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|. RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 en la Reserva Natural Barranca del
Cupatitzio del Municipio de Uruapan en el Estado de Michoacan. Esta Reserva a
pesar de ser un &rea protegida, en la actualidad se encuentra fragmentada debido al
crecimiento de la zona urbana adyacente a ella que ademas ha influido de manera
directa o indirecta en la alteracidon del habitat, ocasionando diferente impacto sobre la
vegetacion original y su entorno. Debido a esto y otros factores, como sucede en
gran parte de nuestro pais, las poblaciones naturales de orquideas han disminuido
sin que se cuente con datos precisos de su situacion actual y de la interrelacion que
guardan con otros organismos, como lo son sus hongos micorrizicos asociados. Por
lo que estudios como el presente son importantes ya que permiten tener una mejor
vision sobre la contribucién e importancia de estos organismos en la distribucién
geografica, competencia ecolégica y evolucion de las orquideas para proponer

programas de conservacion o reintroduccion de estas plantas.

En este trabajo se determind la distribucién y abundancia relativa de tres
especies de orquideas terrestres pertenecientes al género Bletia: B. roezlii, B.
punctata y B. purpurata, se generd un primer estudio diagnostico sobre el grado de
micorrizacion natural que presentan mediante la caracterizacion in situ de los
patrones de colonizacién micorrizica en raices maduras, y se realizé el aislamiento,
caracterizacion morfolégica e identificacion de los hongos micorrizicos asociados en

sitios con diferente grado de perturbacion.

Se delimitaron cuatro zonas en la reserva en funcion de su grado de
perturbacion y calidad de sitio. Se hicieron recorridos de reconocimiento e

identificacion de las especies del género, durante una sola época de floracion (2008).
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Los resultados obtenidos muestran que los patrones de colonizacion
micorrizica y la variedad de hongos asociados varian con la especie y grado de
perturbacién del habitat. Se aislaron cuatro morfotipos de hongos micorrizicos, todos
afines al género anamorfo Epulorhiza incluido en el género-forma Rhizoctonia,
algunos con afinidad al teleomérfico Tullasnela calospora. La especie B. roezlii fue la
que tuvo mayor distribucién y abundancia para el afio de muestreo y la que presento
los porcentajes de colonizacion mas altos sobre todo en los sitios de mayor
perturbacion en donde se le encontré asociada con varios de los morfotipos aislados
aun en una misma raiz. Es posible que el éxito adaptativo de esta especie pueda ser
explicado en parte por su capacidad de asociarse con una mayor variedad de
hongos. B. purpurata se encontr6 bien representada en la reserva aunque la
colonizacion fue mas heterogénea, presentando la colonizacibn mas alta en lugares
poco perturbados con buena calidad de sitio. B. punctata fue la especie que presenté
menor distribucion y abundancia en la reserva, asi como menor capacidad de
adaptacion a la transformacion de su habitat ya que en los sitios que fueron
sefialados con algun grado de perturbacion su presencia fue escasa o nula. En estos
sitios se encontré asociada con un solo morfotipo de hongo presentando porcentajes
de colonizacion bajos. Estos resultados parecen sefialar también que la distribucion y
capacidad de dispersion y adaptacion de los hongos micorrizicos asociados pueden
ser factores que han permitido la presencia y distribucion de estas plantas en

diferentes habitats.
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. SUMMARY

The distribution and relative abundance of three species of terrestrial orchids of
the genus Bletia: B. roezlii, B. punctata and B. purpurata were determinated, a first
diagnostic test of the degree of natural mycorrhization was performed through in situ
characterization of mycorrhizal colonization patterns in mature roots, and the
mycorrhizal fungi associated were isolated, characterized and identified through their
morphology, the study was realized in sites with different degree of disturbance in the

Nature Reserve Barranca del Cupatitzio in Uruapan, Michoacan.

Four zones were delimited in the reserve in accordance with their degree of
disturbance and site quality. There were tours of recognition and identification of
species of the genus, during a single flowering season (2008). The results show that
the patterns of mycorrhizal colonization and diversity of the associated fungi vary with
the degree of disturbance and habitat and with the species. Four morphotypes of
mycorrhizal fungi were isolated, all related to the anamorphic genus Epulorhiza
included in the genus-form Rhizoctonia, indicating that there is some specificity to

genus level in these plants for their fungal partners.

B. roezlii was the species with greater distribution and abundance for the year
of sampling, the adaptive success of this species can be explained in part by its ability
to partner with a greater variety of fungi. B. purpurata was well represented in the
Reserve although the colonization was more heterogeneous, presenting the highest
colonization in undisturbed sites with good quality site. B. punctata was the species
with a lower distribution and abundance in the Reserve and with a reduced ability to
adapt to habitats perturbation, in the sites that were marked with some degree of
disturbance their presence was little and on these sites the plants were found
associated with a single morphotype of fungus and the colonization rates were low.
These results seem to indicate that the distribution and dispersal capacity and
adaptation of the associated mycorrhizal fungi may be factors that have allowed the
presence and distribution of these plants in different habitats.
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lll. INTRODUCCION GENERAL

Las orquideas son un grupo con gran diversidad de plantas de origen
relativamente reciente que pertenecen a la familia Orchidaceae. Esta familia es
considerada dentro de las mas diversas en el mundo ya que incluye casi el 10% de
las plantas con flor (Dressler 1981) con un aproximado de 25 000 especies (Jones
2006) y de las cuales al menos mil se encuentran distribuidas en diferentes estados
de la Republica Mexicana. Para el estado de Michoacan se mencionan alrededor de
200 especies, algunas consideradas de distribucion escasa o rara (Instituto de

Ecologia, Patzcuaro 2008).

Las micorrizas de orquideas son interacciones entre hongos y plantas de la
familia Orchidaceae y difieren de otros tipos de micorrizas por sus caracteristicas
distintivas. Son consideradas una asociacion benéfica y un factor que ha influenciado
en la forma, funcion y adaptacion de la familia (Zettler et al. 2004).

La mayoria de las especies de orquideas en el mundo son fotosintéticas, otras
constituyen un numero pequefio de especies que son mico-heterotroficas a lo largo
de su ciclo de vida, es decir, que necesitan de sus hongos completamente para
adquirir su recurso energético y recientemente se reconoce a las mixotrofas, en
donde las orquideas fotosintéticas suplementan parte de su carbono fijado con el que
deriva de los hongos micorrizicos (Dearnaley 2007). Aun asi, se desconoce el grado
en el cual una combinacién de fototropia y micotrofia es importante para la
supervivencia y competicion de las orquideas terrestres, aunque se ha observado
qgue en especies con floracion en invierno la micotrofia y la fotosintesis se utilizan
simultdneamente (Rasmussen y Whigham 2002b) y la colonizacién micorrizica tiene
una marcada influencia en el crecimiento y desarrollo de estas plantas (Siddique y
Raghuvanshi 1993).
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Sin embargo, sin importar el tipo de habitat en el que se desarrollen, las
orquideas son micétrofas facultativas ya que requieren de la estimulacion de un
hongo para la germinacion de la semilla y/o el rdpido desarrollo del protocormo en
condiciones naturales. Algunas requieren hongos endofiticos e intracelulares en uno
0 mas de sus érganos tales como raices y cormo en algun periodo de su ciclo de

vida hasta la etapa adulta (Mukerji et al. 2002).

Los estudios de identificacion morfolégica y molecular de hongos asociados a
orquideas indican que existe un amplio rango de hongos que actdan como
micobiontes, pero que presentan taxa comunes, con lo que se apoya que estas
plantas presentan interacciones flungicas especificas.

Estudios mas recientes indican una situacion mas compleja ya que algunas
orquideas fotosintéticas, alin cuando muestran un amplio rango de asociacion, tienen
un unico hongo micorrizico dominante (Dearnaley 2007) por lo que resulta importante

estudiarlas en diferentes habitats.

En México, las orquideas terrestres tienen como géneros mas representativos
a Bletia, Govenia, Habenaria y Malaxis. El centro de diversificacion para el género
Bletia se encuentra en este pais, con un aproximado de 50 especies distribuidas en
diferentes estados de la Republica (Soto 1988). Sin embargo debido a la pérdida de
sus habitats, principalmente por cambios en el uso de suelo, deforestacion y erosion,
las poblaciones de estas orquideas han disminuido a través del tiempo, de manera
que resulta importante la conservacion de las mismas mediante programas de

recuperacion de habitats y de las especies que normalmente se desarrollan en ellos.
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Muchos proyectos de conservacion utilizan técnicas simbibticas para la
propagacion de estas plantas, utilizando bancos de semillas y cultivos de hongos, y
ademas evallan sitios de crecimiento natural. Las especies de orquideas
consideradas raras o amenazadas se han estado propagando simbidticamente con el

propésito de conservacion ex situ o reintroduccion (Rasmussen 2002a).

lll. 1. JUSTIFICACION

Aungque en México la familia Orchidaceae se encuentra taxondmicamente bien
catalogada, son pocos los estudios que se han realizado con la finalidad de conocer
la interaccion que tienen estas plantas con otros organismos, como son los hongos
micorrizicos que se asocian con ellas. Estos organismos son muy importantes para
los procesos de germinacion de la semilla, debido a lo cual las orquideas viven en
simbiosis con ellos al menos en las primeras etapas de desarrollo (Mukerji et al.
2002).

Y como sucede en otras partes del mundo, en este pais, muchas especies de
orquideas se encuentran actualmente en alguna categoria de riesgo debido a
problemas ecologicos como la fragmentacion de sus habitats naturales, la
deforestacion, erosion, contaminacion y cambios en el uso de suelo, entre otros
(Rangel-Villafranco y Ortega-Larrocea 2007). Por lo que resulta importante estudiar
no soélo a estas plantas sino también a todos los organismos que interaccionan con
ellas si se pretenden desarrollar programas de conservacion de este recurso dada la

importancia ecoldgica y econdmica que representa esta familia de plantas.

Uno de los aspectos que se deben de tomar en cuenta al momento de
seleccionar especies para este tipo de programas es la facilidad de propagacion o el
grado de amenaza en que se encuentren (Ortega-Larrocea y Rangel-Villafranco
2007).
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Se ha observado que muchas de las especies del género Bletia se desarrollan
bien en sitios con diferente grado de perturbacion, zonas pedregosas Yy sitios con
suelos escasos y dado que muchas de ellas no se consideran amenazadas pueden

ser utilizadas como plantas modelo.

Se ha demostrado también que en las orquideas terrestres, existen distintos
grados de especificidad por sus endofitos micorrizicos (especificidad taxondmica).
Esta puede variar a lo largo de la vida de una orquidea (especificidad fenoldgica).
Este fendbmeno ha sido poco estudiado en las orquideas mexicanas, asi como
tampoco el patron de colonizacion que presentan en condiciones naturales
considerando la micotrofia casi obligada que presentan la mayor parte de las

orquideas terrestres.

En el Estado de Michoacan existen mas de 200 especies de orquideas,
algunas de ellas endémicas y que debido a la pérdida o perturbacion de sus habitats
naturales sus poblaciones se han visto disminuidas al paso del tiempo. Se ha
corroborado que ningun intento de restauracién o reintroduccion puede tener éxito si

no se considera a los microorganismos del suelo (Batty et al. 2002).

A nivel mundial la reintroduccién simbiotica ya es una practica comun para el
rescate y conservacion de especies amenazadas y para la recuperacion de funciones
ecologicas, sin embargo en nuestro pais los programas de reintroduccion de
orquideas a sus hébitats naturales no ha considerado a los hongos simbiontes
(Ortega-Larrocea y Gonzalez 2008). Por lo tanto resulta importante conocer la
dinamica de su asociacion micorrizica para que se puedan proponer proyectos de
reintroduccion simbidtica, dada la importancia del hongo en las etapas tempranas de
desarrollo de estas plantas.
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De ahi que el objetivo principal del presente trabajo sea la caracterizacion in
situ y el aislamiento in vitro de los hongos micorrizicos presentes en las raices
maduras de plantas de algunas especies del género Bletia (que corresponden a

orquideas terrestres representativas en el estado de Michoacan).

Esto permitird identificar a los componentes de esta asociacion y entender su
estructura y funcion como una primera aproximacion que permita proponer en un

futuro programas de conservacion y restauracion de este recurso.

l1l. 2. MARCO TEORICO

Las orquideas tienen tres principales habitats de crecimiento: suelo
(terrestres), sobre otras plantas (epifitas) y sobre superficies rocosas (litofiticas)
(Dearnaley 2007). Como las semillas de las orquideas son diminutas y contienen
pocas sustancias de reserva, la colonizacién por hongos compatibles es esencial
para la germinacién y para el desarrollo inicial de la semilla sobre el sustrato (Smith y
Read 1997). En la interaccidon, las hifas fungicas crecen en los tejidos de las
orquideas y desarrollan estructuras helicoidales dentro de las células corticales
llamadas pelotones. Como se ha establecido la mayoria de las orquideas son
fotosintéticas en la madurez (Leake 2005), pero algunas requieren de hongos para

complementar sus requerimientos de carbono y otros nutrimentos.

Las orquideas son economicamente importantes. Por ejemplo, el fruto de la
vainilla es utilizado como saborizante en comidas y bebidas; los tejidos de Gastrodia
son importantes en la medicina natural y ademas las orquideas son un grupo muy
representado en la horticultura, dejando una derrama econdémica de millones de

dolares anualmente (Griesbach 2002).
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lll. 2.1 Especificidad orquidea-hongo

Se han realizado diferentes estudios sobre la especificidad entre la orquidea y
sus hongos asociados encontrando diferentes modelos, razén por la cual algunos
consideran que la especificidad esta correlacionada con los patrones de distribuciéon
de los hongos en el ecosistema y variaciones en el habitat, sobre todo en orquideas
micoheterotréficas. Ademas de que algunas evidencias indican que las orquideas
pueden cambiar de hongos asociados durante su ciclo de vida (Van der Heijden y
Sanders 2003). De tal manera que en ocasiones la germinacion no se lleva a cabo
con micobiontes extraidos del adulto, por lo que es importante analizar y determinar
las micorrizas asociadas tanto en semillas como en plantas adultas ya que si el
adulto y la semilla requieren diferentes micobiontes, resulta esencial que ambos sean
aislados y conservados durante cualquier programa de recuperacion (Dearnaley
2007, Rasmussen 2002a).

En comparacién con otros tipos de micorrizas se han realizado muy pocos
estudios sobre las micorrizas de orquideas y son muchas las especies de orquideas
que se encuentran al limite de la extincidén y que requieren urgentemente de estudios
ecologicos y fisioldgicos. Muchas orquideas terrestres (tanto fotosintéticas como
mico-heterotroficas) aun no han sido cultivadas y algunas se encuentran

amenazadas debido principalmente a la pérdida de sus habitats (Dearnaley 2007).

A nivel internacional existen algunas investigaciones sobre micorrizas en
orquideas que han determinado la especificidad en esta asociacion. En una revision
realizada por Van der Heijden y Sanders (2003) se sefiala que muchas orquideas

mico-heterotroficas son altamente especificas hacia su hongo asociado.
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Mientras que otros estudios muestran expresion de especificidad aun cuando
diversos hongos coexisten con la planta. Actualmente, la especificidad del hongo en
orquideas ha sido estudiada utilizando dos métodos: el primero consiste en el
analisis de la germinacion y desarrollo de la semilla con varias cepas de hongos bajo
condiciones controladas en medios de cultivo monoxénicos en laboratorio, mientras
que el segundo método incluye una descripcion morfolégica y/o aislamiento del
hongo de plantas adultas desarrolladas en estado silvestre.

La gran mayoria de las aportaciones frecuentemente sugieren baja
especificidad, al menos en especies fotosintéticas (Rasmussen 2002a). Sin embargo
en estudios realizados con técnicas moleculares se puede conocer mas la
variabilidad de los endofitos que morfolégicamente es muy similar (Dearnaley 2007,
McCormick et al. 2006) y sugieren una especificidad significante cuando se

transfieren pelotones individuales a medios de cultivo puros.

La especificidad en la asociacion micorrizica observada en algunas orquideas
fotosintéticas posiblemente ayuda a mejorar las tasas de germinacion de la semilla y
les proporciona una eficiencia fisiolégica mayor. En orquideas con prolongados
periodos de latencia o especies confinadas a habitats con poca penetracion de luz,
existe quiza una mayor dependencia hacia los hongos para obtencién de carbono y

nitrogeno (Gebauer y Meyer 2003, Cameron et al. 2006, Dearnaley 2007).

La mayoria de las orquideas terrestres fotosintéticas estudiadas se asocian
con hongos saprofitos, muchas de ellas se asocian con el mismo hongo en la fase
juvenil y en la adulta (aunque la especie de hongo puede variar dependiendo del
hébitat) y algunas especies forman asociaciones con taxa muy especificos de
hongos, algunas veces con una sola especie (McCormick et al. 2004). De tal manera

gue si esta especie no esta presente la orquidea no se asocia con ningun otro hongo.
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Por otro lado se ha observado que en ocasiones una sola orquidea puede
asociarse con multiples hongos a la vez (oligofagas) o con un solo hongo por vez,
pasando de uno a otro (monofagas), ambas estrategias pueden ser adaptaciones
que aseguran la sobrevivencia de las plantas (McCormick et al. 2006, Rasmussen y

Rasmussen 2007).

Las orquideas de climas templados (norte o sur) han mostrado ser mas
dependientes de su hongo asociado que aquellas de climas calidos. Esto
considerando que muchas orquideas tropicales y sus hibridos son actualmente
propagadas utilizando técnicas de cultivos de tejidos que no requieren la germinacion
simbidtica. Muchas especies de orquideas de climas templados son frecuentemente
dificiles de propagar por métodos no simbidticos e incluso sus poblaciones naturales
estdn declinando rapidamente debido a las actividades antropogénicas. La
germinacion, en general, es estimulada o acelerada en presencia del hongo
micorrizico, pero el efecto, es menos aparente en especies tropicales que germinan
mucho mas rapido que sus contrapartes de climas templados del Norte (Vij et al.
2002, Arditti 1992). La especificidad orquidea hongo también se ha visto que es mas

limitada.

La mayoria de las orquideas fotosintéticas se asocian con hongos anamorficos
del género forma Rhizoctonia y también se ha observado que la mayoria de las
simbiosis micorrizicas durante la germinacion de la semilla se da con hongos de este
grupo (Vij et al. 2002).

Rasmussen (2002a) sugirié que las orquideas fotosintéticas se asocian con un
amplio rango de micobiontes mientras que en especies micoheteroréficas el rango es
mas estrecho. Sin embargo algunas de estas orquideas aun cuando se asocian con
un amplio rango, presentan un solo tipo de hongo micorrizico predominante y estas
asociaciones tan especificas, generalmente se dan con miembros de Tulasnellaceae

y Ceratobasidiaceae en plantas epifitas.

11
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Recientemente se han corroborado otros géneros de hongos micorrizicos de
orquideas como Thanatheporus. Estos micobiontes pudieron ser identificados
mediante el uso de técnicas moleculares (Dearnaley 2007).

Entre las especies de orquideas autétrofas que muestran especificidad, se
encuentran los géneros Cypripedium y Spiranthes siendo los micobiontes
predominantes miembros de las taxas Tulasnellaceae, Russulaceae vy

Ceratobacidiaceae (Van der Heijden y Sanders 2003, Dearnaley 2007).

Algunos miembros del género Corallorhiza sp., que es micoheterotréfico, se
asocian con hongos de los Telephoraceae y Russulaceae (Van der Heijden y
Sanders 2003).

Algunos otros grupos de hongos que se han encontrado formando
asociaciones con orquideas son Sebacinaceae, Pyronemataceae, Coprinaceae y

Tricholomataceae (Dearnaley 2007).

En estudios moleculares realizados en orquideas terrestres de Europa y
Norteamérica, asi como en orquideas tropicales de Asia (Kristiansen et al. 2001) y
Puerto Rico se aislaron hongos del grupo Rhizoctonia, todos relacionados a

Ceratobasidium sp. de regiones templadas (Otero et al. 2002).

En cuanto a orquideas terrestres en Meéxico, existen varios trabajos
elaborados a partir de germinacion simbidtica de semilla y analisis de desarrollo que
describen aspectos en la relacion planta-hongo (Ortega-Larrocea et al. 2004, Rangel-
Villafranco et al. 2004).

12
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Rangel-Villafranco y Ortega-Larrocea (2004) sefialaron que las especies del
género Bletia se desarrollan rapidamente a plantula con hongos aislados
provenientes del mismo género, mientras que especies como Dichromanthus
aurantiacus y D. cinnabarinus presentan un desarrollo mas dependiente y especifico
de la simbiosis. Ademas de que sefialan cierto grado de especificidad a nivel de
género ya que plantas adultas de algunas especies de Bletia se asocian en medios
ambientes naturales con hongos del género Epulorhiza mientras que especies como
Dichromanthus aurantiacus se asocian con hongos del género Cerathoriza (Ortega-

Larrocea y Rangel-Villafranco 2007).

lll. 2. 2 Caracteristicas de los principales grupos de hongos asociados

Los hongos superiores con frecuencia tienen dos nombres basados en dos
grupos de caracteristicas diferentes: los nombres anamorficos se apoyan en
caracteristicas vegetativas tales como morfologia de las hifas y de las esporas
asexuales, mientras que los nombres teleomorficos estan basados en las
caracteristicas de las estructuras de reproduccion sexual, como son las
caracteristicas micro y macroscépicas de los esporocarpos. Las estructuras sexuales
generalmente proporcionan mas informacion para la taxonomia y sistematica que las
estructuras vegetativas. Sin embargo, los hongos que se incluyen en el género
forma Rhizoctonia rara vez revelan sus basidiocarpos y por eso muchas veces se

identifican por sus anamorfos.

