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RESUMEN GENERAL

La pérdida tan acelerada de bosques en los que habita Cuitlauzina pendula
(Orchidaceae) para su transformacion en plantaciones de aguacate y la colecta y
venta de individuos adultos son los principales factores que reducen y amenazan la
persistencia de esta especie en la Region de Uruapan, Michoacan, México. Es por
ello que se requieren estudios conducentes a su conservacion, por lo que la presente
investigacion se realizé en el Parque Nacional Barranca del Cupatitzio, situado en el
area con la mencionada problematica, con el fin de evaluar el sistema de
apareamiento y éxito reproductivo mediante tratamientos manuales y polinizacion
natural, la preferencia de hospedero (s) y la distribucion vertical y horizontal de C.
pendula en dos tipos de vegetacion (Bosque de Encino-Pino (BEP) y Bosque de
Pino-Encino (BPE). Finalmente se realizaron estudios para el establecimiento in vitro
y desarrollo in vitro de esta especie por la siembra de semillas en distintos medios de
cultivo (MS, MS con BA 0.05 mg/l, Phytamax y medio con fertilizante comercial triple
17) al 50% y 100% de sus componentes, asi como de micropropagacion mediante el
cultivo de protocormos en el medio de cultivo Phytamax (50%) en una combinacion
de ANA (&cido naftalenacético) y BA (benciladenina) en concentraciones de 0, 0.05,
0.1, 0.5y 1 mg/L para ambos reguladores de crecimiento vegetal. Se determin6 que
C. pendula es una especie auto-incompatible y exbégama, ya que para su
reproduccion sexual requiere de polinizadores, debido a que no se desarrollaron
frutos por autopolinizacion espontanea, registrando un éxito reproductivo femenino
bajo. Los bajos valores de fructificacion (7.5%) con exocruzamiento indican que
probablemente los individuos de esta poblacion estén emparentados. Durante el
proceso de germinacion in vitro, se encontraron diferencias significativas en los
diferentes medios de cultivo siendo los medios Phytamax al 50% y 100% los que
mostraron los valores mas altos de germinacion. Los valores mas altos de viabilidad
de las semillas fueron en aquellas provenientes de exocruzamiento y polinizacion
natural, mientras que las semillas de endocruzamiento no fueron viables. El
desarrollo in vitro de los individuos provenientes de polinizacion abierta, fue
significativamente mayor que el de exocruzamiento. La multiplicacion de PLBs de C.

pendula se obtuvo en diferentes medios de cultivo, considerando al medio Phytamax

X



con 0.1 y 0.5 mg/L de ANA/BA como el medio éptimo de proliferacion con 7 PLBs a
los 125 dias del cultivo. Con los estudios de preferencia y de distribucion en el
huésped, se observd que las plantas de C. pendula mostraron preferencia
principalmente hacia el hospedero Quercus laeta. La mayor abundancia de C.
pendula se registré en la copa, en la seccion intermedia de las ramas. La poblacion
esta representada principalmente por la clase adulta con mayor numero de individuos
en la posicion lateral y creciendo sobre corteza-musgo, en la posicion Este en el BEP
y en la posicion Noroeste en el BPE. Los resultados de esta investigacion, son de
gran utilidad para generar estrategias de manejo adecuadas que integren distintos
aspectos, como, promover la polinizacion cruzada entre individuos compatibles
previamente identificados para asegurar la produccién de frutos y semillas e
incrementar el reclutamiento de nuevos individuos y a mas largo plazo, la variabilidad
genética; asi como el establecimiento asistido de nuevos individuos de C. pendula en
los arboles hospederos, en sitios adecuados. El desarrollo de un sistema eficiente de
propagacion in vitro de C. pendula puede ser muy util para su propagacion a gran
escala, para su comercializacion y con esto colaborar a bajar la presion que sobre
sus poblaciones se ejerce. Finalmente, la obtencion in vitro de gran cantidad de
plantulas puede ser Util en programas de rehabilitacién de poblaciones a través de

reintroduccion asistida en aquellas poblaciones muy depauperadas.

Palabras clave: Sistema de apareamiento, distribucién vertical y horizontal,

propagacion in vitro, C. pendula
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ABSTRACT

As accelerated loss of forests which inhabits Cuitlauzina pendula (Orchidaceae) for
conversion into avocado orchards and the over-collection and sale of adult
individuals, are the main factors that reduce and threaten the persistence of this
species in the Region of Uruapan, Michoacén, Mexico. This is why studies leading to
their conservation, are required so that this research was conducted in the Parque
Nacional Barranca del Cupatitzio, located in the area with the mentioned problems, in
order to evaluate the system of mating and reproductive success using manual
treatments and natural pollination, the preference of host (s) and the vertical and
horizontal distribution of C. pendula in two types of vegetation, Oak-Pine Forest
(BEP) and Pine-Oak Forest (BPE). Finally studies for in vitro establishment and
development of C. pendula by culturing seeds in different culture media (MS, MS with
BA 0.05 mg/L, Phytamax and commercial fertilizer triple media 17) at 50% and 100%
of its components, as well as micropropagation by the protocorms cultures in the
Phytamax culture medium (50%) in a combination of ANA (naphthaleneacetic acid)
and BA (benzyladenine) concentrations of 0, 0.05, 0.1, 0.5 and 1 mg/L for both plant
growth regulators. It was determined that C. pendula is a species of auto-
incompatible and exogamous, for its sexual reproduction it requires pollinators, since
fruits were not developed by spontaneous self-pollination, registering a low female
reproductive success. The low values of fruiting (7.5%) with outcrossing indicate that
individuals of this population are probably related. During the process of in vitro
germination, significant differences were found in different culture media, being the
media Phytamax to 50% and 100%, which showed the highest germination. The
highest values of viability of the seeds were in those coming from outcrossing and
natural pollination, while seeds of self pollination were not viable. Development in
vitro from open-pollinated individuals was significantly greater than the outcrossing.
The multiplication of PLBs of C. pendula was obtained in different culture media,
whereas the average Phytamax with 0.1 and 0.5 mg/L of ANA/BA as the optimal
means of proliferation with 7 PLBs at 125 days of cultivation. Studies of preference

and distribution in the host showed that C. pendula mainly showed preference
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towards the Quercus laeta. The greater abundance of C. pendula occurred in the
branches, in the middle section of the branches. The population is mainly represented
by the adult plants with highest number of individuals in the lateral position, growing
on bark-moss, in East position in the BEP and in Northwest position in the BPE. The
results of this research are very useful to generate appropriate management
strategies that integrate different aspects. Such as to promote cross-pollination
between compatible individuals previously identified to ensure the production of fruits
and seeds and increase the recruitment of new individuals and in the longer term,
genetic variability; as well as the assisted establishment of new individuals of C.
pendula on tree hosts, on appropriate sites. The development of an efficient in vitro
propagation of C. pendula can be very useful for spreading large scale, for its
marketing and with this work together to lower the pressure that is exerted on their
populations. Finally, obtaining large numbers of in vitro seedlings may be useful in
programs of rehabilitation of populations through reintroduction in very impoverished

populations.

Keywords: Mating system, vertical and horizontal distribution, propagation in vitro, C.

pendula.
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i. INTRODUCCION GENERAL

La familia Orchidaceae es una de las més grandes y diversas en el reino vegetal, con
aproximadamente 25,000 especies, considerandose una familia cosmopolita, con
representantes principalmente en ambientes tropicales y subtropicales (Dressler,
1993; Soto-Arenas y Salazar, 2004). Debido a su gran variabilidad morfoldgica
presentan habitos de vida desde terrestres, litéfilas, micoheterotréficas y epifitas,
siendo este Ultimo habito de vida el de mayor preferencia con un 73% de
representantes dentro de la familia (Dressler, 1993).

En México se tienen aproximadamente 1,300 especies de orquideas (Soto-Arenas y
Salazar, 2004), de las cuales 444 especies son endémicas (Soto-Arenas, 1996). La
subsistencia de la diversidad vegetal de esta familia esta siendo seriamente
amenazada debido a la susceptibilidad por perturbaciones (destruccion vy
fragmentacion del habitat) que ocasionan una reduccion de los polinizadores,
repercutiendo en la produccion de frutos y semillas (Murren, 2002), (dependencia de
polinizadores para su reproduccion sexual del 60%) (Tremblay et al., 2005). Esto
puede influir en la estructura genética de las poblaciones por la reduccion en las
tasas de exocruzamiento, lo cual disminuye la variabilidad genética y favorece la
endogamia (Murren, 2002). Aunado a esto, la extraccion masiva de individuos de sus
poblaciones naturales, que ocurre en los ecosistemas que habitan, afecta la
recuperacion de sus poblaciones (Murren, 2002). ElI conocimiento de su biologia
reproductiva y poblacional es esencial para la adecuada conservacion vy

aprovechamiento de las especies de orquideas (Soo et al., 2001).

El estado de Michoacan posee aproximadamente 200 especies de orquideas
distribuidas de los 1500 hasta 2500 m.s.n.m. (Lapiner, 1975). Dicha orquideoflora se
encuentra seriamente amenazada, debido a que es el estado donde se registran las
tasas mas altas de pérdidas de bosques con mas de 50 mil hectareas por afio,

incrementando el riesgo de extincidon de dichas especies (Masera, 1998).

Miles de plantas son cortadas cada afio para su comercio en mercados y calles, lo

cual ha ocasionado una extincion local de muchas de sus poblaciones naturales
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(Halbinger y Soto, 1997), como es el caso de C. pendula La Llave & Lex. Esta
especie se encuentra dentro de la categoria de especie endémica de México, y
amenazada segun la NOM-059-ECOL-2010 (SEMARNAT, 2010), y en el Apéndice I
dentro de la CITES (Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres), siendo cada vez mas raro encontrar
poblaciones naturales de esta especie y cada vez con menor numero de individuos

(Avila-Diaz, com. pers).

Por lo tanto el estudio del sistema de apareamiento y éxito reproductivo, ecologia y
propagacion in vitro de Cuitlauzina pendula, son esenciales para el planteamiento de
estrategias para el manejo y conservacion de sus poblaciones a largo plazo.
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ii. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Caracteristicas de la familia Orchidaceae

Las orquideas son plantas herbaceas perennes o subarbustivas, pueden ser epifitas,
terrestres, litéfilas y rara vez saproéfitas. Presentan raices con o sin velamen; tallos
cortos o alargados, ligeramente engrosados o formando seudobulbos, los
seudobulbos con uno o varios entrenudos; hojas disticas, rara vez dispuestas en
espiral, articuladas, plegadas o conduplicadas, en ocasiones lateralmente aplanadas
o cilindricas, raramente pecioladas, o bien ausentes; inflorescencia axilar, lateral,
simple o ramificada, tienen flores solitarias o0 mas comunmente dispuestas en
racimos, espigas o paniculas, laterales o terminales; flores pequefias e inconspicuas
a grandes y vistosas. Las flores se agrupan casi siempre en racimos de 2 a 20 y
pueden ser de muy variados colores. Los sépalos, pétalos y labelo cambian mucho
de un género a otro, la flor es zigomorfa, frecuentemente resupinada (labelo situado
en la parte inferior de la flor, debido a un giro de 180°). Generalmente son
hermafroditas de flor sésil o “pedicelada”, el perianto esta formado de 3 sépalos
(exteriores) y 3 pétalos (interiores), que se encuentran libres a parcialmente unidos,
uno de los pétalos esta modificado y se llama labelo (parte mas atractiva de la
planta), difiere en forma, tamafio y color de los otros segmentos. Contienen una
masa de polen de 2 a 8 polinias sostenidos en ocasiones por un pediculo (estipite)
gue conecta a los polinios con una parte viscosa (viscidio), la cual se remueve con
los polinios y contribuye a su adhesion al agente polinizador. El fruto en forma de
capsula carnosa, generalmente ovoide, elipsoide o cilindrica, dehiscente a todo lo
largo, con 1, 2, 3 0 6 suturas longitudinales; semillas diminutas y numerosas
(Jiménez et al., 1998).

2.2 Epifitas vasculares

Las epifitas vasculares representan alrededor del 10% de la diversidad vegetal en el
mundo, con mas de 80 familias con 29, 505 especies de plantas con esta forma de
vida (Zotz y Andrade, 2003). Son abundantes en bosques humedos encontrandose

algunas especies en bosques secos y estacionales. Las epifitas vasculares son
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componentes floristicos importantes y susceptibles de los bosques humedos
tropicales, cuya diversidad se ha demostrado que es afectada negativamente por la
perturbacién del bosque o la conversion a vegetacién secundaria (Zotz y Andrade,
2003; Wolf, 2005; Hietz et al., 2006; Hirata et al., 2009).

Las epifitas son plantas que crecen sobre otras plantas adheridas a los troncos y
ramas de arboles y arbustos principalmente, por ello, son llamadas, epifitas (del
griego epi, sobre, y phyton, planta) (Granados-Sanchez et al., 2003). El hospedero o
“hospedero” sobre el que crece una epifita es utilizado sélo como soporte sin recibir
mas dafio que el que pueda provocar su abundancia dentro de sus ramas. A
diferencia de una planta parasita que obtiene agua y nutrientes del hospedero (Zotz y
Andrade, 2003).

