento sea menor. Por otro lado, debido a que los medios de cultivo adicionados con
homogeneizado de platano suelen estimular el crecimiento de las raices, se espera que los plantines
de L. autumnalis cultivados en este tipo de medio de cultivo tengan mas raices respecto al medio

adicionado con agua de coco.




OBJETIVOS

General
Evaluar el efecto de cuatro temperaturas diferentes en dos medios de cultivo sobre el crecimiento

y la supervivencia in vitro de Laelia autumnalis.

Particulares

a) Analizar la supervivencia de los plantines de Laelia autumnalis en dos medios de cultivo
distintos, adicionado con agua de coco o con homogeneizado de platano, y bajo cuatro
temperaturas diferentes, en dos etapas de cultivo in vitro.

b) Comparar el crecimiento vegetativo in vitro temprano (primera etapa de cultivo) de Laelia
autumnalis, tanto en talla (longitud total, longitud del tallo y nimero de raices) como de biomasa
(peso fresco y seco), en dos medios de cultivo MS adicionados con agua de coco y con
homogeneizado de platano, bajo cuatro temperaturas diferentes.

¢) Comparar el crecimiento vegetativo en subcultivos in vitro avanzados (segunda etapa de cultivo)
de Laelia autumnalis, tanto en talla (longitud total, longitud de la hoja, longitud de la raiz, longitud
y grosor del tallo) como de biomasa (peso fresco y seco), en dos medios de cultivo MS adicionados

con agua de coco y con homogeneizado de platano, bajo tres temperaturas diferentes.




ESPECIE DE ESTUDIO

Laelia autumnalis es una orquidea endémica de las montafias del Cinturon Volcanico
Transmexicano; crece en altitudes de 1,400 a 2,700 m s.n.m. En este intervalo altitudinal, se han
registrado temperaturas medias anuales de entre 16.8 y 21.7 °C para la localidad de Uruapan,
Michoacan, donde habita esta especie. Laelia autumnalis ha sido registrada en los estados de
Nayarit, Jalisco, Colima, Guanajuato, Michoacéan, Guerrero, Morelos, Estado de México, Ciudad
de México y Puebla. Frecuentemente L. autumnalis crece sobre encinos y ocasionalmente en rocas,
se encuentra en bosques deciduos a perennifolios, tanto en bosques de encino, mixtos de pino-
encino y en bosques mesofilos de barranca (Halbinger y Soto, 1997). Se tiene informacion de que
esta especie habitaba en la Ciudad de México, pero actualmente se considera extinta en esta entidad
(Salazar et al., 2016). Los nombres comunes para esta orquidea son “flor de las animas”, “flor de
todos santos” “San Diegos”, “flor de los muertos”, “flor de la calavera”, “flor de catarinas”, “flor
de encino”, “lirio de San Francisco”, “gallitos”, “ahoatxOchitl”, “ahusUchil”, “tzauhtli”,
“tzacuxochitl”, “ahuaxochitl” y “chichitictepetzacuxochitl” (Balme, 1946; Wright, 1958; Roman-
Torres et al., 2014). Laelia autumnalis se usa en la medicina tradicional para el alivio de la tos y
la hipertension, ya que tiene propiedades vasodilatadoras (Aguirre-Crespo et al., 2005). También
se usaba el mucilago que contienen sus pseudobulbos para realizar figuras, principalmente
calaveras, a partir de una pasta moldeable, y para el tzauhtli, que es un pegamento utilizado en la
manufactura plumaria. Actualmente, este uso se restringe a Michoacan (Hagsater et al., 2005).
Ademas, debido a que su floracion ocurre en los meses de octubre y noviembre, L. autumnalis
tiene valor ornamental en la temporada de dia de muertos, tanto en las ofrendas, como en panteones
e iglesias de los estados de Michoacéan, Morelos y Estado de México (Hagsater et al., 2005).

Las dimensiones del vastago de Laelia autumnalis son de 20 a 40 cm de altura sin
considerar la inflorescencia. Tienen rizoma y las raices son blanquecinas y redondas, de 1 a 2.5
mm de diametro. Transversalmente los pseudobulbos son elipticos, ligeramente comprimidos, de
color verde oscuro, cubiertos por los restos de vainas papiraceas y de 4-11 cm de largoy 1.2-4 cm
de ancho. Generalmente hay dos hojas por pseudobulbo y éstas son coriaceas, arqueadas y
subagudas, de 9-23 cm de largo. Las inflorescencias son de 40-100 cm de largo y tienen de 4 a 13
flores, con raquis de 8 a 36 cm (Figura 1). Las flores son de color lila a magenta, miden de 6.5 a
11 cm de diametro y tienen fragancia débil, aungque intensa cuando se expone a la luz solar. En

cuanto a los frutos, son capsulas elipsoides con 3 quillas de 36 mm de longitud y 28 mm de




diametro, el pedicelo llega a medir 25 mm y el pico apical 8 mm de longitud. Laelia autumnalis
alcanza la etapa reproductiva después de los 6-9 afios (Halbinger y Soto, 1997). Entre los hongos
patégenos que llegan a tener las plantas de L. autumnalis son Fusarium bactridioides
Wollenweber, F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg y F. solani (Mart.) Sacc. (Almanza-
Alvarez et al., 2017).

Figura 1. a) llustracion de Laelia autumnalis (Bateman, 1895) y b) esquema modificado de Laelia
autumnalis fo. atrorubens (Halbinger y Soto, 1997), sefialando: flor (1), columna (2), capside (3), polinios
(4), pseudobulbo (5), labelo (1), sépalos (11, IV y VI) y pétalos (I11'y V).

Dentro de Laelia autumnalis se han reconocido tres formas: L. autumnalis fo. autumnalis, L.
autumnalis fo. atrorubens (Gower) Halb. y L. autumnalis fo. xanthotrophis (Rchb. f.) Halb. &
Soto Arenas. Asi mismo se han reconocido algunas variedades horticolas como alba, semialba y

cerllea (Halbinger y Soto, 1997).
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METODO
Obtencion de plantas
Desinfeccion y siembra de semillas

Se desinfectaron y sembraron semillas de cuatro capsulas maduras que se obtuvieron a partir de
polinizacion manual en el Orquideario Miguel Angel Soto, Facultad de Ciencias, UNAM. Esta
polinizacion manual se realiz6 con las siguientes cruzas: (1) Laelia autumnalis rubra x L.
autumnalis fo. atrorubens, (2) L. autumnalis fo. xanthotrophis x L. autumnalis fo. atrorubens, (3)
L. autumnalis fo. atrorubens x si mismay (4) L. autumnalis rubra x L. autumnalis fo. atrorubens.

En una hoja de papel se colocaron las semillas de una cédpsula para posteriormente
desinfectarlas y sembrarlas por el método de jeringa (Figura 2A). Este método consistié en retirar
la aguja colocando en su lugar una gasa estéril de 5 x 5 cm, doblada a la mitad, y sujetada con una
liga; luego se quito el émbolo de la jeringa y se introdujeron las semillas de tal forma que no
sobrepasara la marca de 3 ml. Después se colocd el émbolo a la jeringa y se afor6 a 5 ml con una
solucién de hipoclorito de sodio (Cloralex®) al 15% y 3 gotas de jabon liquido para trastes
(Salvo®) como desinfectante. Durante 15 minutos se agitd ligeramente la jeringa para
homogeneizar la mezcla.

