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RESUMEN

En México, Laelia anceps subsp. anceps es una orquidea de importancia cultural, ornamental y
horticola; sin embargo, la presion antropica y la extraccion ejercida sobre la vegetacion natural
donde se establece (encinares tropicales) ponen en riesgo su prevalencia, conservacion, uso y

aprovechamiento sustentable.

Esta especie ha sido ampliamente estudiada en cuanto a su cultivo in vitro, asi como la aclimatacion
de las plantulas a condiciones ex vitro; sin embargo, se considera necesario realizar estudios de
aclimatacion en lugares donde finalmente se establecerén, ya sea con fines de reintroduccion o

aprovechamiento horticola.

En el presente trabajo, se aborda la pre-aclimatacion para una éptima aclimatacion de las plantulas
procedentes de cultivo in vitro en un sitio de distribucion natural; donde después de la pre-
aclimataciéon en frasco, se aclimataron las plantulas de manera escalonada cada cinco dias,
obteniendo 7 tratamientos, los cuales se evaluaron durante 4 meses; los mejores resultados de
aclimataciéon se obtuvieron en plantulas con 10 dias de pre-aclimatacion en frasco in vitro,

reflejandose en las variables sobrevivencia, crecimiento y formacion de pseudobulbos.

Por otro lado, se realizé la caracterizacion del establecimiento en campo de la especie en los relictos
de encinar tropical en Chavarrillo, Veracruz; considerando que Laelia anceps subsp. anceps es una
especie epifita con preferencia a establecerse en encinos y se encontrd que esta orquidea se
establece sobre el forofito a una altura de entre 3 y 6 m., en las zonas B, C y D que corresponde
dentro de la copa del forofito; se asocia principalmente con otras epifitas (musgos, liquenes y
bromelias), se establece sobre la parte superior de las ramas y tiene preferencia de orientarse hacia

el norte.

Por lo antes descrito, el presente estudio reune la informacidn necesaria que puede ser considerada
para disefiar programas de reintroduccion y/o reabastecimiento de la especie para su conservacion
en in situ, asi como mejorar el manejo de las plantulas procedentes de cultivo in vitro dentro de

vivero.
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l.-INTRODUCCION

La familia Orchidaceae es una de las familias mas diversas del reino vegetal, se encuentra
ampliamente distribuida en regiones tropicales y subtropicales, cuenta con alrededor de 25,000
especies en todo el mundo (Hagsater et al., 2005). En México se estiman unas 1254 especies de
orquideas (Soto-Arenas et al., 2005), las cuales se distribuyen principalmente en los estados de:
Oaxaca, Chiapas, Michoacan, Guerrero, Puebla, Morelos, Jalisco, San Luis Potosi y Veracruz. Para
el Estado de Veracruz se tienen reportadas 433 especies (Castafieda-Zarate, et al 2012), siendo
Epidendrum, Encyclia, Oncidium 'y Pleurothallis, los géneros mas representados (Landa-
Cortina,1992).

Desafortunadamente, este grupo de plantas como muchas otras, enfrentan diversos
problemas que han llevado a la disminucion de sus poblaciones naturales, entre los cuales esta el
cambio de uso de suelo para actividades agricolas, la extraccion ilegal de plantas, el incumplimiento
de la legislacion ambiental, aprovechamiento y conservacion y la falta de asesoria, que deja de lado
la participacion de las comunidades locales para su manejo (Menchaca-Garcia y Moreno-Martinez,
2011), dicho escenario pone en riesgo la abundancia y diversidad de orquideas (Hagsater et al.,
2005 y UICN /SSC Orchid Specialist Group, 1996).

El género Laelia es uno de los géneros nativos mejor conocidos en nuestro pais el cual
consta de 11 especies que se distribuyen principalmente en la Sierra Madre Occidental, Eje
Volcanico, Sierra Madre del Sur, Sierra Madre Oriental e Itsmo de Tehuantepec (Halbinger y Soto,
1997).

Estas especies son apreciadas y cultivadas debido a su importancia cultural y ornamental
(Halbinger, 1993). De manera particular, Laelia anceps Lindl. es una de las especies con mayor

importancia horticola, siendo la mas empleada en programas de hibridacion (Soto-Arenas,1993).

Laelia anceps Lindl. consta de dos subespecies: Laelia anceps subsp. dawsonii que se
distribuye en la zona del pacifico y Laelia anceps subsp. anceps que se distribuye por la vertiente del
Golfo de México, principalmente en los estados: San Luis Potosi, Tamaulipas y Veracruz, cuyas

13



poblaciones suelen tener ejemplares con alta variacion fenotipica (forma, tamafio y color) recibiendo

nombres de interés horticola mas no taxonémico (Soto-Arenas,1993).

Debido a que esta especie es ampliamente utilizada para fines tradicionales y en vista de su
potencial ornamental; es necesaria tomar medidas pertinentes para su conservacion y
aprovechamiento, ya que sus poblaciones naturales se ven afectadas por la presion antrépica, la

cual podria generar consecuencias negativas importantes para la conservacion de la especie.

De acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010; la cual incluye un listado de las especies de
flora y fauna silvestre con alguna categoria de riesgo y especificaciones de inclusion, exclusién o
cambio de estas; Laelia anceps subsp. anceps no se encuentra incluida, sin embargo, es necesario
generar una linea base de conocimiento para la implementacion de estrategias para la conservacion
de la especie manera ex situ, in situ y circa situm (conservacion dentro paisajes agricolas alterados
ya sea sistemas agroforestales o huertos caseros, fuera de la naturaleza, pero dentro del rango

geografico nativo de la especie) (Dawson, et al., 2013).

En el presente estudio se propagaron plantulas mediante técnicas de cultivo in vitro de
Laelia anceps subsp. anceps y con el fin de establecer un protocolo eficiente para la aclimatacion de
las plantulas, para lo cual se considerd una fase importante, la pre-aclimatacion, para asegurar
mayor sobrevivencia y crecimiento de las plantulas procedentes de cultivo in vitro; asi mismos se
realiz la caracterizacion de los patrones del establecimiento en campo de la especie en diferentes
zonas contrastantes dentro del encinar tropical. Con los resultados obtenidos, nos permiten realizar

propuestas de manejo para la conservacion y/o reintroduccion de la especie in situ.
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Il.- ANTECEDENTES

2.1.- Generalidades de la Familia Orchidaceae

Las orquidaceas son la familia mas evolucionada y diversa del reino vegetal, la cual comprende un
total de aproximadamente 25 mil especies (Chase et al., 2015) y su distribucidn es extendida por
todo el mundo, siendo particularmente abundantes en las regiones tropicales y subtropicales. Las
orquideas son cosmopolitas, estan presentes en todos los continentes, sin embargo, su distribucion
no es uniforme ya que se concentran hacia los tropicos e incluso dentro de los mismos varia entre
continentes y regiones, las cuales aparentemente tienen poco en comun, sin embargo, la diversidad
de habitat, geologia, clima y el grado de aislamiento son los principales factores que influyen en la

distribucion de esta familia (Dressler,2005).

Las orquideas son plantas herbaceas, monocotileddneas con venacion foliar paralela, ovario
infero y partes florales en multiplos de tres (Dressler, 1982); sus habitos de vida, se clasifican en
terrestres, epifitas, litdfitas y saprofitas; tienen dos tipos de crecimiento: simpodial el cual se
caracteriza por tener el crecimiento del tallo paralelo al suelo o rama sobre la que crece la planta 'y
monopodial el cual se caracteriza por tener el crecimiento del tallo de manera perpendicular al suelo;
tienen raices especializadas las cuales dependiendo del habito de vida pueden ser con o sin
cormos, rizomas cortos o largos, con y sin velamen; también pueden tener o no pseudobulbo
(Dressler, 1993, Suarez-Quijada, 2010).

La familia Orchidaceae ha sido estudiada desde Darwin (1877) hasta la actualidad y una de
las principales caracteristicas morfolégicas distintivas de esta familia es su morfologia floral, la cual
es compleja y con adaptaciones atribuidas a los diferentes polinizadores (aroma, forma y color)
(Hagsater et al. 2005).

En general, las flores presentan simetria bilateral, tienen seis piezas florales, de las cuales
tres son sépalos (iguales entre si) en la parte posterior de la flor y tres pétalos, de cuales dos son
iguales y uno modificado ubicado en el centro llamado “labelo”, caracteristico de las orquideas (Fig.
1), el cual puede presentar ornamentos como callos, puede producir néctar, aceites o compuestos
aromaticos, puede estar envolviendo o enmarcando a la columna, estructura unica compuesta por la
fusion de los érganos sexuales masculinos y femeninos, en donde en la punta de esta estructura se

encuentra la antera cubierta por un casquete cuya funcién es proteger los polinios, los cuales
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pueden estar dispuestos en paquetes de 2, 4 y 8, dependiendo del grupo taxonomico; abajo del
casquete se encuentra el estigma, lugar a donde el polen debe llegar para la formacion de frutos; las
estructuras femenina y masculina se encuentran divididas por el rostelo, el cual es una glandula que
segrega viscidio, sustancia pegajosa que ayuda a que el polen se adhiera a la cavidad estigmatica
cuando es transportado por insectos o permitirle al insecto adherirse los polinios al retirarse; ademas

impedir la autopolinizacion (Menchaca-Garcia y Moreno—-Martinez, 2011).

Labelo

Figura 1.- Morfologia floral de las orquideas en la especie Laelia anceps subsp. anceps . Tomada por
Morales-Ruiz, 2017.

Las orquideas son plantas basicamente entoméfilas, es decir, son polinizadas
principalmente por insectos, aunque en las zonas tropicales existen especies polinizadas por aves
(colibries)(Dressler, 1982); sus flores presentan un conjunto de atributos relacionados con la
atraccion del polinizador, como son: simetria dorsiventral de las flores, labelo posadero para los
insectos basado en colores pertenecientes al espectro visual de los insectos, produccion de néctar a
veces almacenado en espolones o cavidades de la flor, dibujos, manchas o marcas en las flores;
especialmente en el labelo, llamadas “sefales del néctar’, produccion de sustancias aromaticas, etc.
(Hagsater et al., 2005).

Después de la polinizacién, los dvulos se fecundan e inicia el crecimiento del ovario hasta
formar un fruto denominado capsula, las cuales son tricarpeladas y pueden ser largos, ovalados,
redondos o angulosos, dependiendo del género (Menchaca-Garcia y Moreno-Martinez, 2011), estos

al madurar se abren y liberan las semillas las cuales se dispersan por el viento, se estima que una
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capsula puede contener entre 1300 a 4 millones de semillas, cada semilla puede pesar entre 0.3 a
14 microgramos y el tamafio de las mismas oscila de 0.25 a 1.2 milimetros de longitud y de 0.09 a
0.27 mm. de ancho; dependiendo de la especie; por ejemplo, las semillas de Laelia anceps Lindl.,
miden 0.250 x 0.075 mm (Arditti, 1967 y Arditti y Ghani, 2000); por lo cual se les conoce como
semillas polvo y cada semilla consta de una testa con sus correspondientes polos y un embrion el

cual carecen de sustancias de reserva (Fig. 2) (Menchaca-Garcia y Moreno-Martinez 2011).

Figura 2.- A.- Cépsula de Laelia anceps Lindl. (Morales-Ruiz 2019) y B.- Semilla de Laelia anceps Lindl. Tomada de
Arditti y Ghani, 2000.

La germinacién de las semillas de orquideas en la naturaleza ocurre solamente cuando la
semilla se encuentra en un ambiente con las condiciones favorables, ademas de establecer una
relacion simbidtica con hongos micorricicos los cuales le aportan al embrion nutrientes necesarios
para germinar (semillas son micoheterotrofas), por lo que de las miles de semillas que puede
contener un fruto, al ser liberadas y dispersadas por el viento, sélo 1 de 1000 logran germinar en su
habitat natural (Hagsater et al., 2005).

2.2.- Las orquideas silvestres, amenazas para su conservacion.