2.3 Adaptaciones de las epifitas vasculares

Las epifitas crecen en condiciones muy diversas (Benzing, 1995). En un bosque, las
condiciones climaticas (temperatura, humedad y concentracion de CO,) muestran un
gradiente vertical considerable (Zotz y Andrade, 2003). Sequias pronunciadas,
fuertes vientos, escasez de nutrientes, irradiacion intensa, alelopatia, gravedad y
poca uniformidad y permanencia del sustrato son algunas de las condiciones que las
epifitas deben enfrentar al estar suspendidas del suelo. Ante tal problematica, las
epifitas han desarrollado modificaciones morfolégicas, anatomicas vy fisiologicas que
les permite captar, absorber y almacenar el agua, asi como evitar su pérdida y la de
los solutos en ella disueltos. Siendo éstas las siguientes: a) desarrollo de suculencia
0 engrosamiento de hojas y tallos como los seudobulbos de algunas orquideas, b)
presencia de una cuticula gruesa (Benzing, 1995), con distintas capas de cera, las
cuales forman una capa impermeable que cubre el tejido, permitiendo que la
evaporacion del agua sea eficazmente regulada por los estomas (Ceja et al., 2008),
c) presencia de velamen que es un tejido epidérmico esponjoso especializado en
cubrir las raices para prevenir el colapso celular y proteger a la raiz de dafios
mecanicos, d) metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) que consiste en que los

estomas abran de noche, captando CO, con la pérdida minima de agua, e)
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asociacion de las raices con hongos micorrizicos, f) produccion de semillas en
grandes cantidades para asegurar su supervivencia (Benzing, 1995; Granados-
Sanchez, 2003; Ceja et al., 2008), las cuales son pequefias y dispersadas por el
viento g) secreciones de néctar con una alta calidad energética u otros tipos de
estrategias para atraer la atencion de los polinizadores (Ackerman, 1986).

2.4 Diversidad de epifitas vasculares

La precipitacion es sin duda el principal factor que mas influye en la abundancia y
diversidad de la flora epifita. Aunque la flora epifita puede ser muy numerosa en los
bosques secos, alcanza su maxima diversidad en los bosques montanos y lluviosos
(Kelly et al., 1994). Su riqueza de especies es tal, que en algunos bosques tropicales
equivale al 50 % de la riqueza total de las plantas vasculares (Ceja et al., 2008). Las
epifitas representan alrededor del 10% de la diversidad vegetal en el mundo, con
mas de 80 familias con 29, 505 especies de plantas vasculares con esta forma de
vida (Zotz y Andrade, 2003). Siendo la familia Orchidaceae, el grupo mas importante
de epifitas vasculares con mas de dos tercios del total de las especies de epifitas

vasculares, seguidas por la familia Bromeliaceae (Ceja et al., 2008).
2.5 Papel ecologico de las epifitas en las comunidades vegetales

Las epifitas juegan un papel muy importante en la dinamica de las comunidades, ya
gue al estratificarse verticalmente desde los troncos hasta las copas del dosel,
ofrecen una gran variedad de nichos, recursos e insumos que son aprovechados por
diversos grupos de animales (hormigas, artrépodos, anfibios, aves, entre otros),
contribuyendo al incremento de la biodiversidad de las comunidades donde se
encuentran (Granados-Sanchez et al., 2003; Ceja et al.,, 2008). En ambientes
hamedos, su biomasa fotosintética activa es superior al de todas las otras plantas
juntas (Gentry y Dodson, 1987). Por otro lado acumulan grandes cantidades de agua
entre sus hojas, induciendo una via alterna en la dinamica de este recurso dentro del
bosque contribuyendo a la humedad ambiental. Ademas, su biomasa en
descomposiciéon proporciona nutrimentos como el fosforo y nitrdgeno que son

reciclados y reincorporados al ciclo de nutrientes que soportan poblaciones de
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vertebrados e invertebrados (Ceja et al., 2008). A su vez sirven de refugio y alimento,
ya que proporcionan un micro habitat para el establecimiento de invertebrados que
pueden ser usados como fuente de alimento por otros animales (Benzing, 1995). Son
también indicadores de cambios climéticos puesto que poseen mayor sensibilidad en
comparacién con la vegetacion terrestre (Gentry y Dodson, 1987; Benzing, 1995).

Otra interaccion interesante es la llamada Mirmecofilia que ocurre entre las hormigas
y las epifitas. En esta interaccion las epifitas proporcionan: alimento, refugio y
material para construccién de nidos y a su vez las hormigas proveen nutrientes,
proteccién de herbivoros y actian también como agentes diseminadores, incluso de

semillas de orquideas (Benzing y Clements, 1991; Benzing, 1995; Catling, 1997).
2.6 Efectos de la fragmentacion del habitat

Las epifitas vasculares son componentes susceptibles de los bosques humedos
tropicales, cuya diversidad se ha demostrado que es afectada negativamente por la
perturbacion del bosque o la conversion a vegetacion secundaria (Zotz y Andrade,
2003; Wolf, 2005; Hietz et al., 2006). Dicha amenaza se ve incrementada por la
gravedad de la perturbaciéon, tamafo de los arboles remanentes y la edad de los

bosques secundarios (Hietz et al., 2006).

Se ha documentado que el cambio de bosque primario a secundario tiene un efecto
notorio en la disminucion del nimero y densidad de especies de epifitas vasculares
como en Jacquiniella teretifolia (Kréomer et al., 2007) en parcelas de bosques
perturbados, bajo barbecho o ante disturbios antropogénicos, con mayor efecto en
aquellas especies que crecen en las ramas mas gruesas y en la parte mas humeda
de la cubierta. Dicha reduccion en los bosques perturbados es explicada por las
caracteristicas estructurales y la joven edad de los arboles, falta de una capa de
musgos y un microclima mas seco en este tipo de vegetacion (Wolf, 2005; Krémer et
al., 2007).

Otro ejemplo del efecto de la fragmentacién de habitat es el que ocurrié en Yucatan,

México, en el que se observd una disminucién del éxito reproductivo en sitios
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perturbados y/o modificados con respecto a los parches conservados en Oncidium
ascendens, esto debido a una disminucién en la disponibilidad de polinizadores o
una disminucion efectiva de la polinizacion. Esta situacion ha llevado a un menor
reclutamiento de individuos y un cambio posterior en la estructura por edad de la
poblacion repercutiendo en la diversidad genética (Parra-Tabla et al., 2000).

Sin embargo, a pesar de la amenaza que implica la deforestacion o fragmentacion
del habiat son muy pocos los estudios dirigidos al impacto de estos sobre la
diversidad de epifitas en bosques montanos y menos aun sobre la ecologia de

epifitas en los bosques secundarios (Hietz-Seifert et al., 1996; Barthlott et al., 2001).
iii. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO
Sitio de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en una poblacion de Cuitlauzina pendula dentro
de la Reserva Natural del Parque Nacional Barranca del Cupatitzio en Uruapan,
Michoacan en los afios 2011 y 2012, situada en la provincia fisiografica del Eje
Neovolcanico Transversal y en la Subprovincia Neovolcanica Tarasca, al centro
occidente del estado de Michoacan (19° 25" y 19° 26° 19" de latitud Norte; 102° 04”
06"y 102° 07" 07" de longitud Oeste) en la porcion sur de la llamada regionalmente
Sierra Purépecha, con altitudes que van de 1960 a 2114 m (Bello y Madrigal, 1996).
Se ubica en el limite de los municipios de Uruapan y Nuevo Parangaricutiro, con una
extension total de de 458.21 hectareas de las cuales 438.55 corresponden al area de

montafia en la cuall se realiz6 el presente estudio.
3.1 Vegetacion

La vegetacion predominante del area de montafia de la Reserva del Parque Nacional
corresponde al Bosque de Coniferas con dosel cerrado, especificamente Bosque de
Pino-Encino, Bosque de Encino-Pino, Bosque de Pino, asi como relictos de Bosque

Mesofilo de Montafia y vegetacion secundaria (Bello y Madrigal, 1996).

La Reserva presenta una cubierta vegetal natural en su mayor parte, aunque existen

Pérez Decelis V. A. 2013 7



areas dedicadas a la produccion de aguacate, ademéas de encontrarse una pequefia

area en donde se pueden encontrar un gran nimero de especies introducidas.

El Bosque de Pino-Encino esta constituido por las especies: Pinus douglaciana, P.
michoacana var. cornuta, P. lawsonii, P. leiophylla, P. pseudostrobus, P. pringlei y P.
oocarpa, siendo escasos estos tres ultimos(Bello y Madrigal, 1996; Zavala-Alvarez,
2006).

Otras especies de plantas presentes son: Quercus obtusata, Q. castanea, Q.
candicans, Q. magnoliifolia y Q. resinosa.

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 lineta y

Prunus capuli (Bello y Madrigal, 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), noche buena (Euphorbia pulcherrima) y tripa de pollo (Commelina sp.).

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

una superficie de 6.5 ha (Gdmez-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. myosuroides) 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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3.2 Geologia

La formacion geomorfoldgica del &rea corresponde al cenozoico superior, periodo en
el que se origind la Faja Volcénica Transversal, dominado por materiales extrusivos
gue provienen de la erupcion de volcanes, encontrdndose 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
volcénicas en distintos grados de alteracién, con fragmentos de tamafio reducido que
dan la impresién de arenas finas y gruesas con material vitrico, roca basaltica en
forma de derrames ocurridos en diferentes periodos, limos y arcillas en menor
cantidad (Gomez-Tagle, 1985).

3.3 Suelos

Los suelos en el area corresponden a dos unidades: Andosoles y Litosoles FAO
(Gomez-Tagle, 1985). Los primeros son suelos profundos, bien drenados, ligeros, de
color negro y pardo rojizo, ricos en minerales asimilables; la presencia de al6fanos es

caracteristica de estos suelos.

El contenido de material organico es variable, pudiéndose definir la subunidad
andosol vitrico, que presentan 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 una amplia distribucién

en toda el area de estudio (GOémez-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
(Goémez-Tagle, 1985).
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3.4 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 Barranca de
Cupatitzio (INEGI, 1996).

La seccidn montafiosa, también forma parte de la subcuenca de escurrimiento del rio
Cupatitzio, la cual es una zona importante de descarga de acuiferos por su
conformaciodn 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 (GoOmez-Tagle, 1985).
3.5 Clima

De acuerdo con el sistema de clasificacion de Kdeppen , modificado por Garcia
(1988) y con la estacion meteorologica ubicada dentro del area, se determind que el
clima es semi-calido, subhumedo, del tipo (A)C(w2)(w)b(i’) gi, 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 calido 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 representa el 5 % de la anual.
iv. SISTEMA DE ESTUDIO
4.1 El género Cuitlauzina

A nivel mundial Cuitlauzina es un género de orquideas representado por las
siguientes seis especies: C. candida, C. convallarioides, C. dubia, C. egertonii, C.
pendula y C. pulchella, distribuyéndose desde México hasta Panama (Soto et al.,
2007).
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4.2 Clasificacion taxondémica de Cuitlauzina pendula La Llave & Lex.

De acuerdo con el catalogo de la CONABIO, la familia Orchidaceae se clasifica de la

siguiente manera:
Subdivision: Magnoliophyta
Clase: Liliopsidae

Orden: Orchidales

Familia: Orchidaceae

Dressler (2003) y Sandoval et al., (2004) proponen con evidencias anatomicas
nuevas combinaciones para la subtribu Oncidiinae e incluyen a Cuitlauzina pendula
La Llave & Lex. en esta subtribu, dejando de ser un género monotipico, con la

siguiente clasificacion:

Subfamilia: Vanidioidae

Tribu: Cybidieae

Subtribu: Oncidiinae

Geénero: Cuitlauzina

Especie: C. pendula La Llave & Lex.

4.3 Descripcién de Cuitlauzina pendula La Llave & Lex.

Hierba epifita cespitosa, mas bien masiva, hasta de 40 cm de alto, sin incluir la
inflorescencia. Seudobulbos algo agregados, ovoides, lateralmente comprimidos,
verdes o amarillentos, lisos, arrugados con la edad, brillantes, hasta de 5-10 x 2.5-4
cm, con 2-3 vainas de 3-5 cm de largo. Hojas apicales, 2-3, coriaceas, oblongo-

elipticas o lanceoladas, de 10-25 x 2-4.5 cm. Inflorescencia axilar, péndula o

Pérez Decelis V. A. 2013 11



arqueada, del brote nuevo; un racimo o0 una panicula con 2-3 ramas, de 25-120 cm
de largo, el pedunculo delgado, hasta de 70 cm de largo, muy rigido; el raquis denso,
algo sinuoso, hasta con 20 flores. Flores muy vistosas, subcarnosas, de 40-70 mm
de didmetro; tépalos y pétalos blanco puro, o frecuentemente esfumados, punteados
o manchados de rosa, muy raramente con grandes manchas purpura-magenta, la
superficie dorsal frecuentemente rosada; labelo blanco o mas frecuentemente
rosado, el callo amarillo con puntos purpura oscuro; fragantes, el aroma algo citrico.
Sépalos subunguiculados, rigidos, obovados a elipticos, ampliamente redondeados,
el dorsal de 15-25 x 10-18 mm; los laterales algo oblicuos, de 22 x 15 mm. Pétalos
subunguiculados, elipticos, el borde irregular, el apice retuso de 15-22 x 12-15 mm.
Labelo de 28-30 mm de largo, con una ufia muy larga, de 5-10 mm de largo, donde
se asienta en callo. Columna de 4.5-6 mm de largo, 2.5-3 mm de grosor. Estigma
excavado, oblongo; rostelo una lamina transversal, gruesa. Antera de 4.5 mm de
largo. Polinario de 2.5 mm de largo, con 2 polinios, estipite y viscidio. Capsula
elipsoide de 3 x 1.6 cm (Soto-Arenas y Solano-Gomez, 2007) (Figura 1).

C. pendula es una especie endémica de Meéxico, variable en el tamafio de sus
inflorescencias y en la coloraciéon de sus flores a lo largo de su distribucion,
distribuyéndose principalmente en los estados de Sinaloa, Nayarit, Jalisco,
Michoacan, Estado de México, Guerrero y Oaxaca en altitudes entre los 1500 y 2500

m (Soto-Arenas y Solano-Gomez, 2007).