Después del tiempo de agitacién, se trabajo en la campana de flujo laminar. Se retir6 la
solucién de hipoclorito de sodio bajando el émbolo de la jeringa y enseguida se aforé a 5 ml con
agua estéril. Se hicieron tres enjuagues de esta forma. Por ultimo, se aford la jeringa a 5 ml con

agua estéril y se agito ligeramente hasta volver una mezcla homogénea.

Para la siembra de las semillas previamente desinfectadas se retir0 la gasa de la jeringa y
se distribuy6 la mezcla de semillas en los envases de vidrio (frasco Gerber® de 113 g, con tapa
transparente), con 15 ml de medio de cultivo basal MS (Murashige y Skoog, 1962; Phyto
Technology Laboratories®), al 30%, adicionado con 20 ml/L de vitaminas (acido nicotinico,
piridoxina-HCl y tiamina-HCI), 20 g.L* de az(car refinada, 1 g L™ de levadura, 1 g.L de dextrosa,
2 g.L de carbdn activado y 6.5 g.L™ de agar bacterioldgico. El medio de cultivo se ajust6 a un
pH de 5.6.
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Figura 2. Método experimental. A) Desinfeccion y siembra de semillas. B) Primer subcultivo: siembra de protocormos a los 2 meses posteriores a
su germinacion. C) Segundo subcultivo: siembra de plantines a los 4 meses posteriores a la siembra de protocormos. D) Primera etapa experimental:
ingreso de los cultivos a los tratamientos de temperatura durante 3 meses. Al término de este tiempo, se realiza subcultivo de los plantines restantes.
E) Segunda etapa experimental: ingreso de los cultivos, plantines subcultivados previamente, a los tratamientos de temperatura durante 5 meses. Al
término de este tiempo, las plantas restantes se aclimataron en invernadero.
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Subcultivo de protocormos

A los dos meses, las semillas comenzaron a germinar, que consistio en la expansion del embrion
y la ruptura de la testa, e inicio la formacion del protocormo. Este Gltimo es una masa de células
que puede diferenciarse en plantin, o formar cuerpos parecidos a protocormos (PLBs) (Arditti y
Ernst, 1993; Johnson y Kane, 2007; Salazar y Cancino, 2012). Los protocormos tienen 1) una
region apical, correspondiente al &pice del brote, 2) una parte basal formada por grandes células
que actiian como reserva organica, y 3) rizoides (Free et al., 2003).

Se realizd un primer subcultivo de los protocormos (Figura 2B) en dos medios de cultivo
diferentes, con medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962; Phyto Technology Laboratories®) al
30%, 25 g.L* de azcar refinada, 1 g.L* de levadura y dextrosa, 2 g.L* de carbdn activado, 6.5
g.L de agar bacterioldgico y suplementado con un componente organico, agua de coco verde y
homogeneizado de platano. Al primer medio de cultivo se le agregd 100 ml/L de agua de coco
verde (MS+AC), mientras que al segundo se le incorpor6 100 g.L™* de homogeneizado de platano

dominico semimaduro (MS+HP). El medio de cultivo se ajust6 a un pH de 5.6.

Disefio experimental
Desarrollo de plantines

Después de cuatro meses desde el primer subcultivo, los protocormos se diferenciaron dando lugar
a plantines que contaban con al menos dos hojas. Se realiz6 un segundo subcultivo para los
plantines obtenidos (Figura 2C). Para ello, los plantines se extrajeron de los frascos y se fueron
colocando en una caja de Petri estéril. Ahi se seleccionaron los plantines que tuvieran tallas
mayores a 1 cm, pero menores a 2 cm de largo (sin considerar la raiz). Este criterio se utiliz6 para
descartar ambos extremos de tamafio en los plantines, pero seleccionando a los que probablemente

tuvieran las mayores posibilidades de sobrevivir.

De los plantines seleccionados para el experimento, se sembraron 30 en cada envase de
vidrio (frasco Gerber® de 113 g, con tapa transparente) con 25 ml de medio de cultivo con algin
componente organico, ya sea agua de coco u homogeneizado de platano, pero alternando los
medios de cultivo, es decir, un grupo de 30 plantines en el medio MS+AC y luego el otro grupo

de 30 en el medio MS+HP. Este procedimiento se siguié hasta que se sembraron todos los frascos
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experimentales (196 en total), mas 20 frascos para reposicion en caso de contaminacion. Cabe
sefialar que se realizo el intercambio de 6480 plantines de ambos medios de cultivo para borrar del
experimento el posible efecto del medio de cultivo. La preparacion del medio de cultivo para este

segundo subcultivo se hizo de la misma forma que para el primero.

Algunos de los plantines que se obtuvieron en este segundo subcultivo se separaron para
tener puntos de referencia del tamafio inicial; para ello se tomo su longitud total, el peso fresco y
seco, Yy se registro la presencia de alguna raiz. Para esto se tomaron entre 5y 20 plantines por cada
uno de los frascos por capsula y por medio de cultivo (de 3 a 5 frascos por tratamiento) y se obtuvo

un promedio por frasco para cada variable.

Primera etapa experimental

El proceso de obtencion de los frascos experimentales se extendio durante tres meses, debido a
que hubo diversos problemas de contaminacién que en algunos casos tardaron varias semanas en
manifestarse. En caso de que algun frasco presentara contaminacién, se reponia con otro. Cada
frasco fue numerado y etiquetado de acuerdo con la capsula de origen de las semillas y el tipo de
medio de cultivo que contenia.

Al azar se tomaron seis frascos por capsula para cada medio de cultivo y se asignaron a
cada uno de los cuatro tratamientos de temperatura (23 °C, 25 °C, 27 °Cy 29 °C) (Figura 2D). La
temperatura se controlé en camaras de germinacion con fotoperiodo (18 h luz). En total se tuvieron
192 frascos con 30 plantines cada uno (6 frascos x 4 capsulas x 2 medios de cultivo x 4
temperaturas).

Los plantines permanecieron en las camaras de germinacion durante 4 meses (Figura 3).
Al final de este tiempo, se evalud la supervivencia por frasco. Debido a que se requeria del mayor
numero posible de plantines para el siguiente experimento, las medidas del crecimiento final para
esta primera etapa se tomaron de submuestras de cada frasco.

El nimero de plantines obtenido de cada frasco vari6 considerablemente, dependiendo de
la supervivencia de los plantines de cada uno de ellos. De esta forma, primero se tomaron los
plantines que se requerian para continuar con la segunda etapa del experimento y después se tomé

el mayor nimero posible de plantines para tener una media del crecimiento de esta etapa. Cabe
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sefialar que la cosecha de estos plantines se realizé en condiciones asépticas (en la campana de
flujo laminar) al momento del subcultivo de los plantines para la segunda etapa del experimento.

A los plantines cosechados se les tomd la longitud total, la cual fue medida desde la base
del tallo hasta el apice de la hoja mas larga. Ademas, se contd el nimero de raices, y se tomé el
peso fresco y el peso seco de los plantines. Posteriormente se obtuvo el promedio por frasco para
cada variable, excepto la de supervivencia.