México, asi como la mayoria de los paises, enfrenta serios problemas para la conservacién de las
orquideas, donde los factores principales que influyen son las actividades agropecuarias por el
cambio de uso de suelo, deforestacion, comercio ilegal, urbanizacién, y cambio climatico (Tejeda-

Sartorius, et al. 2017, Flores-Palacios y Valencia-Diaz, 2007).

En cuanto a orquideas, la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) incluyen
187 especies en cuatro categorias: amenazadas (A) en un 33.42%, proteccion especial (Pr) con
58.47%, en peligro de extincion (P) con un 7.58% y en extincion (E) el 0.53%; ademas de que el
40% de las especies enlistadas son endémicas de México (SEMARNAT,2010).
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De acuerdo con la Convencidn sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de
Fauna y Flora Silvestre (CITES), todas las especies mexicanas de la familia Orchidaceae estan
incluidas en el Apéndice II, excepto los hibridos reproducidos artificialmente de los géneros
Cymbidium, Dendrobium, Phalaenopsis y Vanda; siempre y cuando cumplan con las condiciones
impuestas por la convencién y ser especimenes facilmente identificables como reproducidos
artificialmente, presentar un elevado grado de uniformidad y aspecto saludable, cumplir con las
normas de envio acompafiadas de los documentos CITES apropiados y factura, etiquetados y
empaquetados. En este apartado entran todas las partes y derivados de las plantas, excepto
semillas, polinias, flores cortadas de plantas reproducidas artificialmente, frutos, partes y derivados

de plantas naturalizadas o reproducidas artificialmente del género Vanilla (CITES, 2017).

La familia Orchidaceae a pesar de ser tan numerosa y extendida en el planeta, muchas son
raras e incluso pueden ser susceptibles a la extincion o amenazadas, principalmente las que por
naturaleza tienen un rango geografico limitado; en México tenemos una especie rango geografico
limitado, Mexipedium xerophyticum, que se encuentra en la zona de los Chimalapas, Oaxaca; esta
especie de rareza demografica y restriccion de habitat se encuentra catalogada como en peligro de
extincion ya que solo se reportan 11 individuos (Cribb, et al., 2003); debido a que su poblacidn
probablemente ha sido arrasada de su habitat natural a causa de incendios forestales; sin embargo,
su conservacion de manera ex situ ha sido exitosa a través de la propagacion in vitro, regulando su
comercio a través de viveros comerciales, lo cual ayuda a reducir la presion ejercida a las

poblaciones en su habitat natural (Pérez-Garcia, 2010).

En cuanto al género Laelia, cuatro especies se encuentran enlistadas en la Norma Oficial
Mexicana, de las cuales tres especies son endémicas y una en peligro de extincidn, Laelia gouldiana
esta especie es endémica del Metztitlan, Hidalgo y actualmente esta extinta de su habitat natural
como consecuencia de sobrecolecta y habitat alterado, por lo que sdlo se encuentran ejemplares en
colecciones privadas y jardines botanicos (Bertolini et al., 2012). Laelia anceps subsp. dowsonii,
especie propia de la vertiente del Pacifico y Sierra Madre del sur, en los estados de Oaxaca y
Guerrero (Salazar-Rojas, et al. 2007) y Laelia speciosa, especie endémica de la zona centro y
occidente del pais, en donde sus poblaciones son vulnerables por sobreexplotacion ademas de ser

una especie de lento crecimiento (Avila-Diaz y Oyama, 2007).
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2.3.- Estrategias para la conservacion de orquideas

Son muchos los esfuerzos que se hacen para conocer y conservar la orquideoflora mexicana,
considerando que las orquideas se pueden conservar dentro (in situ) o fuera (ex situ) de su habitat
natural y que de manera conjunta (in situ y ex situ) se pueden obtener mejores resultados para la
conservacion de las especies, se han implementado diversos programas de conservacion, dentro de
las técnicas ex situ, se encuentra el establecimiento de bancos de semillas, técnicas de

micropropagacion y cepario de hongos micorricicos (Cribb et al., 2003).

En cuanto a conservacion in situ, esta enfocada principalmente en la preservacion de la
especie en su habitat natural, la cual es la estrategia ideal por el hecho de que mantiene la variacion

genética y sus interacciones con otros organismos (Atwood, 1997).

Otra manera de conservar especies es cerca del sitio de donde se distribuyen, actualmente
esta modalidad de conservaciéon comunitaria es de las que se consideran mas efectivas nombrada
circa situm (conservacion dentro de paisajes agricolas alterados ya sea sistemas agroforestales o
huertos caseros, fuera de la naturaleza, pero dentro del rango geogréfico nativo de la especie)
(Dawson, et al, 2013), modalidad que permitira a futuro mejorar los programas para la

reintroduccidn de especies in situ.

Culturalmente a las orquideas se les han atribuido diversos usos, algunas especies son
utilizadas con fines medicinal, alimenticio, cosmético, ornamental, sociocultural y religioso; el uso
ornamental les ha provisto un gran valor horticola, teniendo alta demanda, aunque cede el paso al
comercio ilegal de especies (factor que afecta directamente a la pérdida de especies); sin embargo,
esta se puede frenar en la medida en que se de abasto a la demanda. Para contribuir a la
conservacion de las especies, es necesario implementar diversas estrategias in situ, ex situ y circa
situm y programas para el aprovechamiento sustentable de las especies (Seaton, et al., 2013 y

Seaton y Ramsay, 2005).

En México, uno de los géneros mas apreciado y que de manera tradicional ha sido cultivado,
es el género Laelia, el cual posee valor cultural y ornamental, lo cual ha provocado en gran medida
la reduccion de sus poblaciones naturales (Halbinger y Soto, 1997); este género ha sido muy
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estudiado, por lo que se ha contribuido en gran medida al conocimiento de las especies para su

conservacion (Hagsater et al., 2005).

En México la forma legal mas importante de propagacion, cultivo y venta de orquideas es a
través de las Unidades de Manejo para la Conservacién de la Vida Silvestre (UMA), promovidas y
apoyadas por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) (Tejeda-
Sartorius, et al. 2017), esta estrategia de conservacion permite promover el cultivo y
aprovechamiento sustentable de las especies en las comunidades rurales mediante viveros
debidamente registrados lo cual permitira disminuir la presion ejercida por la recoleccion en las

poblaciones naturales (Menchaca-Garcia, et al., 2012).

En México de acuerdo a la Ley General de Vida Silvestre, las UMAs son las Unidades de
Manejo para la conservacién de la vida silvestre y son una figura legal para el aprovechamiento de
especies que se encuentran dentro de la Norma Oficial Mexicana NOM-059 (SEMARNAT, 2010), en
nuestro pais hay registradas 73 UMAs de orquideas (Sanchez Morales, 2015), en la cuales llevan a
cabo la propagacion vegetativa y/o asexual de las especies para su conservacion, ademas de ser
una alternativa de aprovechamiento sustentable y conservacion; dicha actividad puede llegar a ser
economicamente importante ya que México cuenta con gran cantidad de especies de importancia

horticola y con variacion genética Unica (Aguirre, 2012 y Rocha y Duque, 2017).

2.4.-Técnicas empleadas para el cultivo in vitro en Laelias.

En los Ultimos afios se han desarrollado diferentes técnicas de cultivo in vitro, en las que se han
empleado medios liquidos con diferentes soluciones para cultivo. En particular, para el género Laelia
se han realizado siembra de semillas procedentes de frutos maduros e inmaduros con diferentes
concentraciones de medio de cultivo, subcultivos con medios adicionados con fertilizantes
comerciales, diferentes fuentes de carbohidratos; donde se han evaluado su germinacion,
crecimiento y desarrollo de plantulas (Romero-Tirado, 2008), y evaluaciones del crecimiento
(Sanchez-Roldan, 2009).

Por otro lado, se ha experimentado adicionando extractos naturales al medio de cultivo como

son el agua de coco, homogeneizado de papa e hidrolizado de caseina, los cuales ayudan al
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crecimiento y desarrollo de las plantulas, también se ha experimentado con otras fuentes de
azucares como el manitol, sorbitol y sacarosa, adicionando reguladores de crecimiento como el
acido absisico (ABA) y temperaturas bajas como regulador de crecimiento (Castafieda-Zéarate,
2008). Lee-Espinosa et al., 2007) probaron la adicién de reguladores de crecimiento (BAP, ANA, Kin
y AlA) al medio de cultivo para Laelia anceps subsp. dawsonii, los cuales indujeron el crecimiento de
callos que al ser sub-cultivados obtuvieron plantas completamente desarrolladas, las cuales lograron

aclimatar en invernadero.

En Laelia autumnalis se ha experimentado la germinacion de semillas de manera asimbiotica
con diferente calidad de luz (filtros de colores), resultando de gran importancia para la germinacion,

crecimiento y desarrollo de las pléntulas en condiciones in vitro (Sierra-Jiménez, 2006).

Con Laelia speciosa, una de las especies del género mas estudiada, se han realizado diversos
estudios de germinacion adicionando benciladenina al medio de cultivo compuesto que bajo
diferentes condiciones de luz ha permitido obtener resultados favorables para la germinacion y se ha
establecido como protocolo para coadyuvar a la conservacion de la especie (Avila-Diaz, 2009). Con
esta misma especie Aguilar-Morales et al. 2013, realizaron pruebas de germinacion probando el tipo
y concentracion del medio de cultivo Murashige y Skoog, 1962 y Knudson, 1946; en frutos maduros
e inmaduros encontrando que el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962 y Knudson, 1946) al

100 % es el mejor tratamiento para la germinacion de semillas de frutos inmaduros de esta especie.

El cultivo in vitro de plantas (micropropagacion) ha sido ampliamente utilizado para obtener
de manera rapida y masiva plantas de diversas especies, que se desarrollan y crecen bajo
condiciones controladas (Pedraza-Santos, 2017); desafortunadamente cuando éstas pasan a
condiciones ex vitro (invernadero o campo), la sobrevivencia se reduce, por lo que ha sido necesario
implementar diversas estrategias para maximizar la sobrevivencia de las plantulas en condiciones ex

vitro (Menchaca-Garcia, et al. 2012).
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2.5.- La aclimatacion de plantulas procedentes de cultivo in vitro.

La aclimataciéon de plantulas cultivadas in vitro es la Ultima fase del proceso de micropropagacion y
es considerada una etapa critica en donde se determina la sobrevivencia y establecimiento de las
plantulas, este proceso implica cambios drésticos en las condiciones de cultivo (Francisco-Nava, et
al. 2011).

Cuando las pléntulas se encuentran bajo condiciones in vitro por el hecho de estar en un
entorno aseéptico, no desarrollan resistencia contra patégenos, presentan pequefias variaciones de
temperatura, alta humedad y disposicion de nutrientes, baja intensidad de luz y emisién de carbono,
es decir son heterdtrofas o fotomixotroficas por presentar baja tasa de fotosintesis, nulo
funcionamiento de estomas y reduccion de la cera; es decir, las plantulas presentan deficiencias

morfofisiolégicas (Pospisilova et al., 1999 y Teixeira da Silva et al., 2017).

Cuando las plantulas procedentes de cultivo in vitro se someten a condiciones ex vitro se
estresan y la supervivencia se ve afectada por las deficiencias fisiolégicas y anatémicas que tienen
las plantulas cuando estan bajo condiciones in vitro, siendo necesario corregir su funcionamiento
estomatico (forma circular a eliptica) y densidad de los mismos para controlar su transpiracion y
evitar la deshidratacion, por lo que se recomienda pasar de manera gradual de humedad alta a baja;
regular el intercambio gaseoso y presentar endurecimiento de cuticula, y optimizar su capacidad
fotosintética para tolerar condiciones ambientales adversas (Montes-Cruz, et al. 2016 y Ortega-
Loeza, et al., 2011, Hazarika, et al., 2006, Teixeira da Silva et al., 2017).