En la literatura se reporta en general un periodo de floracién de Abril-Agosto (Soto-
Arenas y Solano-Gomez, 2007). En lo que respecta al desarrollo y maduracién de las
capsulas de C. pendula en el sitio de estudio tuvieron una duracion de 6 a 8 meses

(observ. personal).
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Figura 1. Cuitlauzina pendula La Llave & Lex. A. diseccion floral y polinario; B. planta
en floracion; C. detalle del callo. llustrado por Eric Hagsater (tomada de Soto-Arenas

y Solano-Gomez, 2007).

v. OBJETIVO GENERAL

El objetivo central de este estudio es el de generar informacion sobre el sistema de
apareamiento y éxito reproductivo, la distribucion vertical y horizontal de Cuitlauzina
pendula La Llave & Lex. asi como de su propagacion in vitro para proponer
alternativas para su conservaciéon en el Parque Nacional Barranca del Cupatitzio,

Uruapan, Michoacan.
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CAPITULO 1. SISTEMAS DE APAREAMIENTO Y EXITO REPRODUCTIVO DE
Cuitlauzina pendula La Llave & Lex. (ORCHIDACEAE) EN EL PARQUE
NACIONAL BARRANCA DEL CUPATITZIO EN URUAPAN, MICHOACAN.

RESUMEN

El estudio de la biologia reproductiva es util para promover y plantear estrategias
para la conservacion de las especies. Cuitlauzina pendula es una orquidea epifita,
amenazada endémica de México, por lo que el estudio del sistema de apareamiento
y éxito reproductivo femenino tienen gran importancia. Los objetivos de este trabajo
fueron determinar la necesidad de la visita de polinizadores de C. pendula, para
asegurar la produccion de frutos y semillas, y evaluar el sistema de apareamiento y
exito reproductivo en términos de la proporcion de frutos, la viabilidad y desarrollo in
vitro de semillas. Se llevaron a cabo tratamientos de polinizaciones manuales y se
evalu6 la produccion de frutos por endocruzamiento, exocruzamiento,
autopolinizacion espontanea y polinizacion natural y/o abierta, asi como la viabilidad
de semillas y el desarrollo in vitro de las mismas. No se desarrollaron frutos por
autopolinizacion espontanea, lo cual indica que requiere de polinizadores para su
reproduccion sexual. No se encontraron diferencias significativas en la produccion de
frutos en el resto de los tratamientos de polinizacién (X°=6, gl=4, P=0.1991),
registrando valores bajos en todos los tratamientos (5 % en endocruzamiento; 7.5 %
con exocruzamiento y 3.2 % en polinizacion natural). Respecto a la viabilidad de
semillas y el desarrollo in vitro de las mismas, se encontraron diferencias
significartivas  (X?=247.04, gl=4, P=0.000 y X?=631.58, gl=10, P=0.000
respectivamente), en los diferentes tratamientos de polinizacion, registrando valores
altos en la viabilidad de las semillas provenientes de exocruzamiento y polinizacion
natural, mientras que las semillas de endocruzamiento no fueron viables; por lo que
C. pendula es considerada en este estudio como una especie auto-incompatible, lo
gue indica que C. pendula es una especie exdégama. Cabe mencionar que el
desarrollo in vitro de aquellos individuos provenientes de polinizacién abierta, fue
significativamente mayor que el registrado en exocruzamiento (X?=75.77, gl=5,

P=0.000). Se registrd un éxito reproductivo femenino bajo (3.2%) como en muchas
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otras especies de la familia Orchidaceae. Los bajos valores de fructificacion producto
del exocruzamiento indican que muy probablemente los individuos de la poblacion
estudiada estan emparentados, por lo que es urgente un manejo adecuado para
promover la polinizacién cruzada entre individos previamente identificados como los
portadores de los frutos con la mayor viabilidad de semillas para incrementar el

reclutamiento de nuevos individuos y a mas largo plazo, la variabilidad genética.

Palabras clave: Sistema de apareamiento, éxito reproductivo femenino, Cuitlauzina

pendula, endémica.

Pérez Decelis V. A. 2013 15



1.1 INTRODUCCION

La polinizacion es extremadamente compleja en la familia Orchidaceae que se
distingue, por la diversidad de sus flores y por las intrincadas interacciones
ecoldgicas con sus agentes polonizadores. Aproximadamente el 60% de las especies
de orquideas dependen de agentes polinizadores para su reproduccion sexual
(Tremblay et al., 2005). Es bien sabido que la fragmentacion de habitat puede limitar
la disponibilidad de polinizadores o provocar una extincion local de estos,
disminuyendo el éxito reproductivo (Murren, 2002).

Los sistemas de apareamiento son uno de los factores mas importantes que
determinan la variabilidad genética de las plantas (Borba et al., 2001), existiendo una
gran variedad de sistemas de apareamiento en la familia Orchidaceae,
predominando los sistemas de apareamiento mixtos, tendiendo a la exogamia
(Tremblay et al., 2005; Avila, 2007). Las orquideas son tipicamente autocompatibles,
aunque algunas orquideas presentan barreras genéticas que evitan la autogamia,
promoviendo asi, el exocruzamiento (Borba et al., 2001; Wallace, 2003). Estas
barreras estan generalmente asociadas a especies polinizadas por insectos que con
frecuencia permanecen mucho tiempo sobre las flores e inflorescencias (Borba et al.,
2001). Sin embargo, la autogamia espontanea puede ser exitosa en condiciones
ecoldgicas particulares, al impedir la dependencia de un polinizador cuando hay una
baja densidad de éstos (Neiland y Wilcock, 1998). Se considera que los sistemas de
apareamiento pueden influir en los niveles de diversidad y en la estructura genética
de la poblacidn, los cuales son factores fundamentales para ser considerados en la

conservacion (Soo et al., 2001)

En general, en la familia Orchidaceae, se presenta un bajo éxito reproductivo
femenino (Parra-Tabla et al., 2000; Murren, 2002; Tremblay et al., 2005; Avila, 2007)
explicandose por una severa limitacion de la polinizacion (Tremblay et al., 2005). Por
otro lado, los niveles de aborto y costos energéticos de frutos y semillas pueden estar
asociados con algunas caracteristicas particulares de las especies tales como la

forma de vida, los sistemas de polinizacion y los sistemas de dispersion. El aborto de
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estructuras reproductivas en plantas es jerarquizado y va desde flores, frutos, évulos
hasta semillas que no son viables, siendo la produccién de frutos y semillas la

capacidad reproductiva real de la planta (Castro y Ruiz, 2001).

El sistema de apareamiento y éxito reproductivo en diversas especies de orquideas,
puede ser variable tanto espacial como temporalmente (Avila-Diaz, com. pers.), por
lo cual este estudio se considera importante para determinar si Cuitaluzina pendula
requiere de la visita de polinizadores para su reproduccion sexual y evaluar el
sistema de apareamiento y éxito reproductivo en términos de la proporcion de frutos,
la viabilidad y desarrollo in vitro de semillas. Asi como, corroborar los patrones
registrados previamente para esta especie por Torres (2006). Se considera que el
conocer su sistema de apareamiento y éxito reproductivo puede ser til para

implementar estrategias de manejo tanto in situ como ex situ.
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1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 Sistema de apareamiento

El hermafroditismo en angiospermas es considerado una condiciobn ancestral
(Frohlich, 2003) a partir del cual ha evolucionado el mayor repertorio de sistemas
reproductivos que se conocen en la naturaleza (Cuevas y Abarca, 2006);
representando este entre el 75% y 90% del total de las especies (Richards, 1986). En
las plantas hermafroditas los gametos masculinos y femeninos son producidos en la
misma flor, por tanto, existe la posibilidad de que ocurra auto fecundacién, y por
consecuencia pueda existir depresién por endogamia (Cuevas y Abarca, 2006).

Los sistemas reproductivos resultan de la combinacién especifica de varias
caracteristicas como compatibilidad genética, sexualidad (monoica, dioica y/o
hermafrodita), variacion temporal en la maduracion de los sexos (dicogamia) y
separacion espacial de las estructuras reproductivas (hercogamia) (Barret, 2002;
Lemus-Jiménez, 2005; Abarca y Lopez, 2007). De estos atributos, la unisexualidad y
la autoincompatibilidad genética en especies hermafroditas representan los
caracteres mas eficientes en promover la polinizacion cruzada evitando asi los
efectos negativos de la endogamia (Barret, 2002; Lemus-Jiménez, 2005; Abarca y
Lopez, 2007).

El sistema de apareamiento se define como los caracteres reproductivos que
determinan los patrones de apareamiento en los organismos, es decir, quién se

aparea con quién y cémo lo hacen (Barret et al., 1996; Vogler y Kalisz, 2001).

En especies preferentemente exdgamas, la depresion por endogamia es un riesgo
existente, el cual puede reducir la adecuacion de los individuos ya que la
descendencia proveniente de la autofecundacion posee menor adecuacion que la
proveniente del exocruzamiento (Abarca y Lopez, 2007). Sin embargo la endogamia
puede resultar de la autofertilizacion o del apareamiento entre parientes por lo que,
cualquier especie autocompatible muy probablemente estara en riesgo de sufrir los

efectos negativos de la depresién por endogamia (Wallace, 2003).
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En general las orquideas son hermafroditas y autocompatibles, pero la estructura de
la flor favorece el entrecruzamiento, puesto que poseen en su mayoria anteras y
estigmas separados espacialmente, previniéndose la autofecundacion, por lo que la
mayoria de las especies no pueden producir frutos sin la polinizacién cruzada llevada
a cabo por los polinizadores (Dressler, 1981). Aunado a esto, algunas orquideas
presentan barreras genéticas que evitan la autogamia (como la auto-
incompatibilidad), que generalmente ocurren después de la polinizacion promoviendo

también el exocruzamiento (Borba et al., 2001; Wallace, 2003).

Sin embargo la autogamia espontanea no es infrecuente en las especies de
orquideas, sugiriendo incluso que en la familia puede ocurrir en un 5% y 20 % y que
esta incrementa con la latitud y es mas reincidente en las zonas insulares, donde la
actividad de polinizadores puede ser impredecible o habitualmente baja (Cattling,
1990).

Algunos estudios reportan especies de orquideas con un sistema de auto-
compatibilidad como en Liparis kumokiri (Soo et al., 2001), Pseudolaelia
corcovadensis (Borba y Braga, 2003) y Earina mucronata y E. autumnalis
(Lehnebach y Robertson, 2004). Mientras que en otras especies se ha registrado un
sistema de auto-incompatibilidad parcial como en Pleurotallis johannensis, P.
ochreata, P. teres (Borba et al.,, 2001), Earina aestivalis y Winika cunninghamii
(Lehnebach y Robertson, 2004) y Prostechea aff. karwinskii (Camacho, 2010).
Dichos sistemas de apareamiento incluso, pueden variar, tanto espacial como
temporalmente (Tremblay et al., 2005, Avila-Diaz, com. pers.). Tal como ocurrid en
Pseudolaelia corcovadensis (Borba y Braga, 2003) y Prostechea aff. karwinskii
(Camacho, 2010) que aunque ambas pertenecen a la subtribu Laeliinae, su sistema

de compatibilidad difirio.

Otro de los parametros para determinar el sistema de apareamiento es la viabilidad
de semillas que ha sido evaluado en diferentes especies de orquideas, encontrando
en general una mayor viabilidad de semillas en los frutos provenientes de

exocruzamiento que en los de endocruzamiento (Borba et al., 2001; Borba y Braga,
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2003; Camargo et al., 2006; Torres, 2006; Avila, 2007).

Se ha reportado en diversos estudios en el estado de Michoacan, México que C.
pendula (Torres, 2006), Laelia speciosa (Avila, 2007) y Prostechea aff. karwinskii
(Camacho, 2010) son especies con un sistema de apareamiento mixto en el que se

favorece la exogamia.
1.2.2 Exito reproductivo

El éxito reproductivo femenino en la familia Orchidaceae expresado como fruit set
(Borba y Braga, 2003) (termino de origen inglés, que se refiere a la relacion entre el
numero de frutos producidos y el nimero de flores marcadas por tratamiento (Inouye
et. al.,, 1994), se ha sugerido, como un mecanismo adaptativo en algunos casos,
especialmente en especies epifitas que comunmente estan expuestas a la limitacion
de recursos (Borba y Braga, 200) (agua y disponibilidad de nutrientes) (Tremblay et
al., 2005). Tal limitacién de recursos en plantas puede provocar variaciones en los
ritmos fenoldgicos (floracidon, duracion de la floracién y fructificacion, grado de
sincronia entre la floracidn y fructificacion) y estas a su vez afectar la relacion de los
polinizadores con las plantas (Guitian et al., 1992). En tales casos, es mas
importante asegurar un fruit set bajo con altas tasas de exocruzamiento que un alto
porcentaje de frutos resultantes de cruces que implican una menor variabilidad

genética (Ackerman y Zimmerman, 1994; Borba y Braga, 2003).

La limitacion de la polinizacion es caracteristica de esta familia, debido a que la
presencia y disponibilidad de polinizadores es imprevisible (Tremblay et al., 2005), lo
gue posiblemente ha favorecido la predominancia de sistemas reproductivos mixtos,
incluyendo a especies exdgamas que pueden producir frutos con su propio polen,
ademas de beneficiarse de la polinizacion cruzada y por otro lado con la
autopolinizacién, las cuales pueden ser una muestra de la hipotesis del

aseguramiento reproductivo (Avila, 2007).

En la familia Orchidaceae se ha reportado un bajo fruit set con la polinizacion abierta.
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Cabe sefialar que de manera global en orquideas se presenta un patrén en la
produccién de frutos, reportdndose un mayor fruit set en especies de regiones
templadas respecto a las especies de regiones tropicales y un fruit set ain mas bajo
en aquellas especies que no ofrecen recompensa donde la polinizaciébn es por
engafo (Tremblay et al., 2005).