El nimero de plantines cosechados para evaluar las variables de crecimiento fue de 1 a 13
plantines por frasco, pero en la mayoria de los casos el nimero de plantines evaluados fue de tres;
se omitieron aquellos frascos que no tuvieran muchos plantines sobrevivientes por frasco, por lo
que no se incluyeron en la etapa experimental. Por este motivo, y por la contaminacion desarrollada
a lo largo de esta etapa experimental, el nimero de frascos analizados vari6 entre los tratamientos

de temperatura y de medio de cultivo.
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Figura 3. Plantines in vitro de Laelia autumnalis en la primera etapa experimental con diferentes
temperaturas: 23 °C (ay b), 25 °C (cy d), 27 °C (e y f) y 29 °C (g y h), y medio de cultivo MS adicionado
con agua de coco (a, ¢, €, g) y homogeneizado de platano (b, d, f, h). Escala (barra blanca) = 1 cm.
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Segunda etapa experimental

Los plantines que no fueron cosechados en la primera etapa experimental se subcultivaron en
frascos de vidrio con mas volumen respecto a los utilizados en la primera etapa experimental. En
esta etapa se utilizaron frascos Gerber® de 170 g, con tapa transparente y con 35 ml de medio de
cultivo. En cada frasco se colocd medio de cultivo nuevo, preparado de la misma manera que en
la etapa anterior. Cada planta se sembrd en sus mismas condiciones experimentales; es decir, se
mantuvieron en el mismo tipo de medio y de temperatura a los que previamente estuvieron
expuestas. Cada frasco tenia un numero variable de plantines, esto dependid del tamafio de los
plantines, asi como del nimero de plantines sobrevivientes en cada frasco. Los plantines que
median menos de 2 cm se sembraron hasta 15 por frasco, mientras que los que median entre 2y 4
cm se sembraron hasta 10 por frasco, y los que tenian una talla mayor a 4 cm se colocaron sélo 5
0 menos por frasco. Una vez finalizada la siembra de 1,943 plantines sobrevivientes de la primera
etapa experimental, se trasladaron a las camaras de germinacion con su correspondiente
tratamiento de temperatura, 23 °C, 25 °C y 27 °C (Figura 2E). Se suprimi6 el tratamiento de
temperatura de 29 °C debido a que hubo muy baja supervivencia de plantines, de tal forma que
estos se asignaron aleatoriamente (respetando su capsula y su medio de cultivo) a los tratamientos
de temperatura (23 °C, 25 °Cy 27 °C).

Debido a que el nimero de plantines que se sembraron por frasco fue variable, los
tratamientos tuvieron diferente nimero de frascos, por lo que se obtuvieron 212 frascos en total.
En consecuencia, las variables de respuesta se tomaron a partir de un plantin por cada frasco. Para
ello, se selecciono la planta méas grande que estuviera cerca de la pared del frasco, y se marcé por
fuera de este para hacer mediciones. Los plantines se mantuvieron dentro de las camaras de
ambiente controlado durante cinco meses. Mensualmente al plantin seleccionado se le midi6 la
longitud total, la longitud y el grosor del tallo, y la longitud de la hoja. Si el plantin seleccionado
moria, se sustituia por otro bajo los mismos criterios de seleccion. Al finalizar los cinco meses del
experimento (Figura 4), se evalu6 el nimero de plantines vivos respecto al niumero total de
plantines por frasco para obtener la probabilidad de supervivencia, luego se coseché el plantin
monitoreado y se le tomaron medidas de longitud total, longitud y grosor del tallo, longitud de la

hoja, longitud de la raiz y, por Gltimo, se registrd el peso fresco y el peso seco de cada ejemplar.
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Figura 4. Plantines in vitro de Laelia autumnalis en la primera etapa experimental con diferentes
temperaturas: 23 °C (ay b), 25 °C (c y d) y 27 °C (e y f), y medio de cultivo adicionado con agua de coco
(a, ¢y ) y homogeneizado de platano (b, d y f). Escala (barra blanca) = 1 cm.
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Andlisis estadisticos

Primera etapa experimental

Para analizar la probabilidad de supervivencia en la primera etapa, se realizaron modelos lineales
generalizados mixtos (GLMM, por sus siglas en inglés Generalized Linear Mixed Model) en el
software R version 4.0.3 (R Core Team, 2022) con la funcién “glmer” (Bates et al., 2015) tomando
en cuenta la temperatura y el medio de cultivo como efectos fijos, mientras que la capsula de
procedencia de las semillas se consider6 como un efecto aleatorio. Los criterios para elegir el mejor
modelo explicativo fueron: (1) que tuviera el menor valor del Criterio de Informacion Akaike
(AIC, por sus siglas en inglés Akaike information criterion) y (2) que los intervalos de confianza
del efecto aleatorio no fueran igual a cero. Los siguientes son cinco GLMM para la variable de
supervivencia:
Supervivencia ~ 1 + (1|capsula)
Supervivencia ~ temperatura + (1|capsula)
Supervivencia ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Supervivencia ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

Supervivencia ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

Tres de las cuatro variables de crecimiento (promedios de longitud total, peso fresco y peso
seco) se normalizaron con la funcion “log” y se analizaron a partir de modelos lineales mixtos
(LMM, por sus siglas en inglés Linear Mixed Model). En caso de que el intervalo de confianza del
efecto aleatorio (capsula) fuera igual a cero, se procedidé a usar un modelo lineal (LM, por sus
siglas en inglés Linear Model). En ambos casos se consideraron como los mejores modelos a
aquellos que tuvieran los menores valores de AIC. Para realizar el modelaje se ocuparon las
funciones “lmer” y “Im” (Bates et al., 2015), en el software R versién 4.0.3 (R Core Team, 2022).

Se realizaron cinco LMM para la variable de longitud total:

Longitud total ~ 1 + (1|capsula)
Longitud total ~ temperatura + (1|capsula)
Longitud total ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Longitud total ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

Longitud total ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)
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También, se realizaron cinco LM para la variable de longitud total descartando el efecto aleatorio,
la capsula:
Longitud total ~ 1
Longitud total ~ temperatura
Longitud total ~ medio de cultivo
Longitud total ~ temperatura + medio de cultivo
Longitud total ~ temperatura x medio de cultivo

Se realizaron cinco LMM para la variable de peso fresco:
Peso fresco ~ 1 + (1|c&psula)
Peso fresco ~ temperatura + (1|capsula)
Peso fresco ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Peso fresco ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

Peso fresco ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

Ademas, se realizaron cinco LM para la variable de peso fresco descartando el efecto
aleatorio, la capsula:
Peso fresco ~ 1
Peso fresco ~ temperatura
Peso fresco ~ medio de cultivo
Peso fresco ~ temperatura + medio de cultivo

Peso fresco ~ temperatura x medio de cultivo

Se realizaron cinco LMM para la variable de peso seco:
Peso seco ~ 1 + (1|capsula)
Peso seco ~ temperatura + (1|capsula)
Peso seco ~ medio de cultivo + (1|c&psula)
Peso seco ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

Peso seco ~ temperatura X medio de cultivo + (1|capsula)
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Igualmente, se realizaron cinco LM para la variable de peso seco descartando el efecto aleatorio,
la capsula:
Peso seco ~ 1
Peso seco ~ temperatura
Peso seco ~ medio de cultivo
Peso seco ~ temperatura + medio de cultivo

Peso seco ~ temperatura x medio de cultivo

Se realizaron cinco GLMM para la cuarta variable de crecimiento, promedio del nimero
de raices:
NUmero raices ~ 1 + (1|capsula)
Numero raices ~ temperatura + (1|capsula)
Numero raices ~ medio de cultivo + (1|capsula)
NUmero raices ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