La sistematica de estos hongos ha sido estudiada utilizando tanto
caracteristicas morfolégicas como moleculares. Una de las caracteristicas
morfolégicas que ha ayudado en la clasificacién del grupo Rhizoctonia es el nimero
de nulcleos presentes en las células jovenes. Observandose células multi, bi y
uninucleadas por lo que la determinacion del nimero de ndcleos es un proceso

importante para su clasificacion (Sneh et al.1991).
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La produccién de cadenas de células monilioides (propagulos de resistencia

asexuales) es otra caracteristica de este género (Van der Heijden y Sanders 2003).
Las células monilioides pueden presentar cadenas simples o ramificadas con una
relacion longitud — ancho de 1-3:1 (Fig. 1). Estas células pueden ser hialinas o cafés
y varian en forma (lobuladas, piriformes, irregular o en forma de barril); su tamafio va

de 10 x 20 a 25 x 40 um y pueden formar esclerocios aunque en ocasiones éstos

pueden no formar células monilioides y estar constituidos por hifas indiferenciadas
(Sneh et al.1991).

El color de las colonias y las tasas de crecimiento son también caracteristicas
a considerar ya que nos permiten diferenciar entre especies de este grupo. Se ha
observado, por ejemplo, que algunas especies de Epulorhiza presentan tasas de
crecimiento muy lentas mientras que en especies de Ceratorhiza las tasas de

crecimiento son muy rapidas (Currah et al. 1997).
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Otra caracteristica de este género es la reaccion que presentan a la polifenol

oxidasa de tal manera que Epulorhiza es consistentemente negativa mientras que
por ejemplo Ceratorhiza reacciona positivamente oxidando el medio de cultivo
(Currah et al. 1997).

Rhizoctonia solani Kiihn (teleomorfico Thanatephorus cucumeris (Frank Donk)
es el anamorfo mas estudiado de este género y posee las siguientes caracteristicas :
ramificaciones cerca del septo distal de las células en las hifas jovenes en angulos
cercanos a los 90 °, constriccion de la hifa y formacién de un septo a corta distancia
del punto de origen de los brazos hifales, septo doliporo y células multinucleadas en
las hifas vegetativas jovenes, manchas con pigmentacion café de las hifas (Fig. 2).
Las caracteristicas morfolégicas que nunca presenta incluyen : conexiones unidas,

conidios, esclerocios diferenciados en corteza y médula, rizomorfos y otra

pigmentacion que no sea café. Las primeras 3 caracteristicas se elevaron a nivel de
género (Sneh et al. 1991).

" Parentesol‘ra

b) 0)

Figura 2. Caracteristicas del género Rhizoctonia. a) Células multinucleadas; b) Ramificaciones en
angulos cercanos a 90° y septos cerca al punto de  ramificacion; c) septos doliporos. Fotos ay b
tomadas por A. Beltran; c tomada de http://www.biologia.edu.ar/fung.
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El grupo de hongos conocidos como Rhizoctonia incluye los géneros
anamorficos (asexuales) Ceratorhiza, Epulorhiza, Rhizoctonia y Opadorhiza (Moore
1988) de una variedad de hongos teleomorficos (etapas sexuales de Ceratobasidium,
Tulasnella, Thanatephorus y Sebacina). Algunos de estos hongos son bien
conocidos como patdgenos de plantas de una gran variedad de granos y tubérculos.

Debido a que todos los hongos asociados a las orquideas exhiben
caracteristicas muy similares, es dificil reconocer aislados individuales y mas aun
identificarlos. Sin embrago, se considera que la mayoria de las orquideas son
colonizadas por hongos de la subdivision Basidiomycotina, clase Himenomicetos
(subclase  Holobasidiomycetidae) excepto por Sebacina sp. (subclase
Phragmobasidiomycetidae). Pero en algunas especies del género Epipactis se han
encontrado hongos Ascomicetes formando micorrizas, principalmente de los géneros
Tuber sp., Wilcoxina sp. y Phialophora sp., aunque falta que sea corroborada su

funcién micorrizica (Dearnaley 2007, Sneh et al 1991).

[1l. 2. 3 Patrones de colonizacion

La mayoria de las orquideas tienen raices adventicias, fibrosas y a veces
tuberosas y presentan una capa de tejido esponjoso que las recubre, llamada
velamen. Esta estructura resulta importante dadas sus funciones de absorcion,
almacenamiento de agua y sales minerales, asi como en los procesos de simbiosis
micorrizica (Fig. 3c) (Arditti 1992). Las raices de algunas orquideas ademas cumplen
funciones fotosintéticas, sobre todo en especies de crecimiento monopodial que
carecen de pseudobulbos y crecen a partir de un solo apice vegetativo, de manera
vertical. En éstas, no existen hojas y por lo tanto la raiz debe cumplir esta funcion, a
diferencia de las especies de crecimiento simpodial que son aquellas que mantienen
un crecimiento lineal y siempre cuentan con pseudobulbos, mismos que dan lugar a

las hojas que son las que realizan la fotosintesis (Fanfani 1990) (Fig.3a y b).
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Sin embargo, todas estas raices albergan hongos micorrizicos durante una o

mas etapas de crecimiento. En algunas especies, el coértex de las raices es
colonizado extensivamente, mientras que en otras orquideas las masas flngicas
pueden encontrarse so6lo a lo largo de la periferia. La colonizacion se desplaza de
una célula a otra (Arditti 1992).

zona
suberosa

b)

Phalaenopsis sp. d)

Crecimiento monopodial
pelos
radiculares

zona de
alargamiento

apice
zona de
divisién

cofia o
pilorriza

Crecimiento simpodial secretora

Figura 3. Formas de crecimiento en las orquideas y estructura de la raiz. a) simpodial; b) monopodial;
c) corte transversal de la raiz; d) vista longitudinal de la raiz. Tomadas de http:/orquidea.biologia.com

El hongo micorrizico es capaz de existir en el suelo, ya sea como esclerocios
0 como micelio activo y penetra en la planta generalmente a través de los pelos
radicales o0 menos comunmente por penetracion directa en la epidermis radical. Las
orquideas son colonizadas por medio de hifas solitarias que pasan a través de la
pared celular por simple penetracion, usualmente mediante una delgada constriccion
de la hifa (Rasmussen 1995).
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La penetracion por los pelos radicales es la forma mas comun, sin embargo en
especies de algunos géneros como Cypripedium, Eria y Orchis, la colonizacion
puede ocurrir directamente por el velamen. El sitio y extension de la penetracion del
hongo varia con la especie. En la mayoria de las raices el velamen es separado del
cortex por una capa exodérmica de células de pared gruesa que puede estar
interrumpida por algunas células con actividad metabolica de pared delgada,
denominadas células de pasaje (Fig. 3c y d). La hifa puede o no proliferar en las
células del velamen/epiblema ya que las células exodérmicas de pared gruesa
pueden resistir la penetracién del hongo, mientras que las células de pasaje sirven

como punto de penetracion (Vij et al. 2002).

Los enrollamientos hifales se forman en la parte media del cértex en la
mayoria de las células. Durante la primera fase el hongo invade tejidos vivos, durante
la segunda fase el micelio formado es destruido. Después de una primera
colonizacion y degradacion de los pelotones del hongo las células de digestion de la
planta pueden sufrir un maximo de tres invasiones sucesivas durante su etapa de
crecimiento activo y se ha visto que el proceso desde la colonizacion hasta la
degradacion se lleva a cabo méas rapidamente en estas recolonizaciones
secundarias, en periodos de soélo tres o0 cuatro semanas. Los primeros pelotones
pueden no ser digeridos por completo y sus remanentes se pueden observar como
cuerpos espirales, alrededor de los cuales los nuevos pelotones se organizan
(Burges 1966, Arditti 1992, Vij et al. 2002).

En muchas orquideas, la raiz presenta en el cortex una capa de células
adyacentes a la epidermis que funcionan como células hospederas y dos capas que
funcionan como células de digestion, de tal manera que el hongo micorrizico puede
permanecer vivo en las células hospederas y ser digerido posteriormente en las
células de digestion (Arditti 1992). Este fendmeno es llamado tolipofagia y se

presenta en casi todas las orquideas (Fig.4a).
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Las hifas que forman pelotones estdn normalmente en paquetes compactos y

rodeados por una capa muy delgada de células en el citoplasma del hospedero lo
que genera una interface entre la orquidea y el hongo que es denominada matriz
interfacial (Peterson y Massicotte 2004). La composicion de esta matriz depende de
la edad del peloton y se ha encontrado que en los primeros procesos de colonizacion
la matriz carece de pectinas, celulosa y [(-1,3-glucanos mientras que estos
componentes de la pared estan presentes cuando hay pelotones en proceso de
senescencia y se encuentran rodeando las hifas en degeneracion (Peterson et al.
1996).
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Figura 4. a) Tolipofagia; b) Ptiofagia. Modificado de Arditti (1992) por A. Beltran.

Un fenbmeno menos comun es la ptiofagia que involucra el colapso de hifas
individuales mas que de grupos de hifas en una capa de células fagociticas que se
localizan en el cortex por debajo de dos capas de células de pasaje. En estas
células, la hifa desintegrada de la punta libera citoplasma y la pared celular queda

formando masas (el tisoma) que es digerido (Fig. 4b).
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Durante la invasion de las raices es posible distinguir dos fases de resistencia:
la primera denominada resistencia mecanica y la segunda resistencia

protoplasmaética.

En la resistencia mecanica las paredes de la planta invadidas por las hifas
pueden permanecer sin cambio; en ciertas orquideas sin embargo, se observan
cambios marcados en las paredes, como cierta distorsion por la presion de las hifas
que crecen y pasan entre las células. Se puede observar también cierto
espesamiento y las paredes adquieren una coloracién amarillenta. Cuando esto
pasa, la apariencia general es la de una pequefa lesién. Las células corticales
adyacentes a las hifas muestran un espesamiento similar pero no tan pronunciado
como las células en donde se lleva a cabo la penetracion (Burges 1966, Vij et al.
2002).

Una vez que las hifas han sobrepasado las barreras epidérmicas o del
velamen, se establecen en el cértex formando los ovillos. Es aqui cuando sucede la
resistencia protoplasmatica donde se observan cambios histolégicos en las hifas,
debido a que en esta fase se lleva a cabo una degradacién activa de éstas. Las
primeras etapas de digestion de las hifas son acompafadas por cambios notables en
la coloracion del citoplasma del hongo. Durante la colonizacion de las células las
hifas estan llenas de protoplasma y usualmente contienen granulos de glicogeno y
otros materiales que le dan cierta coloracion grisacea; durante las primeras etapas
de digestion el diametro de las hifas se incrementa y las vacuolas, que primero
incrementaron su numero, desaparecen. El protoplasma cambia a un color
amarillento debido a que ya no hay protoplasto y quedan soélo las paredes vegetales.
En un hongo antes de la digestion los nucleos son pequefios y espirales con
nucléolos de coloracion fuerte, cuando ocurren los cambios en el citoplasma el
ndcleo se retrae, encoge y se vuelve irregular. Hay un incremento del material
proteico en las hifas y la degradacion del protoplasma continla hasta que la hifa

gueda vacia, las paredes de la hifa se arrugan y colapsan.
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Eventualmente las hifas son concentradas en el centro de la célula y forman la masa

amarillenta denominada “cuerpo de degeneracion” (Fig. 5) (Burges 1966).

Figura 5. Pelotones en diferente estado de digestion y formacion del cuerpo de degeneracion
(flechas). Fotos A. Beltrdn y fotos con flechas tomadas de Lee 2002.

Durante estos cambios el hongo pierde su capacidad regenerativa dentro de la
raiz; algunas hifas por ejemplo pierden su capacidad de crecimiento y otras
generalmente en la parte externa del cortex de nuevas raices colonizadas, son poco
activas. Entre estos dos extremos hay numerosas etapas en las cuales la hifa puede

tener o no actividad.
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La desintegracion de las hifas en la raiz es probablemente el fendmeno mas
relevante asociado con la colonizacion micorrizica y es responsable en gran medida
de la diferencia entre este tipo de colonizacion y las formas mas usuales de invasion
parasitica de otros hongos hacia las plantas. Esta degradacion se da por la presencia
de enzimas proteoliticas en la raiz. Esto representa una ganancia en materiales
organicos para la planta superior, o por otro lado, es quiza solo el retorno del material
tomado de la planta durante la fase parasitaria (Burges 1966, Vij et al. 2002).

Los pelotones usualmente persisten por un tiempo limitado, eventualmente
colapsan y degeneran. No obstante, la degeneracion de los pelotones ocurre
principalmente en los tejidos profundos mientras que en los tejidos mas superficiales
permanecen aparentemente intactos y sin lisis por un tiempo considerable, lo que
sugiere un fendémeno intermedio entre ptiofagia y ptolipofagia. La hifa probablemente
se desliza por la superficie de los érganos colonizados a través del suelo de los
alrededores (McKendrick et al. 2000).

Los patrones de colonizacion fungica son variables observando que en
orquideas terrestres, algunas raices pueden encontrarse densamente colonizadas y
otras no presentar colonizacion incluso en una misma planta (Hadley y Williamson
1972, Katiyar et al. 1986, Cruz-Blasi 2007). El cértex de la raiz en la mayoria de las
especies de climas templados se encuentra muy colonizado, mientras que en
orquideas de climas tropicales la colonizacion puede variar con la especie y el habitat
(Hadley 1982, Vij y Sharma 1983).

Se ha observado también que las plantas crecidas en invernadero presentan
una colonizacién pobre en comparacion con las que se desarrollan en estado
silvestre, lo que sugiere una correlacion directa entre la intensidad de colonizacion y

habitat o0 manejo de las plantas (Vij et al. 2002).
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Algunos otros investigadores correlacionan la distribucion localizada del hongo
con la extension de contacto de la raiz con el sustrato, la relacion de especificidad
hongo-planta y los mecanismos de defensa de la planta (Hayman 1983). Las raices
maduras estan generalmente mas colonizadas que las raices jovenes (Hadley y
Williamson 1971, Benzing 1982).

l1l.2.4 Fenologia de la colonizacion

Existen pocos datos sobre la fenologia de los hongos asociados con las
orquideas o sobre el impacto que pueden tener las variaciones en la temperatura

estacional en la actividad del micelio externo (Rasmussen 1995, Batty et al. 2002).

En climas estacionales, los hongos saprofitos tienen su desarrollo éptimo en el
otofio cuando la cantidad de materia organica aumenta con la caida de las hojas
(Rasmussen 1995). Su actividad es maxima durante los meses frios de invierno,
mientras que esta actividad es limitada durante los meses secos del verano
(Sivasithamparam 1993). Si se asume gue los hongos simbiontes de orquideas se
comportan de manera similar a otros hongos micorrizicos entonces solo existen
cortos periodos estacionales en los cuales las condiciones del suelo y la actividad
del hongo son adecuadas para ayudar a la germinacién de la semilla (Batty et al.
2000). En estos meses la actividad de la raiz y el hongo no se ven limitados por

temperaturas extremas o por sequias o anegamiento del suelo (Batty et al 2002).

También se ha observado que en habitats con estaciones secas la
sobrevivencia puede resultar dificil para estos hongos, dado que Rhizoctonia rara vez
forma esporas resistentes a la sequia y por esta razén se ha sugerido que la
penetracion a los tejidos de las plantas durante los periodos desfavorables podria ser
el unico beneficio real que el hongo obtiene de la simbiosis de la planta (Burgeff
1943, Rasmussen 1995).
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Mientras que las orquideas que mezclan fototrofia y micotrofia pueden alargar

la época de crecimiento o bien tener mas de una época anual de crecimiento.

Muchas orquideas terrestres persisten solo como rizoma o tubérculos durante
las estaciones secas pero sus raices y tallos permanecen en el suelo actuando como
reservorios de inoculo fungico asegurando asi una pronta colonizacién como sucede
con otros tipos de micorrizas (Brundrett y Abbott 1995). Sin embargo, adn se requiere
determinar con precision la estrategia que utilizan los hongos micorrizicos de

orquideas para persistir en el suelo (Batty et al. 2002).

lll. 3. AREA DE ESTUDIO

En el estado de Michoacéan a partir de los afios 30s se han decretado 42 areas
naturales con jurisdiccion federal. La creacion de é&reas naturales protegidas
comenzo6 en 1936 y el Parque Nacional Barranca del Cupatitzio se establecié zona
protegida a partir del decreto presidencial del 2 de Noviembre de 1938. Esta reserva
contaba inicialmente con una superficie de 560 ha de vegetacion de bosque de pino,
pino-encino y algunas cafiadas de bosque mesdfilo de montafia (Marquez y Escobar
2000).

Durante la década de los 50°s los terrenos fueron invadidos para el
establecimiento de asentamientos humanos en una superficie de 89 ha, las cuales
fueron desincorporadas por decreto presidencial en 1996 y con lo cual el parque
quedo dividido en dos secciones. La seccion oriente consta de una superficie de 19
ha que se encuentra administrada por un patronato desde 1979, bajo un esquema
recreativo que es denominada Area de Rio y la seccién poniente con una superficie
de 452 ha que estuvo a cargo del INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias) de 1962 al afio 2000 cuando fue transferida para

su administracion al Patronato del Parque (Marquez y Escobar 2000).
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Esta seccidn se maneja bajo un esquema de ecoturismo e investigacion y que

es denominada Area de Montafia

lll. 3. 1 Descripcion del area de estudio

La Reserva Natural del Parque Nacional Barranca del Cupatitzio de Uruapan,
Michoacan, se encuentra situada en la parte centro occidental del Estado de
Michoacan en el municipio del mismo nombre, aproximadamente a 130 kildmetros de
la ciudad de Morelia y colinda con el area urbana de la ciudad de Uruapan. Su
ubicacion geogréfica (coordenadas) es 19° 25" y 19° 26 19" de latitud Norte, 102°
04" 06" y 102° 07" 07" de longitud Oeste forma parte de la provincia fisiogréafica
denominada Sistema Volcanico Transversal o Cordillera Neovolcanica, en la porcion
sur de la llamada regionalmente Sierra Purépecha, con altitudes que van de 1960 a
2114 msnm y pendientes de 10 a 60% (Gomez-Tagle 1985) (Fig. 6).

lll. 3. 2 Vegetacion

La vegetacion principal del area de montafia de La Reserva del Parque
Nacional es bosque de pino, pino-encino, una pequefia area de bosque mesofilo y

vegetacion secundaria (Bello-Gonzalez y Madrigal-Sanchez 1996).

La Reserva presenta una cubierta vegetal natural en su mayor parte, aunque
existen areas dedicadas a la produccion de aguacate, ademas de encontrarse una
pequefia area en donde se pueden encontrar un gran numero de especies

introducidas.
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Ubicacion del area de estudio

Parque Nacional '
Barranca del Cupatitzio ||| =

Area de Area
montana de Rio

Uruapan

Curves de eaved [20m)

Cabes y carsnos.

B Paque Naciorsl Bavancs s Duo¥ko

—

Figura 6. Ubicacion de la Reserva Natural Barranca del Cupatitzio y areas con que cuenta. (Fuente:
Carta topogréfica 1:50 000 y mapa de Michoacan esc. 1:75 000 INEGI. (Carta con delimitacion del

area cortesia de Salgado-Garciglia.)

De acuerdo al estudio realizado por Bello-Gonzalez y Madrigal-Sanchez

(1996) y Zavala-Alvarez (2006) el bosque de pino-encino esta constituido por las

especies Pinus douglasiana, P. michoacana var. cornuta, P. lawsonii, P. leiophylla, P.

pseudostrobus, P. pringlei y P. oocarpa, estos tres ultimos son escasos.
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Otras especies de plantas presentes son: Quercus obtusata, Q. castanea, Q.
candicans, Q. magnoliifolia, Q. resinosa; otras especies son Ceanothus coeruleus,
Coriaria ruscifolia, Melampodium perfoliatum, Monnina schlechtendaliana, Phytolacca
icosandra, Salvia mexicana, Verbesina oncophora, Achimenes antirrhina, Alchemilla
pringlei, Commelina coelestis, Crotalaria pumila, Cunila lythrifolia, Drymaria villosa,
Heterotheca inuloides, Jaegeria hirta, Phaseolus acutifolius, Ranunculus petiolaris,
Salvia Ivanduloides, Spermacoce ocymoides, Arbutus xalapensis, Bursera bipinnata,
Lobelia laxiflora, Lupinus bilineatus, Senecio angulifolius, Solanum lanceolatum.
Adiantum andicola, Asclepias glauccescens, Asclepias otarioides, Begonia gracilis,
Drymaria villosa, Lopezia racemosa, Muhlenbergia ciliata, Muhlenbergia
diversiglumis, Pereilema crinum, Phaseolus coccineus, Piqueria trinervia, Platanus
autralis, Rhynchelytrum repens, Salvia elegans, Shizachyrium repens, Sigesbeckia

jorullensis.