1.3 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la necesidad de la visita de polinizadores de C. pendula La Llave &
Lex. para asegurar la produccion de frutos y semillas.

2. Evaluar el sistema de apareamiento y éxito reproductivo de C. pendula La
Llave & Lex. en términos de la proporcion de frutos y la viabilidad y desarrollo in vitro

de semillas.
1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Sistema de apareamiento y éxito reproductivo femenino

La eleccion de las inflorescencias se hizo de forma sistematica, seleccionando todas
las inflorescencias encontradas. Los arboles hospederos fueron marcados con

celocinta naranja alrededor del tronco.

Para el estudio del sistema de apareamiento se hicieron exclusiones antes de la
antesis con bolsas de tul fino para evitar la interaccion de las flores con polinizadores
0 cualquier otro insecto en 223 botones florales de 20 inflorescencias
correspondientes a 20 plantas distribuidas en 8 arboles. Una vez que los botones
florales abrieron, fueron descubiertos y se aplicaron los siguientes tratamientos

manuales:

a) Endocruzamiento: en dos flores de cada inflorescencia se tomaron las polinias de
la misma flor y se colocd dentro de su propio estigma, inmediatamente después se

etiquetaron con la letra E.
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b) Exocruzamiento: otras dos flores de cada inflorescencia fueron polinizadas con
polinias tomadas de flores provenientes de otro individuo creciendo sobre otro
hospedero, que se encontraban a una distancia aproximada de 15 m entre estos
para disminuir la posibilidad de cruza entre plantas con parentesco. Una vez
efectuado el tratamiento se etiquetaron con la letra X y fueron cubiertas nuevamente

con las bolsas de tul fino.

Para realizar una evaluacién cuantitativa del sistema de apareamiento, se utilizé el
indice de auto-compatibilidad (SCI) (Lehnebach y Robertson, 2004) con los
resultados de los tratamientos manuales de endocruzamiento y exocruzamiento de la
siguiente manera: SCI= produccion de frutos con endocruzamiento/ producciéon de

frutos con exocruzamiento.

El rango de valores de SCI oscila entre 0 (especie completamente auto-
incompatible), <0.2<0.9 (de moderada a parcialmente auto-incompatible) y >0.9
(especie auto-compatible) (Dafni, 1992; Lehnebach y Robertson, 2004).

c) Autopolinizacion espontanea: a las flores restantes de cada inflorescencia no se
les llevo a cabo ningun tipo de polinizacion manual, solo se emplearon para saber si
C. pendula recurre a mecanismos de autopolinizacion. Una vez efectados todos los
tratamientos, las inflorescencias, fueron cubiertas con las bolsas de tul, hasta que se

secaron las flores.

Se contabilizo, el nimero de flores totales y el numero de flores que fueron

polinizadas para cada uno de los tratamientos manuales.

Las bolsas de tul fueron retiradas una vez que las flores se secaron y dejaron de ser

receptivas, esto con la finalidad de no influir en el posterior desarrollo de los frutos.
Exito reproductivo femenino

Para estimar la polinizacién natural y/o abierta: se etiquetaron con la letra N, 253

flores provenientes de inflorescencias de 20 plantas sin manipularlas ni cubrirlas. Lo
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anterior para evaluar el fruit set natural o éxito reproductivo femenino como producto

de la interaccion con los polinizadores.

Para cada inflorescencia incluida en los distintos tratamientos arriba mencionados se
llevd un registro en cada visita del numero de frutos que se desarrollaron hasta su
madurez o aborto, para obtener la proporcion de flores que produjeron frutos

maduros.

El fruit set fue calculado dividiendo el niumero de frutos producidos entre el nimero
de flores marcadas por tratamiento, determinando asi el sistema de apareamiento y
el éxito reproductivo femenino de C. pendula.

1.4.1.1 Viabilidad de semillas con la presencia de embriones

Otros componentes importantes para evaluar el sistema de apareamiento y éxito
reproductivo femenino fueron la viabilidad de las semillas evaluada con la presencia
de embrion (cuando el embrion se encontro llenando en su totalidad la testa de la

semilla) y a través del desarrollo in vitro.

Se analizaron 13 capsulas provenientes de los tratamientos de endocruzamiento (2),
exocruzamiento (3) y polinizacion natural (8); excepto el tratamiento de

autopolinizacion espontanea en el que no hubo desarrollo de capsulas.

Para cada una de las cépsulas obtenidas se tomd una muestra de semillas de 5mg
aproximadamente con una espatula colocandolas en un portaobjetos previamente
etiuetado a las cuales se les agregd 1 ml de agua destilada. Posteriormente se
colocd el cubreobjetos para la evaluacion de las semillas provenientes de las
capsulas resultantes de cada tratatamiento de polinizacion. Se evalud la viabilidad de
1300 semillas (100 por capsula) en un microscopio 6ptico (Carl Zeiss, modelo Primo
Star, con un aumento de 10X) para detectar la presencia de embriones en las

semillas en cada una de las capsulas correspondientes a cada tratamiento.

Para la viabilidad de las semillas observadas al microscopio se establecieron tres

categorias de desarrollo del embrion: 1) sin embrion (semillas vacias); 2) embrién
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deforme (cuando el embrién se encontré llenando < 50 % de la testa); y 3) embrion
sano (cuando el embridn se encontré llenando en su totalidad a la testa). Para cada
uno de los tratamientos, se registré el nimero de semillas en las diferentes
categorias de desarrollo. Dicho método ha sido reportado en previos estudios de
orquideas basados en la morfologia de semillas (Borba et al., 2001; Torres, 2006;
Avila, 2007, Camacho, 2010).

1.4.1.2 Desarrollo in vitro

La evaluacion de la viabilidad in vitro fue medida con el desarrollo in vitro de semillas

de C. pendula provenientes de los distintos tratamientos de polinizacién.

Para el establecimiento de los cultivos in vitro, las semillas fueron colocadas en
frascos de vidrio con embudos de papel filtro previamente esterilizados, el método de

asepsia de las semillas fue el siguiente:

a) Se colocaron en una solucién de detergente (hyclin neutro) al 15%, durante 5

minutos

b) Después de varios enjuagues con agua destilada estéril, se agrego una solucion

de etanol al 70%, durante 5 minutos

c) Posteriormente se colocaron en una solucién de hipoclorito de sodio comercial

(cloralex) al 10% (0.6 de cloro activo), durante 5 minutos

d) En el area estéril (campana de flujo laminar), se hicieron tres enjuagues con agua

destilada estéril y se prosiguio a la siembra.

Las semillas para su siembra fueron esparcidas con una espatula sobre el medio
nutritivo Phytamax al 50%, puesto que se ha probado con éxito este medio de cultivo
para la germinacion de esta especie. Para cada capsula proveniente de los
tratamientos de polinizacibn manual (endocruzamiento, exocruzamiento) y para las
capsulas provenientes de la polinizacién natural se sembraron 7 frascos por capsula,

haciendo un total de 91 frascos.
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Posteriormente se llevo a cabo la evaluacion del desarrollo in vitro a los 90 dias, de
efectuada la siembra, después de ocurrida la geminacién en cada una de las
capsulas provenientes de los distintos tratamientos de polinizaciones manuales y de
polinizacion natural mediante observaciones en un microscopio estereoscopico
(Fisher Scientific, stereomaster, 4 X). Para la evaluacion del desarrollo in vitro, se
asignaron las siguientes categorias: Sin embrion, embrion deforme, protocormo 1
(aquellas semillas que tenian el embrion llenando en su totalidad a la testa),
protocormo 2 (aquellas semillas que tenian mas del 50% o todo el embrién, fuera de
la testa), plantula 1 (plantulas con 1 6 2 hojas) y plantula 2 (plantulas con mas de 2
hojas). La siembra in vitro de las semillas de C.pendula, se llevo a cabo también con
la finalidad de descartar o en su defecto comprobar la viabilidad de los embriones

deformes (cuando el embridn se encontro llenando < 50 % la testa).
1.4.2 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos de la evaluacion de la viabilidad de semillas y el desarrollo
in vitro en los distintos tratamientos de polinizacién de C. pendula fueron analizados
con la prueba estadistica Chi-cuadrada (SPSS, 2009).
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1.5 RESULTADOS
1.5.1 Sistema de apareamiento y éxito reproductivo femenino

No hubo produccion de frutos con la autopolinizacién espontanea, de las143 flores
qgue se dejaron con el capuchdon mientras estaban en antesis, sin aplicar ningun
tratamiento de polinizacion, ninguna de estas produjo fruto. En los tratamientos
restantes, los valores de fruit set de C. pendula no difirieron significativamente (X°=6,
gl=4, P=0.1991) entre si (Cuadro 1).

Cuadrol. Numero de flores y produccion de frutos (%) con los tratamientos de
polinizacion aplicados a Cuitlauzina pendula en el Parque Nacional Barranca del
Cupatitzio municipio de Uruapan, Michoacan.

Tratamientos de Numero de flores por Produccion de frutos
polinizacion tratamiento

(%)
Endocruzamiento 40 5.0
Exocruzamiento 40 7.5
Polinizacion autogama 143 0
Polinizacion natural 253 3.2

1.5.1.1 Viabilidad de semillas con la presencia de embriones

La mayor cantidad de embriones sanos se registré en las capsulas 2 y 3 con un 88%
y 45%, respectivamente en el tratamiento de exocruzamiento y en el tratamiento de
polinizacion natural en las capsulas 1, 2, 6, 7 y 8 con un 93%, 93%, 61%, 79% y
42%, respectivamente (Figura 1). Observando diferencias significativas en la
viabilidad de semillas entre las distintas capsulas de C. pendula en los tratamientos
de exocruzamiento (X?=263.61, gl=4, P=0.000) y de polinizacién natural (X*=586.94,
gl=14, P=0.000).
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Mientras que en el tratamiento de endocruzamiento en las cdpsulas 1y 2 se presento
un 2% y 8% de semillas con embriones deformes y un 98% y 92%, respectivamente
de semillas sin embrién (Figura 1). Semejante a la Cl1 del tratamiento con
exocruzamiento y a las cdpsulas C3, C4 y C5 del tratamiento de polinizaciéon natural.
Por lo que no hubo diferencias significativas en las dos cpsulas obtenidas, en
cuanto a la viabilidad de sus semillas de acuerdo a la presencia de embrion sano
(X?=3.79, gl=1, P =0.052).
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Figura 1. Viabilidad de semillas en base a la presencia de embriones (%), de cada
una de las cépsulas de C. pendula provenientes de los tratamientos de polinizacion

manual (endocruzamiento, exocruzamiento) y polinizacion natural.

La viabilidad de las semillas, evaluada con la presencia de embriones de C. pendula
con respecto a los distintos tratamientos (endocruzamiento, exocruzamiento y
polinizacion natural) de manera general, mostré diferencias significativas
(X?=247.035.24, gl=2, P=0.000). Encontrando en los tratamientos de exocruzamiento

y polinizacion abierta porcentajes similares (44.3% y 46%) de embriones sanos
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(Figura 2).
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Figura 2. Viabilidad de semillas de C. pendula en base a la presencia de embriones
(%), en los distintos tratamientos de polinizacion manual (endocruzamiento,

exocruzamiento) y polinizacion natural.
1.5.1.2 Desarrollo in vitro

El desarrollo in vitro de las semillas de C. pendula a los 90 dias de efectuada la
siembra, mostré diferencias significativas en cuanto al desarrollo in vitro de las
semillas de cada cépsula dentro de los tratamientos de exocruza y polinizacion

natural pero no en el tratamiento de endocruzamiento (cuadro 2).

Puede apreciarse que con endocruzamiento en general las semillas no presentaron
embrién y solamente el 1% fueron embriones deformes y en protocormo 1 en ambas
capsulas, es decir que al momento de la observacién, ninguna de las semillas logro
germinar (estadio de protocormo 2). En el tratamiento de exocruzamiento el mayor
desarrollo fue para las categorias de protocormo 1 y 2 (capsulas 2 y 3) y en la
polinizacion natural para las categorias de protocormo 1, protocormo 2 y plantula 1
(en las capsulas 1, 2, 6, 7 y 8), excepto las capsula 3, 4 y 5 con mas del 50% de

semillas sin embrion y el porcentaje restante de semillas deformes (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Desarrollo in vitro a los 90 dias después de efectuada la siembra de las semillas de C. pendula de cada una
de las cépsulas en los distintos tratamientos manuales realizados en el Parque Nacional Barranca de Cupatitzio,

Uruapan, Michoacén.

i Exocruzamiento
Categorias de
Endocruzamiento X?=593.65, gl=10, Polinizacion natural
desarrollo del
B X?=4, gl=2, P=0.135 P=0.000 X?=225.8, gl=35, P=0.000
embridn
(%) (%) (%)
C1 Cc2 C1 Cc2 C3 C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 Cs8
Sin embrion 99 99 99.5 - 22 - - 825 | 625 | 975 5 - |245
Deformes 1 - - - 5.5 - - 17 37 25 | 125 - 4
Protocormo 1 - 1 0.5 47 66.5 16 215 0.5 0.5 - 81 | 26.5 | 68.5
Protocormo 2 - - - 16 6 44 30 - 0.5 23 2.5
Plantula 1 - - - 31 - 30 35.5 - - - 05 | 395 | 05
Plantula 2 - - - 6 - 10 13 - - - 0.5 11
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De manera general, el desarrollo in vitro de las semillas de C. pendula a los 90dias,
mostro diferencias significativas entre los diferentes tratamientos de polinizacion
(X?=631.58, gl=10, P=0.000). Es interesante hacer notar que los tratamientos de
exocruzamiento y polinizacién natural son significativamente diferentes (X?=75.774,
gl=5, P=0.000), registrandose un mejor desarrollo in vitro en las semillas producto de

la polinizacion natural (Figura 3).
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Figura 3. Desarrollo in vitro de C. pendula en cada una de las capsulas en los

tratamientos de exocruzamiento y en la polinizacién natural.
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1.6 DISCUSION
1.6.1 Sistema de apareamiento y éxito reproductivo femenino

C. pendula al igual que muchas otras especies de orquideas (Tremblay et al., 2005)
como Liparis makinoana (Soo et al., 2001), Pseudolaelia corcovadensis (Borba y
Braga, 2003), Cattleya elongata (Camargo et al., 2006), Sophronitis sincorana y S.
pfisteri (Silva-Pereira et al., 2007), Laelia speciosa (Avila, 2007) y Prostechea aff.
karwinskii (Camacho, 2010), no presenta autopolinizacién autonoma lo que sefiala el

requerimiento de polinizadores para su reproduccion sexual.