NUmero raices ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

Sin embargo, debido a que el intervalo de confianza del efecto aleatorio fue igual a cero,
se realizaron cinco modelos lineales generalizados (GLM, por sus siglas en inglés Generalized
Linear Model) para esta Ultima variable, descartando el efecto aleatorio y usando la funcion “glm”,
en el software R version 4.0.3 (R Core Team, 2022):

NUmero raices ~ 1
Numero raices ~ temperatura
Ndmero raices ~ medio de cultivo
NUmero raices ~ temperatura + medio de cultivo

NUmero raices ~ temperatura X medio de cultivo

Segunda etapa experimental

De la misma forma que en la primera etapa experimental, la probabilidad de supervivencia se
analizé con GLMM en el software R version 4.0.3 (R Core Team, 2022) con la funcién “glmer”
(Bates et al., 2015), tomando en cuenta la temperatura y el medio de cultivo como efectos fijos, y

la capsula como efecto aleatorio. Asi mismo, los criterios para elegir el mejor modelo de
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probabilidad de supervivencia fueron: (1) que tuviera el menor valor de AIC y (2) que los
intervalos de confianza del efecto aleatorio no fueran igual a cero. Se realizaron cinco modelos
para la variable de supervivencia:
Supervivencia ~ 1 + (1|capsula)
Supervivencia ~ temperatura + (1|capsula)
Supervivencia ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Supervivencia ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

Supervivencia ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

Las variables de crecimiento (longitud total, longitud y grosor del tallo, longitud de la hoja,
longitud de la raiz, peso fresco y peso seco) se analizaron a partir de LMM, o en algunos casos
LM, segun los criterios para seleccionar el mejor modelo, con las funciones “lmer” y “lm”
respectivamente (Bates et al., 2015) con el software R versién 4.0.3 (R Core Team, 2022); también
se normalizaron las variables de crecimiento con la funcion “log”. Si los intervalos de confianza
del efecto aleatorio eran igual a cero del modelo con menor AIC de los LMM, se procedia a realizar
LM descartando el efecto aleatorio. La seleccion del mejor LM fue aquel que tuviera el menor
valor de AIC.

Se realizaron cinco LMM para la variable longitud total:

Longitud total ~ 1 + (1|cpsula)
Longitud total ~ temperatura + (1|capsula)
Longitud total ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Longitud total ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

Longitud total ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

Ademas, se realizaron cinco LM para la variable longitud total descartando el efecto
aleatorio:
Longitud total ~ 1
Longitud total ~ temperatura
Longitud total ~ medio de cultivo
Longitud total ~ temperatura + medio de cultivo

Longitud total ~ temperatura x medio de cultivo
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Para la variable de longitud del tallo, se realizaron cinco LMM:
Longitud del tallo ~ 1 + (1|capsula)
Longitud del tallo ~ temperatura + (1|capsula)
Longitud del tallo ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Longitud del tallo ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)
Longitud del tallo ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

Asimismo, se realizaron cinco LM para la variable de longitud del tallo descartando el
efecto aleatorio:
Longitud del tallo ~ 1
Longitud del tallo ~ temperatura
Longitud del tallo ~ medio de cultivo
Longitud del tallo ~ temperatura + medio de cultivo
Longitud del tallo ~ temperatura x medio de cultivo

Se realizaron cinco LMM para la variable de grosor del tallo:
Grosor del tallo ~ 1 + (1|capsula)
Grosor del tallo ~ temperatura + (1|capsula)
Grosor del tallo ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Grosor del tallo ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

Grosor del tallo ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

Tambien se realizaron cinco LM para la variable de grosor del tallo descartando el efecto
aleatorio:
Grosor del tallo ~ 1
Grosor del tallo ~ temperatura
Grosor del tallo ~ medio de cultivo
Grosor del tallo ~ temperatura + medio de cultivo

Grosor del tallo ~ temperatura x medio de cultivo
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Se realizaron cinco LMM para la variable de longitud de la hoja:
Longitud de la hoja ~ 1 + (1|capsula)
Longitud de la hoja ~ temperatura + (1|capsula)
Longitud de la hoja ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Longitud de la hoja ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)
Longitud de la hoja ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

También se realizaron cinco LM para la variable de longitud de la hoja descartando el
efecto aleatorio:
Longitud de la hoja ~ 1
Longitud de la hoja ~ temperatura
Longitud de la hoja ~ medio de cultivo
Longitud de la hoja ~ temperatura + medio de cultivo
Longitud de la hoja ~ temperatura x medio de cultivo

Se realizaron cinco LMM para la variable de longitud de la raiz:
Longitud de la raiz ~ 1 + (1|c&psula)
Longitud de la raiz ~ temperatura + (1|capsula)
Longitud de la raiz ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Longitud de la raiz ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

Longitud de la raiz ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

También se realizaron cinco LM para la variable de longitud de la raiz descartando el efecto
aleatorio:
Longitud de laraiz ~ 1
Longitud de la raiz ~ temperatura
Longitud de la raiz ~ medio de cultivo
Longitud de la raiz ~ temperatura + medio de cultivo

Longitud de la raiz ~ temperatura x medio de cultivo
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Se realizaron cinco LMM para la variable de peso fresco:
Peso fresco ~ 1 + (1|capsula)
Peso fresco ~ temperatura + (1|capsula)
Peso fresco ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Peso fresco ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)
Peso fresco ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

Ademas, se realizaron cinco LM para la variable de peso fresco descartando el efecto
aleatorio:
Peso fresco ~ 1
Peso fresco ~ temperatura
Peso fresco ~ medio de cultivo
Peso fresco ~ temperatura + medio de cultivo

Peso fresco ~ temperatura x medio de cultivo

Se realizaron cinco LMM para la variable de peso seco:
Peso seco ~ 1 + (1|capsula)
Peso seco ~ temperatura + (1|capsula)
Peso seco ~ medio de cultivo + (1|capsula)
Peso seco ~ temperatura + medio de cultivo + (1|capsula)

Peso seco ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula)

Por dltimo, se realizaron cinco LM para la variable de peso seco descartando el efecto
aleatorio:
Peso seco ~ 1
Peso seco ~ temperatura
Peso seco ~ medio de cultivo
Peso seco ~ temperatura + medio de cultivo

Peso seco ~ temperatura X medio de cultivo
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RESULTADOS
Primera etapa experimental

(@) Supervivencia: el modelo que mejor explico la probabilidad de supervivencia fue el que
incluyé todos los efectos y su interaccion (Supervivencia ~ temperatura x medio de cultivo +
(1]cépsula)) (Tabla 1). Contrariamente a lo que se habia considerado originalmente, la procedencia
de las semillas (c&psula) tuvo un efecto para esta variable, ya que los intervalos de confianza del
efecto aleatorio no fueron igual a cero (IC inferior = 0.17; IC superior = 0.76), aunque esto sélo
fue importante cuando el modelo incluyo las dos variables explicativas (temperatura y medio de
cultivo) y su interaccion. Los plantines con la menor supervivencia fueron los que provinieron de
la cruza de Laelia autumnalis fo. xanthotrophis x L. autumnalis fo. atrorubens. El modelo que
tuvo mayor apoyo incluye todos los factores, sin embargo, no se encontrd un patrén muy claro. En
general, la supervivencia de los plantines fue mejor en el medio MS adicionado con agua de coco.
Para la temperatura, la supervivencia tiende a disminuir conforme ésta aumenta (Figura 5), de
forma tal que la menor supervivencia se encontro a los 29 °C. No obstante, la mayor supervivencia
se presentd en un punto intermedio (a los 27 °C con medio MS adicionado con agua de coco)

(Figura 6a).