Para obtener resultados 6ptimos en la aclimatacion, es importante considerar los habitos de
crecimiento de la especie (terrestre, epifita, saprdfita, litéfita o micoheterotréfica) y poder seleccionar
los sustratos adecuados para obtener una eficiente aclimatacion de las plantulas procedentes de
cultivo in vitro. En orquideas epifitas se han desarrollado algunos trabajos de aclimatacién de
plantulas de especies que se encuentran en la Norma Oficial Mexicana; asi que Ortega-Loeza et al.
(2011) en su investigacién desarrollaron un protocolo para la aclimatacion de pléntulas de Laelia
speciosa procedentes de cultivo in vitro utilizando macetas individuales con sustrato de tezontle y
corteza de pino en proporcion en condiciones de invernadero; antes de aclimatar, realizaron una pre-

aclimatacion de las plantulas dentro de los frascos en el invernadero y después las aclimataron de
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manera escalonada cada 5 dias (0, 5, 10, 195, 20, 25, 30) con estancia en invernadero; evaluaron la
dinamica de estomas, supervivencia y crecimiento de las plantulas obteniendo los mejores

resultados en pléntulas con 20 dias de pre-aclimatacion con un 97.5% de supervivencia.

En Laelia autumnalis (Sierra-Jiménez, 2006) realiz6 mezclas de cuatro sustratos inertes y
esterilizados para la aclimatacién de las plantulas, ademas evalu6 la aplicacion de fertilizante foliar y
granular a las plantulas durante el proceso de aclimatacién, obteniendo resultados favorables en
sobrevivencia con la mezcla de sustratos perlita con sphagnum con la aplicacion de fertilizantes
foliares. Asi mismo, Heredia et al. (2009) realizaron aclimatacion de Laelia halbingeriana, especie
endémica de Oaxaca, evaluaron durante 6 meses y utilizaron tres mezclas de sustratos y una
fertilizacidn en cuatro concentraciones de nitrégeno, consideraron las variables altura de la planta,
numero de hojas, ancho de la hoja mayor, numero de pseudobulbos, formacion de raiz y formacion
de brotes, obteniendo los mejores resultados con la mezcla de sustratos turba con grava volcanica y
con una fertilizacién de 30 y 50 mg/l. de concentracion de nitrdgeno, observando formacién de

pseudobulbos a partir del cuarto mes de experimento.

Nava et al. (2011) aclimataron plantulas de Laelia eyermaniana de diferentes tamafios y las
sembraron en macetas con domo en sustrato de fibra de palma (Brahea dulcis) a temperatura de 25°
C y fotoperiodo de 16 hr. luz /8 hr. de oscuridad; el domo lo abrian cada 15 dias hasta retirarlo
totalmente a los 45 dias; evaluaron la sobrevivencia a los 90 dias y obtuvieron 46.9% de
sobrevivencia, registrando mayor mortalidad entre los 60 y 90 dias; observaron que la densidad
estomatica increment6 en la region abaxial de las hojas (56 a 103 estomas por mm?) y se percataron
que en la region adaxial de las hojas de las plantulas in vitro como ex vitro no presentaron

incremento en la densidad estomatica, manteniéndose en proporcidn de 2.5 estomas por mm?2,

Para la especie Laelia anceps, Castafieda-Zarate (2008) realiz6 la aclimatacién de plantulas
analizando la relacién de los tratamientos de cultivo in vitro bajo condiciones ex vitro con dos
sustratos: tepezil y una mezcla de corteza de pino, carb6n vegetal en proporcién 1:1:1, obteniendo
una alta sobrevivencia, en tepezil 82.42 % y en la mezcla el 82.92%; ademas aplico dos fertilizantes
foliares (Nitrofoska® y lombricomposta liquida), obteniendo mejores resultados en cuanto en

crecimiento con la aplicacion de lombricomposta.
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La importancia de estos estudios radica en el éxito en cuanto a sobrevivencia y crecimiento
de las plantulas durante su aclimatacién, mejorando el manejo para cada especie y contribuyendo a

SuU conservacion.

2.6.- Estudios sobre patrones de establecimiento natural de especies.

Las plantas epifitas incluyen a las familias de las bromelias, araceas, helechos, orquideas, entre
otras; son plantas que crecen sobre arboles sin tener una relacion fisiolégica con sus forofitos (no
son parasitas), Unicamente los utilizan como soporte ya sea de las ramas o del tronco
(Benzing,1990). Las orquideas epifitas tienen adaptaciones ecofisioldgicas que les permiten
establecerse sobre los arboles, los cuales, por su forma biol6gica, altura, textura de corteza en
tronco-ramas, arquitectura del follaje (perenne o caducifolia) y las condiciones ambientales, les
permiten mantener una relacion estrecha con el forofito, ubicandose dentro de los diferentes estratos

arbdreas segun las necesidades de cada especie (Granados-Sanchez, et al, 2003).

La distribucién de las orquideas epifitas sobre el forofito responde principalmente a la
necesidad luz y humedad de la especie y en segunda instancia al sustrato; sin embargo, podemos
encontrar algunas especies con preferencia por un tipo de sustrato y en segunda instancia la
intensidad de luz; de acuerdo a esto, existe casi ausencia de plantas epifitas bajo las copas de los
arboles (tronco) debido a la baja intensidad luminica, por lo que este es el factor limitante para la

distribucion de orquideas sobre el forofito (Johansson, 1974).

El establecimiento de las epifitas sobre los diferentes estratos arboreos depende de la
interaccion entre los mecanismos morfofisioldgicos de las semillas y las caracteristicas del forofito y
posteriormente su éxito depende de la habilidad de la especie para competir por determinados
recursos y la capacidad de adaptarse a la heterogeneidad del medio (Zots y Andrade, 2002). La
edad del forofito es importante. Cuantos mas afios tenga el arbol, permitira el establecimiento de
comunidades epifitas estables (Higuera, 2008); aunque también se ha reportado que los arboles con
crecimiento lento, copa abierta, cortezas estables y absorbentes resultan ser los mejores forofitos
(Ceja-Romero, et al., 2008).
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La distribucion vertical de las epifitas puede ser explicado en base a las zonas propuestas
por Johansson (1974), quien subdividid a el forofito en cinco zonas, esto en funcion de la
composicion de especies epifitas encontradas. Las zonas propuestas son las siguientes: Zona |:
Parte basal del tronco, Zona II: Largo del tronco hasta la primera ramificacion, Zona Ill: Paste basal
de las ramas grandes, Zona IV: Parte media de las ramas grandes y Zona V: Parte exterior de las

ramas grandes (Fig. 3).

Figura 3.- Zonas de distribucion de epifitas en el forofito propuesta por Johansson en 1974. Tomada de
Johanson, 1974.

En nuestro pais, algunas investigaciones relacionadas con la distribucién vertical de
especies de orquideas epifitas sobre los forofitos, destaca el estudio realizado en Reserva de la
Biosfera “El Cielo”, Tamaulipas, el cual describe la distribucién vertical de las especies epifitas del
bosque mesofilo de montafia sobre forofitos, las cuales muestran preferencia hacia las zonas Il y IV,
correspondientes a las partes basal y media de las ramas (Garcia Balcazar, 2012). Asi mismo
Morales-Hernandez, et al. (2016) realizaron la caracterizacion de las orquideas epifitas y sus
forofitos en el parque ecoldgico universitario de la Universidad Autonoma del Estado de México, en
donde registraron nueve especies de forofitos, donde Quercus spp. muestra valores mas altos de
importancia.

En el estado de Veracruz, especificamente en la zona arqueoldgica y areas adyacentes a El
Tajin, se realizo un estudio de distribucion vertical e identificacion de arboles hospederos para las

especies de orquideas Lophiaris cosymbephorum, Oncidium sphacelatumy Catasetum integerrimum
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logrando identificar once especies de forofitos los cuales alojaban a las especies en la parte exterior
de la copa (Ortiz de Angel, 2017).

En el estado de Chiapas se realiz6 el estudio de la distribucién espacial de Erycina crista
galli sobre plantas de café, donde la especie determiné su distribucion espacial en funcién de altura
u didmetro en ramas, siendo abundantes en ramas menores de dos centimetros de grosor, ademas

de influir fuertemente la arquitectura del hospedero (Maldonado-Flores, 2005).

Para Prosthechea aff. karwinskii, determinaron los patrones de distribucion vertical y
horizontal de acuerdo con su estructura poblacional; censaron 355 individuos, considerando: largo y
ancho del pseudobulbo méas joven bien desarrollado, numero de eventos reproductivos, seccion y
zona del forofito, orientacion, posicion en la rama y sustrato; ésta especie presentd una distribucion
mayor en la copa, en la parte media e interna de las ramas; las plantulas se establecen en la parte
lateral y en ramas verticales, mientras que las plantas adultas en la posicion lateral y debajo de las
ramas; las orientaciones al Este, Sur y Oeste principalmente; las plantulas presentaron la mayor
frecuencia sobre sustrato de liquen, las juveniles sobre liquen y corteza y las adultas tuvieron mayor
afinidad por la corteza, la distribucidon resultdé mas homogénea en las primeras fases de vida,
observando que Prostechea aff. karwinskii tiene como hospedero especifico a Quercus deserticola
(Cedillo, et. al. 2013).

Dentro de los trabajos realizados en otros paises, destaca el estudio de distribucion de
Lepanthes eltoroensis, orquidea epifita y amenazada en el Bosque Nacional Yunque, Puerto Rico
(Tremblay y Velazquez, 2009) en donde evaluaron la preferencia de posicion cardinal de las
poblaciones sobre los troncos de los arboles, asi como la saber si existe una relacidn entre arboles
grandes con las poblaciones mas grandes; los resultados que obtuvieron son que la especie tiene
preferencia por el lado noroccidental de los troncos de los arboles y no encontraron evidencia entre
el tamafio de los arboles con el tamafio de la poblacion, por lo que los autores sugieren que para
lograr una mayor sobrevivencia de la especie cuando se considere una reubicacién o

establecimiento de nuevas poblaciones, se tome en cuenta los resultados de este estudio.
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En Cuba, especificamente en la finca Pinar del Rio, se estudid lonopsis utricularioides
(Garcia-Gonzélez y Riveron-Gird, 2014) determinaron la estructura poblacional y habitos de
crecimiento de la especie en huertos de naranjo considerando las variables: altura y diametro de los
naranjos y ramas donde crecian la especie, distribuciéon de las plantas (tronco, ramas o ramillas),
estadio de vida, solitarias 0 agregadas y orientacion de las orquideas en el forofito. En tan solo ocho
forofitos encontraron 217 plantas, cuya distribucién y crecimiento dentro del &rbol es de 98.61% en
ramillas, nunca en el tronco de los arboles; registraron sélo dos estadios de vida y creciendo en
agregacion con otros individuos de su misma especie y con otras especies de epifitas vasculares;
ademas de se identific6 como una poblacién establecida y madura, no presentd una marcada
preferencia en cuanto a orientacion, sin embargo destacan un 16.1 % al este y 16.6% al suroeste;

posteriormente.

También en Cuba dentro del Parque Nacional Desembarco del Granma se realiz6 el estudio
en una poblacion de Tetramicra malpighiarum,, especie endémica cubana, considerando la
abundancia de la especie, clases de vida de los individuos (inmaduros y adultos), forofitos sobre los
que crecian, micrositios que ocupaban en los mismos (tronco, ramas o ramillas), si los individuos
estaban solitarios 0 agregados y orientacion cardinal que tenian las plantas sobre los forofitos;
registraron veinte forofito de siete especies con 254 individuos. El estudio demostrd que el 69.3 % de
los individuos fueron adultos y el 93.7% creciendo en las ramillas tanto de manera agregada como
solitaria y la poblacion mostrd tendencia a crecer con orientaciones sur y noroeste principalmente
(Garcia-Gonzalez, et al., 2016).