La mayoria de las orquideas son tipicamente auto-compatibles, sin embargo, en
algunos casos se pueden expresar mecanismos de depresion por endogamia
(Wallace, 2003; Borba et al., 2001) o bien se presentan barreras genéticas que evitan
la autogamia, como la auto-incompatibilidad (Borba et al., 2001; Wallace, 2003;
Lehnebach y Robertson, 2004; Tremblay et al., 2005).

En el presente estudio, C. pendula, se define como una especie auto-incompatible,
semejante a lo reportado para las especies: Cattleya warneri (Stort y Martins, 1980) y
mas recientemente para Liparis makinoana (Soo et al., 2001). Sin embargo, Torres
en el 2006, encontro para esta misma especie, en San Andrés Coru, sitio cercano al
PNBC, que el tratamiento de endocruzamiento desarrollé algunas semillas viables
con embriones sanos (22.98%), pero también encontrd significativamente mayor
viabilidad con exocruzamiento (68.3%), sus resultados sugieren que C. pendula
puede ser una especie parcialmente auto-incompatible, predominando la exogamia.
Algo similar ocurri6 en Galearis spectabilis que fue reportada por Dieringer (1982)
como una especie auto-incompatible y en un estudio posterior como especie auto-
compatible por Zimmerman datos no publicados (Tremblay et al., 2005). Lo cual
corrobora que los sistemas de apareamiento pueden ser variables, tanto espacial

como temporalmente (Tremblay et al., 2005, Avila-Diaz, com. pers.)

Una auto-incompatibilidad parcial en plantas puede influir en la reduccion o
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produccion de semillas debido a la interferencia de polen incompatible proveniente
de individuos relacionados genéticamente o por la ocurrencia de geitonogamia
(Castro y Ruiz, 2001). En C. pendula, pudo haber ocurrido esa interferencia de polen
incompatible, en aquellas capsulas que no produjeron semillas viables producto de la
polinizacion natural o exocruzamiento. Esto concuerda con el bajo porcentaje de
frutos en este mismo tratamiento de exocruzamiento con tan solo 7.5%. Este
porcentaje es muy bajo comparado con otras especies de orquideas, en las que se
reporta una mayor produccion de frutos como resultado de exocruzas como en:
Liparis makinoana (91.4%) y Liparis kumokiri (92.5%) (Soo et al., 2001), Earina
aestivalis, Winika cunninghamii, E. mucronata y E. autumnalis (>60%) (Lehnebach y
Robertson, 2004), Cattleya tenuis y C. elongata (75% y 86%) (Camargo et al., 2006),
Laelia speciosa (80%) (Avila, 2007) y Prosthechea aff. karwinskii (69.23%)
(Camacho, 2010).

Exito reproductivo femenino

Cuitlauzina pendula presenté bajos valores de fruit set en condiciones naturales en el
presente trabajo (3.2%) asi como en un trabajo previo (7.14%) (Torres, 2006), los
cuales podrian deberse a que esta especie no ofrece recompensa, Sino que su
poinizacion es por engafio. Esos valores, se encuentran dentro de los rangos

reportados para otras orquideas que no ofrecen recompensa (Tremblay, 2005).

Estos bajos valores pueden deberse a la presencia de un mecanismo de
autoincompatibilidad o ser la expresion de la depresién por endogamia en estados
tempranos de desarrollo por la posible presencia de individuos emparentados
genéticamente en la poblacion en estudio (reserva del PNBC), por los distintos
niveles de aborto de las estructuras reproductivas como flores, frutos y semillas (que
no son viables), ya que incluso, en el tratamiento de exocruzamiento el porcentaje de

frutos producidos fue bajo (7.5%) comparado con otras especies de orquideas.
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1.6.1.1 Viabilidad de semillas con la presencia de embriones

Las diferencias en la viabilidad de las semillas (presencia de embriones) en los
tratamientos de exocruzamiento y endocruzamiento, indican que C. pendula es una
especie exdégama en el que la polinizacion cruzada es favorecida puesto que en el
tratamiento de endocruzamiento las semillas no fueron viables (corroborada con la

evaluacion del desarrollo in vitro).

La mas alta viabilidad de semillas en C. pendula reportada en este trabajo, fue para
los tratamientos de exocruzamiento y polinizacién natural tal como ocurrié en la
misma especie en el 2006, reportado por Torres, con un 68.3% para exocruzamiento
y 49.2% para polinizacion natural. También en Pseudolaelia corcovadensis se han
reportado altos porcentajes de viabilidad de semillas (55.7% en frutos producto del
exocruzamiento y 54.2% para semillas de frutos con polinizacion abierta) (Borba y
Braga, 2003), asi como en Catleya tenuis con un 45% en exocruzamiento (Camargo
et al., 2006) y Laelia speciosa con 67% de viabilidad en las semillas producto del

exocruzamiento y un 49.4% en polinizacion abierta (Avila, 2007).
1.6.1.2 Desarrollo in vitro

Se encontraron grandes diferencias en el desarrollo in vitro de individuos de C.
pendula entre los distintos tratamientos de polinizacion. Observandose a los 90 dias
un mejor desarrollo in vitro en los individuos provenientes de la polinizacion natural.
Resultados semejantes fueron reportados para Laelia speciosa (Avila, 2007) y para
P. aff karwinskii (Camacho, 2010). Lo cual podria deberse a un aumento en la
diversidad del polen en el estigma que afecta positivamente la cantidad y calidad de
la progenie (Montalvo, 1992; Avila-Diaz 2007; Camacho, 2010). En orquideas, los
efectos de la paternidad multiple no son muy conocidos. Sin embargo, la polinizacion
multipaternal es posible porque los polinizadores pueden llevar mas de un polinario
(Medina, 2004; Tremblay et al., 2005). En un estudio realizado por Tremblay (1994)

en Cypripedium calceolus, donde realiz6 exocruzamientos con una mezcla de diez
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diferentes padres, resultando una mayor velocidad de germinacion en la polinizacion

multipaternal aunque los embriones fueron generalmente méas pequefios.

Cabe mencionar que son pocos los reportes de desarrollo in vitro de orquideas
provenientes de diferentes tratamientos de polinizacion (Avila, 2007; Camacho, 2010)
los cuales se consideran Utiles para esclarecer mejor el papel del tipo de polen en la
adecuacion y desempefio de los individuos.

Es importante, aclarar que para demostrar en este estudio el posible parentesco
entre los individuos de C.pendula en la poblacién del PNBC es necesario llevar a
cabo estudios con marcadores genéticos que revelen lo que esta ocurriendo en ella 'y
poder tomar la medidas necesarias para evitar que esta especie forme parte de las

poblaciones extintas localmente.
1.7 IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

El conocer y entender el sistema de apareamiento y éxito reproductivo de C. pendula
nos ayuda a evaluar e inferir el estado actual y futuro de conservacion de sus

poblaciones de acuerdo al tamafio de estas.

Para este estudio en particular, se encontré una sola poblacién de C. pendula dentro
de la reserva del PNBC. Por lo que el conocimiento béasico de la biologia reproductiva
es fundamental para implementar estrategias de manejo de C. pendula que permitan
su conservacion a largo plazo. Por ejemplo, el desarrollo de frutos en el campo a
través de polinizaciones manuales con exocruzamiento entre individuos compatibles,
gue produzcan frutos con valores altos de semillas viables, para favorecer su
dispersion y establecimiento de nuevos individuos que ayuden en la rehabilitacion de
esta poblacion que se encuentra en grave riesgo local. También, en este caso, se
podria sugerir una reintroduccion asistida de plantulas de C.pendula producto de la
cruza de individuos compatibles y del mayor nimero de capsulas posibles de la

misma poblacion, para favorecer una mayor diversidad genética, como se ha
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sugerido previamente para L. speciosa (Avila, 2007).

Los resultados aqui presentados, también son Utiles para la obtencion de capsulas
con semillas viables, para el establecimiento de un sistema de reproduccion in vitro
gue permita la reproduccién de plantas sanas a gran escala en invernaderos para
disminuir en cierto grado, el impacto causado por la extraccién de C. pendula para
afrontar esta problematica desde una perspectiva mas practica y puntual

coadyuvando asi en su conservacion.
1.8 CONCLUSIONES
C. pendula es dependiente de polinizadores para su reproduccién sexual.

C. pendula en el sitio de estudio (PNBC), para el afio 2011, se comportd como una

especie exdgama, autoincompatible.

El éxito reproductivo femenino de C. pendula en el Parque Nacional Barranca del
Cupatitzio fue bajo, como en otras especies de orquideas que no ofrecen

recompensa.
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CAPITULO 2. DISTRIBUCION VERTICAL Y HORIZONTAL DE Cuitlauzina
pendula La Llave & Lex. (ORCHIDACEAE) SOBRE SUS HOSPEDEROS
DENTRO DEL PARQUE NACIONAL BARRANCA DEL CUPATITZIO EN
URUAPAN, MICHOACAN.

RESUMEN

Los objetivos de este estudio fueron evaluar si C. pendula tiene preferencia por algin
hospedero (s), evaluar la distribucion vertical y horizontal de C. pendula para
determinar la zona del hospedero con la mayor abundancia de esta orquidea de
manera general y por clases de edad y determinar la abundancia de individuos de C.
pendula en alguna posicion en el arbol (lateral, arriba, abajo), en un tipo de sustrato
(corteza, musgo y/o liquen) y en cuanto a la orientacion (N, S, E, O). Se realizaron 10
transectos para la evaluacion de la preferencia de hospederos contabilizando el
numero de individuos de C. pendula. Para la evaluacion de la distribucion vertical y
horizontal se establecieron 4 cuadrantes de 12.5 x 25 m, 2 en el Bosque de Encino-
Pino (BEP) y 2 en el Bosque de Pino-Encino (BPE). C. pendula mostré preferencia
por el hospedero Q. laeta, tal como lo indica el alto porcentaje (83.27%) de individuos
encontrados en este y una menor preferencia hacia forofitos como Garrya longiflora
(8.19%) y Quercus sp. (8.54%). La mayor abundancia de C. pendula se registré en la
copa (95.3% en el BEP y 77% en el BPE), en la seccion intermedia de las ramas
(45.4% y 37.8%, respectivamente) en ambos tipos de vegetacion. La poblacion esta
representada principalmente por la clase adulta (67.8% en el BEP y 40.5% en el
BPE) con mayor numero de individuos en la posicion lateral (54.5%) y sobre el
sustrato corteza-musgo en un 76.7% en el Bosque de Encino-Pino y 77% en el
Bosque de Pino-Encino, la posicion cardinal este (22%) en el BEP y noroeste en el
BPE (32.4%). C. pendula presento mayor namero de individuos en el BEP que en el
BPE. Estos resultados aportan conocimientos basicos de la ecologia de C. pendula
Utiles para generar estrategias adecuadas de manejo como el restablecimiento en los
arboles y sitios adecuados que promuevan su conservacion a largo plazo, tanto in

situ como ex situ.
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Palabras clave: Preferencia de hospedero, distribucion vertical y horizontal, C.

pendula, amenazada.
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2.1 INTRODUCCION

En epifitas vasculares se menciona la existencia de una distribucion vertical y
horizontal del dosel, relacionada con la diversidad de microambientes y con las
caracteristicas propias del hospedero sobre el que crecen (Zimmerman, 1992; Hietz
y Hietz-Seifert, 1995; Hernandez-Rosas, 2000; Granados-Sanchez et al., 2003; Zotz
y Andrade, 2003; Gonzélez et al., 2007; Ceja et al., 2008) que son determinantes en
la abundancia y colonizacion de sitios por epifitas existiendo asi una preferencia por
mas de un estrato dentro del mismo hospedero (Hernandez-Rosas, 2000; Martinez-
Meléndez et al., 2008).

La familia Orchidaceae, es el grupo mas importante de epifitas vasculares con mas
de dos tercios del total de las especies de epifitas de este tipo, seguidas por la familia
Bromeliaceae (Ceja et al., 2008). A pesar de esto, la gran mayoria de los estudios
ecoldégicos a nivel mundial, estan encaminados principalmente hacia orquideas
terrestres (Kindlman et al., 2002; Kull, 2002) y existe relativamente poca informacion
sobre las especies de orquideas epifitas. Principalmente se tienen reportes sobre
aspectos de demografia (Zotz, 1998; Péerez, 2003; Mondragdn, 2009), preferencia de
hospedero (Catling y Lefcovitch, 1989; Tremblay, 1997; Tremblay et al., 1998;
Hernandez-Rosas, 2000; Gonzalez et al., 2007; Tremblay y Velazquez, 2009),
distribucion espacial de epifitas (Hernandez-Rosas, 2000; Martinez-Meléndez et al.,
2008), entre otros.