Tabla 1. Valores de AIC y AAIC para los modelos lineales generalizados mixtos realizados para
la supervivencia de los plantines de Laelia autumnalis en la primera etapa experimental.

Modelo g.l. AIC AAIC
Nulo (1 + (1|capsula)) 2 2520.22 233.60
Temperatura + (1|capsula) 3 2327.22 40.60
Medio de cultivo + (1|capsula) 3 2482.89 196.27
Temperatura + Medio de cultivo + (1|capsula) 4 2289.17 2.55
Temperatura x Medio de cultivo + (1|capsula) 5 2286.62 0.00
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Figura 5. Gréafica del modelo lineal generalizado mixto para la supervivencia de los plantines de Laelia
autumnalis en medio de cultivo MS adicionado con agua de coco (MS+AC) y en MS adicionado con
homogeneizado de platano (MS+HP) durante la primera etapa experimental en los cuatro tratamientos de
temperatura (23 °C, 25 °C, 27 °Cy 29 °C).
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Figura 6. Diagrama de barras donde se indica el promedio (z el error estandar) de: a) supervivencia, b)
longitud total del plantin, ¢) peso fresco, d) peso seco y e) nimero de raices de los plantines de Laelia
autumnalis durante la primera etapa experimental en los tratamientos de medio de cultivo MS adicionado
con agua de coco (MS+AC) y adicionado con homogeneizado de platano (MS+HP), y de temperatura (23
°C, 25 °C, 27 °Cy 29 °C).
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(b) Longitud total: debido a que los intervalos de confianza del efecto aleatorio fueron igual a
cero (IC inferior = 0; 1C superior = 0.24) en los LMM, por lo que se realizaron LM descartando el
efecto aleatorio. El nulo fue el mejor, con el menor valor de AIC (Tabla 2). Por lo tanto, no se
detectd efecto alguno del medio de cultivo, ni de la temperatura, sobre la longitud total de los
plantines de Laelia autumnalis. Asi mismo, el posible efecto de la capsula de procedencia no difiri6

del azar (Figura 6b).

Tabla 2. Valores de AIC y AAIC para los modelos lineales realizados para las variables: longitud
total, peso seco y peso fresco de los plantines de Laelia autumnalis en la primera etapa
experimental. En negritas se indica el mejor modelo y en cursivas se indica aquellos modelos que
no difieren del mejor modelo por estar dentro de las dos unidades de AAIC.

Variable

Modelo g.l.  Longitud total Peso fresco Peso seco

AIC  AAIC AIC AAIC AIC AAIC
40.48 0.00 217.79 1.01 140.06 0.00
42.48 2.00 218.35 1.57 141.77 1.71
42.16 1.68 216.78 0.00 142.05 1.99
44.15 3.67 217.60 0.82 143.75 3.69
45.75 5.27 218.46 1.68 145.34 5.28

Nulo (1)
Temperatura
Medio de cultivo

Temperatura + Medio de cultivo

g A W O wWwN

Temperatura x Medio de cultivo

(c) Peso fresco: debido a que los intervalos de confianza del efecto aleatorio de esta variable fueron
igual a cero (IC inferior = 0; IC superior = 0.55), se realizaron LM descartando el efecto aleatorio.
Asi, el mejor LM para el peso fresco fue el que contiene Gnicamente al medio de cultivo con una
r> = 0.02 (Tabla 2). Los plantines que crecieron en el medio de cultivo adicionado con agua de

coco tuvieron un crecimiento mayor que el medio con homogeneizado de platano (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama de barras donde se indica el promedio (z el error estandar) del peso fresco de los
plantines de Laelia autumnalis que crecieron en medio MS adicionado con agua de coco (MS+AC) y
adicionado con homogeneizado de platano (MS+HP), durante la primera etapa experimental.

(d) Peso seco: los LMM para esta variable tampoco tuvieron intervalos de confianza significativos
en el efecto aleatorio (IC inferior = 0; IC superior = 0.25), por lo que se realizaron LM; el modelo
nulo fue el mejor (Tabla 2). Por lo tanto, se descarta un posible efecto tanto del medio de cultivo

como de la temperatura en el peso seco, y asi mismo el posible efecto de la capsula (Figura 6d).

(e) Numero de raices: al realizarse GLMM, se encontrd que los intervalos de confianza del efecto
aleatorio eran igual a cero (IC inferior=0; IC superior= 0.35), por lo cual, se realizaron GLM
descartando dicho efecto. De tal forma que, el mejor GLM, con menor valor de AIC, fue NUmero
de raices ~ medio de cultivo con r> = 0.02 y pendiente = -0.27 (Tabla 3). En promedio se obtuvieron
2.20 raices por planta en medio de cultivo adicionado con agua de coco, mientras que el adicionado
con homogeneizado de platano fue de 1.72 (Figura 6e).
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Tabla 3. Valores de AIC y AAIC de los modelos lineales generalizados realizados para el nimero
de raices de los plantines de Laelia autumnalis en la primera etapa experimental. En negritas se
indica el mejor modelo y en cursivas se indica aquellos modelos que no difieren del mejor modelo
por estar dentro de las dos unidades de AAIC.

Modelo g.l. AIC AAIC
Nulo (1) 2 200.86 1.23
Temperatura 3 202.08 2.45
Medio de cultivo 3 199.63 0.00
Temperatura + Medio de cultivo 4 200.78 1.15
Temperatura x Medio de cultivo 5 199.73 0.10

Segunda etapa experimental

(a) Supervivencia: el GLMM Supervivencia ~ temperatura x medio de cultivo + (1|capsula) fue
el mejor modelo que explicé la probabilidad de supervivencia (Tabla 4), dado que tuvo el menor
valor de AIC y los intervalos de confianza del efecto aleatorio no fueron igual a cero (IC inferior
= 0.14; IC superior = 0.74). En este modelo se encontré que la supervivencia de los plantines
cambia segun la temperatura y el medio de cultivo, y la interaccién entre éstos (Figura 8a). Para
los plantines que se desarrollaron en medio MS+AC la supervivencia aumentd conforme la
temperatura; es decir, a 27 °C hubo més sobrevivientes que a 23 °C. En contraste, los plantines
cultivados en medio MS+HP tuvieron un comportamiento inverso; hubo una mayor supervivencia

en las temperaturas mas frescas (Figura 9a).

Tabla 4. Valores de AIC para los modelos lineales generalizados de probabilidad de supervivencia
de los plantines de Laelia autumnalis para la segunda etapa experimental.