Como podemos visualizar, trabajos de esta indole, destacan las caracteristicas tanto del
hospedero como de su ubicacion especifica las cuales favorecen el establecimiento de las orquideas
epifitas, esta informacién basica y necesaria debe ser considerada para disefiar un buen manejo de
estas plantas procedentes de cultivo in vitro, dirigiendo los esfuerzos para mejorar su
establecimiento natural de la especie y manejo in situ, ex situ y circa situm (Dawson, et al., 2013) lo

cual permitira en un futuro afinar programas de reintroduccion de especies.
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lll.- GENERO LAELIA

El género mexicano Laelia, posee unas de las flores més bellas y conocidas en nuestro pais, estas
plantas tradicionalmente han sido cultivadas, apreciadas y utilizadas como ofrenda en las
festividades del dia de muertos principalmente, a lo que debe la variedad de nombres comunes con
los que se le denomina: "calaverita", "lirio de todos santos", "flor de muerto”, "flor de las animas",
entre otros (Fig. 4), cabe mencionar que las especies que florecen en otros meses del afio, retoman
el nombre comun dependiendo de las festividades populares méas cercanas a su floracion, como "dia
de las madres”, “de la Candelaria”, “de la virgen de Guadalupe”, “Lirio de San Miguel”, “Lirio de San

Francisco”, “Lirio de Corpus’, etc. (Halbinger,1993).

Figura 4.- Laelia anceps, subsp. anceps (Chavarrillo, Ver.). Tomada por Morales-Ruiz, 2017.

Historicamente, este género ha sido reconocido por las propiedades adhesivas de sus
pseudobulbos, de los cuales se extraia un mucilago que era utilizado en el arte plumario

prehispanico, asi como la elaboracion del alfefiique (dulces tradicionales) (Cox y Cervantes, 2016).

El género Laelia fue establecido en 1831 por el botanico inglés John Lindley en "The Genera
and Species of Orchidaceous Plants" (Los géneros y especies de plantas orquidaceas), basandose

en las especies mexicanas, la caracteristica principal que distingue a todas las especies de este
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género es que sus flores poseen 8 polinios; comparado con los 4 polinios que poseen el género mas

cercano que es Cattleya (Halbinger y Soto, 1997).

De acuerdo a Halbinger (1993) y Salazar, et al, (2014) el género consta de 12 especies y un
hibrido natural; las cuales botanicamente se reconocen principalmente por sus caracteristicas
florales y vegetativas cuando son plantas adultas de acuerdo al tamafio y nimero de hojas, forma de
pseudobulbos y rizoma; donde Laelia halbingeriana es la especie recientemente descrita, asi como
Laelia oaxacana, hibrido natural (Laelia halbingeriana y Laelia anceps). De todas las especies que
integran el género, solo Laelia anceps Lindl. tiene dos subespecies: subsp. anceps y subsp.

dawsonii (Soto-Arenas, 1993).

La mayoria de las especies de Laelias se presentan en forofitos del género Quercus, estos
forman bosques abiertos caducifolios que van desde los 100 a los 2700 msnm, donde las orquideas
reciben mucha luz y vientos humedos; aunque también pueden soportar heladas, las cuales

regularmente se presentan en bosques por arriba de los 2000 msnm (Halbinger,1993).

Las especies del género desde hace muchos afios han sido motivo de estudio, cultivo y
manejo en diferentes ambitos (académico, coleccionistas, cultivadores), sin embargo, la reduccion
de sus habitats naturales y la extraccion sin regulacion de ejemplares, ponen en peligro la
sobrevivencia de éstas como es el caso de Laelia gouldiana, de la cual no se conocen poblaciones
naturales y su distribucidén se reduce a traspatios de una pequefia region del estado de Hidalgo
(Halbinger, 1993); por lo que es necesario trabajar en diferentes lineas de accion que nos lleven a la

conservacion de las especies.

En los ultimos afios, los estudios que se han desarrollado sobre las diferentes especies del
género Laelia, van desde pruebas de germinacion asimbiética con diferente calidad y filtros de luz
(Sierra-Jiménez, 2006) lo cual incide en germinacidn y crecimieto de las plantulas, su pigmentacion y
concentracion de clorofila en Laelia autumnalis. En Laelia anceps subsp. dawsonii se realiz6 la
regeneracion in vitro ocupando hormonas de crecimiento y aclimatacién bajo condiciones de

invernadero (Lee-Espinosa et al. 2007).
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Para Laelia anceps subsp. anceps, se han evaluado medios de cultivo liquido en plantulas
para promover el crecimiento de las plantas (Sanchez-Roldan, 2009), asi como el uso de medios de
cultivo gelificado en diferentes concentraciones para la germinacion, (Romero-Tirado, 2008). Por otro
lado se ha probado la capacidad regenerativa de plantulas procedentes de semilla de Laelia anceps
subsp. anceps f. semialba en medios de cultivo adicionados con extractos naturales y reguladores

de crecimiento (Castafieda-Zarate, 2008).

En Laelia speciosa, se ha probado la germinacion de las semillas procedentes de frutos
maduros e inmaduros (Aguilar-Morales, et al., 2013), asi como la geminacién de semillas y en

diferentes etapas de desarrollo del fruto en diferentes condiciones de luz ( Avila-Diaz, et al. 2009).

Dada la importancia de las especies del género, es necesario seguir perfeccionando las
técnicas para su cultivo in vitro y lograr mejorar su manejo para su conservacion, tanto de manera in

situ como ex situ.

3.1.- Descripcion de Laelia anceps subsp. anceps Lindl.

Esta especie fue descrita por John Lindley en 1835, es una planta epifita, ocasionalmente litéfita de
25 a 40 cm. de alto sin incluir inflorescencia, raices rollizas y blanquecinas, rizoma alargado y
ligeramente comprimido, pseudobulbos elipsoide-ovoides, alargados, comprimidos, una hoja apical
oblongo-eliptica a lanceolada coridceo-carnosa, rigida; inflorescencia terminal racemosa erecto-
arqueada usualmente de 2 a 3 flores, raramente mas de 95, las bracteas florales cubiertas de
mucilago transparente, flores resupinadas, grandes y muy vistosas de hasta 12 cm de alto y 8 cm de
ancho; tépalos rosado a rosa purpura, labelo purpura con disco amarillo palido con lineas purpura,
magenta o pardo rojo; [6bulo usualmente mas oscuro que los tépalos, callo amarillo intenso, columna

blanco-verdosa con lineas y estrias, aroma débil dulce (Fig.5) (Halbinger, 1993).
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Figura 5.- Laelia anceps subsp. anceps. llustracion cientifica. Tomada de Soto-Arenas,1993.
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En cuanto a la fenologia de la especie, en el mes de febrero comienza el crecimiento de la
raiz y continta hasta al menos octubre a diciembre. De marzo a mayo presentan brotes, alcanzando
su tamafio maximo de agosto a noviembre. Entre los meses de septiembre a diciembre (otofio) los
tejidos maduran con las condiciones frias, secas y soleadas, preparandose para la sequia de
primavera. De octubre a diciembre florece y atrae a los insectos polinizadores (abejorro Bombus

medius) al cual no le ofrece recompensa, la polinizacion es de tipo engafio.

Una vez que la flor se poliniza, forma un fruto (capsula) alcanzando su madurez a los 4
meses y contiene miles de semillas diminutas que se dispersan por el viento, temporada que
coincide con el momento en que el bosque pierde sus hojas y probablemente haya menos

interferencia para su dispersion, en estacion seca, entre marzo y abril (Halbinger y Soto, 1997).

3.2.- Distribucion geografica de la especie
En México, la distribucion de casi todas las especies del género Laelia son en sierras del occidente
del pais, mientras que en las sierras de la vertiente del golfo s6lo hay una especie, Laelia anceps,

subsp. anceps (Fig. 6) (Halbinger,1993).

Figura 6.- Distribucion geografica de Laelia anceps subsp. anceps en México; en donde Y indica las

poblaciones naturales silvestres reportadas. Tomada de Soto-Arenas, 1993.
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En Veracruz ésta especie llega a ser abundante en la zona centro del estado, desde
Zongolica hasta Naolinco, sobre el bosque de encinos, que va desde los 700 a 1200 m. de altitud y
que se establece en la zona intermedia del bosque de neblina y bosque tropical deciduo; también
puede encontrarse desde las selvas tropicales himedas hasta encinares frios y bosques de neblina

y plantaciones de café (Soto-Arenas, 1993).

En este estado la especie se encuentra reportada para los municipios de Actopan,
Banderilla, Coatepec, Cérdoba, Cosautlan, Emiliano Zapata, Fortin de las Flores, Ixhuacan de los
Reyes, Huatusco, Jalcomulco, Jilotepec, Naolinco, Orizaba, Puente Nacional, San Andrés
Tlalnehuayocan, Teocelo, Tepatlazco, Tlaltetela, Tlilapan, Veracruz, Xalapa y Zongolica (Castafieda-
Zarate, 2008).

3.3.-Importancia de la especie en la zona centro del estado de Veracruz.
En la zona centro del estado de Veracruz, Laelia anceps subsp. anceps, es reconocida por el uso
tradicional (cultural-religioso) como ofrenda y/o adorno del altar en “Todos Santos” y para llevarlas al

panteon, por lo que es cominmente nombrado “lirio de todos santos” (Fig. 7) (Menchaca-Garcia y
Morales-Ruiz, 2016).

Figura 7.- Uso tradicional de la especie en la region. A. En ofrenda en una de las tumbas en el pantedn. B. En

el “altar de todos santos". Tomada por Morales-Ruiz, 2017.
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Por sus cualidades ornamentales, ha sido una de las favoritas para los cultivadores y
coleccionistas por su por su facil propagacion vegetativa y poseer gran valor horticola; motivo por el
cual se ha empleado en programas de hibridacién para la comercializacion de flor a nivel nacional e

internacional (Halbinger y Soto-Arenas, 1997)

Los habitantes realizan la recoleccién de las “varas florales” (inflorescencia) en el campo,
donde auln se conserva la especie, aunque también es importante reconocer el cultivo en traspatios

con gran éxito (Fig. 8).

Figura 8.- Cultivo de traspatio de la Laelia anceps subsp. anceps (Chavarrillo, Ver.). Tomada por Morales-Ruiz, 2017.
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IV.- DESCRIPCION DE LA ZONA DE ESTUDIO

Chavarrillo, es una localidad asentada entre las faldas del cerro Tepeapulco y la barranca que lleva
el mismo nombre, pertenece al Municipio de Emiliano Zapata, Veracruz y se localiza a los 19° 25’
49” LN 96° 45’ 31” LO; su poblacion es de 1409 habitantes (INEGI 2011) y tiene una extensién de
764 ha, cuyas elevaciones van desde los 600 msnm en el fondo de la barranca hasta los 1100 msnm
en la cima del cerro; colinda al norte con los ejidos de La Estanzuela y El Chico, al sur con la
localidad de Monte Oscuro y Cantera (Mpio. de Coatepec), al este con Rancho Viejo y Palmarejo y al

oeste con la localidad de La Estacion de Chavarrillo y Plan Chico (Fig. 9).
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Figura 9.- Mapa del &rea de estudio, el cual muestra los tres puntos de muestreo para el estudio de la especie.

El clima es célido sub-humedo con vientos dominantes del sureste y precipitacién anual de
1060 mm, temperatura media anual de 24° C, con lluvias de junio a septiembre (verano), con vientos

del norte en invierno que ocasionan lloviznas y descensos de temperatura (CNA, 2016).

En cuanto a vegetacion, los terrenos circundantes a la localidad de Chavarrillo aun

presentan algunos fragmentos de vegetacion natural original, principalmente de selva baja
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caducifolia, selva mediana subperennifolia, vegetacion de galeria y encinar tropical (Torres-Cantd,
2013 y Morales-Ruiz, 2003).

La Selva baja caducifolia es el tipo de vegetacion que estd mejor representado, sus
caracteristicas fisondmicas residen en el tamafio de los arboles, que van de 4 a 15 m de altura; la
perdida de hojas de estas especies por un periodo de aproximadamente seis meses, habiendo un
contraste entre la época de seca y la de lluvia; vegetacion presente principalmente en el cerro
Tepeapulco (Torres-Cantu, 2013) (Fig. 10).

:;i (1)
Baic

Figura 10.- Selva baja caducifolia en Chavarrillo. Tomada por Morales-Ruiz, 2016.