El relicto del bosque mesdfilo de montafia se encuentra representado por:
Alnus jorullensis, Carpinus caroliniana, Clethra mexicana, llex tolucana, Fraxinus
uhdei, Hedyosmus mexicanum, Bocconia arborea, Oreopanax salvinii, Ternstroemia

lineata y Prunus capuli (Bello- Gonzalez y Madrigal- Sanchez 1996).

Ademas existen numerosas plantas arbustivas y herbaceas de ornato como el
aretillo (Fuchsia arborescens), bambu (Bambusa sp.), floripondio rojo (Datura
sanguinea), floripondio blanco (Datura candida), higuerilla (Ricinus communis),
tulipan (Hibiscus rosa-sinesis), nochebuena (Euphorbia pulcherrima) y tripa de pollo
(Commelina sp.).
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Se encuentra una pequefa superficie dedicada al cultivo y experimentacion de
algunas especies como el aguacate (Persea americana), durazno (Prunus persica),
aunque también se encontraron otras especies como la ciruela (Prunus domestica),
mango (Mangifera indica), galeana (Spathodea campanulata), guayabo (Psidium
guajava), jacaranda (Jacaranda mimosaefolia), laurel de la India (Ficus retusa) y

nuez de macadamia (Macadamia sp) (Zavala-Alvarez 2006).

El arboreto es una zona de plantacion, constituida por especies del género
Eucaliptus, Cupressus y Pinus. Se encuentra a 2000 msnm y cuenta con una

superficie de 6.5 ha (Gdmez-Reyes 2005).

La huerta de aguacate y durazno al igual que el arboreto y otras plantaciones
se establecieron durante la administracion del INIFAP, se localizan en dos secciones
del parque. La primera se encuentra junto a las instalaciones con una superficie de
4.5 ha y consta de aguacate, andrinos y durazno, la otra seccion llamada la huertita
se localiza aproximadamente a un kilometro al oeste de las instalaciones con una
superficie de 0.5 ha, la superficie total de ambas huertas es de 5 ha (Gomez-Reyes
2005).

En la reserva se describen 49 especies de pteridofitas pertenecientes a 26
géneros y 10 familias, entre los que se encuentran Cheilanthes con 7 especies,
Adiantum con 6 especies y Polypodium con 5 especies. La mayoria de las especies
son de tipo herbaceo, aunque se encontraron tres arborescentes, dos
correspondientes al género Cyathea (Cyathea bicrenata y C. myosurides) y una mas
correspondiente a Nephrolepis exaltata, las cuales han sido introducidas en el area,

al igual que otras angiospermas encontradas (Zavala-Alvarez 2006).
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lll. 3. 3 Hongos

Entre las especies de hongos ectomicorrizicos que se describen en el area de
montafia se encuentran Russula foetens, R. brevipes, R. cyanoxantha, R. emetica,
Amanita virosa, A. vaginata, Laccaria laccata, L. bicolorLeccinum aff. Rugocipes,
Sullus granulatus, S. cothurnatus, S. tomentosus, Lactarius scrobuculatus, L.
deliciosus, Scleroderma aerolatum (Gomez-Reyes 2005).

lll. 3. 4 Geologia

La formacién geomorfologica del area corresponde al Cenozoico superior,
periodo en el que se origind la Faja Volcanica Transmexicana, dominado por
materiales extrusivos que provienen de la erupciéon de volcanes, encontrandose que
los ultimos aportes fueron del volcan Paricutin entre 1943-1952 (Demant y Silva
1976).

Los materiales geoldgicos identificados en el area, estan representados por
cenizas volcanicas en distintos grados de alteracion, con fragmentos de tamafio
reducido que dan la impresion de arenas gruesas Yy finas y gruesas con material
vitrico, roca basaltica en forma de derrames ocurridos en diferentes periodos, limos y

arcillas en menor cantidad (Gémez-Tagle 1985).

lll. 3. 5 Suelos

Los suelos en el area corresponden a dos unidades: Andosoles y Litosoles
FAO (citado en GoOmez-Tagle 1985). Los primeros son suelos profundos, bien

drenados, ligeros, de color negro y pardo rojizo, ricos en minerales asimilables; la

presencia de alofanos es caracteristica de estos suelos.
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El contenido de material organico es variable, pudiéndose definir la subunidad
Andosol vitro, que presenta acidez moderada; se desarrolla sobre cenizas
volcanicas, con textura de tipo arenoso, areno migajosa y migajon arenosa, con las
fases superficiales, media y profunda. Este tipo de suelo tiene amplia distribucion en

toda el area de estudio (Gémez-Tagle 1985).

Los Litosoles son suelos someros, jovenes, poco desarrollados, rocosos,
limitados a cierta profundidad por roca basal continua, dura, coherente. Son de color
gris a oscuro, varian de pobres a muy ricos en materia organica y la textura es de
migajon arenosa y franca. Se encuentran en las zonas altas, con pendientes
relativamente pronunciadas o bien, en areas de corriente de lava reciente conocidas
como malpais. En el area de estudio también se encuentra la subunidad Litosol
distico, con el tipo gravoso discontinuo; este suelo tiene distribucién reducida
(Gémez-Tagle 1985).

lll. 3. 6 Hidrologia

La Reserva Natural se ubica en la region hidrolégica No. 18 Balsas (RH18)
dentro de la cuenca Tepalcatepec-Infiernillo, subregion Cupatitzio, el cual nace en el
manantial Rodilla del Diablo en el area natural protegida del Parque nacional (INEGI
1986).

La seccidon montafiosa, también forma parte de la subcuenca de escurrimiento
del rio Cupatitzio, la cual es una zona importante de descarga de acuiferos por su
conformacion fisica y geoldgica. Al interior del area existe un afloramiento superficial
en forma de manantial que se mantiene durante todo el afio, aunque disminuye

durante la época de estiaje (Gémez-Tagle 1985).
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lll. 3. 7 Clima

De acuerdo con el sistema de clasificacion de Koeppen, modificado por Garcia
(1988) y con la estacion meteorologica ubicada dentro del area, se determind que el
clima es semicalido, subhumedo, del tipo (A)C(w2)(w)b(i")g,i, encontrandose entre
los climas célidos y templados por lo que se considera un clima de transicion, siendo
el mas fresco de los calidos y el mas célido de los templados, con temperatura media
anual de 23.8 °C y la del mes mas frio de 5.4 °C en Enero. La precipitacion media

anual es de 1600 mm y el porcentaje de lluvia invernal es del 5 % de la anual.

1. 3. 8 Problemética

La Reserva Natural del Parque Nacional Barranca del Cupatitzio a pesar de
ser un éarea protegida, presenta perturbacién de diferentes tipos como resultado
directo o indirecto de algunas actividades humanas. Tales actividades son: la tala de
arboles enfermos debido a la presencia de plagas que obligan a cortarlos para
proteger a la vegetacion circundante sana; el dafio a la cubierta vegetal nativa debido
al paso constante de la poblacién que asiste a este lugar para practicar deportes al
aire libre y para atravesar hacia diversos puntos de la ciudad; la extraccion de
ejemplares de plantas silvestres de interés comercial sobre todo en las areas
adyacentes a la mancha urbana; la contaminacion de los arroyos que atraviesan la
reserva debido al desaglie de tuberias de aguas negras; y la introduccién de
especies exoticas, lo que ocasiona la modificacion del uso del suelo y la pérdida de
las especies nativas. Ademas de la fragmentacion del héabitat debido a la
construccion de obras de infraestructura y asentamientos humanos. La perturbacién
de tipo natural se debe a incendios ocasionados por sequias y por la erupcion del
volcan Paricutin, entre otros (Fig. 7).
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Figura 7. Algunos factores que han influido en la perturbacion del habitat en la Reserva.
Fotos A. Beltran (Tomadas en otofio de 2008).

‘-'r".,},

Las partes de mayor altitud son las menos transitadas por su lejania a la zona
urbana lo que hace que el acceso a ellas sea mas dificil y por esta razén son las
menos perturbadas. En esta parte de la Reserva, la vegetacion es mas densa y se
pueden observar gran variedad de especies de helechos formando parte de la
vegetacion secundaria, aunque también se observa en abundancia piedra volcanica

(malpais) (Figs. 8 y 9).
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Figura 8. Aspecto de las zonas 2 (izquierda) y 3 (derecha) en la Reserva, consideradas de menor
perturbacién. Fotos A. Beltran (Tomadas en otofio de 2008).

La profundidad del mantillo varia en diferentes sitios para una misma zona,
encontrando que los lugares cercanos a arroyuelos o barrancas con abundante
humedad tienen mantillo de mas de 10 cm de profundidad. Los sitios a las orillas del

camino en ocasiones presentan profundidad inferior a los 5 cm.

Figura 9. Algunas de las herbaceas presentes en las zonas 1, 2 y 3 de la Reserva.
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Estos factores permitieron dividir el area de montafia en zonas con diferentes

ll. INTRODUCCION

gradientes de perturbacion, considerando a las zonas cercanas a la mancha urbana
y que corresponden a las partes de menor altitud de la Reserva, como zonas
perturbadas y numeradas como zonas 1 y 4. Las zonas de mayor altitud que se
encuentran mas alejadas de la mancha urbana y que son areas de dificil acceso, se

consideraron como zonas de poca perturbacion y fueron numeradas como zonas 2 y
3 (Fig. 10).

AREA DE MONTANA

LIMITEDEZONA <

Ejido San Juan Nuevo
Hermanos Ayala

LIMITE DE ZONA
ZONA URBANA

s  Linder principal
s Camino principal

B Caminossecundaios [} Albergue Escala 1:20000 ERELE L

F-igura 10. Ubicacion de zonas de muestreo en la Reserva (mapa elaborado a partir de mapa de rutas
del Pargue Nacional de Uruapan).
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Las zonas 1 y 4 son areas colindantes con caminos principales dentro de la

Reserva que sirven de transito a la poblacion que visita el parque y a los habitantes
del asentamiento humano. Ademas, son sitios cercanos al acceso principal de la
Reserva y a la zona donde se practican deportes al aire libre (caminata y carrera

principalmente) (Fig. 11).

IR et SR MR TR ! ‘\ff e 2
Figura 11. Aspecto de las zonas 1 (ay b) y 4 (c y d) consideradas de mayor perturbacién en la
Reserva. Fotos A. Beltrdn (Tomadas en otofio de 2008)
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Las zonas 2 y 3 estdn cerca a un camino principal poco transitado debido a su
lejania y por lo tanto de dificil acceso, en donde la vegetacion es mas densa y
muestra menor grado de disturbio (Fig. 8).

lll. 4 ESPECIES DE ORQUIDEAS A ESTUDIAR

Bletia (Ruiz & Pavon), es un género de orquideas terrestres con alrededor de
50 especies neotropicales en su mayoria endémicas de México, que ha sido poco
estudiado desde el punto de vista taxondmico (Sosa 1992). Este género ha sido
dificil de clasificar debido a que es comun que ocurra hibridacion interespecifica,
trayendo como consecuencia que las poblaciones de origen hibrido presenten
patrones de variacion que son dificiles de interpretar con base Unicamente en
material de herbario. También, varias poblaciones de la mayoria de las especies han
cambiado su estrategia reproductiva de xenogamia (polinizacién cruzada) a
autogamia (auto-polinizacion), dando como resultado cambios morfologicos en las
estructuras florales utilizadas como caracteres diagndésticos para reconocer a las

especies de este género (Sosa 1992).

Este género se encuentra bien representado en el estado de Michoacan como
se muestra en los ejemplares de herbario del Insituto de Ecologia ubicado en la
ciudad de Patzcuaro y ha sido descrito en 19 municipios entre los que se encuentran:
Morelia, Coeneo, Patzcuaro, Uruapan, Ziracuaretiro, Acuitzio, Zitdcuaro, Zacapu y
Erongaricuaro, principalmente en bosques de encino, bosques de pino y bosques de

pino-encino.

Se cuenta con un aproximado de 13 especies determinadas, de las cuales
algunas son consideradas de distribucion abundante como Bletia campanulata y B.
purpurata, encontrando algunas otras especies de distribucibn escasa como B.

amabilis, B. punctata, B. neglecta y B. reflexa (Instituto de Ecologia, Patzcuaro 2008).
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Algunas de estas especies, como B. purpurata, B. campanulata y B. roezlii son
capaces de desarrollarse en zonas que presentan suelos perturbados y escasos,
areas reforestadas o en lugares con suelos erosionados. También se registran
desarrollandose en zonas pedregosas 0 malpais (Espejo et al. 2002, Hagsater et al.
2005).

Su recolecta se puede realizar durante los meses de Junio a Noviembre
principalmente, que corresponden a la época de lluvias ya que es entonces cuando
se lleva a cabo la floracion de estas especies. Las orquideas de este género son
perennes pero pierden sus partes aéreas durante la mayor parte del afio por lo que
es dificil localizarlas antes de la temporada de lluvia. EI género Bletia esta constituido
por plantas herbaceas, de 20 a 60 cm de altura, con flores que pueden ser de
diferentes tonalidades como blancas, amarillas, rosas, naranjas, moradas o rojas; se

les encuentra a altitudes que van de los 1000 a 2400 msnm.

Entre las primeras descripciones ilustradas que se tienen del género, se
encuentra la realizada por Bernal Diaz del Castillo quien describe a la especie Bletia
bf. jucunda (denominada izacutli) en las publicaciones romanas (1628-1651). En el
primer trabajo dedicado exclusivamente a las orquideas mexicanas denominado
Novorum Vegetabilium Descriptions 2 (Orchidianum Opusculum) de 1825 de Pablo
de la Llave y Juan Lexarza se describe la flora de orquideas de la parte central de
Michoacan, principalmente de los alrededores de Morelia (entonces denominada
Valladolid) y unas pocas de Paracho y Uruapan, aclarando su identidad con rasgos
morfolégicos examinados en plantas vivas y material de herbario (citado por Soto et
al. 1995).
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Entre las especies nuevas del centro de Michoacan que se describen en el

“Orchidianum opusculum” se encuentran cinco especies de Bletia, dos de las cuales
fueron transferidas al género Laelia (Bletia grandiflora y B. autumnalis). Las tres
especies restantes, B. punctata, B. coccinea y B. campanulata pertenecen sin

ninguna duda a Bletia (Dressler 1968).

Para el afio del 2008 se pudieron registrar 3 especies de orquideas
pertenecientes a este género en la Reserva Natural Barranca del Cupatitzio: Bletia

purpurata, B. punctata y B. roezlii (Salgado-Garciglia com. pers) (Fig. 12).

Figura 12. Especies del género Bletia encontradas en la Reserva: a) B. purpurata, b) B. roezlii y c) B.
punctata.
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lll. 4. 1 Descripcion taxondmica de las especies

Bletia purpurata (A. Rich et Gal)

Bletia purpurata Rich.& Gal in Ann Sci. Nat. sér. 3, 3: 23, 1845

SINONIMOS:Crybe rosea: ( Lind.), Nat, Syst. Bot. Ed. 2: 446, 1836;
Arethusa rosea (Lindl.) Benth., ex Hensi. In Godm. & Salvin. Biol. Am. 3: 304, 1884
Arethusa grandiflora S. Wts. in Proc. Am. Acad. Acad. 26: 154,1991

“‘Planta terrestre de clima templado de las cumbres. Cormos alargados de 3
cm de largo y 2 cm de didmetro. Tallo de 8 cm de largo con dos a tres hojas. Hojas
de 25 por 4.5 cm, color verde, con nervios longitudinales y de tamafio variables.
Inflorescencia lateral de aproximadamente 25 cm de largo, de color purpura, con dos
a tres flores. Flores rojo violeta, cuando jévenes externamente verde amarillento, en
la base hasta blancas, raras veces se abren (cleistogamias). Sépalos de 35 mm de
largo, blancos en la base, lo demdas purpireo, externamente  verrugoso,
especialmente en los apices. Pétalos de 35 mm de largo, de colores iguales a las
de los sépalos. Labelos de 4 por 3 cm, entero, con las orillas onduladas y un disco
con cinco nervios o laminillas, de color purpura, en el centro algo blanco. Columna de
30 mm de largo, recto, con un nectario pequefio y dos “orejas” en la mitad de la
columna, dirigidas hacia adentro. Florecen en julio y agosto” (Fig. 13) (Rivera-Duefias
2002).

39



@U.M.S.N.H., Facultad de Biologia

1. INTRODUCCION

R
—
—

3

9

f o l'

[ :

/ )

> g 1

1} f
il

L )

‘Aaw;

Figura 13. Bletia purpurata (tomada de Rivera-Duefias 2002).
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B. punctata Lex.

Esté es quiza la especie més facilmente reconocible del género. “Es endémica
de México de la vertiente del Pacifico desde Jalisco hasta Oaxaca y del Altiplano
Mexicano en Morelos, México, Puebla y Distrito Federal. Se caracteriza por sus flores
erectas, abiertas, pequefias, de color purpura-verdoso, con los sépalos y pétalos
erectos y agrupados a un lado de la flor, en forma de abanico, opuestos al labelo. Es
una de las especies mas vigorosas, llegando a desarrollar hasta 6 hojas e
inflorescencias hasta de 2 m de alto. Algunas de estas caracteristicas se mencionan
en la descripcion original e Lexarza. Bletia secunda Lindley sinénimo de B. punctata”
(Sosa 1992) (Fig. 14).

Figura 14. Bletia punctata. a, habito; b, flor vista de frente; c, flor en vista lateral; d, partes florales
extendidas; e, apice de la columna; f, polinias (tomado de Sosa 1992).
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Bletia roezlii Rchb linnaea 4: 7-1877.

“Hierbas terrestres, deciduas, 40-71 cm de alto; los cormos ovoides,
erectos, agregados. Una o dos hojas por lo general presentes en la floracion,
ampliamente elipticas o lanceoladas, el haz de color verde pardo o verde obscuro, el
envés de color purpura o bronce-purpura, inflorescencias racimosas con hasta 10
flores. Flores abiertas, sépalos amarillo verdosos o verdosos, a menudo con lineas
rojizas en la superficie externa, pétalo verdoso, labelo con garganta amarillenta con
venas rojizas o0 casi purpura. Polinario con 8 polinios desiguales, capsula
ascendente” (Hagsater 2002) (Fig. 15).

BLETIA ROEZLII Rchb.f. Plate 535
ORCHIDS OF MEXICO PARTS 2-3 ICONES ORCHIDACEARUM 5-6, 2002

Figura 15. Bletia roezlii. habito; flor vista de frente; flor en vista lateral; partes florales extendidas;
apice de la columna; polinias (tomado de Icones Orchidacearum 5-6 2002).
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IV. HIPOTESIS

Se espera que las orquideas de las diferentes especies del género Bletia,
presenten distintos grados o patrones de colonizacion micorrizica, asi como
posiblemente, distintos morfotipos de hongos asociados dado que se encuentran
presentes en ambientes contrastantes dentro de la Reserva Natural Barranca del

Cupatitzio.
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V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio comparativo del patrén de colonizacion micorrizica y de
los hongos asociados en tres especies adultas del género Bletia (Bletia purpurata, B.
punctata y B. roezli) en ambientes contrastantes dentro de la Reserva Natural

Barranca del Cupatitzio.

V.1.1 Objetivos Particulares:

1. Realizar un estudio prospectivo para localizar poblaciones del género

Bletia, en la Reserva Natural Barranca del Cupatitzio, de Uruapan, Michoacéan.

2. Realizar la caracterizacion in situ de la colonizacion micorrizica en las
raices maduras de las tres especies en una zona conservada y una
perturbada mediante la determinacion de intensidad y extension de la

colonizacion en la época de floracion (Junio a Noviembre).

3. Llevar a cabo el aislamiento de los hongos micorrizicos de las tres
especies y su cultivo en medios axénicos para poderlos caracterizar

morfol6gicamente.
4. Caracterizar y determinar los anamorfos mediante las principales

estructuras morfoldgicas, en diferentes medios de cultivo y con diversas

técnicas microscopicas.
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VI. RESULTADOS

CAPITULO 1. ESTUDIO PROSPECTIVO DE LA DISTRIBUCION Y ABUNDANCIA
RELATIVA DE ORQUIDEAS TERRESTRES DEL GENERO Bletia
(ORCHIDACEAE) EN SITIOS CON DIFERENTES GRADOS DE PERTURBACION
EN LA RESERVA NATURAL BARRANCA DEL CUPATITZIO DEL EDO. DE
MICHOACAN.