Modelo g.l. AIC AAIC
1430.95 18.41
1432.73 20.19
1423.33 10.79
1424.48 11.94
1412.54 0.00

Nulo (1 + (1|cépsula))
Temperatura + (1|capsula)
Medio de cultivo + (1|capsula)

Temperatura + Medio de cultivo + (1|capsula)

g A W O wWwN

Temperatura x Medio de cultivo + (1|capsula)
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Figura 8. Modelos generados para: a) supervivencia (GLMM), b) longitud total del plantin (LM), c)
longitud del tallo (LM), d) longitud de la hoja més larga (LM), ) longitud de la raiz mas larga (LM), y f)
peso fresco (LM) de los plantines de Laelia autumnalis durante la segunda etapa experimental en los
tratamientos de temperatura (23 °C, 25 °C y 27°C) y medio de cultivo adicionado con agua de coco
(MS+AC) y adicionado con homogeneizado de platano (MS+HP).
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Figura 9. Diagrama de barras donde se indica el promedio (z el error estandar) de: a) supervivencia, b)
longitud total del plantin, ¢) longitud del tallo, d) grosor del tallo, e) longitud de la hoja més larga, f) longitud
de la raiz més larga, g) peso fresco y h) peso seco de los plantines de Laelia autumnalis durante la segunda
etapa experimental en los tratamientos de temperatura (23 °C, 25 °C y 27°C) y medio de cultivo MS
adicionado con agua de coco (MS+AC) y adicionado con homogeneizado de platano (MS+HP).
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Figura 9 (continuacidn). Diagrama de barras donde se indica el promedio (z el error estandar) de: a)
supervivencia, b) longitud total del plantin, c) longitud del tallo, d) grosor del tallo, e) longitud de la hoja
maés larga, (f) longitud de la raiz mas larga, g) peso fresco y h) peso seco de los plantines de Laelia
autumnalis durante la segunda etapa experimental en los tratamientos de temperatura (23 °C, 25 °Cy 27°C)
y medio de cultivo MS adicionado con agua de coco (MS+AC) y adicionado con homogeneizado de platano
(MS+HP).

(b) Longitud total: debido a que los intervalos de confianza del efecto aleatorio en los LMM
fueron igual a cero (IC inferior = 0; IC superior = 0.32), se procedio a realizar LM descartando el
efecto aleatorio. El mejor LM fue Longitud total ~ temperatura x medio de cultivo (r?= 0.51)
(Tabla 5). Se encontrd que existe una interaccion entre el medio de cultivo y la temperatura. Esto
indica que, en un mismo medio de cultivo, la longitud total de los plantines varia dependiendo de
la temperatura (Figura 8b). Por ejemplo, los plantines en medio con homogeneizado de platano a
temperatura de 25 °C fueron los que menos se desarrollaron de todos, pero también se encontro
que en ese mismo medio se lograron los plantines mas grandes, cuando la temperatura fue menor
(23 °C). La tendencia de la longitud total de los plantines, tanto en medio MS adicionado con agua
de coco (MS+AC) como en el MS adicionado con homogeneizado de platano (MS+HP), es que se
ven afectados por el incremento de la temperatura; los plantines mas grandes se encontraban a 23

°Cy los més chicos a 29 °C (Figura 9b).
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Tabla 5. Valores de AIC y AAIC para los modelos lineales realizados para las variables: longitud total, peso seco y peso fresco de los
plantines de Laelia autumnalis en la primera etapa experimental. En negritas se indica el mejor modelo y en cursivas se indica aquellos

modelos que no difieren del mejor modelo por estar dentro de las dos unidades de AAIC.

Variable
_ : : : |
Modelo g.l.  Longitud total Longitud del Grosor del Longltu_d de la Longltu,d dela Peso fresco Peso seco
tallo tallo hoja raiz

AIC  AAIC AIC AAIC AIC AAIC AIC AAIC AIC AAIC AIC AAIC AIC AAIC

Nulo (1) 2 45086 11.35 430.72 16.64 22953 000 511.33 665 583.69 099 58509 322 498.65 0.38

Temperatura 3 456.02 751 43089 16.81 23152 1.99 507.97 329 58474 204 58316 129 500.15 1.88

Medio de cultivo 3 45544 693 41847 439 230.84 131 50937 469 58449 179 58464 2.77 49827 0.00

Temperatura + 4 44981 130 417.05 297 23278 325 50468 000 58527 257 581.87 000 499.69 1.42
Medio de cultivo

Temperatura x 5 44851 000 41408 000 23462 509 50526 058 58270 000 58252 0.65 50157 3.30

Medio de cultivo
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(c) Longitud del tallo: el mejor LMM fue Longitud tallo ~ temperatura + medio de cultivo +
(1]capsula) vy, al igual que en la longitud total, los intervalos de confianza del efecto aleatorio
fueron igual a cero, por lo que se procedi6 a realizar LM descartando el efecto aleatorio. EI mejor
de éstos fue Longitud tallo ~ temperatura x medio de cultivo (r?= 0.16, Tabla 6). Se volvié a
encontrar que existe una interaccién entre el medio de cultivo y la temperatura, aunque de forma
distinta a la que se obtuvo para longitud total (Figura 9c). EI mayor desarrollo fue a los 25 °C en
medio con agua de coco, mientras que el menor desarrollo se encontré en el medio MS adicionado
con homogeneizado de platano a esa misma temperatura (Figura 8c). Para las temperaturas de 25
°Cy 27 °C el mejor medio fue el adicionado con agua de coco, pero para la temperatura de 23 °C

se obtuvo un mayor crecimiento en el medio con homogeneizado de platano.

(d) Grosor del tallo: en los LMM, los intervalos de confianza del efecto aleatorio fueron igual a
cero (IC inferior = 0; IC superior = 0.15) y, como el mejor LM fue el modelo nulo, se considerd

gue no se pudo detectar un efecto de los factores estudiados en esta variable (Figura 9d).

(e) Longitud de la hoja: para esta variable tampoco se detectd un efecto de la temperatura, ni del
medio de cultivo sobre los plantines. Esto debido a que el modelo nulo de los LMM realizados fue
el mejor y, como los intervalos de confianza del efecto aleatorio fueron igual a cero (IC inferior =
0; IC superior = 0.32), se procedi6 a realizar un LM en donde Longitud hoja ~ temperatura +
medio de cultivo fue el mejor. El tamafio de las hojas de los plantines se vio influenciado tanto por
la temperatura como por el medio de cultivo (Figura 8d), obteniendo las hojas mas grandes a los
23 °C en medio MS adicionado con homogeneizado de platano; en este mismo medio, se

obtuvieron las hojas méas pequerfias en las restantes temperaturas 25 °C y 27 °C (Figura 9e).

(f) Longitud de la raiz: dado que, de los LMM realizados, el nulo fue el mejor pero los intervalos
de confianza del efecto aleatorio fueron igual a cero (IC inferior = 0; I1C superior = 0.42), por lo
que se procedio a realizar LM descartando el efecto aleatorio. EI LM Longitud raiz ~ temperatura
x medio de cultivo fue el que tuvo el menor valor de AIC, aungue en realidad es muy poco
informativo (Tabla 5), y de hecho este modelo no es sustancialmente distinto del modelo nulo. De
tal forma que la longitud de la raiz no se ve afectada ni por el medio de cultivo, ni por la
temperatura. No obstante, es notorio que a los 23 °C los plantines presentaron las raices mas largas

en el medio con homogeneizado de platano (Figura 8e). En contraste, a esa misma temperatura se
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encontraron los plantines con las raices mas pequefias al cultivarse en agua de coco (Figura 9f).
No obstante, el tamafio promedio de las raices de los plantines con agua de coco a 23 °C no parecen
diferir de los cultivados en medio con homogeneizado de platano a 25 °C.