La selva mediana subperennifolia cuya vegetacion se reduce de 25 a 50% su follaje durante

la época de sequia, los arboles pueden llegar hasta los 35 m de altura (Fig. 11).
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Figura 11.-Selva mediana subperennifolia en Chavarrillo. Tomada por Morales-Ruiz, 2016.

La vegetacion de galeria que se encuentra en los margenes de rios, con aguas permanentes
ylo temporales, el estrato arbéreo forma lineas continuas en la orilla del rio se encuentra compuesto
principalmente por Salix humboldtiana Willd., Tecoma stans (L.) Juss. ex H. B. & K. y Platanus
mexicana Moric., Lindenia rivales Benth y Salix taxifolia H.B.& K., Momordica charantia L., Sida
rhombifolia L. y Pavonea shiedeana Steudel (Castillo, 1985) (Fig. 12).

Figura 12.- Vegetacion de galeria en Chavarrillo. Tomada por Morales-Ruiz, 2016.
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Los acahuales o vegetacion secundaria presente en la zona se encuentran en diferentes
intensidades de perturbacion tanto en planicies, mesetas, valles, laderas y en ocasiones cantiles; las
especies dominantes son: Bauhinia divaricata L., Leucaena pulverulenta (Schlechter) Benth, Macuna

pruriens (L.) y Sapindus saponaria L. (Castillo, 1985).

El encinar tropical en Chavarrillo su distribucion altitudinal de 600 a 840 m., esta
representado por arboles que presentan una altura que va desde 6 a 15 m, generalmente compuesto
por tres especies: Quercus oleoides Schldl. & Cham., Quercus peduncularis Nee y Quercus laurina
Humb & Bonal en los cuales se encuentras abundantes epifitas, siendo las orquideas con mayor
representacion (Fig.13); las especies de orquideas que se encuentran en esta vegetacion son
Prostechea cochleata (L.) Lemee., Laelia anceps Lindl., Rhyncholaelia glauca y Oncidium
sphacelatum Lindl, y especies terrestres como Bletia purptrea (Lam.) DC. (Morales-Linares, 2009 y
Castillo, 1995, CONABIO, 2011).

Figura 13.- Encinar tropical en Chavarrillo (Relicto). Tomada por Morales-Ruiz, 2016.
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V.- JUSTIFICACION

En la localidad de Chavarrillo las poblaciones naturales de Laelia anceps, subsp. anceps han
disminuido a consecuencia del cambio de uso de suelo, situacion que podria poner en peligro la
abundancia local de sus poblaciones, ya que ésta especie se establece y desarrolla principalmente
en encinares tropicales, prefiriendo cortezas de arboles de diversas especies de Quercus los cuales

estan en sitios alterados (Halbinger y Soto-Arenas, 1997, Soto-Arenas, 1993)).

La region de Chavarrillo ha sido reconocida por coleccionistas y cultivadores de antafio por
haber tenido grandes poblaciones de esta especie de gran valor econémico-ornamental, las cuales
visitaban y colectaban la planta con las mejores caracteristicas fenotipicas (color, forma, tamario,
duracion de flor) para su cultivo, obteniendo especimenes de gran potencial para realizar
hibridaciones; poblaciones que fueron disminuyéndose de manera considerable (Menchaca-Garcia y
Morales-Ruiz, 2016).

Por lo anterior expuesto es necesario conocer e implementar medidas para la conservacion
de la especie en la region, tomando en cuenta las diversas estrategias y protocolos generados para
SU manejo y conservacion en la region, contemplando desde la propagacion in vitro, su manejo en
pre-aclimatacion hasta estudios ecologicos que describan sus requerimientos para su

establecimiento en estudios de reintroduccion en campo.
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VI.-PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Cuantos dias de pre-aclimatacion necesitan las plantulas de Laelia anceps subsp anceps para

obtener mayor supervivencia y crecimiento?

¢ Como se distribuye y establece de manera natural Laelia anceps subsp anceps en forofitos de

encino?

Vil.- OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto de la pre-aclimatacion en el crecimiento de plantulas de Laelia anceps subsp.
anceps procedentes de cultivo in vitro y determinar las caracteristicas ambientales que influyen en
su establecimiento natural.

PARTICULARES

1. Evaluar la supervivencia, longitud total, nimero de hojas y numero de raices en plantulas de

Laelia anceps subsp. anceps sometidas a siete tratamientos de Pre-aclimatacion
2. Describir la distribucion vertical, orientacién y asociacion con otras epifitas de Laelia anceps
subsp. anceps en forofitos de encino en condiciones naturales en tres zonas del area de

estudio.

3. Describir las caracteristicas principales del forofito: altura, cobertura y DAP en las zonas de

estudio.
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Viil.- METODOLOGIA

8.1.- Obtencion de plantulas de Laelia anceps subsp. anceps.

Para obtener las semillas se colectaron 3 frutos maduros de tres individuos diferentes, procedentes
del area de estudio, las cuales se desinfectaron con el “método de sobre” (Menchaca y Moreno
2011) y se sembraron en frascos de vidrio de 125 ml, con 25 ml de medio de cultivo Murashige &
Skoog (1962) al 100 % (MS-basal) cada uno, se colocaron en el cuarto de incubacién con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad con una temperatura constante de 25 + 3° C (Fig.
14) durante 5 meses, tiempo en el cual las semillas germinaron, crecieron y formaron plantulas con

raices y hojas.

Figura 14. Cultivo in vitro, germinacion y crecimiento de Laelia anceps subsp. anceps. A.- Protocormos fotosintéticos B.

Desarrollo (formacion de hojas) de Laelia anceps subsp. anceps. Tomada por Morales-Ruiz, 2015.

Con la finalidad de obtener mayor crecimiento y formacién de hojas y raices en las plantulas,
se subcultivaron en frascos de 125 ml previamente preparados con 25 ml de medio de cultivo
Murashige & Skoog (1962) (MS-Basal), colocando 10 plantulas por frasco, en total se sembraron 300
plantulas (Fig. 15); los frascos se colocaron en el cuarto de incubacion con un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas oscuridad con una temperatura constante de 25 + 3° C durante 4 meses, tiempo

en el cual las plantas crecieron y formaron hojas y raices.
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Figura 15.- Subcultivo de las plantulas de Laelia anceps subsp. anceps. Tomada por Morales-Ruiz, 2015.

8.2.- Pre-aclimatacion y aclimatacion de plantulas.

Se obtuvieron las plantulas de cultivo in vitro de 9 meses (siembra y subcultivo), se retiraron 28
frascos con 10 plantulas del cuarto de incubacion las cuales ya tenian sistema radicular y hojas. (Fig.
16).

Figura 16.- Frascos con plantulas utilizadas para el experimento de pre-aclimatacién y aclimatacion de la Laelia anceps

subsp. anceps. Tomada por Morales-Ruiz, 2016.

8.2.1.- Condiciones de vivero y preparacion de materiales.

En la localidad de Chavarrillo, se instalaron mini-invernaderos dentro de un sombreadero con malla
al 70 %. Se seleccionaron y esterilizaron los sustratos, con los cuales se prepar6 la mezcla para
sembrar las plantulas, el cual estuvo integrado por grava volcanica roja, tepeccil, peat moss™ y
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carbon vegetal (proporcion 1:1:0.5:0.5) con la cual se llenaron envases de plastico trasparentes de
10 cm de diametro que funcionaron como macetas individuales (Ortega-Loeza, et al.,2011, Sierra-
Jiménez, 2006 y Castafieda-Zarate, 2008). Cada vez que correspondia aclimatar plantulas, se
preparaba una solucién de Kasumin™ (1 ml/l agua) y Captan™ (1 gr/l agua) por 10 minutos, como

método preventivo de contaminacién por hongos y/o bacterias.

8.2.2.- Montaje del experimento de Pre-aclimatacion.

La pre-aclimatacion consiste en pasar los frascos con plantulas cultivadas in vitro (condiciones
controladas) a condiciones de invernadero, donde la temperatura e intensidad luminica inciden en
las plantulas y la estancia de los frascos cultivados bajo esas condiciones y con el paso de los dias,

empiecen a adaptarse a las condiciones ex vitro.

Por lo que se trasladaron los frascos con las plantulas a la zona de estudio y se colocaron
dentro de un sombreadero, inmediatamente se sometieron a “tratamientos de pre-aclimatacion” (0, 5,
10, 15, 20, 25 y 30 dias) (Ortega Loeza, et al., 2011) y posteriormente, segun el tratamiento, se
realizé la aclimatacién (sacar las plantas de condiciones in vitro) de manera escalonada de las
plantulas, 40 plantulas cada 5 dias; obteniendo en total 7 eventos de “liberacion” en un total de 30

dias, considerados como tratamientos pre-aclimatacion.

La aclimatacién consiste basicamente en sacar las plantulas del frasco, para lo cual se
enjuagan perfectamente con agua ligeramente tibia para quitar todos los residuos de agar y evitar
que las raices corran el riesgo de contaminarse por hogos y se sumergen en una solucion de
Kasumin™ (1 ml/l agua) y Captan (1 gr/l agua) por 5 minutos, se escurren y se colocaron sobre una

charola con papel absorbente para a reducir la humedad.

Para el experimento, se realiz6 la toma de datos por plantula (1- 40) y por tratamiento (0, 5,
10, 15, 20, 25 y 30 dias), registrando el nimero de plantula considerando las variables: longitud total
de la plantula (con ayuda de un vernier), numero de hojas, numero de raices y la presencia o

ausencia de pseudobulbo.
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Al finalizar la toma de los datos por plantula, se procedid a sembrarlas en macetas
individuales, las cuales se etiquetaron con el nimero de tratamiento y numero de plantula. Una vez
terminada la toma de datos del tratamiento, se asperj6 (40 plantulas) con una solucién antifingica de

Captan™ (1gr./l agua).

Finalmente, se colocd un domo a cada maceta sembrada, el cual consistio en una bolsa de
celofan ajustada con una liga de hule y se colocaron dentro del mini-invernadero instalado

previamente bajo sombreadero (Fig. 17).

Figura 17.- Macetas individuales con las plantulas por tratamiento en el mini- invernadero. Tomada por Morales-Ruiz,
2016.

Con el fin de obtener un endurecimiento de la cuticula y adaptacién al medio externo se
realizaron perforaciones periodicas a los domos colocados en cada maceta, esto fue de manera
escalonada, segun los tiempos por tratamiento; la primera perforacion fue a los cinco dias y
posteriormente a los veinticinco dias, permitiendo el intercambio de aire y oxigeno entre la planta y
en ambiente de manera paulatina, comenzando su adaptacién al clima y humedad del lugar;

finalmente el domo se les retir6 a los treinta dias de cada tratamiento (Fig. 18).
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Figura 18.- Mini-invernaderos con los 7 tratamientos de pre-aclimatacién de Laelia anceps subsp. anceps en Chavarrillo.

Tomada por Morales-Ruiz, 2016.

Una vez instalado el experimento, conforme a los tiempos de cada tratamiento, se registrd
mensualmente la sobrevivencia y se realizd el conteo de hojas por plantula cuando se detectd
presencia por contaminacion de hongos y/o bacterias, se aplico fungicida a todos los tratamientos

por aspersion.

Al cumplir cuatro meses cada tratamiento, se procedio a extraer las plantulas del sustrato
por maceta, se tomaron datos de las plantulas sobrevivientes, considerando como parte del
crecimiento las siguientes variables: longitud total de la plantula, nimero de hojas y raices, ademas
de la presencia 0 ausencia de pseudobulbo (Fig. 19). Al terminar cada registro, las pléntulas se
volvieron a sembrar para que continuaran con su crecimiento y desarrollo. Cabe sefialar que el
conteo del numero de raices solo se realiz6 al inicio de cada tratamiento y al finalizar el experimento

(4 meses en total), para no interferir en el enraizamiento de la plantula.
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Figura 19.-Plantula de Laelia anceps subsp. anceps a los 4 meses después de su trasplante. Tomada por Morales-Ruiz,
2016.