RESUMEN

Se determind la distribucion y abundancia relativa de orquideas terrestres del
género Bletia en la Reserva Natural Barranca del Cupatitzio durante una sola época
de floracién (2008). Se delimitaron cuatro zonas en la Reserva en funcion de su
grado de perturbacién y calidad de sitio. Se hicieron recorridos de reconocimiento e
identificacion de especies del género en la época de floracidn y su ubicacion y
distribucion se determind mediante la toma de coordenadas con equipo GPS. La
abundancia relativa se definié con una escala arbitraria de cuatro valores: abundante
(>40 individuos), media (20-40 individuos), escasa (<20 individuos) y nula. Se
localizaron tres especies, la de mayor abundancia fue Bletia roezlii con poblaciones
de més de 40 ejemplares en 1000 m? en cada sitio en todas las zonas de la Reserva
aunque se desarroll6 mejor en lugares cercanos a caminos y/o sitios abiertos. Bletia
purpurata tuvo una distribucion y abundancia similar y su presencia fue mayor en la
Zzona menos perturbada con caminos poco transitados y en los sitios de malpais.
Bletia punctata fue la especie de menor abundancia y distribucién con poblaciones

de 20 a menos individuos, siendo escasa en los sitios con mayor perturbacion.
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ABSTRACT

We determined the distribution and relative abundance of terrestrial orchids of
the genus Bletia in the Cupatitzio Canyon Natural Reserve. There were several tours
of recognition and identification of species in one flowering season (2008). Four
different zones were identified defined by their perturbation degree and site quality.
The localization of species, as well as their distribution was done with GPS
equipment. The relative abundance was defined with an arbitrary scale of four values:
abundant (> 40 plants), medium (20-40 plants), low (< 20 plants) and none. Three
species were found, B. roezlii the most abundant and widely distributed with
populations of more than 40 individuals in 1000 m? by area localized among the four
areas, thrives best in areas near roads and / or open sites. Bletia purpurata had a
similar abundance and distribution, frequently localized in roads with little traffic and
low disturbance. Bletia punctata was the species of lowest distribution and
abundance with smaller populations of 20 individuals at least, being low in sites with

greater disturbance.

INTRODUCCION

Las orquideas terrestres en México estan representadas por géneros como
Spiranthes, Bletia, Govenia, Habenaria y Malaxis (Soto 1988). Entre éstos, uno de
los géneros neotropicales mas representativos es Bletia ya que su centro de
diversificacion ocurrié en este pais con un aproximado de 50 especies conocidas, de
las cuales se describen 13 para el estado de Michoacan distribuidas en 19

municipios (Hagsater et al. 2005, Sosa 2007, Instituto de Ecologia, Patzcuaro, 2008).
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Sin embargo debido a la pérdida de sus habitats naturales por cambios en el
uso de suelo y otros factores como tala, contaminacion, introduccion de especies
exoticas y recolecta de ejemplares silvestres, las poblaciones de las especies de este
género como las del resto de las orquideas se han visto disminuidas al paso del
tiempo, por lo que es importante su estudio con fines de conservacion. Algunas de
estas especies como Bletia campanulata (Llave & Lex), son capaces de desarrollarse
en zonas que presentan suelos escasos y perturbados, areas reforestadas o en
lugares con suelos erosionados. Otras como B. reflexa Lind. tienen una distribucion
muy escasa en el Estado (Instituto de Ecologia-Patzcuaro, 2008). Los registros sobre
las especies encontradas en diversos ecosistemas se limitan a la descripcion
taxondémica y pocos son los estudios en el pais que arrojen informacion sobre
abundancia y distribucion. Esto no permite verificar si las poblaciones han decrecido
alarmantemente a lo largo del tiempo para poder llevar a cabo acciones de
conservacion o legislacion. Ademas, resulta importante conocer la capacidad de
adaptacion de las diferentes especies a las transformaciones de los habitats, con la
finalidad de conservar aquellos en donde se presentan las orquideas con menor

capacidad de ocupar nichos perturbados y por lo tanto mas faciles de perder.

La Reserva Natural Barranca del Cupatitzio ubicada en el municipio de
Uruapan en el Estado de Michoacéan, a pesar de ser un area protegida sufre los
efectos de su cercania a la zona urbana de Uruapan. Las zonas colindantes a ella
han sufrido la modificacion de la cubierta vegetal por el paso constante de personas,
la introduccién de especies exoéticas, cambios en el uso de suelo de bosque a
huertas horticolas de aguacate y durazno principalmente, la presencia de plagas que
obliga a cortar arboles enfermos y que da lugar a zonas mas abiertas y con mayor
penetracién de luz. En las areas mas lejanas a la localidad y que son de acceso
restringido o mas dificil, se sigue conservando su vegetacion natural y presentan

menor grado de perturbacion (Fig. 16).
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Figura 16. Ubicacién de zonas de estudio y caracteristicas de las mismas. (Elaborado a partir de

mapas de ruta de la Reserva)

La identificacion de sitios con diferentes caracteristicas dentro de la Reserva

permitié el estudio de la distribucion y abundancia relativa de algunas de las especies

del género Bletia, con la finalidad de determinar si presentaban cambios en estos

parametros que estuvieran relacionados a diferentes condiciones de calidad de sitio y

perturbacién. Esto contribuird a generar una primera diagnosis que sirva de base

para realizar posteriores estudios demograficos que permitan realizar la conservacion

de las especies y los habitats mas amenazados en esta reserva.
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Se partio de la hipotesis de que las especies encontradas presentarian mayor
distribucion y abundancia relativa en sitios con menor perturbacion pero se
encontrarian también representadas en sitios perturbados en un mismo habitat, lo
que seria un reflejo de su capacidad de adaptacion. Actualmente, son muy pocas las
especie del género que estan consideradas como amenazadas o0 en peligro de
extincion segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-ECOL-059-2001). Sin embargo,
aun cuando no estén oficialmente consideradas como amenazadas, algunas
especies presentan poblaciones pequefias y son escasas en el Estado (Instituto de

Ecologia, Patzcuaro, 2008).

MATERIALES Y METODOS

Se establecieron cuatro zonas con diferente grado de perturbacion en la
Reserva a partir de de 6 recorridos de reconocimiento y delimitacion mediante el
marcaje con estacas de madera de 50 cm y toma de fotografias (camara digital Sony
DSC-W270 de 7.2 mega pixeles). Los recorridos se realizaron el 29 de Junio, 29 de
Agosto, 9 de Septiembre, 10 y 24 de Octubre y 18 de Noviembre del afio 2008. Para
la delimitacién de las zonas se consideraron caracteristicas previamente descritas
como tipo de vegetacion principal y secundaria (Bello y Madrigal-Sanchez 1996,
Gomez-Reyes 2005, Zavala-Alvarez 2006), suelo (Gomez-Tagle 1985), profundidad
de mantillo, penetracion de luz, altitud (equipo GPS marca GARMIN), presencia de
especies exoticas, trazado de caminos y otras obras de infraestructura. Los limites
entre las zonas se establecieron tomando en cuenta los caminos principales y
secundarios que existen en la Reserva (Fig. 16). Las zonas denominadas 1y 4 son
areas colindantes con caminos principales que sirven de transito a la poblacién que
visita la reserva y a los habitantes de la ciudad, ademas de ser sitios cercanos al

acceso principal y a la zona urbana.
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En estas areas se encuentran las huertas y cabafias que sirven de albergue a
turistas e investigadores. Las zonas marcadas como 2 y 3 se encuentran en la parte
de mayor altitud, cercana al camino principal poco transitado por su lejania y dificil

acceso, en donde la vegetacion es mas densa y muestra menor grado de disturbio.

Se consultaron fichas de registro y ejemplares de herbario del género Bletia en
el Instituto de Ecologia de la ciudad de Patzcuaro y de la Facultad de Biologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, con la finalidad de determinar
las especies registradas cercanas a la Reserva. Posteriormente se realizé el marcaje
de ejemplares durante la época de floracion (Julio a Noviembre del 2008) para llevar
a cabo la determinacion de las especies y seleccionar a las poblaciones que se
recolectarian. Las zonas de colecta se delimitaron utilizando estacas de madera de
50 cm. Las poblaciones de orquideas se marcaron utilizando placas de aluminio que
contenian las especies y el nimero de ejemplar del cual se extrajeron las raices.

Estas placas se amarraron con hilo de nylon al pseudobulbo de la planta.

La determinacion taxondémica de las especies se hizo en el Instituto de
Ecologia de la ciudad de Péatzcuaro, Michoacan por el Dr. Eduardo Zamudio. La
ubicacion se hizo mediante 6 recorridos de campo y con toma de fotografias en el
marco del proyecto “Orquideas del Parque Nacional Barranca del Cupatitzio” a cargo
del Dr. Rafael Salgado Garciglia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo.

Se recolecto un ejemplar de herbario por especie, mismos que quedaron bajo
el resguardo de dicho Instituto. La ubicacion de las tres especies se georeferencié
utilizando equipo GPS (modelo eTrex Vista marca Garmin®, precision 3 m) para
posicionar las poblaciones en fotografias aéreas y/o imagenes satelitales SPOT
ITRF92 georeferenciadas (INEGI, 1998) utilizando el programa Autocad 2007 donde

se delimitaron los margenes de la reserva y los principales rasgos topograficos.
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La abundancia relativa de las poblaciones de orquideas que se pudieron

determinar taxondmicamente se determiné cualitativamente a partir de una escala

arbitraria de cuatro valores realizada en un cuadrante de 20 x 50 m (1000 m?) por

sitio, donde se consideraron abundantes a poblaciones de mas de 40 ejemplares;

medias a poblaciones de entre 20 y 40 ejemplares; escasas con poblaciones de

menos de 20 ejemplares y nula cuando no se encontraron 0 no se pudieron

determinar a los ejemplares.

RESULTADOS Y DISCUSION

La descripcion de las zonas muestreadas dentro de la Reserva se presentan

en el cuadro 1.

Cuadro 1. Caracterizacion de las zonas estudiadas en la Reserva de acuerdo a la calidad de sitio y

grado de perturbacion.
ZONA VEGETACION

1 Pino,
encino,
huertas,
vegetacion
exotica

pino-

2 Pino, pino-
encino y
arboretum

3 Pino-encino y
Pino

4 Pino

SUELO
(FAO)

Litosol vy
Andosol

en igual
proporcion

Litosol vy
Andosol

Litosol

Litosol

PROFUNDIDAD
DE MANTILLO

De 1 hasta 15
cm en algunas
zonas fuera de
los caminos

De 5a15cm

De 5a20cm

De1al1l0cm

ALTITUD PENETRACION
(msnm) DE LUZ
1740 — Alta
1770
1950 — Menor por
2050 vegetacion
arborea mas
densa
1850 — Menor por
2100 vegetacion
arborea mas
densa
1790 — Alta
1840

o1

PERTURBACION

Cambio de uso de
suelo,
urbanizacion
cercana,
introduccion  de
especies exoticas,

transito de
personas y
saqueo.

Poco perturbada
por su lejania y
dificil acceso.

Poco perturbada,
conserva en su
mayor parte la
vegetacion
original
Moderada por su
cercania a la zona
urbana, suelos
escasos en
materia organica
y abundante
malpais.

PRESENCIA
DE
MALPAIS

Si

Si

Si

Si
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De acuerdo con lo descrito por Gomez-Reyes (2005) se observaron cuatro
unidades de vegetacién: a) arboretum correspondiente a una zona de plantacion con
especies de los géneros Eucaliptus, Cupresus y Pinus localizada a 2000 msnm; b)
huertas de aguacate (Persea americana L.) y durazno (Prunus persica L. Stockes)
cercanas al acceso principal y a las instalaciones; c) bosque de pino (Pinus lawsonii,
P. douglasina, P. michoacana y P. leiophylla) que es la vegetaciébn dominante en la
reserva y d) bosque de pino-encino considerada como la vegetacion original en toda
la Reserva con dominancia de las especies de pino anteriormente descritas y P.
michoacana var. cornuta y Quercus obtusata, Q. castanea, Q. candicans, Q.

magnoliifolia y Q. resinosa.

Se encontraron para la época de floracion mencionada Unicamente tres
especies en las cuatro zonas de la reserva: B. purpurata, B. punctata (Llave & Lex) y
B. roezlii (Rchb. f. Linnaea) (Fig. 12). Se llevé a cabo el marcaje de 118 ejemplares
que presentaron inflorescencias y que por lo tanto permitieron su determinacion
taxonomica. Las plantas que no florecieron durante los recorridos no fueron
consideradas en la abundancia por lo que es posible que las poblaciones puedan

estar subestimadas.

En cuanto a la distribucién de las 3 especies se observé que B. purpurata y B.
roezlii se encontraron en los cuatro sitios muestreados dentro de la Reserva. En el
caso de B. punctata fue dificil de localizar o no se encontr6 en la mayoria de las
zonas recorridas. Es posible que las poblaciones de esta especie hayan sido
subestimadas dado que el caracter que permite distinguirlas fenolégicamente de B.

purpurata es la flor dada la similitud de sus hojas.

En relacion a la distribucion de las especies para el afio de recolecta 2008, la
especie de mayor distribucion en la reserva fue B. roezlii que se identificé en todas
las zonas recorridas y se desarrolla bien tanto en zonas muy perturbadas como de
escasa perturbacion, en lugares cercanos a caminos o sitios abiertos (Fig. 17).
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Espejo et al. (2002) mencionan la distribucion de esta especie en bosques de

pino-encino y en suelos pedregosos al igual que Hagsater et al. (2005) en bosques
templados mexicanos.

En cuanto a Bletia purpurata también se encontré bien representada en los
cuatro sitios de la reserva desarrollandose mejor en zonas pedregosas o de malpais
(Fig. 17). Esta especie parece adaptarse bien a lugares con escaso desarrollo de
suelo y/o perturbacién (Instituto de Ecologia, Patzcuaro 2008).

Como se indico Bletia punctata fue dificil de localizar o no se encontr6 en la
mayoria de las zonas recorridas y en la zona 2 aunque considerada de poca
perturbacién, no se localizaron individuos con inflorescencia (Fig. 17).

102°7'00" 102°6'00" 102°5'00"

19°26'00"

19°25'00"

102°7'00" 102°6'00" 102°5'00"

Figura 17. Mapa de distribucion de las tres especies de Bletia en la Reserva Natural Barranca del
Cupatitzio. Mapa generado a partir de imagenes satelitales SPOT E13B39B y E13B39C y cartas
digitales con informacion predial 1:50 000. (Fuente INEGI)
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En cuanto a la abundancia, B. roezlii ademas de ser la especie de mayor
distribucion fue también la mas abundante de las tres, con poblaciones de méas de 30
ejemplares por area en las cuatro zonas (Fig. 18).

Las otras orquideas, B. purpurata y B. punctata presentaron una mayor
abundancia en la zona 3 que fue la zona considerada menos perturbada ya que
conserva en su mayor parte la vegetacion original. Estas especies se encontraron
distribuidas principalmente cerca del camino principal poco transitado por su lejania a
los accesos de la reserva y a la zona urbana. En estos sitios se encontraron
manchones de mas de 40 ejemplares de B. purpurata y de 20 a 40 ejemplares de B.
punctata. Se ha descrito que B. purpurata se desarrolla bien en zonas pedregosas
(malpais) y también parece adaptarse bien a lugares con perturbacion como se ha
descrito anteriormente. Mientras que B. punctata aunque ha sido descrita creciendo
en suelos someros, en la ciudad de México esta considerada como extinta en este
habitat (Hagsater et al. 2005) y en otros habitats aledafios también es dificil de
encontrarla floreciendo anualmente (Ortega-Larrocea com. pers.) por lo que el
estudio de sus poblaciones debe ser considerado a lo largo de un muestreo que

abarque mas tiempo (Fig. 18).

Aunque la abundancia relativa de B. punctata fue menor que para la especie
anterior, también fue en la zona 3 en donde se encontraron las poblaciones mas
grandes. Aun con esto el numero de poblaciones encontradas fue muy reducido en

comparacion con las otras dos especies (Fig. 18).
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Figura 18. Abundancia relativa (abscisa) de las tres especies del género Bletia en las cuatro zonas
de estudio en la Reserva Natural Barranca del Cupatitzio. Los valores representan No. de individuos
contados en las poblaciones encontradas.

CONCLUSIONES

De las tres especies de Bletia encontradas en el afio de muestreo (2008), B.
punctata fue la que presenté menor distribucién y abundancia. Es posible que esta
especie tenga una menor capacidad de adaptacion a la transformacion de su habitat
ya que en los sitios que fueron sefialados con algun grado de perturbacion su
presencia fue escasa 0 nula. Esto coincide ademas con que es la especie de menor
distribucién que se presenta en el Estado, descrita Unicamente para dos municipios.
Bletia roezlii se ha registrado en cuatro municipios y B. purpurata en ocho (Instituto
de Ecologia, Patzcuaro 2008, Herbario Facultad de Biologia, UMSNH, 2008).
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Estudios prospectivos como el presente, son importantes porque arrojan
informacion béasica sobre la abundancia relativa que presentan algunas especies de
orquideas. Sin embargo, los estudios demograficos deben ser planeados con el
muestreo de transectos y cuadrantes representativos de cada zona y a lo largo del
tiempo para generar informacién atil en futuras practicas de conservacion y/o

restauracion.
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CAPITULO 2. PATRONES DE COLONIZACION MICORRIZICOS EN ESPECIES DE
Bletia EN UNA RESERVA NATURAL EN MICHOACAN, MEXICO.

RESUMEN

México es el centro de diversificacion de la subtribu Bletinnae y por tanto, una
gran riqueza de especies de este género se encuentra en su territorio. A pesar de
que el pais cuenta con un gran conocimiento taxondémico de sus especies, poco se
sabe acerca de las interacciones de las orquideas mexicanas con sus hongos
micorrizicos, importantes para estas plantas por su contribucién en el aporte de
nutrimentos. Con el objetivo de generar un primer estudio diagnéstico sobre el grado
de micorrizacién natural que presentan distintas especies de orquideas del género
Bletia se realiz0 la caracterizacion in situ de la colonizacidbn micorrizica en raices
maduras de Bletia roezlii, B. punctata y B.purpurata. El estudio se desarroll6 en un
gradiente de perturbacion en la Reserva Natural Barranca del Cupatitzio en
Michoacan, México. Para esto se determind la intensidad, extension y fenologia de la
colonizacion micorrizica en la época de floracion (Julio-Noviembre de 2008), la cual
se presento a lo largo de toda la raiz en B. punctata y B. roezlii, mientras que en B.
purpurata, la intensidad y extensién de colonizacién fue mas alta y con una mayor
proporcion de pelotones en proceso de digestion en los segmentos del extremo
apical (P= 0.01) disminuyendo en la base junto al pseudobulbo. La intensidad de la
colonizacion aument6 a finales del mes Noviembre que corresponde al final de la
temporada de lluvias en B. purpurata y en B. roezlii, cuando las plantas comenzaban
a perder las hojas. B. roezlii presenté una mayor colonizacién en las zonas mas
perturbadas. Es posible que esto pudiera explicar en parte que esta especie presento
una amplia distribucién y abundancia en la reserva. Los estudios de los patrones de
micorrizacion en estas especies relacionados a la calidad de sitio en un bosque y
relacionados con su estado de conservacion, pueden explicar en parte su

persistencia en condiciones de perturbacion y por tanto su grado de vulnerabilidad.
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ABSTRACT

México is the diversification center of the subtribe Bletinnae and therefore, a
great richness of species of this genus is found in its territory. In spite of the fact that
the country possesses a great taxonomic knowledge of its orchid flora, little is known
about the interactions with their mycorrhizal fungi. The present work had as aim to
generate a diagnosis about the in situ mycorrhization patterns in mature roots of three
terrestrial orchids of the genus Bletia: B. roezlii, B. punctata and B. purpurata. The
mycorrhiza characterization was performed over several roots collected in a gradient
of disturbance and site quality in a Pinus forest at the Natural Reserve Barranca del
Cupatitzio, at the Michoacan State. The mycorrhizal intensity measured in the cortex
area of several transversal fragments as well as the mycorrhizal extension evaluated
along the long of the entire root was recorded during the plant flowering season (July
- November, 2008). The intensity and extension of the mycorrhiza colonization were
more dependent of the species than over the differences in the habitat. The species
B. roezlii present a deeper mycorrhizal colonization. A major proportion of
mycorrhized cells were found for the three species in the segments near of the apical
side, diminishing in the base close to the corm. The same was true for the degree of
digestion of these structures, where more abundant intact pelotons and in
degradation phase were found in the apical extreme. A high heterogeneity among the
intensity and the extension of mycorrhization was recorded inside roots of the same
species and also inside the same plant. As a result, significant differences in
mycorrhizal colonization due to habitat transformation or site quality were avoided.
Even when for some Bletia species, a broad distribution and abundance in this habitat
is noticed, deeper studies on mycorrhizal colonization phenology and associated
endophytes may partly explain their persistence in terms of disturbance and therefore

their vulnerability to habitat transformation.
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INTRODUCCION

La familia Orchidaceae tiene una amplia distribucion en el mundo y una gran
diversidad ya que representa el 10% de las plantas con flor (Dressler 1981). En la
naturaleza, como sucede con la mayoria de las plantas, las orquideas dependen de
sus hongos enddfitos en diferentes etapas de su ciclo de vida desde la germinacion
hasta el desarrollo de la planta adulta, viviendo en simbiosis al menos en las
primeras etapas de desarrollo (Vij et al. 2002). Cuando las plantas son adultas, el
grado de dependencia varia y aun en aquellas especies fotosintéticas en su totalidad,
las raices contindian estableciendo la micorriza y su micotrofia persiste y suplementa
la fotosintesis durante todo su ciclo de vida (Rasmussen y Whigham 2002, Ortega-
Larrocea y Gonzalez 2008). Tal es el caso de muchas orquideas terrestres que
incrementan su biomasa durante la época de follaje y presentan raices poco
ramificadas y gruesas con un area superficial que favorece poco la absorcion de
agua pero permite un cortex bien desarrollado donde puede hospedarse el hongo
(Rasmussen 1995).