Uno de los grupos mas susceptibles a la fragmentacién y perturbaciéon de los
bosques son la epifitas (Padmawathe et al., 2004). En orquideas epifitas, la
destruccion del habitat, la colecta desmedida con fines comerciales y ceremoniales
da como resultado la disminucion o en su caso la extincibn de las poblaciones
naturales amenazando la persistencia de estas (Abdelnour y Mufioz, 1997; Flores-
Palacios y Valencia, 2007). Tal es el caso de Cuitlauzina pendula La Llave & Lex., la
cual es una orquidea que actualmente se encuentra dentro de la categoria de
especie endémica, amenazada segun la NOM-059-ECOL-2010 (SEMARNAT, 2010).
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Por tal motivo, los objetivos de este estudio integran aspectos como la evaluacion de
la preferencia de hospedero (s) en C. pendula, su distribucién vertical y horizontal en
los hospederos de esta especie para determinar la zona del hospedero con la mayor
abundancia de esta orquidea de manera general y por clases de edad. Asi como
determinar la abundancia de individuos en las distintas posiciones en el arbol (lateral,
arriba, abajo), tipos de sustratos (corteza, musgo y/o liquen) y su orientacion (N, S, E,
0). Considerandose este conocimiento béasico, esencial e integral puesto que
permitird la planeacion, propuesta de acciones y/o estrategias adecuadas para la
conservacion y manejo in situ de sus poblaciones, asi como también para su manejo

ex situ a largo plazo.
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2.2 ANTECEDENTES

2.2.1 Problemética del estudio de epifitas vasculares

Los estudios de los patrones de epifitas vasculares utilizan distintos métodos y por lo
tanto, sus resultados no son comparables. Dichos estudios se han enfocado
principalmente en arboles individuales, transectos y en grupos aislados de arboles
remanentes (Johansson, 1974; Yeaton y Gladstone, 1982; Hietz-Seifer et al., 1996;
Tremblay, 1997; Vandunné, 2002). Es por ello que su estudio enfrenta una gran
problematica debido a lo siguiente: a) las epifitas viven en un discontinuo paisaje
tridimensional y la mayoria de los métodos estandarizados en ecologia asumen que
las mediciones se hacen en paisajes continuos, b) falta de conocimiento previo a
cerca de la escala de un fendbmeno, c) la informacion detallada de la distribucion
espacial de la epifitas es escasa y d) el dificil disefio de los experimentos debido a la
complejidad de la interaccion de las epifitas y sus hospederos, la estructura del

bosque y el clima (Vandunné, 2002).
2.2.2 Factores que intervienen en la distribucion espacial de epifitas vasculares

Diferentes factores intervienen para definir la distribucion espacial de una especie La
distribucion de las epifitas en el bosque se relaciona con la diversidad de
microambientes y con las caracteristicas propias del hospedero sobre el que crecen,
como son el tamafo, la arquitectura, la estructura y la transparencia del dosel en
funcidn de la densidad del follaje, el nUme ro y diametro de las ramas, la textura de la
corteza, la presencia de briofitas y la disponibilidad de agua y de nutrientes. Los
requerimientos ecofisiolégicos de las epifitas también determinan tanto el patron de
distribucion como la abundancia y colonizacion de las mismas (Hietz y Hietz-Seifert,
1995; Zotz et al., 1999; Hernandez-Rosas, 2000; Graham y Andrade, 2004; JAcome
et al., 2004; Maldonado-Mijangos y Mondragon-Chaparro, 2007; Hirata et al., 2008;
Martinez-Meléndez et al., 2008; Vergara-Torres et al., 2010).

Otros factores importantes a considerar en la distribucién de las epifitas, son la
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fenologia en arboles deciduos (al proporcionar condiciones de luz en la cubierta
interior) (Hirata et al., 2008) y la posicién cardinal de las orquideas en los hospederos
gue pudieran ser factores importantes en la abundancia de epifitas hacia ciertos
hospederos (Ceja et al., 2008; Hirata et al., 2008; Tremblay y Veldzquez, 2009). En
términos generales existe una mayor preferencia por arboles de lento crecimiento,
con copa abierta, corteza estable y absorbente, que resultan excelentes hospederos
(Zimmerman, 1992; Hietz y Hietz-Seifert, 1995; Hernandez-Rosas, 2000; Granados-
Sanchez et al., 2003; Zotz y Andrade, 2003; Gonzélez et al., 2007; Ceja et al., 2008).

2.2.3 Formas de asociacion de epifitas con respecto a sus hospederos

Dentro de una escala local, como es el caso de la mayoria de los estudios dirigidos
hacia la asociacion de epifitas con respecto al hospedero se reportan cuatro formas
de asociacion: 1) especificidad de hospedero (es la existencia exclusiva de especies
epifitas en una sola especie de hospedero); 2) preferencia de hospedero (es cuando
una epifita habita varios hospederos pero esta mayoritariamente en uno) y
generalistas en la preferencia de hospedero (es decir que se encontraron en todos
los arboles pero con mayor abundancia en dos o tres hospederos); 3) limitacion de
hospedero (es la concentracion de epifitas en pocas especies como resultado de la
escasez de hospederos habitables); y 4) Abstinencia de hospedero (cuando una
epifita no esta en un hospedero) (Martinez-Meléndez, 2008; Vergara-Torres et al.,
2010).

Generalmente existe una baja preferencia de hospederos en epifitas vasculares
(Martinez-Meléndez, 2008). Esto se evidencia en estudios realizados en orquideas
epifitas en los que se encuentran una fuerte especificidad de hospedero como en
Lepanthes caritensis (Tremblay et al., 1998) y Laelia rubescens (Trapnell y Hamrick,
2006) mientras que en Broughtonia cubensis (Gonzalez et al., 2007), Dendrophylax
lindenii (Mugica et al., 2010), Arpophyllum alpinum, Lepanthes tenuiloba, Lepanthes
matudana, Maxillaria sp, Specklinia aff. lewisiae, Specklinia villosa, Stelis cf.

ovatilabia (Martinez-Meléndez et al., 2008) y Dendrobium scabrilingue (Watthana et
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al; 2008) son generalistas en la preferencia de hospedero. Por otro lado Dichaea
suaveolens y Dracontia tuerckheimii (Martinez-Meléndez et al., 2008) muestran tanto
preferencia generalista como abstinencia hacia dos hospederos.

2.2.4 Distribucion espacial de orquideas epifitas

Estudios en epifitas vasculares mencionan la existencia de un patrén de distribucion
espacial y por tanto, una divisibn horizontal y estratificacion vertical del dosel,
sugiriendo que la identidad del hospedero es determinante en la abundancia y
colonizacion de sitios por epifitas existiendo asi una preferencia por mas de un
estrato dentro del mismo hospedero (Hernandez-Rosas, 2000; Martinez-Meléndez et
al., 2008). Un claro ejemplo de esto es Lepanthes caritensis que mostré mayor
preferencia en hospederos con troncos menores a 20 cm de diametro (Tremblay et
al., 1998) y L. eltoroensis una preferencia en arboles con diametro a la altura del
pecho cercanos a 20 cm (Tremblay y Velazquez, 2009). Otro caso, es la orientacion
espacial de Lepanthes eltoroensis que expone una mayor preferencia hacia la parte
noroeste (Tremblay y Velazquez, 2009) y Broughtonia cubensis hacia el norte y este
de los troncos (Gonzélez et al., 2007), sugiriendo que la posicion cardinal sobre los
arboles es un factor importante en la distribucion espacial en las orquideas epifias

(Tremblay y Velazquez, 2009).

En general se ha reportado que la mayoria de epifitas vasculares se distribuyen
principalmente en la copa de los arboles en la seccidn intermedia de las ramas
reportada en diversas especies de plantas epifitas, incluyendo orquideas como
Cattleya violacea y Pleurothallis fockei (Hernandez-Rosas, 2000), Arpophyllum
alpinum, Lephantes tenuiloba, Maxillaria sp. y Stelis cf. ovatilabia (Martinez-
Melendez, et al., 2008), Prosthechea aff. karwinskii (Rodriguez, 2012). Dicha
estratificacion hacia la copa esta relacionada con las diferencias en la tolerancia a la
luz, humedad y a sus adaptaciones ecofisiol6gicas (Nieder et al., 1999; Kromer et al.,

2007). Ademas en las zonas intermedias de los arboles, los cambios microcliméticos
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son mas atenuados, puesto que la luz disminuye y la humedad aumenta desde el

dosel hasta el piso boscoso (Parker, 1995; Herndndez-Rosas, 2000).

En el estudio demogréfico de la orquidea epifita Dimerandra emarginata (Zotz, 1998)
de los patrones estacionales y relacionados con el tamafio sugieren que una causa
importante de mortalidad en plantulas que habitan sobre la corteza, es la desecacion.
Una vez que las plantulas han pasado esta etapa vulnerable, su longevidad se limita
casi exclusivamente por la durabilidad del sustrato. D. emarginata mostré en etapas
tempranas un mayor crecimiento vegetativo con un menor o nulo crecimiento en
etapa adulta debido a una mayor inversién relativa de carbono y nutrientes en la

produccién de frutos (Zotz, 1998).
2.2.5 Estudios ecoldgicos en orquideas epifitas en México

Existen diversos estudios que demuestran preferencia de hospedero, por cierta zona
del arbol y una division del dosel por el tamafio de las ramas. Como lo sefalan los
siguientes estudios realizados en epifitas vasculares, en el género Tillandsia se
observo preferencia por ramas menores a 1 cm de diametro en Cancun, México
(Zimmerman, 1992). En otro estudio en Veracruz, el nimero de epifitas vasculares se
relaciond positivamente con el tamafio del arbol sobre todo en aquellos sitios con un
gran numero de especies, obteniendo los valores mas altos para biomasa y especies
a los 1,430 msnm (altitud intermedia). Encontrando que los pinos tienen un evidente
efecto negativo en epifitas, particularmente hostiles en orquideas por la produccion

de fenoles y resinas (Hietz y Hietz-Seifert, 1995).

La epifita Gentlea tacanensis en Chiapas, México (Martinez-Melendez et al., 2008)
logra establecimientos generalistas con una tendencia débil a preferir algunos
hospederos. Sugiriendo que la identidad del hospedero es un factor determinante en
la abundancia y colonizacién de sitios por las epifitas, tanto verticalmente como

horizontalmente, prefiiendo mas de un estrato.
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La orquidea epifita Erycina crista-galli en Chiapas, México se distribuye
principalmente en las zonas mas externas en la copa de los arboles relacionados con
una mayor disponibilidad de ramas colonizables y una mayor diversidad de
microclimas y tipos de sustratos. Dicha distribucion se encontré influenciada por el
didmetro de las ramas medianas y ramillas que van de 0.22 a 3.36 cm de didmetro
sobre las que se encontré la mayor abundancia (Maldonado-Mijangos y Mondragon-
Chaparro, 2007).

En Michoacén, se han realizado estudios floristico-ecoldgicos de las especies de
orquideas epifitas en el Bosque de Pino-Encino (Lopez, 1989) y en el Bosque
Tropical Caducifolio (Huerta, 1989) en el municipio de Coalcoman. También en
cuatro tipos de vegetacion (Bosque Mesofilo de Montafia (BMM), Bosque de Encino
(BE), Bosque de Pino-Encino-Oyamel (BPEO) y Bosque de Pino-Encino (BPE) en el
municipio de Indaparapeo (Ponce, 2011), encontrando preferencia de algunas
orquideas epifitas por determinados hospederos como: Quercus obtusata (BMM y
BPE), Quercus deserticola (BE) y Quercus crassifolia (BPEO) en los diferentes tipos
de vegetacion (Ponce, 2011). Con una mayor incidencia hacia la copa (zona II)
principalmente en la seccion b (parte intermedia de las ramas) (L6pez, 1989; Ponce,
2011). Por otro lado también el diametro del huésped (Guarianthe aurantiaca) y el
diametro de la rama (Barkeria uniflora) son factores determinantes para el

establecimiento de una o mas orquideas epifitas (LOpez, 1989).

Otros trabajos de ecologia se refieren a la demografia de diversas especies, como
son Laelia speciosa (Hernandez-Apolinar, 1992) y con la misma especie en la zona
Centro-Norte de Michoacan. En un andlisis demogréafico comparativo de cuatro
poblaciones (Pérez, 2003) bajo diferentes condiciones de manejo revel6 que las
tasas de crecimiento poblacional fueron inferiores a 1 en los sitios con manejo y de 1
en el sitio conservado. Evidenciando que la permanencia es la principal estrategia de
esta especie tan longeva con un crecimiento minimo. En otro estudio se evaluaron
procesos demograficos (estasis, crecimiento, regresion y fecundidad) mediante un

analisis matricial de viabilidad poblacional en Guarianthe aurantiaca en Chiapas,
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México. Encontrando que la supervivencia de los individuos reproductores es
fundamental. Puesto que en poblaciones donde no hay recoleccién de individuos
reproductivos el riesgo de extincion es nulo y cuando estos fueron recolectados, la
probabilidad de extincién es de uno, con una fuerte disminucién de vida a 35 afos.
Debido también a que la fecundidad, es el proceso demografico con la menor
elasticidad (Mondragén, 2009).

2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar si existe preferencia de hospedero (s) en C. pendula.

2. Evaluar la distribucién vertical y horizontal en los hospederos de C. pendula
para determinar la zona del hospedero con la mayor abundancia de esta orquidea de
manera general y por clases de edad.