(9) Peso fresco: de los LMM realizados, el modelo nulo fue el que tuvo menor valor de AIC para
la variable de peso fresco y los intervalos de confianza del efecto aleatorio fueron iguales a cero
(IC inferior = 0; IC superior = 0.31), por lo que se realizaron LM descartando el efecto aleatorio.
Consecuentemente, el mejor LM fue Peso fresco ~ temperatura + medio de cultivo con r? = 0.03
(Tabla 5), con tendencia a disminuir el peso mientras la temperatura es alta si se encuentran en

medio MS adicionado con homogeneizado de platano (Figura 8f).

(h) Peso seco: el modelo nulo (Peso seco ~ 1 + (1|c&psula)) fue el que tuvo menor valor de AIC
para el peso seco, y los intervalos de confianza del efecto aleatorio fueron igual a cero (IC inferior
= 0; IC superior = 0.65), por lo que se realizaron LM descartando el efecto aleatorio. EI mejor LM
fue Peso seco ~ Medio de cultivo, pero en realidad este modelo no difiere del modelo nulo (Tabla
5).
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Figura 10. Diagrama de barras donde se indica el promedio (£ el error estandar) del peso seco de
los plantines de Laelia autumnalis que crecieron en medio MS adicionado con homogeneizado de
platano (MS+HP) y en medio MS adicionado con agua de coco (MS+AC), durante la segunda
etapa experimental.
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DISCUSION
Efecto de la temperatura

Los estudios acerca del impacto de la temperatura en el cultivo in vitro de orquideas se han
centrado en su influencia sobre la germinacion y no tanto en el desarrollo de los plantines (Jolman
et al., 2022). Dado que se ha encontrado que la temperatura puede afectar la tasa de germinacion
a lo largo del tiempo (Parlak, 2022), resulta 16gico suponer que su efecto también varie con
respecto al crecimiento de los plantines en comparacion con la germinacién en condiciones
naturales. Por esta razon, no es sencillo usar la literatura en relacién al efecto de la temperatura en
la germinacién de semillas con el propdsito de predecir el efecto de ésta en el crecimiento in vitro
de los plantines, y ain mas su influencia en el desarrollo de las plantas ex vitro. En particular, se
complica prever como la temperatura afectara el comportamiento de los plantines en su héabitat
natural. Gran parte de los trabajos que exploran la relacion del efecto de la temperaturay el cultivo
in vitro han sido realizados a una temperatura constante (Lavrentyeva y lvannikov, 2007; Avila-
Diaz et al., 2009; Gongcalves et al., 2012; Castillo-Pérez et al., 2019). Se ha argumentado que la
isotermia podria no ser tan relevante en orquideas de climas tropicales respecto a las de regiones
extra tropicales (templadas), donde las variaciones estacionales en este factor ambiental tienen un
papel destacado (Jolman et al., 2022). No obstante, en orquideas de alta montafia como Laelia
autumnalis, las fluctuaciones diarias de temperatura pueden resultar cruciales para su desarrollo.
Dadas las limitaciones metodicas, no se pudo abordar la variabilidad diaria de temperatura en este
estudio, lo cual restringe de manera significativa las posibles inferencias del impacto de esta
variable en el desarrollo de los plantines en su habitat natural, méas ain si se considera que tampoco
se ha tomado en cuenta su interaccién con hongos micorricicos y otros organismos.

A pesar de las limitaciones de emplear una temperatura constante para esta orquidea, el
presente trabajo logro evaluar el efecto de varias temperaturas contrastantes en el desarrollo de los
plantines. Se evidencid que una temperatura elevada (29 °C) resultd ser perjudicial para la
supervivencia de los plantines, lo que llevo a eliminar este tratamiento en la segunda etapa
experimental. Gudifio et al. (2015) demostraron que individuos maduros de una poblacién silvestre
de Laelia speciosa (Kunth) Schltr. tuvieron una mayor tolerancia a las altas temperaturas en
comparacion con individuos in vitro de un afio de edad aclimatados en invernadero. Es probable
que la baja supervivencia de los plantines de L. autumnalis a 29 °C se deba a su temprano
desarrollo, dado que tenian alrededor de 6 meses de edad.
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Cabe sefialar que las temperaturas elevadas en condiciones naturales pueden tener un efecto mas
fuerte sobre la supervivencia de los plantines ya que la humedad ambiental in vitro es
considerablemente mayor que la presente en el habitat natural de esta especie. En la primera etapa
experimental de este estudio se observo que la temperatura mas baja (23 °C) se produjo la mayor
supervivencia, independientemente del medio de cultivo utilizado. Esto sugiere que esta
temperatura podria ser Optima para la supervivencia de los plantines de L. autumnalis en las
primeras etapas de su desarrollo. Es importante tener en cuenta que cada etapa del ciclo de vida de
una especie, tiene una temperatura minima en la que no crecera, una temperatura optima en la que
crecera a maxima velocidad y una temperatura maxima en la que no crecera e inclusive podria
morir (Salisbury y Ross, 2000).

En la segunda etapa experimental, se encontr6 que la supervivencia aumentd ligeramente
con el aumento de la temperatura cuando se utiliz6 agua de coco, y el caso opuesto para los
plantines cultivados en homogeneizado de platano. Este punto es importante porque en la mayoria
de los estudios de cultivo in vitro de orquideas se usa una temperatura alrededor de los 25 °C, sin
considerar los requerimientos térmicos de la especie, ni del medio de cultivo.

Una fuerte limitacion metodoldgica de este estudio es que no se pudo tener réplicas
verdaderas del efecto de la temperatura. Esto se debid a que s6lo se contaba con una camara de
ambientes controlados para cada temperatura (4 en total). Estas camaras de ambientes controlados
no eran del mismo modelo, por lo que posiblemente existieron algunas variaciones adicionales al
efecto de la temperatura, como la calidad de luz, aunque todos tenian el mismo fotoperiodo. Las
incubadoras de los tratamientos de temperatura tenian diferentes longitudes de onda de la luz. Para
el caso de la incubadora de 23 °C, las lamparas eran de LEDs blancos, mientras que las demas
incubadoras (25 °C, 27 °C y 29 °C) tenian ld&mparas fluorescentes blancas, por lo que podria haber
afectado los resultados debido al espectro de iluminacion emitido por las lamparas, ya que una
buena calidad e intensidad de luz permiten que el proceso de fotosintesis se acelere (Casierra-
Posada et al., 2011). Murillo-Talavera et al. (2016) reportaron que la luz de lamparas LED blancas
en plantulas de L. autumnalis permitieron un desarrollo mas favorable que en las lamparas blancas
fluorescentes, ya que tienen mas contenido de pigmentos fotosintéticos, ademas de promover el
enraizamiento. Las temperaturas de las cdmaras de germinacion estaban predeterminadas por
experimentos simultaneos, de tal forma que para nosotros el uso de cada cAmara no fue sesgada

hacia algan sentido. Aunado a ello, tres de las cuatro cdmaras tenian el mismo tipo de luz (IAmparas
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fluorescentes) y aln entre ellas se pudo observar el efecto de la temperatura. En menor medida, se
puede argumentar que el uso de medios de cultivo ricos en azlcares quiza podria atenuar un poco
el efecto de las variaciones en las calidades luminicas, permitiendo que el efecto de la temperatura
pueda considerarse como el mas importante entre camaras de germinacion. En ese sentido lo ideal
seria contar con muchas camaras del mismo modelo, pero eso es dificil de tener. Una posibilidad
para evitar el efecto de la cAmara es mover los tratamientos periddicamente entre las distintas

camaras, ajustando cada vez a la temperatura experimental de los plantines.