8.2.3.- Analisis de datos
Para la supervivencia de las plantulas en diferentes “tiempos de liberacion” (considerados como
tratamientos), se realiz6 un modelo lineal generalizado y curvas de supervivencia (funciones de

supervivencia por tratamiento) basadas en el estimador Kaplan-Meier.
Para las variables de crecimiento: longitud total de las plantulas, el numero de hojas y

numero de raices por tratamiento, se realizo un analisis de varianza de una via con prueba post hoc
Tuckey (P < 0.05).
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8.3.- Establecimiento natural de la especie en campo.

8.3.1.- Zonas de estudio

Se realizaron recorridos en el area de estudio con el fin de localizar los sitios con la presencia de
encinos, logrando identificar tres: Riberefia (orillas de los arroyos y rios), Cerrada (vegetacion
cerrada con acceso por caminos) y Abierta (con arboles aislados) (Fig. 20).

Figura 20.- Zonas de estudio para la caracterizacion de la especie. A). - Zona Riberefia, B). - Zona Abierta y C). - Zona

de Cerrada. Tomada por Morales-Ruiz, 2016.
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8.3.2.- Muestreo en campo

En cada zona de estudio, se realizaron transectos de 150 m. y se registraron todos los individuos de
encinos que se encontraron con o sin presencia de orquideas, se realizaron tantos transectos fueron
necesarios hasta obtener una muestra de 15 forofitos con presencia de la Laelia anceps subsp.

anceps por zona.

Para facilitar la toma de datos en campo, se realizé un formato considerando las variables:
altura, cobertura y diametro de los arboles huésped, numero de plantas por arbol, altura a la que se
encontraba la planta, la zona de ubicacion vertical de cada planta en el huésped (segun lo
recomendado por Johansson, 1974 y Pupulin, et al.,1995) (Fig. 21 y Fig. 22).

Figura 21.- Toma de datos en campo en la zona abierta del area de estudio. Tomada por Morales-Ruiz, 2016.
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Figura 22.- Zonas de distribucion vertical consideradas para el estudio de Laelia anceps subsp. anceps en encinos; en el
cual se aprecian 5 zonas: A) Tronco, B) Parte basal de las ramas, C, D y E correspondientes a la copa de los arboles.
Tomada de Pupulin et al., 1995.

Para el tamafio de la planta se considerdé segun la cantidad de pseudobulbos, en tres
categorias: categoria 1= 1-5 pseudobulbos, categoria 2 = 6-10 pseudobulbos y categoria 3 =10

pseudobulbos.
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Para la variable "asociacion" se consider6 la presencia de la especie con otras plantas
epifitas (musgo, liquen, bromelia u orquidea); en la variable ubicaciéon en rama se consideraron
cuatro categorias (superior, inferior, lateral y envolvente) y para la orientacion se realizd en grados

(360°) considerando: noreste, noroeste, sureste y suroeste.

8.3.3.- Analisis de datos

Se realizé un andlisis de componentes principales, considerando las siguientes variables: altura,
didmetro y cobertura del arbol huésped, altura a la que se encontraban las orquideas en el huésped,
numero de orquideas presentes en el arbol hospedero, tamafio de las plantas (en categorias) y la
asociacion con otras epifitas (en categorias). Dada la diferencia de las unidades de medicién de

cada variable, se utilizd la matriz centrada de datos estandarizados.

Posteriormente, se consideraron los componentes principales que recogieron la mayor
variabilidad posible y sus datos originales se analizaron de manera individual.
Se aplicd un analisis de Kruskal-Wallis, considerando los supuestos de normalidad de los datos

segun la variable, para distinguir diferencias entre zonas de estudio.
Para probar la hipétesis de independencia de las frecuencias observadas en el tamafio de

las plantas y la asociacion de Laelia anceps subsp. anceps en los diferentes sitios se utilizé un

analisis de Chi2.
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IX.- RESULTADOS

9.1.- Pre-aclimatacion para la aclimatacion de plantulas de Laelia anceps subsp.

anceps.

9.1.1.- Supervivencia

La supervivencia global fue del 70 %, sin embargo, el tratamiento con 10 dias de pre-aclimatacion

presentd mayor supervivencia al final del experimento (Tabla 1).

Tabla 1.- Porcentaje de sobrevivencia por tratamientos al final del experimento.

Tratamiento  Supervivencia

0 55%
5 67%
10 93%
15 76%
20 75%
25 50%
30 71%

Para esta variable se realizd un anélisis de Modelo Lineal Generalizado (GLM), el cual
mostrd ser estadisticamente significativo (Devianza =31.06, gl=6, P< 0.001) con analisis de

residuales estadisticamente significativo (Tratamiento 10: Error estandar=0.70 y P= 0.00041).

En analisis de supervivencia Kaplan-Meier mostro diferencias estadisticamente significativas
en las plantulas por tratamiento (Log-Rank test= 35.01, g.l.= 6, P< 0.001) (Tabla 2, Fig. 23).

Tabla 2.- Anélisis de supervivencia en la pre-aclimatacion de plantulas al final del experimento

(Kaplan-Meier).

Tratamiento  Error estandart Lower 95% CI Upper 95% CI

TO 0.0775 0.274 0.585
T5 0.0790 0.343 0.658
T10 0.0474 0.812 0.998
T15 0.0775 0.274 0.585
T20 0.0782 0.441 0.751
T25 0.0754 0.229 0.534
T30 0.0765 0.492 0.795
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Figura 23.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de las plantulas de Laelia anceps subsp. anceps durante su

aclimatacion con tratamientos de pre-aclimatacion.
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9.1.2.-Longitud de plantula.

En los 4 meses de seguimiento se registré un promedio de 2.47 cm en la longitud de las plantulas
que tuvieron 10 dias de pre-aclimatacion, seguida de las plantulas con 20 dias de pre-aclimatacion,
con un promedio de 1.62 cm. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (F= 6.4, g.l.= 6,
P <0.001 (Fig. 24).

En general, el tratamiento con 10 dias de pre-aclimatacion es en el que se observaron

plantulas de mayor longitud con respecto a los demas tratamientos (Tabla 3).
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Figura 24- Longitud total de las plantulas (cm) por tratamiento.

Tabla 3.- Valores de media y error estdndar para la variable longitud total en la pre-aclimatacién de

plantulas por tratamientos.

Tratamiento Media Error estandar
0 0.748 0.157
5 1.577 0.379
10 2.473 0.183
15 1.025 0.221
20 1.627 0.252
25 0.858 0.211
30 1.293 0.176
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9.1.3.- Numero de hojas

Se observaron diferencias en el numero de hojas entre tratamientos (F= 8.22, g.l.= 6, P< 0.001);
siendo mayor en las plantulas del tratamiento con 10 dias de pre-aclimatacion, el cual registrd un
promedio de 4.9, seguida de las plantulas del tratamiento con 30 dias de pre-aclimatacion, con 3.05
(Fig. 25, Tabla 4).
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Figura 25.- Diferencia en nimero de hojas por tratamiento en Laelia anceps subsp. anceps.

Tabla 4.- Valores de media y error estandar para la variable nimero de hojas en la pre-aclimatacion

de plantulas por tratamiento.

Tratamiento Media Error estandar

0 1.525 0.332
5 2.025 0.388
10 49 0.461
15 1.775 0.38
20 2.5 0.436
25 1.85 0.447
30 3.05 0.51
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9.1.4.- Numero de raices

El incremento del nimero de raices, comprendido desde el dia de la aclimatacion de cada
tratamiento hasta finalizar los 4 meses, mostré que las plantulas difieren en el nimero de raices
obtenidas (F=8.71, g.l.= 6, P<0.001; Fig. 26) y el tratamiento con 10 dias de pre-aclimatacion mostré

mayor numero de raices comparado con los otros tratamientos (Tabla 5).
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Figura 26.- Incremento del nimero de raices en Laelia anceps subsp. anceps por cada tratamiento.

Tabla 5.- Valores de media y error estandar para la variable nimero de raices en la pre-aclimatacion

de plantulas por tratamiento.

Tratamiento Media Error estandar

0 1.225 0.315
5 2.25 0.444
10 57 0.452
15 2.625 0.607
20 3.775 0.586
25 2.025 0.481
30 3.175 0.51
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9.1.5.- Pseudobulbos

Al finalizar el tiempo de observacion del experimento (4 meses), se observd que algunos
tratamientos registraron la formacidén de pseudobulbos, en particular el tratamiento de 10 dias de
pre-aclimatacion presentd un mayor nimero de plantulas con la formacion de dicha estructura (10

plantulas) que corresponde al 27.7% del total (Figura 27).
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Figura 27.- Formacién de pseudobulbo en las plantulas por tratamientos, donde las plantulas con 10 dias de pre-

aclimatacion presentaron formacion de dicha estructura cuya funcién es almacenar agua y nutrientes.
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9.2.- Establecimiento natural de la especie en campo.

9.2.1.-Analisis de Componentes Principales

De acuerdo con el criterio de Kaizer (Chan, 2011) el cual indica que solo deben considerarse como
componentes principales los que presenten un valor propio mayor a 1 (CP>1). En la tabla 6 se
presenta el valor del componente principal, el valor de varianza que explica y las variables asociadas

a dicho componente (Figura 28).

Tabla 6.- Muestra los componentes principales del analisis y las variables agrupadas en cada uno.

Componente Desviacion Proporcion de Asociacion de variables
estandar varianza

PC1 1.7450351 0.38 Altura, Tamario y Asociacion de Laelia

PC 2 1.1596039 0.16 Altura, DAP y Cobertura del forofito

El primer componente principal (PC1) explica un 38 % de la varianza y asocia las variables

relacionadas con Laglia anceps subsp. anceps (Tabla 7).

Tabla 7.-Variables asociadas que integran el PC1.

Variable Valor propio
Altura a la que se encuentra la especie 0.494
Tamario de la planta 0.444
Asociacion con otras epifitas 0.422

of



El segundo componente principal (PC2) explica un 17 % de la varianza y asocia las variables
propias del forofito (Tabla 8).

Tabla 8.- Variables asociadas que integran el PC2.

Variable Valor propio
Altura 0.533
DAP 0.528
Cobertura 0.592

En total, la proporcion de varianza explicada acumulada (PC1y PC2) es de 54 %.
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Figura 28.- Grafico bidimensional del analisis de componentes principales para el establecimiento natural de Laelia
anceps subsp. anceps en los relictos de encinar tropical en Chavarrillo.

58



9.2.2.- Laelia anceps subsp. anceps (PC1).

9.2.2.1.- Altura a la que se encuentran las plantas en el forofito.

En el anlisis comparativo de las zonas de estudio (Kruskal-Wallis), para la variable altura a la que
se encuentran las plantas de Laelia anceps subsp. anceps en el forofito, mostrd diferencias
significativas entre ellos (X2 = 59.2, g.l.= 2, P<0.001) donde la altura del establecimiento de la
orquidea es diferente en cada sitio, siendo mayor en la zona abierta y menor en la zona riberefia
(Tabla 9, Figura 29).

Tabla 9.- Muestra las diferencias significativas con el promedio y error estdndar de variable altura del

establecimiento en campo de Laelia anceps subsp. anceps en las tres zonas de estudio en campo.

Zonas Abierta Cerrada Riberena
Media 5.881 4.358 2.425
Error estandar 0.225 0.389 0.283

Altura de la especie (m.)
0123 45678

Abierta Cerrada Riberefna

Zonas de estudio

Figura 29.- Altura promedio de establecimiento de la Laelia anceps subsp. anceps en el forofito por zonas de estudio.
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9.2.2.2.- Tamaiio de las plantas.

Para el tamafio las plantas, en la zona abierta se observd un mayor nimero de plantas en las tres
categorias considerados; la zona cerrada tuvo menor frecuencia de plantas de mayor tamafio
(categoria 3), mientras que en la zona riberefia se observé en menor nimero de plantas. (X>= 14.27,
g..= 8, P<0.001; Tabla 10, Fig. 30).

Tabla 10.- Muestra las frecuencias observadas y esperadas (dentro de paréntesis) para la categoria

de tamafio por zona.