3. Determinar la abundancia de individuos de C. pendula por clases de edad, en
alguna posicion en el arbol (lateral, arriba, abajo), en un tipo de sustrato (corteza,

musgo Y/o liquen) y en cuanto a la orientacion (N, S, E, O).
2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1 Preferencia de hospedero (s) en C. pendula

Se realizaron 10 transectos de 100 m de longitud por 10 m de ancho semejante a lo
reportado por Tremblay (1997) y Gonzélez et al.,, (2007) para orquideas epifitas,
delimitados principalmente por la presencia de Pinos. En estos transectos se registro
y midioé el DAP (diametro a la altura del pecho) de todos los arboles y arbustos que
cayeron dentro de los transectos, tomando muestras de estos para su determinacion
y preparacion de ejemplares de herbario. Para el caso especifico de C. pendula se
considerd presencia (contabilizando el niamero de individuos) y ausencia. Mientras
gue para las otras orquideas epifitas presentes en los arboles se tom6 nota del
género o0 especie y se determind abundancia en base a 3 categorias (escasa,

moderada y abundante) (Hernandez-Rosas, 2000; Gonzalez et al., 2007).
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2.4.2 Distribucion vertical y horizontal de C. pendula

El muestreo se realizo durante julio-noviembre del 2011 tras un recorrido para la
localizacién de poblaciones de C. pendula, encontrando que la poblacion del Paraje
Lomas del Rosario es la Unica poblacion actual en el Parque Nacional Barranca del
Cupatitzio. La ubicacion de los cuadrantes se hizo de forma sistematica, ya que se
buscaron condiciones homogéneas dentro del area de estudio para el
establecimiento de 4 cuadrantes de 12.5 X 25 m, dos en el Bosque de Encino-Pino y
las otras dos en el Bosque de Pino-Encino. En estos cuadrantes se identificaron y
marcaron todos los &rboles con un diametro del tronco a la altura del pecho (DAP)
=15 cm. También fueron tomadas muestras de cada uno de los arboles y arbustos
para su determinacion y preparacion de ejemplares de herbario, los cuales fueron
depositados en el herbario de la Facultad de Biologia de la UMSNH (EBUM).

Para poder evaluar la distribucion vertical y horizontal de C. pendula en los
hospederos, se dividié el arbol en dos estratos en forma vertical: zona |, parte baja
del arbol (tronco) y zona Il, la parte alta (copa). Posteriormente la zona Il (copa) del
arbol, fue subdividida en tres secciones en forma horizontal, de la siguiente manera:
a) seccion interior de las copa, b) seccidn intermedia de la copa; y c) seccion final de
la copa (Dressler, 1981; Benzing, 1995) (Figura 1). En las secciones mencionadas se
cuantific6 el namero de individuos encontrados en el arbol para determinar la
abundancia de C. pendula en cada una de estas zonas y secciones (a, b y ¢) en
general y para cada una de las categorias de edad Para aquellos casos en los que
fue imposible diferenciar los individuos en el arbol se contabilizaron como Stand
(individuos unidos en masas compactas en donde no se distinguié la separacion
entre estos, por lo que fueron considerados como uno solo) o macollos (Sanford,
1968).
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Figura 1. Zonas y secciones de los hospederos consideradas para determinar la
distribucion vertical y horizontal de las epifitas sobre el hospedero (Tomada de
Johnason, 1974; Dressler, 1981; Benzing, 1995).

2.4.3 Preferencia por clases de edad y su posicion en el arbol

Preferencia por clases de edad. Para definirr las zonas del arbol con mayor
preferencia por clases de edad, se establecierdn principlamente las categorias de
edades (clase 1: plantulas, clase 2: juveniles y clase 3: adultos reproductivos),
seconsiderd como plantulas a aquellas plantas de C. pendula que tenian de 0 a 3
seudobulbos, juveniles a aquellas con mas de 3 seudobulbos sin rastros de
pedunculo que indicaran algan evento reproductivo y adultas aquellas plantas con
presencia de pedunculo floral o restos de este. Posteriormente, se cuantifico el
namero de individuosde C. pendula por clases de edad (plantulas, juveniles y
adultos) encontradas en la zona | (tronco), zona Il (copa) y en sus diversas secciones
(a, by c) en cada uno de los cuadrantes en el Bosque de Encino-Pino y en el Bosque

de Pino-Encino.
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2.4.4 Tipo de sustrato. Se contabilizé el ndmero de individuos de C. pendula
presentes en los diferentes sustratos: corteza, musgo Yy liquen para determinar la
preferencia de sustrato en los hospederos en las zonas y secciones anteriormente

mencionadas.

2.4.5 Posicién en las ramas. Se evalud la posicién en las ramas (copa) de los
hospederos de C. pendula considerando las categorias: lateral, arriba, abajo y sus
combinaciones (Yeaton y Gladstones, 1982). Se usaron binoculares para aquellas
plantas de dificil visualizacion debido a la fisonomia de la vegetacién que impidio el
acceso a las partes mas altas.

2.4.6 Orientacion. En lo referente a la orientacion, se realizé en base a la posicion
cardinal de cada una de las plantas de C. pendula presentes en el hospedero con la
ayuda de una brujula (Norte, Sur, Este y Oeste) para determinar si tiene una mayor
distribucion hacia cierta orientacion en las distintas zonas (I y Il) y secciones en el

arbol.

2.4.7 Andlisis estadistico. Todos los datos obtenidos de la distribucion vertical y
horizontal de C. pendula fueron analizados con la prueba estadistica Chi- cuadrada
(SPSS, 2009).

Pérez Decelis V. A. 2013 52



2.5 RESULTADOS
2.5.1 Preferencia de hospedero (s) en C. pendula

C. pendula se encuentra preferentemente en hospederos de Quercus laeta, como lo
indica el alto porcentaje (83.27%) de individuos encontrados en este arbol. Los
individuos restantes de C.pendula, se encontraron sobre Garrya longiflora (8.19%) y
Quercus sp. (8.54%), como se muestra en el Cuadro 1.

Es interesante hacer notar que también Q. laeta es un buen hospedero para otras
especies de orquideas epifitas como: 1) Jacquiniella leucomelana, 2) Erycina
hyalinobulbon, 3) Stelis resupinata, 4) Prostechea linkiana, 5) Cuitlauzina pulchella,
6) Acianthera chrysantha, 7) Epidendrum anisatum, 8) Laelia autumnalis, 9) Encyclia
adenocaula, 10) Encyclia microbulbon y 11) Stelis villosa
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Cuadro 1. Preferencia de C. pendula y otras especies de orquideas de un total de 240 arboles muestreados y 281

individuos de C. pendula en 10 transectos en el Parque Nacional Barranca del Cupatitizio en Uruapan, Michoacan,

México.
No. de Promedio

No. de individuos de C. individuos de C. % en relacién Otras orquideas
Especie arboles pendula pendula Frecuencia al total epifitas Categoria
Acacia pennatula 2 0 0 0 0 0
Arbutus xalapensis 1 0 0 0 0 1 E
Bursera fagaroides 3 0 0 0 0 1,2 ME
Clusia salvinii 19 0 0 0 0 1,2,3,8 MA, ME
Sp. desconocida 1 1 0 0 0 0 0
Garrya longifolia 17 23 1.35 0.12 8.19 1,3,4,5,6,12 A, My E
Sp. desconocida 2 1 0 0 0 0 1 E
Meliosma dentata 1 0 0 0 0 1,2,3,6 ME
No Quercus 6 0 0 0 0 1,7 E
Pinus douglasiana 18 0 0 0 0 0
Pinus lawsonii 5 0 0 0 0 0
Pinus maximinoii 0 0 0 0 0
Pinus sp 46 0 0 0 0 0
Prunus capuli 4 0 0 0 0 1,7 ME
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No. de Promedio

No. de individuos de C. individuos de C. % en relacién Otras orquideas

Especie arboles pendula pendula Frecuencia al total epifitas Categoria
1,2,3,45,6,7,8,9,

Quercus laeta 27 234 8.67 0.15 83.27 10, 11 A, MyE
Quercus magnolifolia 19 0 0 0 0 1,3,4,6,8,9 A MyE
Quercus planipocula 24 0 0 0 0 1,3,7,8 ME
Quercus prob. hibrido 24 0 0 0 0 1,4,6,8 A MyE
Quercus sp. 19 24 1.26 0.05 8.54 1,3,4,6,8,10 ME
Sp. desconocida 3 1 0 0 0 0 5,6 E

A: abundante, MA: moderadamente abundante, ME: moderadamente escasa, E: escasa y M: moderada

1) Jacquiniella leucomelana, 2) Erycina hyalinobulbon, 3) Stelis resupinata, 4) Prostechea linkiana, 5) Cuitlauzina
pulchella, 6) Acianthera chrysantha, 7) Epidendrum anisatum, 8) Laelia autumnalis, 9) Encyclia adenocaula, 10)

Encyclia microbulbon, 11) Stelis villosa y 12) Erycina echinata.
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2.5.2 Distribucion vertical y horizontal de C. pendula

El Bosque de Encino-Pino con un 79.9% de individuos presento la mayor abundancia
de individuos de C. pendula con respecto al Bosque de Pino-Encino que presento un
20.1% (Figura 2). En ambos casos se encontré diferencias significativas (X?=132.36,
gl=1, P=0.000).
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Figura 2. Porcentajes de individuos de Cuitlauzina pendula en el Bosque de Encino-
Pino y Pino-Encino en el Parque Nacional Barranca de Cupatitzio, Michoacan,

México.

Se presenté un mayor numero de individuos de C. pendula en la copa tanto en el
Bosque de Encino-Pino (95.3%) como en el Bosque de Pino-Encino (77%) con
respecto al tronco que tuvo un 4.7% y 23% respecto a los tipos de vegetaciéon (Figura
3). Encontrando diferencias significativas en la distribucion de esta especie en el
tronco y la copa en los hospederos en ambos casos (X?=241.658, gl=1, P=0.000 y
X?=21.622, gl=1, P=0.000).

Pérez Decelis Verénica A. 2013 56



100 - 95.3
S
< g0 4 77.0
>
©
o
o 60 A
@)
(]
T 40 A
3
E 23.0
s 207
o 4.7
S0
Tronco Copa Tronco Copa
Encino-Pino Pino-Encino

Figura 3. Porcentajes de individuos de Cuitlauzina pendula en las zonas del arbol en
los dos tipos de vegetacion en el Parque Nacional Barranca de Cupatitzio,
Michoacéan, México.

En cuanto a la distribucion de plantas de C. pendula en las diferentes secciones de la
copa (a, b y c), se exhibe un valor numérico mayor en la seccién intermedia de las
ramas (zona b) con un 45.4% en el Bosque de Encino-Pino y 37.8 % en el Bosque de
Pino-Encino (Figura 4). Observandose diferencias significativas en ambos tipos de
vegetacion (X?=111.359, gl=3, P=0.000 y X*=8.919, gl=3, P=0.030).
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Figura 4. Porcentajes de individuos de C.pendula en el Bosque de Encino-Pino y
Bosque de Pino-Encino en las diferentes secciones de la copa (a: seccién basal de
las ramas, b: seccion intermedia de las ramas y c: seccion externa de las ramas) en

el Parque Nacional Barranca de Cupatitizio, Michoacan, México.
2.5.3 Preferencia por clases de edad y su posicion en el arbol

En lo que respecta al niumero de individuos de C. pendula por clases de edad
(plantulas, juveniles y adultas), la clase adulta fue la mas abundante con un 67.8%
tanto en el Bosque de Encino-Pino como en el Bosque de Pino-Encino con el 40.5%
(Figura 5). Apreciendose diferencias significativas en ambos tipos de vegetacion
(X?=170.895, gl=2, P=0.000 y X?=6.919, gl=2, P=0.031) por clases de edad.
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Figura 5. Porcentajes de individuos de C. pendula por clases de edad (P: plantula, J:
juvenil y A: adulto) en dos tipos de vegetacion en el Parque Nacional Barranca de
Cupatitzio, Michoacan, México.

En cuanto al niumero de individuos de C. pendula por clases de edad (plantulas,
juveniles y adultas) en las zonas del arbol (tronco y copa), la copa fue donde se
encontré el mayor porcentaje de individuos de las clases juvenil y adulta con un
24.1% y 67.5% para el Bosque de Encino-Pino y 37.8% y 39.2% para el Bosque de
Pino-Encino, respectivamente. Por otro lado las plantulas se encontrarén en un 3.7%
tanto en el tronco como en la copa en el BEP y un 18.9% en el tronco, en el BPE
(Figura 6). Obteniendo diferencias significativas clases de edad en las distintas zonas
del arbol tanto en el BEP (X?=108.292, gl=2, P=0.000) como en el BPE (X*=57.988,
gl=2, P=0.000).

En ambos tipos de vegetacion, la copa fue donde se encontr6 el mayor porcentaje de
individuos de las clases juvenil y adulta con un 97.3% y 93.3% (BEP), 99.5% y 96.7%
(BPE), respectivamente para los tipos de vegetacion. Sin embargo no se encontré
diferencias significativas en el nimero de plantulas de C. pendula en el tronco y copa

en el Bosque de Encino-Pino (X?=0.000, gl=1, P=1) mientras que el Bosque de Pino-
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Encino el 100% de los individuos se encontraron en el tronco. Por otro lado las
clases juvenil y adulta de C. pendula mostraron diferencias significativas en la
cantidad de individuos presentes en el tronco y la copa en el Bosque de Encino-Pino
(X?=65.219, gl=1, P=0.000 y X?=196.020, gl=1, P=0.000) y en el Bosque de Pino-
Encino (X?=22.533, gl=1, P=0.000 y X?=26.133, gl=1, P=0.000).

$ 80
< 61.5
E
T 60 -
(]
o
j 39.2
g 40 - 37.89°
©
» 24.1
° 18.9
3 20 A
2 3.7 3.7
= " 07 03 2.7 1.4
- 0 '_| T = T T '_| T T T T T - T _— T T T 1
P J A P J A P J A P J A
Tronco Copa Tronco Copa
Clases de edad
Encino-Pino Pino-Encino

Figura 6. Porcentajes de individuos de C. pendula en las zonas del arbol por clases
de edad (P: plantula, J: juvenil y A: adulto) en dos tipos de vegetacion en el Parque

Nacional Barranca de Cupatitzio, Michoacan, México.
2.5.4 Tipo de sustrato

Se puede apreciar una mayor preferencia de C. pendula hacia el sustrato CM
(corteza-musgo) tanto en el Bosque de Encino-Pino (BEP) con el 76.6 % como en el
Bosque de Pino- Encino (BPE) con el 77 % (Figura 7). Presentando diferencias
significativas en el nimero de individuos con respecto a los sustratos (corteza-
musgo, corteza-musgo-liquen) en los que se encontrd la orquidea en estudio en los
dos tipos de vegetacion (X?=83.556, gl=1, P=0.000 y X*=21.622, gl=1, P=0.000)

Pérez Decelis Verénica A. 2013 60



respectivos.