Vij et al. (1985) sefialaron que la intensidad de la micorrizacion variaba en las
especies y sus habitats, de tal manera que las especies que habitan localidades ricas
en humus se encuentran mas micorrizadas que aquellas que crecen en suelos secos
y escasos en materia organica. También se ha observado que hay mayor cantidad
de células con pelotones no digeridos durante la época de inactividad de la planta
(no crecimiento), mientras que en la etapa de crecimiento aumenta la cantidad de
células con pelotones digeridos en orquideas terrestres como Bletilla y Sobralia
(Siddiqgue y Raghuvanshi 1993). Rasmussen y Whigham (2002) observaron que en
especies con floracion en invierno, la fotosintesis y la micotrofia se utilizan
simultdneamente y que la colonizacion de la planta por el hongo prevalece durante el
invierno en toda su longitud con muy pocos sitios con pelotones degradados cuando

la raiz es joven y la planta presenta hojas.
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La variabilidad en la dependencia micorrizica puede ser intra o interespecifica
y contempla diferentes estrategias nutricionales y patrones de colonizacion y la
mayor parte de los estudios estan dados para orquideas terrestres boreales o epifitas
neotropicales. Es importante contar con informaciéon de especies de orquideas
terrestres de climas tropicales para comprender si la dependencia micorrizica es un
factor que les impide su persistencia en sitios con perturbacion y como consecuencia

su distribucién sea mas restringida.

Sin embargo, poco se sabe sobre la distribucibn de las orquideas
neotropicales y su micotrofia. Por ejemplo, el centro de diversificacion del género
Bletia se encuentra en México con un numero aproximado de 50 especies, la gran
mayoria endémicas (Soto 1988). Algunas de las especies del género se desarrollan
bien en sitios con diferente grado de perturbacién o lugares con escaso desarrollo de
suelo, asi como en suelos pedregosos o malpais (Espejo et al. 2002, Hagsater et al.
2005, Ortega-Larrocea y Rangel-Villafranco 2007), mientras que otras presentan

escasa distribucién o se encuentran al borde de la extincion (Hagsater et al. 2005).

El estudio comparativo de la relacion micorrizica entre las orquideas en un
mismo habitat y en diferentes especies de un mismo género, podria aportar
informacion sobre si el grado de micorrizaciéon depende de las transformaciones del
habitat o es un patron que presenta el género y es poco influenciado por la fenologia
de la planta o la transformacion del habitat. El propdsito de este estudio fue describir
los patrones de colonizacion micorrizica en raices maduras de tres especies
pertenecientes al género Bletia: B. purpurata (A. Rich et Gal), B. punctata (Llave &
Lex) y B. roezlii (Rchb. f. Linnaea) en el centro-oeste de México. El estudio se hizo en
sitios con diferente grado de perturbacion de un bosque natural protegido de Pino
durante la época de lluvias (Julio-Noviembre de 2008) que corresponde al periodo de

crecimiento y floracion de las orquideas.
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El estudio se realizé en la Reserva Natural Barranca del Cupatitzio (N 19° 25’ y
19° 26’ 197, W 102° 04’ 06” y 102 07’ 07”) localizada en el municipio de Uruapan,
Michoacan, México. La vegetacion principal es bosque de pino, pino-encino y relictos
de bosque mesofilo de montafia y algunas de las especies representativas son Pinus
douglasiana, P. michoacana var. cornuta, P. lawsonii, Quercus obtusata, Q.
castanea, Q. resinosa, Alnus jorullensis, Carpinus caroliniana y Clethra mexicana
entre otros (Bello y Madrigal 1996, Zavala-Alvarez 2006). A pesar de ser un area
protegida, la Reserva sufre los efectos de su cercania a la zona urbana. El disturbio
se da en las zonas colindantes a ella y consiste principalmente en la modificacion de
la cubierta vegetal por el paso constante de personas y por la introduccion de
especies exoticas; cambios en el uso de suelo de bosque a huertas horticolas de
aguacate y durazno principalmente; la presencia de plagas que obliga a cortar
arboles enfermos y que da lugar a zonas mas abiertas y con mayor penetracion de
luz. En las areas mas lejanas a la localidad, se sigue conservando su vegetacion

natural y estan mas conservadas.

MATERIALES Y METODOS

Se establecieron cuatro zonas con diferente grado de perturbacion en la
Reserva a partir de 6 recorridos de reconocimiento y delimitacion y toma de
fotografias digitales. Para la delimitacion de las zonas se consideraron caracteristicas
previamente descritas como tipo de vegetacion principal y secundaria (Bello y
Madrigal-Sanchez 1996, GoOmez-Reyes 2005, Zavala-Alvarez 2006), suelo vy
profundidad de mantillo (Gémez-Tagle 1985), penetracion de luz, presencia de

especies exoticas.

63



a

o
(3
%€ U.M.S.N.H., Facultad de Biologia VI.RESULTADOS

Las raices fueron recolectadas en las 4 zonas para tener un muestreo
representativo de los sitios y ver si existen distintos morfotipos micorrizicos
asociados e intensidad de la colonizacién. El estudio se llevo a cabo durante el otofio
gue es la mejor época para la recolecta porque es cuando se puede reconocer al
hospedero dado que es el periodo de crecimiento y floracion de las plantas (estas
plantas tienen hojas muy similares por lo que sin la flor, su determinacion puede ser
imprecisa). Ademas segun lo descrito para otras especies que producen
inflorescencias en otofo-invierno, esta época puede ser el mejor tiempo para el
aislamiento de los hongos asociados dado que corresponde a la época en la que se

observa una mayor extensién en la colonizaciéon (Rasmussen y Whigham 2002).

El muestreo consistié en la recolecta de un minimo de 3 raices de 4 plantas
por especie y por zona de colecta: 4 sitios x 3 especies x 4 plantas x 3 raices = 144
raices. Las plantas muestreadas se seleccionaron considerando la presencia de
inflorescencia y la facilidad para la extraccion de la raiz. En total se analizaron 161
raices (61 raices de B. roezlii, 53 de B.purpurata y 47 de B. punctata para la cual no
hubo plantas en una de las zonas). Se recolectaron raices maduras con longitudes
mayores a los 6 cm. Las raices se recolectaron intactas de la base del pseudobulbo
al 4pice manteniendo la orientacion. Se transportaron al laboratorio en frio dentro de
papel aluminio rodeadas de sustrato para evitar su desecacion. El material se
procesé en el laboratorio en un periodo maximo de una semana después de la

recolecta.

El material que no se proceso de inmediato fue preservado con alcohol-acido
acético-formaldehido (FAA) (90 mL de alcohol al 70 %, 5 mL de acido acético glacial
y 5 mL de formaldehido al 37 %) por 4 6 5 dias y se conservé en alcohol al 70 %
(Mukerji et al. 2002).

La micorrizacion fue evaluada en cortes transversales de raices tomando de

referencia el apice, parte media y parte basal.
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Previo a la realizacion de los cortes, se midio la longitud de todas las raices y

se realizaron cortes transversales de 1 mm de espesor cada 8 a 10 mm a partir de la
base. Los cortes se tifieron con Fucsina &cida (0.01 % w: v en acido lactico-glicerol-
agua desmineralizada 14:1:1) y se montaron con PVLG o glicerol al 50 %. Cada
seccion se analizo para determinar la intensidad de la colonizacién por la proporcion
de espacios corticales ocupados por pelotones y se evaluaron con una escala
cualitativa de 6 valores representados como 0, 12, 25, 50, 75 y 100 % del area
cortical colonizada; la extension de la colonizacién por el nUmero de segmentos
colonizados a lo largo de la raiz.

Se determin6 ademas el estado de digestion de los pelotones y se clasificaron
como intactos (con hifas sin digerir con su contenido citoplasmatico completo), en
proceso de digestion (con hifas parcialmente digeridas e hifas intactas) y digeridos
(con hifas no distinguibles) segin Rasmussen y Whigham (2002) como intactos, en
proceso de degradacién y digeridos (Fig. 19). Las observaciones se realizaron en

microscopio a un aumento de 400 x.

tPy. :

dos (40x); b) en proceso de digestion

Figura 19. Pelotones en diferente estado de digestié. a) Digeri
(100x) y c) intactos (100x). Tincidn con Fucsina &cida.
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De algunas de las raices, se midieron los diametros en cada segmento
analizado y grosor de velamen. Se calcularon valores promedio de la intensidad y
extension de los segmentos colonizados por raiz y por especie Yy los resultados se

presentaron en porcentajes.

El andlisis entre especies, sitios y recolectas, se realizd comparando los
valores promedio de los parametros cuantificados en donde para la intensidad y
extension, se compararon Unicamente las raices que presentaron colonizacion. Los
resultados se compararon estaditicamente aplicando Anova de dos vias y cuando se
encontré significancia se sometieron a prueba de Tukey. Para los analisis

estadisticos se utilizé el programa JMP V. 6.

RESULTADOS

Las tres especies estudiadas mostraron colonizacion micorrizica a todo lo
largo de la raiz y en todas las raices de una misma planta encontrando regiones con
mas del 80 % de colonizacion o zonas con porcentajes bajos (< 12 %) o0 no
colonizadas (Cuadro 2). La intensidad de la colonizacion varié considerablemente a
lo largo de la raiz de una misma especie y entre las especies, como se observa para
la mayoria de las especies terrestres y muchas epifitas (Hadley y Williamson 1972,
Katiyar et al. 1986, Cruz-Blasi 2007). Esta densa colonizacion micorrizica se
documentd para la época de lluvias que es también el periodo de crecimiento activo y

de floracion.
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Cuadro 2. Promedio de intensidad (% * d.s.) de la colonizacién micorrizica por segmento (cm) y a lo
largo de la raiz en las 3 especies de orquideas terrestres en la Reserva Barranca del Cupatitzio. C=
cormo,s= diferencia significativa, ns=no hay diferencia significativa.

VI.RESULTADOS

Segmento de raiz Bletia purpurata Bletia Bletia
(cm) purp punctata Roezlii
Base 40+£6.9 (n=7) 6.0+54

17 C 24+54 (n=7) 250£16.3
16 14.5+20.0 12.0+16.1
34+t54 31.0x149

15 6.0 £ 6.9 (n=5) (n=11) (n=12)
0.0 7.8+ 13.75 27.4 £ 20.5

14 (n=5) (n=13) (n=15)
74 +£13.1 9.5+14.5 26.1+£19.3

13 (n=11) (n=16) (n=23)
13.9+19.8 12.3+18.7 37.3+27.4

12 (n=14) (n=21) (n=29)
22.3+28.1 20.1+26.1 35.7£27.2

11 (n=17) (n=22) (n=23)
12.3+18.6 32.8+27.5 33.0+30.2

10 (n=17) (n=24) (n=42)
11.6 +23.9 25.9 £+ 27.7 24.8 +27.6

9 (n=21) (n=29) (n=53)
27.8 £ 26.7 26.5 +27.7 50.6 + 32.3

8 (n=35) (n=35) (n=58)
24.3+ 22.8 22.4 £ 26.5 42.4 + 30.0

7 (n=41) (n=39) (n=59)
21.0+28.0 23.9+28.4 30.3+£29.7

6 (n=46) (n=41) (n=59)
31.2+33.1 33.1+32.8 325+32.2

5 (n=46) (n=42) (n=59)
27.8+325 26.0+ 30.4 41.1+£32.8

4 (n=46) (n=42) (n=59)
30.8 +£33.3 32.5+32.8 38.2+34.4

3 (n=46) (n=42) (n=59)
27.2+29.3 23.4+29.0 40.5+32.2

2 (n=46) (n=42) (n=59)
1 22.4+£29.6 19.5+27.4 29.3+30.6

apice (n=46) (n=42) (n=59

Media de la colonizacibn 25.6 £ 8.6s (P= 25.2+10s (P=
micorrizica del cértex (%) 0.04) ( 0.03) ( 34.3 £10.6ns
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La colonizacién total promedio por especie en ningun caso fue mayor al 35 % y fue

B. roezli la que presentd los porcentajes de colonizacibn total promedio

significativamente mas altos (P < 0.03) (Fig. 20).

256 % (b) 25.2% (b)
Intactos
En digestion
Digeridos
No colonizado
B. purpurata B. punctata

34 % (a)

B. roezlli

Figura 20. Porcentajes promedios totales de los estados de digestion de pelotones en tres orquideas
terrestres de la Reserva Barranca del Cupatitzio. Los colores indican el estadio y letras diferentes
sefialan diferencias significativas entre las especies (Tukey P < 0.03 %)

En estas raices fue posible distinguir pelotones en diferente etapa de digestidon
siendo los segmentos que tenian pelotones en proceso de digestion los que
presentaron los porcentajes mas altos de colonizacion en el cortex. Este estado se
encontrd practicamente en toda la longitud de las raices, con un 15.3 % para B.
purpurata, 16.3 para B. punctata y 22 % para B. roezlii.
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En las zonas de cOrtex que tenian los pelotones intactos se presentaron los

porcentajes mas bajos (Figs. 21y 22).

Solamente el 10.6 y el 13.2 % del total de raices analizadas para B. punctata y
B. purpurata respectivamente, no mostraron colonizacion, mientras que en B. roezlii

Unicamente el 3.2 % de las raices no estaban colonizadas.

Figura 21. Pelotones intactos y en diferente estado de digestion. a) Pelotones intactos en B. punctata
(100x); b) Pelotones intactos en B. roezlii (100x); c) en proceso de digestion (las flechas negras
muestran hifas intactas y en el centro la masa compacta de hifas digeridas) en B. purpurata (100x) y
d) pelotones digeridos en B. roezlii (40x).
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Al comparar la intensidad y extension de la colonizacion en las raices por
segmento se encontré que en B. purpurata y B. punctata los porcentajes mas altos
se concentraron en las regiones mas cercanas al apice disminuyendo en las zonas
cercanas al cormo (Fig. 22). Los pelotones intactos estuvieron ausentes en los
primeros centimetros de la base del cormo y en mayor proporcion hacia el apice en
B. punctata. En la orquidea B. roezlii se observo una colonizacion uniforme a lo largo
de todas las raices (Fig. 22). Esto corrobora lo sefialado por Cruz-Blasi (2007) para
orquideas mexicanas epifitas sobre los patrones de distribucion de la colonizacion en
la raiz en el sentido de que las zonas apicales presentaron células corticales
densamente infectadas (a excepcion de la zona meristematica) mientras que en la
zonas cercanas a la parte basal la intensidad de la colonizacién disminuye, al menos

para 2 especies en el presente estudio.
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VI. RESULTADOS
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Con relacion a los distintos sitios, la especie B. roezlii no presentd

diferencias significativas en su colonizacion micorrizica atribuibles al grado de
conservacion de los sitios en la Reserva o a la calidad de sitio (Fig. 23). La
especie B.purpurata presentd una mayor heterogeneidad observando la
colonizacion micorrizica mas alta en las zonas conservadas con buena calidad de
sitio. B. punctata presentd una colonizacion significativamente mas baja en el sitio
de mayor perturbacion (P= 0.02) y micorrizacién similar en sitios con suelos

pedregosos (malpais) o zonas poco perturbadas (Fig. 23).
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Figura 23. Comparacion de porcentajes de colonizacion promedio en tres orquideas terrestres por
zona y especies. Letras diferentes indican diferencias significativas entre sitios de colecta para B.
punctata (P < 0.02 Tukey).
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DISCUSION

Las tres especies del género Bletia analizadas presentaron una
micorrizacion extensiva a lo largo de todas sus raices, siendo mucho mas intensa
y activa en las zonas de crecimiento. En estas Ultimas zonas, se encontrd la mayor
proporcion de pelotones intactos y en vias de digestion y en las zonas basales o

mas senescentes, predominaron casi exclusivamente los pelotones ya digeridos.

Aln cuando hubo una gran heterogeneidad en cuanto a la intensidad de la
micorrizacion en el cortex, la mayor parte de los segmentos analizados tuvieron
mas del 20 % de las células colonizadas activamente. Esto coincide con el
crecimiento intenso de las plantas en la época de lluvias que es el periodo de
floracién, observando los maximos porcentajes cuando las plantas comenzaban a
formar las flores y desarrollaban las capsulas coincidiendo con la senescencia de
las hojas. Siddigue y Raghuvanshi (1993) sefalaron que la colonizacion
micorrizica tiene una marcada influencia en el crecimiento y desarrollo de especies
micoétrofas facultativas y esto puede explicar los patrones de colonizacion en las

tres especies estudiadas.

Esto ha sido también observado para otras especies de orquideas
terrestres de habitats con climas templados y ricos en materia organica (Hadley
and Williamson 1972, Rasmussen 1995). Esto también se puede deber a que las
raices muestreadas eran maduras y como lo sefialaron Rasmussen y Whigham
(2002), la cantidad de pelotones digeridos se incrementa al aumentar la madurez
de las raices. Esto puede explicar la mayor proporcion de los pelotones en
proceso de digestion que se encontraron sobre todo en las zonas activas de

crecimiento de las raices.
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Sin embargo, aunque en las tres especies la mayoria de las raices se
encontraron colonizadas, se presentaron grandes diferencias inclusive en una
misma planta, siendo la heterogeneidad de la micorrizacion mucho mayor inter-
radicalmente que intra-radicalmente, como se sefala para la mayoria de las
especies terrestres facultativas y epifitas (Hadley and Williamson 1972, Katiyar et
al. 1986).

Cruz-Blasi (2007) describe en algunas orquideas epifitas mexicanas,
patrones de micorrizacion de igual modo en zonas apicales con células corticales
densamente colonizadas. En las zonas cercanas a la parte basal, describe una
disminucién en la intensidad de la colonizacién y en algunos casos, se relaciona
con el diametro de la raiz o grosor del velamen. Los patrones de colonizacién para
otras especies de Bletias en México en un malpais xeréfito descritos por Rangel-
Villafranco y Ortega-Larrocea (2007), sefialan una mayor intensidad y extension
de la colonizacion para B. campanulata y B. urbana. Ambas especies fueron
estudiadas en la misma época fenoldgica, la floraciébn que coincide con la época
de lluvias en el México Central. Sin embargo, una gran diferencia en este estudio
es la ausencia de velamen en las raices, en contraste con el siempre presente en
las bletias de los pinares de este estudio. Es posible que la presencia de velamen
contribuya a una mayor heterogeneidad en la colonizacion intra e interradical
descrita aqui en comparacion a las especies que se desarrollan en el matorral
xerofito, en donde casi la totalidad de las raices analizadas estan micorrizadas en

mas de un 90 % (Ortega-Larrocea com. pers.).

El muestreo de las raices fue robusto para detectar diferencias en los
patrones de colonizacién atribuibles a los cambios en el habitat de distribucion en
los bosques de Pino de Michoacan. Sin embargo, no se pudieron encontrar
diferencias significativas contundentes intra o interespecificas dadas por el

disturbio del habitat o por su calidad del sitio.
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Los datos parecen indicar que las especies de Bletia en general presentan
patrones de micorrizacion a lo largo de toda la extension de las raices y que éstos
pueden variar en intensidad dependiendo de las especies. Algunas de las
especies se encuentran con mayor abundancia en los distintos sitios y otras es
mucho mas dificil observarlas como Bletia punctata. Es posible que un posterior
estudio donde se relacione la abundancia de las plantas, su condicion micorrizica
y los endofitos asociados, permita poner en evidencia si la transformacion del

habitat tiene repercusiones en la distribucion de estas orquideas.

CONCLUSIONES

B. roezlii fue la especie que mayor porcentaje de colonizacion mostro y la
qgue tuvo menor fluctuacién en estos valores tanto en las diferentes fechas de
colecta como en zonas con diferente grado perturbacion, y dado que en la zona
sefialada como mas deteriorada la intensidad en la colonizacion fue la mas alta se
puede decir que el éxito adaptativo de esta especie en sitios con gradiente de
perturbacion se puede explicar en parte por su capacidad de asociarse con los

hongos micorrizicos.

Mientras que la disminucién en las poblaciones naturales de B. punctata
también puede explicarse en parte por la menor presencia del hongo en la raiz.
Esta especie ha sido descrita creciendo en malpais en la Ciudad de México y esta
considerada como extinta en este habitat (Hagsater et al. 2005) y en otros habitats
aledafios también es dificil de encontrarla floreciendo anualmente (Ortega-
Lerrocea pers.commun. 2009). En el estado de Michoacan sélo se reporta su
presencia en dos municipios (instituto de Ecologia, Patzcuaro 2008). Estudios
como el presente son importantes ya que el conocimiento de la interrelaciéon de las
orquideas con otros organismos, como los hongos micorrizicos pueden arrojar

informacion valiosa para programas de reintroduccion de estas plantas.
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CAPITULO 3. AISLAMIENTO IN VITRO Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA
DE HONGOS MICORRIZICOS DE ORQUIDEAS TERRESTRES DEL GENERO
Bletia EN UNA RESERVA NATURAL, CON FINES DE CONSERVACION.