Tamaio TOTAL
Zonas 1 2 3
Abierta 26 (35) 32 (29) 42 (36) 100
Cerrada 25 (17) 15 (14) 8 (17) 48
Riberefia 16 (16) 10 (13) 20 (17) 46
i Tamafios
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Figura 30.- Muestra la frecuencia observada de las categorias de tamafio de plantas encontradas por zonas de estudio.
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9.2.2.3.- Asociacion de la especie

En el analisis mostrd que es mas frecuente encontrar a Laelia anceps subsp. anceps asociada con
otras plantas epifitas (musgo, liquen y bromelia) y esta asociacion observada depende de la zona (X?
=45.18, g.1.=6 y P<0.001; Tabla 11, Figura 31).

Tabla 11.- Muestra las frecuencias observadas y esperadas (dentro de paréntesis) de epifitas

asociadas con la especie por zona.

Zonas

Epifita Abierta  Cerrada  Ribereiia

Musgo 4 (10) 15 (5) 1(5)

Liquen 18 (12) 5(6) 1(6)

Bromelia 1(3) 1(1) 4(1)

Combinacion 77 (75) 28 (36) 39 (34)
© e Musgos
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) e
Abierta Cerrada Riberefia

Figura 31.- Frecuencia observada de la asociacion de Laelia anceps subsp. anceps con otras epifitas en campo en las

zonas de estudio.
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9.2.3.- Encinos, forofito de Laelia anceps subsp. anceps (PC2)

En las zonas relicto de encinar tropical, donde se realiz6 el estudio del establecimiento natural de
Laelia anceps subsp. anceps, los forofitos las zonas abierta y cerrada presentaron una altura
promedio de 10.34 y 10.73 m respectivamente, mientras que en la zona riberefia tienen una altura
promedio de 8 m.; en cuanto al diametro a la altura del pecho (DAP), los forofitos de la zona abierta
presentaron un promedio de 51 cm, mientras que en la zona cerrada y riberefia fue de 40.15 cm y
42.72 cm respectivamente; finalmente, la cobertura de los forofitos de zona abierta fue de 54.72%,

en la zona cerrada de 43.59% y en la zona riberefia un 49.13% (Tabla 12).

Tabla 12.- Muestra la media con desviacion estandar de las variables evaluadas de los arboles por

zona de estudio.

Zona Altura Cobertura DAP
Abierta 10.5242.119 52.167+16.067 51.693 £16.978
Cerrada 10.173+2.038 34.625+18.281 43.693+9.69

Riberefia 9.33342.582 48.521424.439 44.691+12.371
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9.2.3.1.-Altura

La altura de los forofitos de Laelia anceps subsp. anceps de las zonas abierta y cerrada fueron
diferentes de la riberefia (F=23.6, g.l.= 2, P< 0.001). Sin embargo, entre las zonas abierta y cerrada
no fueron diferentes (P> 0.05) (Fig. 32).
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Figura 32.- Altura de los forofitos de Laelia anceps subsp. anceps en las zonas de estudio.
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9.2.3.2.-DAP

Para el caso del didmetro a la altura del pecho (DAP), los forofitos difirieron (F= 18.9, g.l.= 2, P<

0.001), s6lo entre las zonas abierta-cerrada y abierta-riberefia (P< 0.05; Fig. 33)
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Figura 33.- Diametro a la altura del pecho (DAP) de los forofitos de Laelia anceps subsp. anceps en las zonas de estudio.
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9.2.3.3.- Cobertura

Finalmente se observd que los arboles hospederos fueron diferentes en cuanto a su cobertura entre
las zonas. Por ser una variable con porcentaje, los datos se trasformaron a raiz cuadrada y
posteriormente se aplico el analisis de varianza (F= 17.46, g.l.= 2, P< 0.001), siendo la zona abierta
la que presentd mayor cobertura que la zona cerrada (P< 0.05) (Fig. 34).
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Figura 34.- Cobertura (%) de los forofitos de Laelia anceps subsp. anceps.
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9.3.- Orientacion de la especie

De manera general, la especie en los relictos de encinar tropical se orienta al norte (Fig. 35), y el
andlisis mostré que existe una relacion altamente significativa entre la orientacion de la especie con
las zonas de estudio (X?=43.738, g..=11, P< 0.001) (Fig. 36).

Orientacion

M

Figura 35.- Diagrama de rosa que indica la preferencia de la especie en orientarse hacia el norte.

Zona Abierta Zona Cerrada

Figura 36.- Diagramas de rosa muestran la frecuencia de la orientacion de la Laelia anceps subsp. anceps por zonas de

estudio: Abierta, Cerrada y Riberefia.
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9.4.-Distribucion vertical y ubicaciéon en rama

La especie se distribuye de manera natural en el arbol hospedero entre las zonas B, C y D
(Johansson, 1974 y Pupulin et al., 1995, estableciéndose de manera natural sobre la parte superior

de las ramas y creciendo de manera envolvente sobre el &rbol hospedero (Fig. 37y 38).

m Abierta wCerrada  Riberefia

No. plantas

Distribucion vertical

80)

70)

B Abierta M Cerrada M Riberefia
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No. plantas

30)

20)
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Superior Envolvente

Ubicacion enrama

Figura 37.- Distribucidn vertical y ubicacion en rama de Laelia anceps subsp. anceps sobre los forofitos en las zonas de

estudio. A.- Distribucion vertical y B.- Ubicacién en rama.
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Figura 38.-llustracion que muestra la distribucion vertical y ubicacién en ramas de Laelia anceps subsp. anceps sobre el

forofito.
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X.- DISCUSION
10.1.- Pre-aclimatacion para la aclimatacion de plantulas procedentes de cultivo

in vitro.

Existen muchos trabajos sobre aclimatacion de plantulas procedentes de cultivo in vitro en los cuales
se prueba y evalua desde la eficacia de los medios de cultivo, diferentes concentraciones, sustratos,
fertilizantes, etc. (Teixeira da Silva et al., 2017), sin embargo, investigaciones donde se considere
una pre-aclimatacién de las plantulas (dentro del frasco in vitro) antes de la aclimatacion, hasta el
momento, solo lo han realizado Ortega-Loeza et al. (2011). Estos autores propusieron realizarlo de
manera escalonada en plantulas de Laelia speciosa y lograron concretar que dicha especie con 20
dias de pre-aclimatacion de las plantulas dentro de los frascos de cultivo in vitro, presenta plantulas
con mayor crecimiento, vigor y funcionamiento estomético, en comparacién con los otros
tratamientos; sugiriendo que la pre-aclimatacién es un factor importante para promover el
funcionamiento estomatico antes de la transferencia ex vitro, ya que se obtienen plantulas mejor
adaptadas, con mayor posibilidad de supervivencia en condiciones invernadero y con optimo
crecimiento, por lo que la pre-aclimatacion consiste en adaptar a las plantulas a las condiciones de

luz e intensidad luminosa del sitio donde se realizara en endurecimiento.

Por lo antes descrito, se considerd replicar parte del experimento realizado por Ortega-Loeza
et al. (2011); partiendo de que la especie en estudio pertenece al mismo género; sin embargo, de
acuerdo a los resultados, Laelia anceps subsp. anceps mostré requerir tan solo 10 dias de pre-
aclimatacion y se obtuvieron pléntulas mejor adaptadas a condiciones ex vitro con &ptimo
crecimiento durante su aclimatacién; por lo que se pudo demostrar que cada especie tiene sus

propios requerimientos fisioldgicos y fenoldgicos.

Laelia speciosa crece en sitios con mayor altitud, mas frios y secos y requiere de un periodo
de reposo con bajas temperaturas, alta intensidad luminosa y escasa 0 nula precipitacion
(Hernandez-Apolinar, 1992, Avila y Oyama, 2002), mientras que Laelia anceps subsp. anceps
requiere de periodos de reposo con temperaturas medias, humedad constante e intensidad luminosa
media (Soto-Arenas, 1993).
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Se ha observado que en especies de orquideas epifitas de bosques de pino encino o
bosques de mayor altitud los periodos de reposo son mas largos, mientras que las especies de

orquideas epifitas de clima templado- calido son de reposo mas cortos.

Especie Altitud Intensidad Clima Humedad Ciclo Periodo de Tamaiio
luminosa reposo
Laelia speciosa 1800-2500 soleada frio Secaobaja | 17 afios | 5 meses 10-20 cm.
msnm
Laelia anceps | 300-1000 Sombra calido Media a alta | 4 afios 3 meses 25-40 cm.
subsp. anceps msnm media

Otros ejemplos de orquideas tropicales de ciclo corto son las especies e hibridos de
Dendrobium (Teixeira da Silva et al., 2017) en donde aplican la pre-aclimatacion para incrementar la
sobrevivencia de las plantulas; lo que me lleva a deducir que la pre-aclimatacion debe ser similar al
clima, reposo y ciclo de crecimiento de la especie en forma natural; por lo que es importante que en
futuros trabajos de pre-aclimatacién se estudien y relacionen la fenologia, la duracion del ciclo y las

eco fisiologia de la especie con la duracién del periodo de pre-aclimatacion.

Como podemos observar, aunque son especies del mismo género no necesariamente el
periodo de pre-aclimatacion es similar; Laelia anceps subsp. anceps presentod periodos de pre-
aclimatacion cortos, similares a los del género Dendrobium; por lo que parece que los periodos estan

mas relacionados con la ecofisiologia y fenologia de las especies que pertenecer al mismo género.

Durante la aclimatacion, la supervivencia de las plantulas se ve afectada por las deficiencias
fisiolégicas y anatomicas que estas presentan, ya que pasan de un estado fotomixotréfico
(heterétrofo) a autétrofo (Hazarika et al., 2006), pudiendo desecarse rapidamente por los cambios
drasticos sobre todo de humedad en el medio ambiente, por ello es importante que se tomen las
precauciones para adaptar la plantula al nuevo entorno. En este caso la propuesta es la pre-
aclimatacion de las plantulas dentro de los frascos procedentes de cultivo in vitro y que las plantulas
empiecen a corregir gradualmente las anomalias morfofisiolégicas dentro del mismo y asegurar la
supervivencia en condiciones ex vitro (Pospisilova et al.,1999) lo cual se logra observar en la

aclimatacion de las mismas en las raices, donde las plantulas presentan desarrollo de sistema
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radicular funcional, control estomatico para optimizar la transpiracién y endurecimiento cuticular
(Hew and Yong, 2004 ).

Cabe destacar que el experimento de pre-aclimatacion se realizé a finales de invierno y
principios de primavera, entre los meses febrero-mayo y en esta época del afio las condiciones de
temperatura y luz en Chavarrillo son similares a las condiciones de incubacién; para que de manera
gradual las plantulas se adaptaran a las nuevas condiciones ambientales de luz y temperatura y de
acuerdo con la fenologia de la especie, en febrero comienza el crecimiento de la raiz y de marzo a
mayo se activan las yemas vegetativas (brotes); por lo que durante el experimento se observé que
en los diferentes tratamientos, las plantulas presentaron incremento en su sistema radicular, asi
como también activacién de yemas de crecimiento expresada en incremento de hojas y en su
longitud total de la plantula, donde las plantulas sobrevivientes de cada tratamiento lograron corregir
las anomalias morfofisiologicas de in vitro, elevaron su tasa fotosintética, activaron los estomas y
presentaron un endurecimiento de cuticula, sin embargo, las plantulas del tratamiento con 10 dias

de pre-aclimatacion presentaron mayor supervivencia y crecimiento.

En ultimo mes de evaluacion (al cuanto mes) se present6 la formacidn de pseudobulbos, el
tratamiento con 10 dias de pre-aclimatacion presentd un numero mayor de plantulas con dicha
estructura. Esto indica que las plantulas aumentaron su capacidad de almacenar agua y nutrientes,
asegurando su crecimiento y desarrollo (Hew and Yong, 2004), preparandose para sobrevivir bajo
las condiciones adversas en su zona de distribucion y establecimiento. Este resultado coincide con
la aclimatacion de Laelia halbingeriana, cuyas plantulas presentaron formacién de pseudobulbo a

partir del cuatro mes de aclimatacién (Heredia, et al., 2009).
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10.2.- Establecimiento natural de la especie.