Efecto del medio de cultivo

Debido a que el uso de los suplementos organicos puede estimular el desarrollo diferencial de las
partes vegetativas de las plantas, es posible que los resultados contrastantes en las respuestas de
los plantines ante el efecto de la temperatura sean deban a este fenémeno. En la literatura se ha
reportado que diferentes concentraciones de homogeneizado de platano pueden generar diferencias
en la produccion de raices (Vyas et al., 2009; Utami y Hariyanto, 2020). Si bien en la naturaleza
se podria esperar que, ante el estrés hidrico provocado por las altas temperaturas, las plantas con
un sistema radical mas robusto sobrevivieran mas. Sin embargo, en condiciones in vitro esto
pudiera no ser tan cierto ya que la humedad es constantemente alta debido a que el sustrato es
basicamente agua gelificada y el intercambio gaseoso con el exterior es muy bajo. Por ello, aunque
el homogeneizado de platano pudiera estimular el crecimiento radical, esto no generé mayor
supervivencia en las temperaturas altas. Cabe sefialar, que en un estudio se encontré que altas
concentraciones de homogeneizado de platano, generaban menor crecimiento vegetativo que
cuando se adicionaban menores concentraciones (Vyas et al., 2009). Es probable que la
concentracion de homogeneizado de platano empleado en este trabajo, junto con el uso de extracto
de levadura pudieran haber generado un efecto negativo sobre los plantines, y magnificarse por el
efecto de la temperatura.

Se puede observar que los plantines de Laelia autumnalis que se cultivaron a 23 °C en la
segunda etapa tuvieron un mejor desempefio cuando se utilizé el medio con homogeneizado de
platano (Figura 9). No obstante, a 25 °C el desempefio fue practicamente inverso, es decir el
desarrollo de los plantines fue mejor en el medio con agua de coco (Figura 9). La interpretacion
de los resultados se complica porque se puede observar un repunte en el crecimiento para los

plantines cultivados en homogenizado de platano a 27 °C (Figura 9). Asi mismo, se podria
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recomendar el agua de coco cuando se cultivan los plantines a temperatura intermedia (25 °C)
(Figura 9). En general, el crecimiento de los plantines es menor conforme se aumenta la
temperatura (Figura 9). Este decremento en el crecimiento es mas marcado para los plantines
cultivados con homogenizado de platano. En este sentido, se puede recomendar el uso de
homogenizado de platano para los plantines con un desarrollo avanzado y no para la germinacion
de semillas. Sélo cuando se tienen bajas temperaturas, y en caso de que no se tenga un control
sobre la temperatura lo mas recomendable es utilizar agua de coco (Wu et al., 2014). Esto debido
a que el crecimiento de las plantas no se ve tan afectado por las temperaturas altas con medio de
cultivo con agua de coco, incluso en algunas variables les favorece; por ejemplo, en la
supervivenciay en la longitud del tallo.

Los plantines con tallos méas largos (segunda etapa experimental) fueron los que estaban
en medio MS adicionado con agua de coco (MS+AC); este resultado es coincidente con lo
encontrado por Giap et al. (2018), quienes encontraron que el agua de coco increment6 linealmente
la talla en Anoectochilus formosanus Lindl. El agua de coco es un buen compuesto organico
impulsor de procesos de crecimiento ya que contiene 94% de agua, aminoacidos, compuestos
nitrogenados, inorganicos, acidos organicos, fuentes de carbono, vitaminas y fitohormonas como
citocininas y auxinas (Yong et al., 2009; George et al., 2008).

A pesar de las variaciones en las variables de respuesta del crecimiento, cuando se analizo
el peso seco no se encontraron diferencias importantes entre los tratamientos. Esto significa que,
aunque hay diferencias en la talla, la biomasa es la misma, de tal forma que las variaciones estarian
dadas por el contenido de agua en los tejidos. Estas distintas conformaciones en los plantines
pueden tener ventajas y desventajas. Por un lado, plantas mas compactas podrian ser mas
resistentes a la desecacion al momento de sacarlas de los frascos. Pero plantas con mayores
dimensiones, podrian tener mayor superficie fotosintética y ser mas tolerantes a la herbivoria
(Mello et al., 2020).

Efecto de capsula

Un hallazgo inesperado de este estudio fue el descubrimiento del efecto importante de la capsula
de procedencia de las semillas en la supervivencia de los plantines en ambas etapas experimentales.
Este efecto de cdpsula no parece estar relacionado con variaciones en el proceso de desinfeccion
de las semillas ni con alguna otra cuestién metodoldgica, dado que se sigui6 el mismo protocolo y
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las capsulas se cosecharon al mismo tiempo. Aunado a ello, se trabajé con un nimero uniforme de
plantines, de tal manera que las posibles diferencias en nimero de semillas germinadas no
afectaran al experimento. Por lo tanto, se interpreta este efecto de la capsula como posibles
diferencias en la composicion genética de los plantines. Se tratd de usar a los mismos padres, para
evitar tener mucha variacion en ese sentido, y aun asi se encontrd que la fuente de procedencia de

los propégulos es una variable muy importante para ser considerada en futuros experimentos.

En este sentido, se recomendaria que en futuros experimentos se utilicen varias capsulas
para obtener una representacion mas completa de la especie. Ademas, si se tiene el origen exacto
de la cruza de la capsula, se recomienda mantener su identidad a lo largo del estudio. En caso de
que no se conozca el origen de la cruza (por ejemplo, de capsulas de polinizacion natural), o que
existan limitaciones metodoldgicas, se podria considerar mezclar semillas de distintas capsulas
para tener un mejor estimado de como se podria comportar un individuo promedio de la especie

estudiada.
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CONCLUSIONES

Al cultivar plantines de Laelia autumnalis de forma in vitro, tanto la temperatura como el medio
de cultivo son factores importantes a considerar, al igual que la capsula de procedencia de las
semillas, debido a su impacto significativo en la supervivencia y el crecimiento. Estos resultados
pueden ser valiosos para la propagacién de plantas, particularmente para la adecuada seleccion de

condiciones de crecimiento.

Los plantines de L. autumnalis respondieron de formas muy variadas, ya que tanto el medio
de cultivo adicionado con agua de coco, como el homogeneizado de platano generaron resultados

distintos en los plantines, influenciados ademas por la temperatura.

Los resultados obtenidos no se comportaron completamente con la hipdtesis planteada. No
hubo un claro efecto del homogeneizado de platano en la formacién y crecimiento de las raices de
los plantines de L. autumnalis en comparacion con el medio adicionado con agua de coco. En
cuanto al efecto de la temperatura, la hipétesis se cumpli6 para la primera experimental, donde se
registr6 una mayor mortalidad de plantines a temperaturas més altas. Sin embargo, debido a la alta
mortalidad de plantines observada, se decidi6 suspender ese tratamiento para la siguiente etapa.
No obstante, no se detecté un decremento en el crecimiento o un aumento en la mortalidad

conforme aumentaba la temperatura en la segunda parte experimental.

Se sugiere el uso de agua de coco en lugar del homogeneizado de platano para obtener
plantines de L. autumnalis con un mayor desarrollo, particularmente si hay condiciones de

temperaturas elevadas.
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