RESUMEN

En la actualidad muchas especies de orquideas se encuentran en alguna
categoria de riesgo contando con muy poco conocimiento sobre la interaccion que
guardan con otros organismos en etapas criticas de su ciclo de vida y que resultan
indispensables para una conservacion sostenible de estas plantas. En México
poco se sabe sobre la simbiosis entre estas orquideas y sus hongos micorrizicos
probablemente involucrados, junto con otros factores, en su distribucion geografica
y competencia ecolégica. En este estudio se llevd a cabo el aislamiento,
caracterizacion morfologica e identificacion de hongos micorrizicos asociados a
raices de plantas adultas de 3 especies de orquideas terrestres del género Bletia:
B. roezlii, B. punctata y B. purpurata en gradientes de perturbacion en la Reserva
Natural Barranca del Cupatitzio con la finalidad de analizar la variabilidad fungica

presente entre especies de orquideas relacionada con grado de disturbio.

Se realizaron aislados de pelotones individuales de 55 raices (incluidas las
3 especies) que se agruparon en cuatro morfotipos diferentes. Estos morfotipos se
caracterizaron por apariencia de la colonia, tasas de crecimiento y dimension de
estructuras. Los morfotipos uno y tres presentaron tasas de crecimiento muy
lentas, mientras que en los morfotipos dos Yy cuatro fueron mas rapidas. Los
morfotipos tres y cuatro formaron micelio de apariencia algodonosa a manera de
anillos y listones. Mientras que los morfotipos 2 y 4 crecieron sumergidos en el

medio de cultivo.
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El morfotipo dos es el que presenta al parecer mayor capacidad de
adaptacion y dispersion ya que se pudo aislar de las cuatro zonas estudiadas y de
las tres especies de orquideas sin importar el grado de disturbio. Las raices de B.
roezlii y B. punctata presentaron mas de un morfotipo asociado a una misma raiz,

no asi y B. purpurata de la que se aislo un solo morfotipo por raiz.

Las dimensiones obtenidas para las estructuras analizadas vy
caracteristicas morfologicas corresponden a las descritas para el género forma

Rhizoctonia 'y todos los aislados son afines al género Epulorhiza.

Estos resultados mostraron que la capacidad de adaptacién y dispersiéon de
estas orquideas puede estar relacionada en parte por la presencia de hongos
micorrizicos en la raiz que les confieren un mayor éxito ecoldgico. Especies como
B. roezlii que parecen ser menos selectivas hacia el hongo con el que se asocian
presentaron una mayor distribucion y tolerancia a la perturbacion en la reserva.
Este éxito también puede estar dado por la capacidad de adaptacion y patrones de

distribucion de los hongos micorrizicos asociados.
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ABSTRACT

In the present study were realized the isolation, morphological
characterization and identification of mycorrhizal fungi associated with roots of
adult plants of 3 species of terrestrial orchids of the genus Bletia: B. roezlii, B.
punctata and B. purpurata in disturbance gradients in the Natural Reserve
Barranca del Cupatitzio with the aim of analyzing the fungal variability present

among species of orchid related with degree of disturbance.

The dimensions obtained for the structures analyzed and morphological
characteristics correspond to those described for the genus-form Rhizoctonia and

all isolates are related to genus Epulorhiza.

These results show that the adaptation ability and spread of these orchids
may be due to the presence of mycorrhizal fungi in the roots that give them
greater ecological success because species such as B. roezlii that appear to be
less selective towards the associated fungus had a greater distribution and showed
tolerance to disturbance in the reserve, and this same success can also be caused
by the resilience and distribution patterns of the associated mycorrhizal fungi.

INTRODUCCION

Las orquideas son consideradas plantas evolutivamente avanzadas dentro
del orden Liliales y comprende aproximadamente 1000 géneros y 35 000
especies (Batty et al. 2002, Hagsater et al. 2005). Sin embargo en la actualidad
una gran cantidad de estas especies se encuentran en alguna categoria de riesgo
como resultado directo o indirecto de actividades humanas entre las que se
incluyen destruccion de habitats y degradacion, asi como colecta de ejemplares
silvestres (Batty et al. 2002, Hollick 2004).
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Para llevar a cabo la reintroduccion de estas orquideas o iniciar
programas de conservacion que sean sostenibles se requiere preservar las
condiciones necesarias para la sobrevivencia de estas plantas durante todo su
ciclo de vida, lo que incluye a otras especies de organismos con los que se
asocian durante algunas etapas criticas, como lo son los polinizadores durante la
etapa de floracién y hongos simbiontes durante la etapa de germinacion (Zettler et
al. 2003, Rasmussen y Rasmussen 2007).

También se ha observado que la distribucion de estas plantas en diferentes
hébitats es consecuencia de la distribucién de estos hongos en suelo, aunque este
fendmeno ha sido poco estudiado (Rasmussen 1995, Batty 2002, Ortega-Larrocea
2008). Por lo que se debe asumir que la modificacion del uso de suelo, erosion o
pérdida del mismo, trae como consecuencia una disminucion en la biodiversidad
de los microorganismos presentes, entre la que se encuentran los hongos
micorrizicos y como consecuencia una disminucion en la capacidad de dispersion
sobre todo de aquellas orquideas con especificidad mayor hacia esta asociacion
(Batty et al. 2002, Rangel-Villafranco y Ortega-Larrocea 2007). Si se busca
preservar especies de estas plantas no se puede dejar fuera a su simbionte
fungico empleado durante la germinacion y se debe de considerar también que la
mayoria de éstas presentan algun grado de micotrofia durante la etapa adulta
(Rasmussen y Rasmussen 2007). Conocer la diversidad fungica involucrada en el
desarrollo de orquideas terrestres es importante para explicar su ecologia y la

funcion de estos hongos en la planta y en el suelo (Ortega-Larrocea 2008).

Existen algunas orquideas que se asocian con una sola especie de hongo
durante la etapa adulta y que presentan una distribucion mas restringida, mientras
gue otras se pueden asociar con un amplio rango de hongos (Hadley 1982, Sen et
al. 1999, Batty 2002).
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Resulta importante aislar e identificar a los hongos micorrizicos
involucrados en las diferentes fases del ciclo de vida de estas plantas y conocer
cual es su contribucion en el desarrollo y si la asociacion es duradera, abundante

0 escasa (Shan et al. 2002, Rasmussen y Rasmussen 2007).

La mayoria de los hongos micorrizicos de orquideas han sido asignados al
género-forma Rhizoctonia (Sneh et al. 1991). Este género esta integrado por una
diversidad taxonomica de hongos que presentan algunas caracteristicas similares
y otras muy diferentes (Currah et al. 1987). Los métodos convencionales para
identificar a este grupo de hongos se basan en la morfologia de los aislados in
vitro, que incluye color de la colonia, células monilioides, esclerocios y otras
caracteristicas del micelio (Currah et al. 1987, Sneh et al. 1991, Currah et al.
1997). De tal manera que se han establecido varios géneros anamorfos de hongos
asociados exclusivamente a las orquideas como Epulorhiza, Ceratorhiza,
Monilliopsis y Rhizoctonia (Moore 1988, Sneh et al. 1991, Currah et al. 1997,

Ortega-Larrocea y Gonzalez 2008).

Debido a que estos hongos no formas estructuras de reproduccién sexual,
su clasificacion puede basarse en caracteristicas del esterilio, pudiendo ser
separados en morfoespecies o morfotipos que permiten identificar grupos a nivel
de género en base sélo a caracteristicas morfolégicas con una precision que ha
sido corroborada mediante técnicas de identificacibn molecular (Guo et al. 2000,
Shan et al. 2002, Lacap et al. 2003).
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A nivel mundial se ha realizado un numero sustancial de estudios sobre la
diversidad de hongos micorrizicos de orquideas en climas tropicales y regiones
templadas con fines de conservacion (Taylor et al. 1999, Frohlich et al. 2000,
Batty et al. 2001). En México la investigacion sobre este tipo de asociacion es
escasa Yy por lo tanto se conoce muy poco sobre aspectos ecoldgicos, fenoldgicos
y de manejo con fines de conservacion o reintroduccion (Zettler 1997, Rangel-
Villafranco y Ortega-Larrocea 2007), mas aun, son muy pocas las especies de

orquideas de las que se conoce la identidad del socio fungico.

En algunos estudios de orquideas terrestres en los alrededores de la ciudad
de México se menciona que algunos géneros parecen tener alta especificidad por
su micobionte como Bletia-Epulorhiza, Dichromantus-Ceratorhiza, Habenaria-
Epulorhiza y Malaxis-Epulorhiza (Rangel-Villafranco y Ortega-Larrocea 2007). Se
sefala la importancia de investigar si el éxito adaptativo y la gran capacidad de
dispersion que presentan algunas especies como Dichromantus aurantiacus
parecen estar relacionados con la presencia del socio fungico que contribuye a su
sobrevivencia en la naturaleza. Especies como Bletia urbana consideradas en
peligro podrian estar en riesgo debido a la diminucion de las poblaciones naturales
de su socio fungico o a una menor infectividad (Ortega-Larrocea y Rangel-
Villafranco 2007).

Un estudio encaminado a analizar si el mismo comportamiento se presenta
en otras especies de orquideas terrestres en un mismo habitat podria contribuir a
un mejor conocimiento de esta asociacion y por lo tanto de propuestas mas

acertadas para programas de restauracion y conservacion.
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La finalidad de este estudio fue llevar a cabo el aislamiento e identificacion
de los hongos micorrizicos de tres especies del género Bletia: B. roezlii, B.
purpurata y B. punctata en ambientes contrastantes dentro de una Reserva
Natural en el Estado de Michoacan. Esto se realiz6 mediante su caracterizacion
morfologica para analizar grado de especificidad y determinar si el éxito adaptativo

que presentan esté relacionado con la presencia del socio fungico.

B. roezli y B. purpurata presentan amplia distribucion en el estado
encontrando registro para mas de 5 municipios, mientras que B. punctata presenta
una distribucion mas restringida siendo reportada solamente en dos municipios

(Instituto de Ecologia, Patzcuaro 2008).

El estudio se realizé en la Reserva Natural Barranca del Cupatitzio (N 19°
25y 19° 26’ 19”, W 102° 04’ 06” y 102 07’ 07”) localizada en el municipio de
Uruapan, Michoacan, México. La vegetacion principal es bosque de pino, pino-
encino y relictos de bosque mesofilo de montafia. Debido a su cercania con la
zona urbana de la ciudad de Uruapan se observan sitios con diferente grado de

perturbacion.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio la Reserva se dividié en cuatro zonas con diferente grado de
perturbacion que fueron delimitadas por caminos principales y secundarios. Para
la delimitacion de las zonas se consideraron caracteristicas previamente descritas
como tipo de vegetacion principal y secundaria (Bello y Madrigal-Sanchez 1996,
Gomez-Reyes 2005, Zavala-Alvarez 2006), suelo y profundidad de mantillo
(Gémez-Tagle 1985), penetracidn de luz, presencia de especies exoticas.
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Los hongos micorrizicos asociados fueron aislados de algunas de las raices
recolectadas para el analisis de colonizacion en las tres especies. Se analizaron 1
0 2 raices de 2 0 3 plantas por especie y por sitio para obtener un total de 21
raices de B. purpurata, 22 de B. roezlii y 13 de B. punctata (de la que fue dificil
encontrar plantas con inflorescencia). En cada una de estas raices se quito el
exceso de suelo con agua corriente y se hicieron cortes transversales a 10 mm
aproximadamente en raices largas (= a 12 cm), para raices de menor tamafio (< a
12 cm) los cortes se hicieron cada 6 a 8 mm. Los cortes se montaron en PVLG.
Se separaron los segmentos que mostraban pelotones viables (indigestos) para su

desinfestacién (Rasmussen y Whigham 2002).

Antes de ser procesadas, las raices se desinfestaron superficialmente
utilizando la técnica propuesta por Ortega-Larrocea (2008) que consiste en:
enjuagar con agua destilada estéril los segmentos colonizados en tubos
Eppendorf®. Se lavaron con cloro comercial (~ 6%) al 10% (v: v) con 2 gotas de
Tween 80 cada 500 mL durante 10 minutos en agitacion constante. Se enjuagaron
3 tiempos con agua destilada estéril. Los segmentos se pasaron a una solucién de
antibioticos (eritromicina 0.03% y gentamicina 0.01% p: v) durante 10 min. y se
enjuagaron 3 tiempos con agua destilada estéril. Todo el proceso se realiza en frio

y bajo campana de flujo laminar.

Los explantes se sembraron en medios especificos descritos por Clements
(1988) y Mitchell (1989). Cada segmento de raiz desinfestada se coloc6 en 1 mL
de agua destilada estéril en una caja de Petri cortando el cortex con bisturi y aguja
para dispersar los pelotones. Posteriormente se toman los pelotones con pipeta
Pasteur estéril y se colocan en medio de aislamiento fungico (MAF y MAF-A
modificado). Las cajas se incubaron a 25-27°C en obscuridad hasta que se

observan hifas recreciendo de cada peloton (Fig. 24).
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Pasado este tiempo se aislaron los hongos utilizando agar papa-dextrosa
(PDA) con 50 mg/L de estreptomicina a pH 6.8 incubandose a la misma
temperatura hasta obtener cultivos potencialmente micorrizicos verificados
morfolégicamente (Currah et al. 1987, Shan et al. 2002).

Figura 24. Extraccién de pelotones individuales de raices en tres especies de orquideas. a)
Seccién de cortex con pelotones, b) pelotdn individual con hifas en crecimiento para extraccion y
siembra en medio PDA. Fotos A. Beltran.

Se calcularon porcentajes de aislamiento por raiz (no. de segmentos de los
gue se obtuvo algun aislado en relacion al total de segmentos seleccionados para
el aislamiento), aislamiento por sitio (no. de raices de las que se obtuvo algun
aislado en relacién al total de raices seleccionadas por sitio) y aislamiento por
especie (no. de raices de la que se obtuvo algun aislado en relacion al total de

raices seleccionadas por especie).

Para la caracterizacion morfolégica de los hongos anamorfos asociados se

realizaron las siguientes pruebas:
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Medios de cultivo para observar estructuras fungicas:

Una vez que los hongos se hubieron desarrollado en el medio PDA se
subcultivaron para observar la presencia de células monilioides y formacion de
esclerocios después de aprox. 8 semanas (aunque es muy variable ya que

algunas nunca se desarrollan) (Shan et al. 2002).

Para observar el nUmero de nacleos y morfologia de las hifas se hicieron
cortes de 1 mm? de los aislados en PDA y se pusieron a crecer en agitaciéon en
medio Papa-Dextrosa Broth (PDB) por 15 a 20 dias a una temperatura de 22 a 25

° C en presencia de luz.

Caracteristicas de cultivos:

La caracterizacion de las colonias de los aislados se realizo a partir de los
cultivos puros en crecimiento en medio PDA una vez que completaron su

desarrollo en las cajas de Petri.

El color de la superficie se determiné con las cartas de color Munsell para
suelo (2000) una vez que la colonia se desarroll6 completamente llenando la caja
de Petri. Se realizé una segunda comparacion de las colonias maduras que fueron
conservadas a 4 °C después de dos meses. Se analizaron otras caracteristicas
macroscopicas del cultivo como: brillo, textura, tasa de crecimiento, olor, modo de
crecimiento, capacidad enzimatica (Liparini et al. 2005); y -caracteristicas
microscopicas que incluyeron color, ancho, septacién y angulos de ramificacion
del micelio y didmetro de las clamidosporas cuando presentes (Harvais y Hadley
1967) asi como numero de nucleos. Las medidas microscoépicas se cuantificaron

en un microscopio optico a 400 magnificaciones.
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Las pruebas de reaccion de los aislados a la presencia de Polifenol
oxidasas se realizaron mediante la preparacion de medios de cultivo en cajas de
Petri con agar 2%, extracto de malta 1.5 % y &cido tanico 0.5 % (Davidson et al.
1938, Zelmer 1994).

Las cajas fueron inoculadas con un fragmento de micelio de 1 mm?® vy
llevadas a incubacién a 25 °C por periodos de 5 a 15 dias, después de lo cual se
observd la reaccién de los aislados, considerando negativos aquellos que no
mostraron cambio de coloracion en el medio o crecimiento y positivos en caso

contrario.

Las tasas de crecimiento se determinaron con la técnica de Currah et al.
(1987), midiendo el incremento radial de la colonia en 4 direcciones cada 24 a 48
horas por periodos de 2 a 8 semanas. Las tasas de crecimiento fueron

representadas en valores promedios en base a un minimo de tres réplicas.

Andlisis estadisticos: se realizaron comparaciones de dimensiones de
células monilioides y caracteristicas de las hifas de todos los aislados mediante
pruebas Anova de dos vias y Tukey con el programa JMP V. 6.0.

La determinacion del nimero de nucleos se hizo a partir de los cultivos en
medio PDB los cuales se licuaron en 150 mL de agua destilada por 1 minuto, a
partir de una alicuota de 1 mL vaciada en una membrana de diélisis montada en
vacio (manifall). Las membranas se fijaron con 200 pL de solucion de
formaldehido al 2% por 20 min. Las hifas fueron tefiidas con 200 pL de 4'-
6" diamidino-2-fenilindol (DAPI) 5 pg/mL por un minimo de 20 min en la obscuridad
y destefiidas con agua destilada por 2 min. El material se mont6 en portaobjetos
adicionando 100 pL de glicerina al 50 % y cubiertas con cubreobjetos para ser
observadas en microscopio de epifluorescencia con el filtro de luz UV (200-400
nm) (Sneh et al. 1991).
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Se hizo la determinacion de los aislados con base en todas las
caracteristicas descritas anteriormente utilizando las claves citomorfoldgicas para
Rhizoctonia (Sneh et al. 1991), claves dicotomicas para hongos micorrizicos
asociados a orquideas (Currah y Zelmer 1992) y claves para especies de
Epulorhiza (Currah et al. 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de 107 aislados de las tres especies extraidos a
partir de 56 raices, de los cuales 44 corresponden a B. purpurata, 46 a B. roezlii y
17 a B. punctata. Los resultados mostraron que B. roezlii fue la especie de la que
se obtuvo el porcentaje mas alto de aislamiento por nimero de raices utilizadas
con un 65.4 % y sin importar el grado de perturbacion de los sitios de colecta mas
del 50 % de las raices contenian segmentos con pelotones viables que pudieron
ser aislados. B. purpurata y B. punctata presentaron porcentajes diferentes
dependiendo del sitio del que se extrajeron las raices, observando que los
porcentajes mas altos se obtuvieron en el sitio con abundante presencia de

malpais (zona 4) (Cuadro3).

El uso de dos medios diferentes para el aislamiento de los hongos (MAF y
MAF-A) no parecio ser un factor que haya influido en un mayor éxito para el
desarrollo de los pelotones aislados, si no que mas bien este éxito parecio estar
relacionado con la viabilidad de los pelotones al momento de extraerlos del cortex
(Cuadro 3) al menos en el presente estudio. Rangel-Villafranco (2004) sefiala que
el aislamiento de hongos micorrizicos a partir de explantes con pelotones viables
(intactos o en proceso de digestidon) de especies del género Bletia es mas exitoso
que en otros géneros tales como Dichromantus en el que el aislamiento es dificil
aun cuando se tengan pelotones intactos. Por tal razdn se recomienda que se
realicen estudios que se enfoquen a analizar con mayor detalle los resultados

observados.
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Cuadro 3. Porcentaje de aislamiento de hongos micorrizicos por cantidad de raices y ndmero de explantes
analizados y cantidad de morfotipos obtenidos.

N DI
¥ Ne 1 CAIAS PORCENTAJE PORGENTAJE | PORGENTAJE
LSPECIE sinio | DE L.Qo MEDIO DE CAIAS _|SEGMENTOS PLOMENTOS NO BRIAS ka1 imo DE DE DE
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8.8am Mh::_: 4] ninguno (4] ] 0%
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3 MAF 2 q0%
48cm MA) A 1 3 (3] [+] a%
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1 MAF PROF b sa%
23.7om B 4 11 1 1 4 %
Sacm 2 G o 0%
11.5cm —MMA"\-:':'A ; 10 o o 0%
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B. roezi 63em M’:‘,\:’; : 3 o a a% 65.40%
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8 MAF 3 o 0 9%,
8 Ho&om MAF 8 Z 3 Z 25% 75%
9cm o 6 2 3 1v2 33%
11.60m nt a 7 2 1 50%
7.8cm i 5 3 6 1 60%
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1 9.6 cm MAF-A 5 1 1 3 20% BO%
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A partir de caracteristicas morfolégicas como apariencia de las colonias,

color y forma de crecimiento; de la medicién y comparacion mediante andlisis
estadisticos de sus tasas de crecimiento y las caracteristicas morfométricas de las
hifas y células moniliodes cuando presentes, se obtuvieron cuatro morfotipos

diferentes (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas y morfometria de los aislados de Epulorhiza sp obtenidos a partir de raices de tres
especies de orquideas. Letras diferentes indican diferencias significativas, s/d = no se tiene dato.