La caracterizacion de la especie en campo se realizo relictos de encinar tropical, por el hecho de que
se ha observado que Laelia anceps subsp. anceps tiene preferencia por establecerse sobre los
encinos (Morales-Linares, 2009, Torres-Cantu, 2013 y Soto-Arenas, 1993). De acuerdo a los
resultados obtenidos, los forofitos de las zonas de estudio presentaron estructura muy parecida, en

cuanto a la altura, didmetro a la altura del pecho y la cobertura.

Se pudo observar que Laelia anceps subsp. anceps se establece de manera natural sobre
este forofito(encino), el cual le brinda las condiciones adecuadas para su establecimiento. En
primera instancia les da soporte y su corteza rugosa les permite un buen enraizamiento y drenaje, la
cobertura necesaria para el desarrollo de la especie, ya que esta oscila entre el 35y 50 %, segun la
zona Yy la estacion del afio; pero siempre expuesta a mucha luz. Las semillas de las orquideas son
muy pequefas y se dispersan con el viento, recorriendo largas distancias y las que se alojan sobre
la copa de los forofitos, pueden germinar y adaptarse a la corteza del arbol por medio de sus raices,
las cuales han desarrollado una estructura esponjosa llamada velamen, cuya funcién es la de
absorber el agua y nutrientes procedentes de la lluvia y escurrimientos de las ramas, ademas de
realizar fotosintesis; el tejido cortical de la raiz hospeda hifas de hongos las cuales le ayudan a la
orquidea a degradar y absorber los nutrientes y proveen a las semillas de nutrientes para su

germinacion y desarrollo.

Ademas, este forofito, encino, aloja a otras especies de orquideas, liquenes, bromelias y
musgos, los cuales ofrecen un buen lugar para el establecimiento de semillas y esporas de epifitas.
En este estudio se identificd que Laelia anceps, subsp. anceps se establece en la corteza de encinos
asociada y en combinacién con musgos, liquenes y bromelias en un 74.2 % y comparte espacio una
especie de orquidea, Rhyncholaelia glauca (Flores-Palacios y Garcia-Franco, 2003) principalmente,
en cuanto a la siguiente asociacién mas frecuente es con liquen, con un 12.3%, lo cual coincide en
parte con el estudio realizado por Cedillo et al, (2013), ya que Prosthechea aff. karwinskii en su

establecimiento sélo se asocia con liquenes.
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Otra de las adaptaciones de esta especie es el pseudobulbo, el cual le permite almacenar
nutrientes y agua para posteriormente utilizarla en la época marcada de sequia; por lo que las
adaptaciones morfofisiologicas de las epifitas dependen en mucho de las caracteristicas del forofito
(su forma bioldgica, altura, textura, arquitectura del follaje y su condicién perenne o caducifolia) y las

condiciones ambientales (Granados-Sanchez, et al.,2003).

De acuerdo a la zona de estudio, la cual se caracteriza por ser calida y presentar estaciones
muy marcadas, tuvo como vegetacion principal el encinar tropical, del cual solo quedan relictos y
sobre los cuales trabajamos; estas estaciones marcadas para la orquidea son importantes y
parecieran que la fenologia del forofito y de las especie estan sincronizadas, por el hecho de que
esta especie de orquidea necesita mucha luz, temperatura calida, ventilacién y buen drenaje para su

germinacion, crecimiento y desarrollo; factores que el forofito y el ambiente en el que se desarrollan

le proveen.
Laelia anceps subsp. anceps. Forofito (Quercus spp.) Relacion
Primavera: Desarrolla yemas Primavera: El aumento de hojas nuevas en
estimuladas por la luz. el encino, reduce la intensidad luminosa y
Verano: Termina de crecer el nuevo Primavera-Verano: permite el desarrollo de las yemas

brote y el pseudobulbo se llena de agua y Renovacién de hojas vegetativas.

nutrientes, ademas de inducirse la vara | ocasionada por las lluvias | Verano: La cobertura foliar total del encino,
floral. y florecen. protege a la orquidea de los rayos directos
del sol durante la etapa de mayor crecimiento

y desarrollo de la vara floral.

Otofo: Florece y generar capsulas con Otofio: La senescencia de las hojas del
semillas, las cuales tienen un tiempo de encino permite una mayor entrada de luz que
maduracion de 4 meses a partir de su Otoiio-Invierno: permite antesis de la flor de la orquidea.

polinizacion. Defoliacion (hasta el 60 | Invierno: La defoliacién del encino permite
Invierno: Capsula se abre y se dispersan %) y tiran sus una mayor entrada de luz y ventilacién que
las semillas. semillas(bellotas). coindice con el periodo de reposo de la

orquidea y al finalizar permite que las yemas
se activen e inicien crecimiento durante la

primavera.

De acuerdo con Halbinger y Soto-Arenas (1997) y Hagsater et al. (2005), la distribucion de

los individuos de Laelia anceps subsp. anceps sobre los arboles no ha sido estudiada a profundidad
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y sblo se describe de manera general que las especies de este género se desarrollan en ramas
grandes y horizontales, ausentes en niveles inferiores de tronco y ramas exteriores de copa. En el
presente estudio pudimos constatar que la especie independientemente de la altura de los arboles
hospederos, se establece, crece y desarrolla dentro de la copa del arbol (zonas: B, C y D)
(Johansson,1974) en la parte superior de las ramas grandes horizontales, lo cual permite a las hojas
de la especie tengan un mayor acceso a la luz, tener una mejor ventilacién, captacion de humedad,
agua y nutrientes; logrando activar las yemas para su crecimiento y su desarrollo vegetativo; ademas

de ser accesible a los polinizadores.

La preferencia de establecimiento natural de Laelia anceps subsp. anceps contrasta con el
de la especie lonopsis utricularioides, la cual crece y se distribuye en las ramillas de los arboles
(Zona E), nunca en el tronco ni dentro de la copa (Garcia-Gonzalez y Riverdn-Gird, 2014), asi mismo
con Prostechea aff. karwinskii, la cual tiene preferencia por establecerse en la parte lateral y debajo
de las ramas (Cedillo et al., 2013).

En cuanto a la orientacidn de la especie en la zona de estudio, se observé que esta especie
en la zona abierta tiene preferencia por orientar sus hojas y varas florales hacia el norte (noreste y
noroeste), lo cual al orientarse al norte crea un microhabitat donde hay una mayor humedad. Sin
embargo, estudios de orientacion otras especies, indican que Lepanthes eltoroensis tiende a hacerlo
hacia el noroccidente (Tremblay y Velazquez-Castro, 2009); mientras que Tetramicra malpighiarum
crece con orientaciones sur y noroeste (Garcia-Gonzalez et al, 2016) y Prosthechea aff .karwinskii
hacia el este, sur y oeste (Cedillo et al., 2013) mientras tanto lonopsis utricularioides no presenta una

marcada preferencia de orientacion cardinal (Garcia-Gonzalez y Riverdn-Gird, 2014).

A pesar de que Laelia anceps subsp. anceps tiene preferencia de establecerse sobre este
forofito; debido a los cambios de uso de suelo en la zona de estudio, el encinar tropical ha sido
desplazado por cultivos (Arriaga, 2000). Sin embargo, se ha observado que la especie puede
adaptarse, crecer y desarrollarse sobre otros forofitos, incluso sobre las rocas, siempre y cuando
tengan las condiciones favorables para hacerlo (Halbinger y Soto-Arenas, 1997). Esto abre una
alternativa para la conservacion y manejo de la especie, pudiendo hacerlo dentro de su rango

geografico, aunque no sea sobre su principal forofito (circa situm).
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X1.-CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Esta investigacion nos permiti6 entender y ampliar el conocimiento sobre Laelia anceps subsp.
anceps, especie de gran valor cultural, econdmico y ornamental en la localidad de Chavarrillo y la

region.

La pre-aclimatacion es importante para obtener una dptima aclimatacion en plantulas
procedentes de cultivo in vitro ya que nos ayuda a tener mayor sobrevivencia y crecimiento durante
esa etapa critica; por lo que en el presente trabajo contribuye a mejorar y sistematizar el manejo de
la especie en condiciones de invernadero, ya sean para fines econoémicos, culturales, ornamentales

ylo ecoldgicos.

El presente trabajo contiene informacion relevante necesaria para la conservacion de la
especie en campo y simultaneamente la importancia de conservar los remanentes de encinares
tropicales, ya sea considerando una reubicacién, repoblacién y/o establecimiento de nuevas
poblaciones, tanto de plantulas procedentes de cultivo in vitro como divisiones de plantas adultas
(reproduccion asexual) logrando mayor sobrevivencia de la especie en campo de manera in situ 0

circa situm.

Por lo anterior expuesto, se propone lo siguiente:

e Realizar cultivo in vitro de la especie con semillas procedentes de la mayor cantidad de
capsulas y de la region, con lo cual aseguramos conservar la variabilidad genética de la
especie.

e Trasladar los frascos sellados con plantulas al sitio donde finalmente se destinaran y
mantenerlos asi bajo las condiciones del lugar durante 10 dias (pre-aclimatacién) para luego
aclimatar (extraer las plantulas de los frascos).

¢ Aclimatar las plantulas en maceta con una mezcla de sustratos (grava, tepezil, carbon y Peat
moss™) en la proporcion 1:1:0.5:0.5) para asegurar buen drenaje el desarrollo del sistema
radicular de la especie.

e Se recomienda una aclimatacion de al menos 4 meses, debido a que durante ese tiempo la

sobrevivencia es del 90% y muchas plantulas presentan formacién de pseudobulbos.
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e Es importante realizar este proceso durante el invierno ya que las plantulas sufren menos
desecacion y conforme va pasando el tiempo se van adaptando a la luz y a las altas

temperaturas que pudieran presentarse en primavera y verano.

Después de haber obtenido las plantulas se puede considerar mantenerlas en condiciones
de vivero para un aprovechamiento sustentable, el cual se puede realizar a través de Unidades de
Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMAS), en donde se necesitaria establecerlas y/o

trasplantarlas en otras macetas para que continties con un éptimo crecimiento.

Un aspecto importante por considerar es el ocupar las plantulas para programas de
reintroduccion y/o reabastecimiento de la especie en areas especificas, segun el caso; para lo cual

se propone realizarlo de la siguiente manera:

e Considerar la altura y cobertura de los forofitos, segun el tipo de relicto de encinar ylo
acahual, incluso en zonas de cultivo (circa situm); sin embargo, si se decide realizarlo en
zonas relicto de encinar tropical, se propone que en zonas abiertas se establezcan a los 6
m. de altura, en las zonas cerradas se establezcan a los 5 m y en las zonas riberefias a los
3 m de altura; procurando establecerlas en zonas expuestas a la luz y corrientes de aire.

e Esimportante establecer la especie dentro de la copa de los arboles, en las zonas: B, Cy D
(Johansson, 1974), sobre la parte superior de las ramas y que la corteza del forofito esté
habitada por al menos liquenes, ademas de otras plantas epifitas (musgo, bromelias y

orquideas).
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ANEXOS

Pre-aclimatacion

Prueba de Tukey HS de significancia estadistica al 95% para la variable longitud de plantulas entre

los tratamientos.

Tratamientos Valor P
10-0 0.0000058
10-15 0.0003994
10-25 0.0000441
10-30 0.0008505

Resultados de la prueba Tukey HS con una significancia de 95 %, la cual muestra diferencias

significativas en nimero de hojas por tratamiento (P> .001).

Tratamientos Valor P
10-0 0.0000027
10-5 0.0001335
10-15 0.0000102
10-20 0.0039287
10-25 0.0000042
10-30 0.0444245

Resultados prueba Tukey HS con 95 %, muestra diferencias significativas en nimero de raices.

Tratamientos Valor P
10-0 0.0000001
10-5 0.0000274
10-15 0.0003007
10.25 0.0000058
10-30 0.0006418
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