COLORCOLONA ;
(CARTASHUNSELL, ESCLEROCOS CELLASNONLIORES HASVEGETATIVS )
= (mn=1074p05)
TASAPROMEDIO ,
DUARADE No.E NMERD
wowroreo | PAREGIEL CRECMENTO CELULAS T [Exe
(om)n=81 ENCADENA NlcLEosPERO
(P<005)
COLOR(CARTAS (DIST.SEPTO DIST.SEPTO|  ANGULO
SR ML) | APARENCA e o s ANCHO " ooNCPAL RAMFCAO0N ()
Plana serosaaalelpada, |, . .. ;
" Amarillo palidoa café ‘
T — B M Gabusosercso | 08:08b 107+3309.12423b 3a5 346407 064253 263:09 894122 2 | NEGATVA

B25Y) | cecimienoirequar (T425Ya825Y)

Amarilopiido
Semsa Gabusosenso | 25t14a 13922af165+19a 3a7 372408 126478 30Tei1 | %0249 | 2 | NEGATWA
(825Y) (825Y)
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Amailopiido | Alepadaplana
3 Noformo Nobmo | 07¢05b 528+04c454#03c 5af0 313405 1236458 303409 | 89135 | 2 | NEGATVA

(B2a835Y) | aalgodonosa con anillos

Anarilopaldo ”eamp'““ Amarlopdo
1 s Gabusosewso | 223082 | 13%2a (84#3b| 3a5 | sd | 4 | §d | 0 | 2 | NEGATWA

(812a8/35Y) | conanilos ylistones | (7/425Ya825Y)
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Todos los morfotipos aislados fueron afines al género-forma Rhizoctonia y
por lo tanto a los géneros descritos para hongos micorrizicos orquideoides. Entre
las principales caracteristicas que distinguen a los hongos agrupados en este
género se mencionan la presencia de una ligera constriccion en el punto de union
entre las hifa principal y la secundaria (Sneh et al. 1991), caracteristica que se
pudo observar en algunos de los aislados analizados (Fig. 25a y b), mientras que
en otros el punto de ramificacion se present6 en forma recta. Otras caracteristicas
que se describen para este grupo y que también se presentaron en los cuatro
morfotipos aislados fueron la formacion de un septo en la hifa secundaria, cerca
del punto de ramificacion y la formacién de angulos cercanos a los 90° entre la
hifa principal y la secundaria (Duggar 1915, Sneh et al. 1991, Currah et al. 1997)
(Fig. 25¢c, d y e).

d)

4 pym

Figura 25. Caracteristicas de las hifas en los aislados afines al género-forma Rhizoctonia. a) y b)
Constriccion en el punto de ramificacién en morfotipo 2(flechas negras), ¢), d) y e) septo cercano
al punto de ramificacién en la hifa secundaria (flechas blancas) y angulos cercanos a 90° (flechas
cafés), e) dimensiones de diferentes estructuras. b) y c) tincibn con Fucsina acida, d) con
microscopio de epifluorescencia (longitud de onda 280 a 380 nm).

93



Ei “I" U.M.S.N.H., Facultad de Biologia VI.RESULTADOS

La presencia de hifas binucleadas, formacion de células monilioides
y esclerocios, la ausencia de de interconecciones permitieron corroborar también
que los 4 morfotipos aislados corresponden a hongos micorrizicos orquideoides
del género-forma Rhizoctonia (Currah et al. 1997) (Fig. 26).

Figura 26. Caracteristicas tipicas de hongos micorrizicos orquideoides del género-forma
Rhizoctonia. a) Hifas binucleadas (morfotipo 1), b) Hifas binucleadas (morfotipo 2), c) Hifas
binucleadas (morfotipo 4), d) y €) Células monilioides (morfotipos 1y 2) y f) Esclerocios (morfotipo
2). a, b y ¢ con microscopio de epifluorescencia (longitud de onda de 280 a 380 nm), d y e tincién
con azul de tripano (100x).

94



a
%€ U.M.S.N.H., Facultad de Biologia VI.RESULTADOS

Diversos trabajos han comparado caracteristicas morfolégicas vy
moleculares confirmando la existencia de tres géneros anamorfos Epulorhiza,
Ceratorhiza y Moniliopsis (Andersen 1996, Currah et al. 1997, Pereira et al. 2005).
Los géneros Ceratorhiza y Epulorhiza incluidos en este grupo comparten algunas
caracteristicas en comun sin embargo se les puede diferenciar por la presencia de
aroma a citricos en los aislados de Epulorhiza y mediante la prueba de reaccion a
las Polifenol oxidasas (Zelmer 1994). En general los aislados de Ceratorhiza son

positivos y los de Epulorhiza son negativos (Currah et al. 1997).

Aun cuando los aislados mostraron algunas diferencias entre ellos, como
tasas de crecimiento, dimension de células monilioides y apariencia de la colonia,
todos fueron afines al género anamorfo Epulorhiza (Sneh et al. 1991, Currah et al.
1997) (antes denominado Rhizoctonia repens). Este género ha sido descrito para
un amplio rango de orquideas fotosintéticas (Pereira et al. 2003, Zettler et al. 2004,
Suarez et al. 2006) y documentado también en orquideas mexicanas (Rangel-
Villafranco 2004, Ortega-Larrocea y Rangel Villafranco 2007, Cruz-Blasi 2007).

Las caracteristicas consideradas fueron las siguientes:
Diametro de las hifas principal y secundaria inferiores o cercanas a 4 pm.
La textura de crecimiento de la colonia, en general es serosa, con hifas
sumergidas, de color amarillo claro y café muy ligero cuando la colonia es
madura.

Las tasas de crecimiento de todos los morfotipos son inferiores a 4 mm.

Reaccion negativa a las Polifenol oxidasas.
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La caracterizacion de los 4 morfotipos se presenta a continuacion:

El morfotipo 1 presenta crecimiento plano o sumergido aunque al
resembrarse puede tomar apariencia algodonosa y su crecimiento es irregular. El
morfotipo 2 se caracteriza y diferencia del morfotipo anterior por presentar colonias
de crecimiento radial uniforme con apariencia cerosa y sumergidas en el medio, la
coloracion de la colonia y de los esclerocios es casi blanca y estos ultimos se
dispersan en toda la superficie de la colonia dandole apariencia en ocasiones
granular. ElI morfotipo 3 se caracteriza porque las colonias en medio de cultivo
crecen formando anillos y las hifas vegetativas crecen sobre el medio con
apariencia algodonosa. ElI morfotipo 4, a diferencia del anterior, aunque también
crece formando anillos, la apariencia de las hifas vegetativas es mas algodonosa y

forman listones (Fig. 27).

Figura 27. Forma de crecimiento de los cuatro morfotipos de Epulorhiza sp. en cultivo in vitro.
Morfotipo 1 a) crecimiento irregular, b) esclerocios; morfotipo 2 c) crecimiento seroso, d)
esclerocios; morfotipo 3 e€) crecimiento con formacién de anillos (no formo esclerocios); morfotipo 4
f) crecimiento con formacion de anillos y listones, g) esclerocios.
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Los morfotipos 2 y 4 parecen encajar bien en la descripcién de Epulorhiza
repens, mientras que el morfotipo 1 y 3 en algunos de los aislados presentaron
hifas hialinas de paredes muy delgadas, con crecimiento atipico (no recto) y menor
diametro (Fig. 28).

Figura 28. Morfometria de hifas en los 4 morfotipos aislados de Epulorhiza sp. a) Morfotipo 1, hifas
con paredes muy delgadas (microscopio de epifluorescencia, 280-380 nm), b) Morfotipo 2 hifas con
constriccion en el punto de ramificacion y binucledas (Nucleos con microscopio de epifluorescencia
280- 380 nm, e hifas microscopio compuesto 100x) c) Morfotipo 3 con hifas de paredes muy
delgadas y hialinas, d) Morfotipo 4 con hifas binucleadas (Microscopio de epifluorescencia 280-380
nm).
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Los morfotipos 1 y 3 de Epulorhiza sp. presentaron crecimiento lento inferior
a 1.5 mm por dia, mientras que los morfotipos 2 y 4 tuvieron crecimiento mas
rapido de 2 a 3 mm por dia. Los morfotipos 3y 4 presentaron un crecimiento de
la colonia a manera de anillos, y células monilioides de menor tamafio a lo
reportado para Epulorhiza con formacion de cadenas largas. Sin embargo, se
clasific6 como Epulorhiza por el diametro de las hifas y las otras caracteristicas
antes descritas (Fig. 29). Esto permite corroborar que los caracteres
morfométricos como color de la colonia y aspecto de la misma varia de un aislado

a otro y con la resiembra y por lo tanto son menos constantes.

Sin embargo se sugiere la realizacion de pruebas moleculares que permitan
diferenciar o agrupar los morfotipos encontrados y corroborar la identidad del
género determinado como Epulorhiza.

La identificaciéon de estos morfotipos coincide con lo mencionado por otros
autores referente a que los hongos micorrizicos asociados a orquideas terrestres
pertenecientes al género Bletia que han sido aislados en otras regiones de México
de plantas silvestres, Unicamente pertenecen al género Epulorhiza. Por otro lado,
Ceratorhiza se ha aislado de otros géneros como es el caso de la especie
Dichromantus auriantiacus, lo que pudiera sefalar cierta especificidad con el
hongo asociado a nivel de género en estas orquideas ya que se ha observado que
la simbiosis se establece mejor con aislados provenientes del mismo género
(Rangel-Villafranco 2004, Rangel-Villafranco y Ortega-Larrocea 2004, Ortega-

Larrocea y Rangel-Villafranco 2007, Ortega-Larrocea y Gonzalez 2008).
Estos mismos autores también mencionaron que especies como B. urbana

son menos especificas que otras especies y que en condiciones de cultivo se

asocian exitosamente con varios aislados de Ceratorhiza.
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Figura 29. Caracterizacién morfométrica de los cuatro morfotipos de Epulorhiza sp aislados de tres especies de
orquideas terrestres. a) Comparacion de tasas de crecimiento de los 4 morfotipos después de 12 dias de su
siembra en cajas de Petri, b) Reaccion negativa a las Polifenol oxidasas en los 4 morfotipos en donde no hubo
crecimiento ni cambio de coloracion del medio, c¢) células monilioides y d) comparacion del nimero de células
monilioides por cadena. Tincion con Fucsina acida y Azul de tripano.
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Las diferencias mas notorias a partir de las cuales se clasifico a los aislados
en los cuatro morfotipos determinados como Epulorhiza sp después de haber sido
separados en base a apariencia de la colonia fueron las tasas de crecimiento,

dimension de células monilioides e hifas.

Los morfotipos 2 y 4 presentaron tasas de crecimiento promedio
significativamente mas altas que los morfotipos 1 y 3 (Fig. 30), con valores de 2.5
y 2.2 mm/dia contra 0.7 y 0.9 mm/dia (P < 0.01).
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Figura 30. Tasas de crecimiento promedio por dia y morfotipo. (Las barras indican valores
promedios + intervalo de confianza. Letras diferentes indican diferencias significativas) (Tukey, P <
0.01).
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Los morfotipos 2 y 4 alcanzaron su desarrollo maximo en el sistema en
periodos de 15 a 20 dias, mientras que los morfotipos 1 y 3 requirieron periodos
de mas de 40 dias para completar su crecimiento en las cajas de Petri. Las tasas
de crecimiento promedio diarias en cada uno de los morfotipos presentaron el

mismo comportamiento en las tres especies analizadas.

Al analizar el crecimiento de los cuatro morfotipos por especie se observé
que el morfotipo 2 presenta tasas de crecimiento altas y semejantes en los
aislados de las cuatro especies, mientras que el morfotipo 3 aislado de B.
purpurata presento las tasas de crecimiento mas bajas (Tuckey, P < 0.01) (Fig.
31), lo que podria interpretarse como un reflejo de la capacidad de adaptacion que
posiblemente tiene el morfotipo 2 con respecto a los demas morfotipos en los que
las tasas de crecimiento variaron entre especies sin ser significativamente muy
diferentes. Cabe mencionar, ademas que del morfotipo 2 fue del que se obtuvo el
mayor numero de aislados, mientras que los morfotipos 3 y 4 fueron dificiles de

aislar. Los morfotipos 1 y 2 se aislaron de las 4 zonas analizadas.

3.5
3
s 25
=
E 2 Z Morfotipo 1
c
< I Morfotipo 2
€ 1.5 .
ﬂé H Morfotipo 3
g 1 Morfotipo 4
o
0.5
0
B. punctata B. purpurata B. roezlii

Figura 31. Crecimiento promedio de los 4 morfotipos de hongos por especie y prueba de
significancia (Tukey, P < 0.01). (Las barras indican el promedio * el intervalo de confianza y letras
diferentes indican diferencias significativas).
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Al analizar la dimensién de células monilioides e hifas se encontré que las
células monilioides de los morfotipos 2 y 4 son muy parecidas variando solamente
en el ancho, motivo por el cual las del morfotipo cuatro son mas ovaladas. Las
células monilioides del morfotipo 1 presentan tamafios intermedios con respecto a
los dos morfotipos anteriores, siendo el morfotipo 3 el que presenta las células
monilioides de tamafios significativamente menores con respecto a los demas
morfotipos (Fig. 32). Este tamafio se sale de los rangos que se describen para el

género Epulorhiza por Currah et al. (1997).

18
16
14 T—7
12 I Epulorhiza sp.
e
g —JI-A A .
= 3 & Morfotipo 1
o 8 _—F Morfotipo 2
1
E 6 @ Morfotipo 3
B Morfotipo 4
4 = - orfotipo
). r}'
: -
largo ancho ancho | dist.septo | dist.septo
princ sec
células moniliodes hifas

Figura 32.Caracteristicas morfométricas de los cuatro morfotipos de Epulorhiza. Dimension de
estructuras por morfotipo. Las barras indican valores promedios + el intervalo de confianza y letras
diferentes indican diferencias significativas (P < 0.01, Tukey). Dist. Septo princ = distancia el punto
de ramificacion al primer septo encontrado en la hifa principal, dist. Septo sec = Distancia del punto
de la ramificacion al primer septo en la hifa secundaria.
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Las dimensiones de las hifas fueron semejantes para todos los aislados y
corresponden a los rangos que discriminan entre los géneros mas comunes como

Ceratorhiza que presenta dimensiones mayores.

Al hacer la comparacion de los morfotipos aislados por especie y por zona,
se encontrd que B. roezlii presentd asociacion con los cuatro morfotipos en la zona
1 considerada como de mayor perturbacibn mientras que de las otras dos
especies de orquideas analizadas Unicamente se aislé el morfotipo 2 para B.
punctata y los morfotipos 2 y 3 para B. purpurata (Cuadro 5). Es posible que el
éxito en la asociacién mostrado por B. roezlii pueda estar relacionado con su éxito
adaptativo en la reserva y con la mayor colonizacién encontrada en las raices en

esta misma zona.

En el caso de B. roezlii y B. punctata se aislaron en ocasiones 2 6 mas
morfotipos de una misma raiz aunque siempre de diferente segmento lo que
corrobora lo sefialado por otros investigadores en el sentido de que algunas
orquideas pueden asociarse con mas de un socio fangico a la vez, incluso en una
misma raiz (Rasmussen 1995). Esto les puede conferir cierta ventaja para la
obtencion de nutrimentos y una mayor sobrevivencia en sitios perturbados,
tendencia que se observa en la mayor distribucion y abundancia de B. roezlii en el
area de estudio, ya que en las cuatro zonas se presenta asociada con mas de un
morfotipo en la misma raiz. Sin embargo a diferencia de lo sefialado en trabajos
previos en los que se aislaron diferentes morfotipos de una misma seccion de raiz
e incluso de un mismo peloton (Kristiansen et al 2004, Suarez et al. 2006, Cruz-
Blasi 2007) los morfotipos diferentes que fueron aislados en una misma raiz en las

especies de orquideas estudiadas provinieron de secciones diferentes.
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En la zona 4 caracterizada por ser una zona pedregosa abundante en
malpais, las tres especies se encontraron asociadas al menos a dos de los
morfotipos aislados y esto en parte podria explicar el éxito que muestran estas
especies para desarrollarse en este tipo de habitats 0 en sitios escasos en suelo

como lo mencionan algunos autores (Espejo et al. 2002, Hagsater et al. 2005).

Cuadro 5. Comparacién de morfotipos aislados por especie y por zona de colecta.

ESPECIE
B. punctata
SITIO ImorFoTIPO
1 2 8 4 1 2 3 4 1 2 3] 4
X X X X X X
1
X No se |encontra [ron plantas X X X
2
X X X X X
3
X X X X X X X
4

El nimero de explantes que se procesaron para la extraccion de los hongos
micorrizicos fue de 105 para B. roezlii, 78 para B. purpurata y 60 para B. punctata.
De este total se obtuvieron aislados de 35 explantes de B. roezlii, 24 de B.
pupurata y 15 de B. punctata. Observando que de B. roezlii y B. punctata se
aislaron los 4 morfotipos a pesar de que en esta Ultima especie el niumero de
explantes procesados fue mucho menor que para las otras dos especies y el
namero de aislados que se obtuvieron también fue mucho menor (17 contra mas

de 40 para la otras dos especies).
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Lo que parece indicar que la cantidad de morfotipos obtenidos parece estar
mas relacionado con la presencia de mas de un morfotipo en la misma raiz y del
estado fisiolégico de los pelotones que con la cantidad de explantes procesados,
tal como lo sefialan otros investigadores (Mitchell 1989). En el caso de B.

purpurata Unicamente se aislaron 2 de los morfotipos.

Esto nuevamente parece indicar que la capacidad de asociarse con mas de
un morfotipo de hongo en sitios con diferente grado de perturbacion les confiere
una mejor capacidad de adaptacion a estas orquideas (Rasmussen 1995, Taylor
et al. 2003).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos corroboran lo sefialado por otros investigadores
para orquideas terrestres mexicanas del género Bletia que indican cierta
especificidad hacia su asociado fungico al menos a nivel de género en la etapa
adulta, asociandose con hongos del género anamorfo Epulorhiza. Y esta
especificidad varia con la especie, existiendo algunas mas selectivas hacia sus
hongos asociados como en el caso de B. punctata y B. purpurata en el presente

analisis.

B. roezlii se present6 asociada a los cuatro morfotipos aislados en la zona
considerada de mayor perturbacion (zona 1), por lo que es posible que el éxito
adaptativo sea en parte un reflejo de su capacidad de asociarse con mas de un
morfotipo fangico al ser menos especifica hacia la asociacion. En B. roezlii y B.
punctata fue posible aislar mas de dos morfotipos de hongos de una misma raiz,
hecho que puede conferirles ventajas para la obtencidbn de nutrimentos y
mecanismos de dispersion, sobre todo en sitios perturbados segun lo sefialado en

otros estudios.
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La cantidad de morfotipos aislados por especie de orquidea parece estar
mas relacionada con la presencia de mas de un morfotipo por raiz que por la

cantidad de explantes procesados.

Los morfotipos fungicos 2 y 4 presentan tasas de crecimiento
significativamente mas altas que los otros dos morfotipos. El morfotipo 2 se aislo
de las 3 especies de orquideas estudiadas y de los cuatro sitios muestreados sin
importar el grado de perturbacion, presentando tasas de crecimiento similares y
fue el que mejor se repropag6 bajo condiciones in vitro. Esto podria ser un reflejo

de la mejor capacidad de adaptacion de este hongo.
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VII. DISCUSION GENERAL

En la actualidad existen diversos trabajos que indican que los patrones de
colonizacion  micorrizicos en las orquideas son erraticos, variando
considerablemente tanto en las raices de una misma planta como en diferentes
raices provenientes de la misma especie (Vij et al. 2002, Rasmussen y Whigham
2002, Ortega-Larrocea y Gonzélez 2008). Sin embargo, existe muy poco
conocimiento sobre estos patrones de colonizacion cuando existe transformacion
de habitats y de cémo la intensidad de la colonizacién puede influir en la
persistencia de algunas especies de orquideas. La informacién referente al grado
en que esta transformacion afecta la diversidad fungica también es escasa. En el
presente trabajo las tres especies de orquideas estudiadas presentaron
colonizacion a lo largo de toda la raiz de manera irregular y no fue superior al 35
% en promedio. En otras especies del género como B. campanulata y B. urbana
analizadas en otros habitats se reporta colonizacion muy cercana al 100%
(Rangel-Villafranco y Ortega-Larrocea 2007) aunque las especies de Bletia en
estos otros habitats no desarrollan velamen, por lo que su presencia en las raices
de las especies analizadas puede ser un factor que explique la baja colonizacién

encontrada.

Un hecho importante a considerar con los resultados obtenidos es que en
algunas especies de orquideas como B. roezlii la micotrofia no se ve afectada por
la perturbacion del habitat dando como resultado una mejor adaptacién a
diferentes condiciones en el suelo 6 bien una menor especificidad hacia su socio
fungico. En contraste B. purpurata y B. punctata vieron afectada su micotrofia
como consecuencia de transformaciones de habitats mostrando una menor
dependendencia en sitios con mayor penetracién de luz en los que la longitud de
la raiz fue mayor y la colonizacion fue menor debido a que la adquisicion de

carbono se da a través de la fotosintesis principalmente.
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La intensidad mayor se encontré en los segmentos mas cercanos al apice
predominando los pelotones intactos. Esto puede indicar que los hongos son
encontrados en el suelo y conforme crece la raiz los va adquiriendo en lugar de
una posible recolonizacion proveniente del bulbo. Estos resultados coinciden con

lo documentado para otras orquideas terrestres (Rasmussen 1995).

En las tres especies los pelotones en procesos de digestion presentaron los
porcentajes mas altos (18 %). Esto puede ser debido a que en la época de lluvias
es la floracion de la planta y formacién de la semilla, pudiendo explotar con mayor
intensidad su micotrofia para obtener nutrimentos a través del hongo. El estado
de los pelotones ha sido relacionado con la fenologia de la planta, edad o
estacionalidad mas que con el grado de disturbio (Latr et al. 2008). Se menciona
qgue los pelotones digeridos son mas frecuentes durante la etapa de crecimiento
de la planta y en plantas adultas, asi como en raices maduras Los pelotones en
proceso de digestion son comunes en el periodo de floracion (Siddique y
Raghuvanshi 1993, Rasmussen y Whigham 2002) y los reultados obtenidos

corroboran esta informacion.

De un total de 107 aislados obtenidos se pudieron segregar
morfolégicamente cuatro morfotipos diferentes. Las dimensiones obtenidas para
las estructuras analizadas corresponden a las descritas por varios investigadores
para el género forma Rhizoctonia (Moore 1987, Currah et al. 1997, Kristiansen et
al. 2001). Todos los morfotipos pertenecieron al género anamorfo Epulorhiza, sin
embargo el teleomorfo debera ser determinado molecularmente para corroborar
esta afirmacion. El telemorfo Tullasnela es un género que ha sido reportado
comunmente en orquideas fotosintéticas y epifitas neotropicales (Zettler et al.
1997, Pereira et al. 2003, Suarez et al. 2006) y documentado para orquideas
terrestres y epifitas mexicanas (Rangel-Villafranco y Ortega Larrocea 2004, Cruz-
Blasi 2007).
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Trabajos previos en orquideas terrestres en La Reserva del Pedregal de
San Angel en México D.F. (Rangel-Villafranco 2004) y en orquideas epifitas en el
sureste de México (Cruz-Blasi 2007) reportan el aislamiento de 15 sepas de 7
especies de orquideas y 9 aislados de 4 morfotipos de hongos asociados a las

raices respectivamente, la mayoria afines al género Epulorhiza.

Los morfotipos 2 y 4 de este trabajo se aislaron de las tres especies y
presentaron las tasas de crecimiento mas rapidas bajo condiciones in vitro. El
morfotipo dos encontrado en todos los sitios, pudiera tener una mayor distribucion
ecoldgica y pudiera presentar mayor capacidad de adaptacion a las condiciones
edéficas y de dispersion. Trabajos previos sefialan que diferentes hongos
responden de manera diferente en tiempo y espacio con cambios morfolégicos y
fisiol6gicos para adaptarse y responder a modificaciones en el medio ambiente ya
sea a escala local 0 a mas amplia escala (Boddy y Jones 2007). Y las estrategias
incluyen patrones que pueden ser descritos cuantitativamente en términos de
tasas de crecimiento radial, cobertura hifal y dimensiones de estructuras (Boddy y
Donnely 2007).

La especie mas abundante y de mejor distribucion en todas las zonas de la
reserva fue B. roezlii. También fue la que presentd mayor colonizacion y de la que
se obtuvo mayor numero de aislados y morfotipos. En la zona con mayor grado de
perturbacion se asocia con todos los morfotipos aislados, encontrando mas de un
morfotipo asociado a una misma raiz. Trabajos previos han descrito que un mismo
individuo de orquidea puede encontrarse asociado con varios morfotipos de un
mismo género incluso en un mismo segmento de raiz (Suarez et al. 2006). En esta
investigacion los diferentes morfotipos se aislaron de diferentes segmentos en una

misma raiz.

116



a

o
@
B A X7 U.M.S.N.H., Facultad de Biologia VII. DISCUSION GENERAL

Sin embrago, la presencia de varios morfotipos puede indicar que B. roezlii
es una especie de baja especificidad a sus endofitos y que por lo tanto, pudiera
tener una distribucion mas amplia dado que puede proliferar en suelos distintos

donde posiblemente se encuentra cualquiera de los morfotipos mencionados.

Otros trabajos han reportado una diversidad reducida en algunas orquideas,
encontrando a veces un solo morfotipo en un mismo individuo de la especie de

planta (Pereira et al. 2005) como fue el caso de B. purpurata en esta investigacion.

B. purpurata solo se encontré asociada a dos morfotipos en la Reserva y de
esta especie se aislé un solo morfotipo por raiz. Su distribucién en el area de
estudio fue mas heterogénea, encontrandose mejor representada en lugares con

mejor calidad de sitio.

B. punctata fue la especie que presentd menor abundancia Yy tuvo una
distribucion mas restringida a sitios con presencia de malpais en la Reserva o
poco disturbio. Su colonizacién fue inferior al 15 % en la zona de mayor disturbio y
de la que se extrajeron menor numero de aislados, presentando raices de mayor
longitud en estos sitios. En las zonas que mostraron algun grado de perturbacion,
su presencia fue escasa 0 nula y en estos sitios se encontré asociada con un solo
morfotipo de hongo presentando porcentajes de colonizacion bajos. Es posible
gue exista una mayor especificidad de esta especie por sus hongos y por lo tanto
esto pudiera estar limitando su distribucion y abundancia en la Reserva. Estudios
previos de reconocimiento de la especie sefalan la disminucion de sus
poblaciones en algunos hébitats y en el estado su distribucion so6lo ha sido

reportada en dos municipios (Hagsater et al. 2005, Instituto de Ecologia 2008).
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Los resultados obtenidos en esta investigacién indican que los hongos
micorrizicos que se asocian con orquideas terrestres del género Bletia pueden
variar, asi como los patrones de colonizacion de la raiz dependiendo de la
especie, grado de perturbaciéon y/o tipo de habitat en el que se desarrollen.
Existiendo sin embargo, tal como lo sefialan trabajos previos cierta especificidad

hacia el socio fungico en este género de orquideas.

El grado de especificidad fue diferente en las tres especies de orquideas
analizadas y esto puede ser un factor que influya en el mayor éxito adaptativo que
presentan algunas de las especies dentro del género probablemente debido a la
presencia de mas de un morfotipo fungico asociado a las raices de una

determinada especie.
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VIIl. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

La pérdida de habitats naturales y la fragmentacion de los mismos por actividades
humanas son dos de las principales causas de la disminucion de la biodiversidad a
nivel local, regional y global. Se considera que en la actualidad el planeta esta
enfrentando una de las mayores extinciones en los ultimos 65 millones de afios
(Galetto et al. 2007).

México incluye mas biomasa que muchos otros paises a nivel mundial,
contando con tierras desérticas hasta bosques lluviosos y desde vegetacion
costera a asociaciones alpinas. Muchas de estas formaciones de plantas son
buenos habitats para las orquideas, de manera que en el pais se reportan mas de
mil doscientas especies. Sin embargo, el pais presenta serios problemas sociales
y medioambientales que ponen en riesgo esta biodiversidad observando que la
superficie de los bosques, uno de los principales habitats de estas plantas, se

reducen cada afio en 4.2% (Hagsater et al. 2005).

En México estas plantas son importantes desde el punto de vista social,
cultural y econdémico. Y aunque su orquiflora es una de las mejor conocidas entre
los paises tropicales, se cuenta con pocos datos sobre el estado actual en el que
se encuentran sus poblaciones naturales. Hasta el 2005 existian evidencias de
gue al menos dos especies ya se encontraban extintas y otras 22 estaban en
riesgo (Hagsater 2005) y esta tendencia sigue aumentando actualmente, por lo

que es importante que se realicen estudios demograficos de sus poblaciones.
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En este trabajo se determind la distribucion y abundancia de tres especies
del género Bletia en la Reserva durante una sola época de floracion observando
una distribucion restringida y abundancia escasa para B. punctata, por lo que se
recomienda que se lleven a cabo estudios demogréficos detallados por transectos
lineales y/o cuadrantes durante mas de una época de floracion para tener datos
exactos de la situacion de sus poblaciones naturales, asi mismo se recomienda
que este tipo de estudios no solamente se realicen para estas especies si no con

mayor urgencia para aquellas que se encuentran mas amenazadas.

Por otra parte, se ha visto que los cambios en la configuracion del habitat
disponible pueden modificar las interacciones simbidticas entre las plantas y otros
organismos. Reportandose que la especificidad de habitat de las orquideas parece
ser consecuencia de la distribucién de los hongos micorrizicos con los que se
asocian, mecanismos de polinizacién y distribucién de la semilla, entre otros

factores (Batty et al. 2002) por lo que es importante conocer estas interacciones.

Este trabajo contribuyd al aislamiento e identificacion morfolégica de los
hongos micorrizicos asociados a las raices de las especies estudiadas, por
primera vez para el estado de Michoacan, contando con cepas puras que
guedaran bajo el resguardo del Lab. de Genética y Microbiologia de la Facultad de
Biologia de esta Universidad. Sin embargo es importante que este tipo de estudios
se realicen para las doscientas especies de orquideas que se reportan en el
estado y en diferentes etapas de su ciclo de vida desde la germinacién, con la
finalidad de determinar si el socio fungico es el mismo o cambia durante su
desarrollo para poder proponer programas de reintroduccion o conservacion que
involucren hongos micorrizicos dado que son indispensables para la germinacién

de la semilla.
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Se propone ademas llevar a cabo la identificacibn molecular de los aislados
obtenidos en esta investigacion con la finalidad de corroborar la identidad del
género identificado y determinar en la medida de lo posible la o las especies

obtenidas.

La confirmacion de los postulados de Koch también es un paso importante
a seqguir por lo que se recomienda realizar pruebas de germinacién simbiotica con
las cepas obtenidas para confirmar su capacidad de asociacion y ademas
determinar la viabilidad de los asilados ya que esta se va perdiendo con sucesivas

resiembras.

Se ha documentado que las orquideas terrestres son mas dificiles de
repropagar que las orquideas epifitas sin la presencia del socio fangico, por lo que
también se propone que se lleven a cabo pruebas de germinacion asimbiotica y
simbidtica que permitan corroborar el grado de dependencia de este tipo de

orquideas hacia la asociacion.

Se recomienda ademas realizar pruebas de porcentaje del aislamiento
mediante el uso y comparacion de diferentes medios de cultivo que mas adelante
permitan asegurar un mayor éxito en el aislamiento del simbionte dado que se ha
reportado que de algunas especies de orquideas es mas dificil aislar el hongo, ain

cuando se cuente con pelotones intactos.

Finalmente, en esta investigacion se realizé la caracterizacion in situ de la
colonizacion micorrizica en una sola época, por lo que se propone que se hagan
estudios que consideren estacionalidad con la finalidad de conocer la fenologia de
la colonizacion, importante desde el punto de vista ecolégico.
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Anexo 1. Caracteristicas generales de las orquideas y clasificacion

taxonOmica de las especies estudiadas.

Las raices de las orquideas pueden ser simples o ramificadas con
didmetros de 1 a 10mm dependiendo de la especie. Generalmente son circulares.
Su organizacion anatomica consiste de un cilindro vascular rodeado por una
endodermis que a su vez se encuentra protegida por el coértex; la porcibn mas
externa de la raiz es la exodermis que generalmente forma un tejido esponjoso de

células muertas que es denominado velamen (Hagsater et al. 2005) (Fig. 33).

Figura 33. Caracteristicas generales de la raiz en la familia Orchidaceae. a) Aspecto externo de las
raices, b) Aspecto interno de la raiz, en corte transversal (Tincidon con Fucsina &cida, aumento
400x). Fotos A. Beltran.
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Las estructuras basicas de sus flores son similares a las lilis o iris, pero

muestran las siguientes caracteristicas distintivas:

a) Presentan simetria bilateral, por lo que es facil imaginar una linea que divide a
la flor en dos partes idénticas.

b) Muestran al menos una fusion parcial entre los filamentos de los estambres y el
estilo formando una sola estructura que incorpora los Organos sexuales
masculinos y femeninos. Esta estructura es denominada columnela o ginostemo.
c) Ha habido supresion de los estambres en uno de los lados de la flor, de tal
manera que muchas orquideas poseen solo un estambre fértil.

d) El pétalo opuesto al estambre o los estambres fértiles, es generalmente
diferente a los otros dos que conforman la flor en color, forma y/o tamafo. El
pétalo modificado es denominado labio o labelo y suele ser la parte mas vistosa de
la planta y funciona como atraccién, guia o plataforma para los polinizadores.

f) Con excepcién de las orquideas Apostasioideae y algunos miembros de
Cypripedioideae y Vanilloideae en las que el polen puede presentarse a manera
de granos individuales, el polen de las orquideas generalmente forma agregados,
en la mayoria de los casos a manera de tétradas que conforman una estructura
mas o menos solida denominada polinia. EI nUmero de polinias por flor puede
variar de 2 a 8 (raramente 12) (Hagsater et al. 2005) (Fig. 34).
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Figura 34. Caracteristicas de la flor en la familia Orchidaceae. Tomado de
http://turrusta.blogspot.com/2009/04/partes-de-una-orquidea.html
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Clasificacion Taxonémica:

Clasificacion taxonomica de 3 especies de género Bletia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase.Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Epidendroideae
Trnibu: Epidendreae
Subtribu: Bletiinae
Geénero: Blefia
Especie: Blefia purpurata (a)
Bletia roezlii (b)
Bletia punctata (c)

e

Figura 35. Clasificacion taxondémica de tres especies del género Bletia.
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Anexo 2. Tipos de micorrizas y caracteristicas de la micorriza orquideoide

Las micorrizas son definidas como asociaciones simbidticas entre hongos y
plantas en las que ambos integrantes se ven beneficiados (Smith y Read 1997).
Existen siete categorias tradicionales de micorrizas en las plantas vasculares
basadas en caracteristicas estructurales identificadas con microscopio de
transmision electronica, aunque actualmente se discute la reclasificacion de estos
tipos (Brundrett 2004). Estas categorias son: ectomicorrizas, ectendomicorrizas,
micorriza arbutoide, micorriza monotropoide, micorriza ericoide, micorriza

arbuscular y micorriza orquideoide (Fig. 36).

ORQUIDIOIDES

BASIDIOMICETES
R&izoctoni2(ALGUNOS ECTO)
POCAS ESPECIES

MONOTROPOIDES

ALGUNAS ECTO
BASIDIOMICETES

CNP 3

haPmawthadsse
L/ ¢

ARBUTOIDES ERICOIDES  gscomiceTes
POCAS ESPECIES

MICORRIZA i,
ARBUSCULAR

ZIGOMICETES-GLOMALES

ECTOMICORRIZA 130 ESPECIES

BASIDIOMICETES
Y ASCOMICETES
€000 SPP

|, g

Figura 36. Categorias de micorrizas en plantas vasculares. (Tomada de Read 1999).
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En la micorriza orquideoide el hongo asociado puede desarrollarse en
protocormos y raices en especies autotroficas, o en raices de especies
micoheterotroficas. Los procesos de colonizacién son similares en que las hifas
penetran las células parenquimatosas de protocormos y/o raices (Fig. 37a y b)
formando enrollamientos hifales denominados pelotones (Fig. 37c). Estos ovillos
se encuentran rodeados por una membrana derivada de la planta y por una matriz
interfacial (Fig. 37d). Se asume que esta interface hongo-células de la planta es el
sitio donde se lleva a cabo el intercambio de nutrientes en la mayoria de las
micorrizas orquideoides. Los pelotones formados en este tipo de micorrizas son
digeridos, permitiendo que exista recolonizacion de las células de la planta

previamente colonizadas por las hifas fungicas (Peterson y Massicotte 2004).

Figura 37. Interface en la micorriza orquideoide. a) Secciéon de Goodyera repens protocormo
colonizado. Seccién con pelotones intactos (flecha) y colapsados (doble flecha). Barra de escala
100 pm. b) Seccién de raiz mostrando pelotones intactos (flechas) y colapsados (doble fecha). c)
Pelotones en raices de Paphiopedilum sp. Escala 50 um. d) Diagrama e pelotones mostrando la
interface entre el hongo y las células de la raiz, el hongo es separado por el citoplasma de la raiz
por una membrana perifangica (flechas) y material de la matriz interfacial (doble flecha). Escala 50
um. (Tomada y modificada de Peterson y Massicotte 2004).
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Anexo 3. Medios de cultivo y soluciones utilizadas

Medios de aislamiento fungico (Clements 1988)

MAF (Parall)

Ca(NO3), - 4H,0
KH2PO,4

KCI

MgSO,4 — 7H,0

Extracto de levadura

Agar

0.5¢gr
0.2gr
0.1g¢r
0.1gr
0.1qr
8or

Ajustar pH entre 5.5 y 6 antes de agregar el agar

(Rasmussen 1995)

MAF — A (Parall)

NaNO3 0.3gr
KH,PO, 0.2 gr
MgSO,4 — 7H,0 0.1gr
KCI 0.19r
Extracto levadura 0.1g¢r
AzUcar 25¢gr
Agar 8 gr

Ajustar pH a 6.8 antes de agregar el agar
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Medio para reaccion a Polifenol-oxidasas (para 500 mL)

Malta Ac. Tanico
Malta 7.5 gr Ac. tanico 2.5 gr
Agua 425 mL Agua 75 mL

Agar bacteriolégico 10gr

Se calienta a disolver y Esterilizar con microfiltro (no

autoclavar autoclavar)

El ac. tanico se adiciona una vez que el medio sale de autoclave y esta tibio

Solucién de antibioticos (Eritromicina 0.03 % y Gentamicina 0.01 %)

Solucién Stock

Eritromicina al 2% y Gentamicina al 1%: Diluir 0.2 gr de eritromicina y 0.1 gr de
Gentamicina en 10 ml de agua. Agregar después a 1000 mL de medio para que

guede a la concentracion deseada.

Fucsina acida 0.01%

Para 100 mL
Acido lactico 87.5 mL
Glicerol 6.25 mL

Agua tridestilada 6.25 mL

Alcohol — Acido acético — Formaldehido (FAA)

Para 100 mL
Alcohol 70% 90 mL
Acido lactico glacial 5mL
Formaldehido 37% 5mL
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PLVG (Alcohol Polivinilico Lacto Glicerol)

Para preparar 100mL

Acido lactico 50 mL
Agua destilada 45 mL
Glicerina 5mL

Alcohol polivinilico 8.33 gr
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Anexo 4. Resumen gréafico de técnicas utilizadas

1. Recolecta de raices

Seescarba con las manos

para no dafiar el sistema
radical

base

- Recolecta de raices

Se almacenaa 4° C hasta
ser procesadas |

Se corta la ralz desde la

(
\
\
i
i

]
Wy

=
Se marcala onentacion
apice- base de la raiz

Se cubre con suelo

Figura 38. Proceso de recoleccion de raices de orquideas
aislamiento de hongos micorrizicos.
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2. Desinfestacion de raices

Lavary medir las raices

Cortar en segmentos y
observar colonizacion

Colocar en tubos Ependorf con
solucion de cloro 10% por 10 ﬂ

min. en agitacion.

Lavar 3 tiempos con H20O esteril y
colocar en solucion de antibioticos 5
min. en agitacion.

Figura 39. Técnica de desinfestacibn de raices para aislamiento de hongos micorrizicos
orquideoides. Durante todo el proceso las raices deben ser procesadas bajo campana de flujo
laminar y a 4° C.
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3. Caracterizacién de colonizacién micorrizica y aislamiento fungico.

Raiz e
( U1 Ul 0l Ul U1 )
Rasmussen y Whigham (2002}
Cortes transversales

=

L Extension - '
Intensidad Estadodedegmdacién
Ortega-Larrocea{2008)
Caracterizacione
identificacion _
Mitchell (1989)
J,{ Extraccionde pelotones individuales

Figura 40. Técnica para caracterizacion de colonizacién micorrizica orquideoide y aislamiento de
los hongos asociados.

138



@U.M.S.N.H., Facultad de Biologia X. ANEXOS

4. Medicion de crecimiento de las colonias de los aislados fungicos

Retirar con sacabocado Retirar con sacabocado una
la parte central del medio fraccion del medio de cultivo con
de cultivo € , aislado fingico

Colocar la fraccion del aislado que se extrajo
con sacabocado en el orificio del medio de
cultivoestéril, sellare incubar a 25°C

-
. .

| sam—

Medir el crecimiento
fungico cada 24 ¢ 48
horas en cuatro
direcciones hasta
que la colonia liene la

caja

Figura 41. Proceso de medicién de las tasas de crecimiento de las colonias de hongos micorrizicos
extraidos de orquideas.
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