=

o

o
J

g0 | 766 77.0

60 -

40 A
23.4 23.0

20 A

Individuos de C. pendula (%)

CM CML CM CML
Tipo de sustrato
Encino-Pino Pino-Encino

Figura 7. Porcentaje de individuos de C. pendula en los diferentes tipos de sustratos
(CM: corteza-musgo, CML: corteza-musgo-liquen) en el Parque Nacional Barranca

de Cupatitzio, Michoacan, México.
2.5.6 Posicion en las ramas

Se observa que C. pendula, se encuentra principalmente en la posicién lateral de las
ramas y muy pocas veces en la parte de abajo en ambos tipos de vegetacion, siendo
la parte lateral la que present6 la mayor abundancia de individuos con el 54.6% en el
Bosque de Encino-Pino (BEP) y 54% en el Bosque de Pino-Encino (BPE) (Figura 8).
Encontrando diferencias significativas de la posicién en las ramas de C. pendula en
ambos tipos de vegetacion(X?=382.399, gl=4, P=0.000 y X?=67.946, gl=3, P=0.000).
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Figura 8. Porcentaje de individuos de C. pendula y su posicion en la rama en dos
tipos de vegetacién en el Parque Nacional Barranca de Cupatitzio, Michoacan,

México.
2.5.7 Orientacion

La mayoria de los individuos de C. pendula estan orientados principalmente hacia el
Este con un 22% en el Bosque de Encino-Pino y en el Bosque de Pino-Encino hacia
el Noroeste con un 32.4% (Figura 9). Se mostraron diferencias significativas en
relacion a la orientaciéon (Este, Norte, Noreste, Noroeste, Oeste, Sur, Sureste,
Suroeste y Zenit) de esta especie sobre los hospedero en ambos tipos de vegetacion
(X?=79.797, gl=8, P=0.000 y X?=45.351, gl=8, P=0.000).
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Figura 9. Porcentaje de individuos de C. pendula y su orientacion (N, S, E, O y Zenit)
en el Bosque de Encino-Pino y Pino-Encino en el Parque Nacional Barranca de

Cupatitzio, Michoacan, México.
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2.6. DISCUSION

2.6.1 Preferencia de hospedero (s) en C. pendula. Los resultados muestran
preferencia hacia el hospedero Quercus laeta en los 10 transectos evaluados. Un
estudio previo de C. pendula en un Bosque de Encino-Pino con elementos de
Bosque Mesofilo reporté preferencia hacia el hospedero Q. obtusata en San Andres
Coru (Torres, 2006). Esta preferencia hacia distintos forofitos dentro del mismo
género podria deberse al tipo de vegetacion presente en los sitios de estudio donde

se distribuye esta especie.

La literatura muestra un gradiente en cuanto a la especificidad, preferencia,
limitacion y abstinencia de hospedero en otras especies de orquideas epifitas, por
ejemplo se reportan especies con preferencia de hospedero (aquellas que se
encuentran exclusivamente en un tipo de hospedero) como Lepanthes caritensis
(Tremblay et al., 1998) y Laelia rubescens (Trapnell y Hamrick, 2006) mientras que
Broughtonia cubensis (Gonzalez et al., 2007), Dendrophylax lindenii (Mugica et al.,
2010), Arpophyllum alpinum, Lepanthes tenuiloba, Lepanthes matudana, Maxillaria
sp, Specklinia aff. lewisiae, Specklinia villosa y Stelis cf. ovatilabia (Martinez-
Meléndez et al., 2008), Dendrobium scabrilingue (Watthana et al., 2008) son
generalistas en la preferencia de hospedero (es decir que se encontraron en todos
los arboles pero con mayor abundancia en dos o tres hospederos). También Dichaea
suaveolens (Martinez-Meléndez et al., 2008) mostré preferencia generalista pero con
abstinencia hacia dos hospederos mientras que Dracontia tuerckheimii (Martinez-
Meléndez et al., 2008) mostré preferencia por cuatro hospederos y abstinencia hacia

tres hospederos.

Algunos estudios mencionan que las epifitas logran establecimientos generalistas
con una tendencia débil a preferir algunos hospederos reiterando asi la rareza de la

especificidad de hospederos (Benzing, 1990; Martinez-Meléndez et al., 2008).
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Probablemente varias de las caracteristicas del hospedero como el tamafo, la
arquitectura, la estructura y la transparencia del dosel en funcion de la densidad del
follaje, el nimero y didmetro de las ramas, la textura de la corteza, la presencia de
briofitas y la disponibilidad de agua y de nutrientes que determinan tanto la
abundancia como la colonizacién de epifitas (Hietz y Hietz-Seifert, 1995; Zotz et al.,
1999; Hernandez-Rosas, 2000; Graham y Andrade, 2004; Jacome et al., 2004,
Maldonado-Mijangos y Mondragén-Chaparro, 2007; Hirata et al., 2008, Martinez-
Meléndez et al., 2008; Vergara-Torres et al.,, 2010), pudieron haber influido en la
preferencia de C. pendula hacia Q. laeta.

2.6.2 Distribucion vertical y horizontal de C. pendula

El hecho de que la mayoria de los indiviuos de C. pendula se encontraran en el
Bosque de Encino-Pino, podria deberse a la identidad (caracteristicas) de los
hospederos que es uno de los factores determinantes en la abundancia y
colonizacion de sitios por epifitas (Hernandez-Rosas, 2000; Martinez-Meléndez et al.,
2008). Puesto que la distribucion de las epifitas en el bosque se relaciona con la
diversidad de microambientes y con las caracteristicas propias del hospedero sobre
el que crecen, tal como lo hemos visto en el apartado anterior sobre preferencia de

hospederos.

Los resultados sobre la distribucion vertical y horizontal de C. pendula en los arboles
muestran que no fue uniforme. Se encontré una mayor abundancia de individuos en
la copa de los arboles y en la seccion intermedia de las ramas, como ha sido
reportado para muchas otras especies de plantas epifitas, incluyendo diversas
orquideas como son Cattleya violacea y Pleurothallis fockei (Hernandez-Rosas,
2000), Arpophyllum alpinum, Lephantes tenuiloba, Maxillaria sp. y Stellis cf. ovatilabia
(Martinez-Melendez, et al., 2008), Prosthechea aff. karwinskii (Rodriguez, 2012).
Dicha estratificacion hacia la copa esta relacionada con las diferencias en la
tolerancia a la luz, humedad y a sus adaptaciones ecofisiologicas (Nieder et al.,

1999, Kromer et al., 2007). Ademas en las zonas intermedias los cambios
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microcliméaticos son mas atenuados, puesto que la luz disminuye y la humedad
aumenta desde el dosel hasta el piso boscoso (Parker, 1995; Herndndez-Rosas,
2000).

2.6.3 Preferencia por clases de edad y su posicion en el arbol

La estructura de la poblacion de acuerdo a las clases de edad presentd un mayor
namero de individuos en la clase adulta y un pequefio nimero de plantulas. Es
posible que nuestros resultados estén desestimando en alguna medida el nUmero de
plantulas ya que no fue posible observar en su totalidad las ramas muy altas. Sin
embargo, las partes observadas directamente en dichos hospederos se hicieron a
una altura aproximada de 3 m sobre el nivel del suelo y en las partes mas altas
fueron observadas con binoculares, registrandose muy pocas plantulas como lo
muestran nuestros resultados. Tal dominio de plantas adultas en una poblacion

demuestra el bajo reclutamiento de nuevos individuos (Wathana et al., 2008).

Las plantulas de C. pendula tienen una distribucion homogénea tanto en el Bosque
de Encino-Pino como en el de Pino-Encino. Mientras que los juveniles y adultos
predominan en la copa particularmente en la seccion intermedia de las ramas. En el
Bosque de Pino-Encino hubo un mayor numero de plantulas en el tronco, sin
embargo este resultado podria estar subestimado debido a la posible exclusion en
las observaciones de las partes altas donde fue imposible observarlas aun con los
binoculares lo que evitd una evaluacion en su totalidad de ramas muy altas en ambos
bosques. Un claro ejemplo es Prosthechea aff. Karwinskii, (Rodriguez, 2012) en la
gue se encontrd una distribucién diferente con respecto a los estadios de vida, en
general las plantulas con distribucidon homogénea, las juveniles en la parte basal e

intermedia de las ramas y las adultas con distribucién heterogénea.
2.6.4 Tipo de sustrato

C. pendula se encuentra con mayor abundancia en sustratos como corteza-musgo y

corteza-musgo-liquen, probablemente porque una densa cobertura de liquenes y
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briofitas en los troncos y ramas de arboles tropicales tienden a cambiar las
caracteristicas del sustrato proporcionando condiciones microcliméticas favorables
para la germinacion de las semillas, (Tremblay et al., 1998; Wolf, 2005; Krémer et al.,
2007; Ceja et al., 2008; Mugica et al., 2010) por la retencion de pequefias cantidades
de humus y la reduccién de la evaporacién (Arditti, 1992; Watthana, 2005; Watthana
et al., 2008).

2.6.5 Posicién en las ramas

Se encontr6 que el mayor numero de individuos de C. pendula se distribuyen
principalmente en la parte lateral y arriba de las ramas en ambos tipos de vegetacion
(E-P y P-E). Este patron generalmente esta relacionado con un aumento en la caida
de propagulos y plantulas de las partes de abajo de las ramas y puede diferir en
algunas especies de orquideas epifitas (Benzing, 1995; Hernandez-Rosas, 2000).
Como en el caso de P. aff. karwinskii (Rodriguez, 2012) en cual, las plantulas se
encontraron en la posicion lateral, vertical y abajo mientras que la clase juvenil y
adulta se encontraron en las posiciones lateral y vertical, siendo este patron,

particular de esta especie.
2.6.6 Orientacion

La especie estudiada mostré un patron de distribucidon en cuanto a su orientacion
hacia el Este en BEP y al Noroeste en el BPE, estos resultados son semejantes a lo
encontrado para Broughtonia cubensis (Gonzalez et al., 2007) que se ubica al Norte
y Este; Lepanthes eltoroensis (Tremblay y Velazquez, 2009) en el lado Noroeste y
Prosteckea aff. karwinski hacia el Este, Sur y Oeste (Rodriguez, 2012). Esto podria
deberse a las condiciones microclimaticas del habitat muestreado y de las
caracteristicas del hospedero puesto que en el sitio de estudio se encontré en la
parte alta de un barranco seguida de una ladera denominada malpais (se refiere a un
relieve accidentado caracterizado por la presencia de rocas erosionadas de origen

volcanico). Se ha reportado para otras especies de epifitas, que la posicion cardinal
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en los hospederos es un factor determinante en su establecimiento y abundancia
(Ceja et al., 2008; Tremblay y Veldzquez, 2009), puesto que en la copa se pueden
reflejar los vientos dominantes en una regioén, como es el caso de los barrancos (Van
der Molen, 2002).

En algunas ocasiones, los vientos directos influyen en la disminucion del crecimiento
de musgos, mientras que en la direccion opuesta se encuentra mas cubierta y por lo
tanto, disminuye la incidencia solar e incrementa la humedad, factores importantes
para la distribucion y establecimiento de epifitas (Gonzélez et al., 2007; Ceja et al.,
2008: Tremblay y Velazquez, 2009).

2.7 IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

Con base a esta investigacion, pueden plantearse diversas propuestas para la

conservacion tanto in situ como ex situ de C. pendula.

Los resultados aqui presentados parecen indicar que la poblacion de C. pendula en
el Parque Nacional Barranca del Cupatitzio esta dominada por individuos adultos lo
cual es un grave problema y urge tomar las medidas necesarias ante tal situacion. En
base a los resultados, se sugiere la reintroduccion asistida de plantulas (provenientes
de semillas) o el restablecimiento de individuos de ramas caidas que deberan ser
colocadas en la copa de los hospederos, principalmente en Q. laeta, en la seccién
intermedia, en una posicion lateral o arriba de las ramas, principalmente con
presencia de musgo lo que puede contribuir en el incremento de su sobrevivencia.
Aunado a esto el alto porcentaje de individuos de C.pendula encontrados en Q. laeta
lo convierte en una especie clave para e mantenimiento y la conservacion de esta

orquidea.

Cuitlauzina pendula, como muchas otras especies de orquideas mexicanas esta
sujeta a una gran extraccion de individuos en sus poblaciones silvestres, practica que
debe pararse. Una alternativa es la propagacion a gran escala para proporcionar

plantas de calidad y ayudar a disminuir la presion que sobre sus poblaciones se
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ejerce. Cabe mencionar que actualmente se tiene una gran cantidad de plantulas de
C. pendula propagadas in vitro. Por otro lado, es necesario crear conciencia entre la
poblacion para que ya no compren plantas extraidas del campo y tengan
conocimiento acerca del buen cultivo de esta especie, ya que muchas plantas
adquiridas son desechadas por falta de conocimiento de su cultivo.

El buen cultivo de especies de orquideas puede colaborar de manera indirecta a la
conservacion de las mismas, ya que de esta forma pueden mantenerse por largos
periodos de tiempo en cultivo y con esto evitar el saqueo de individuos de las
poblaciones silvestres. Con los resultados de la presente investigaciéon, se puede
sugerir que C. pendula sea cultivada con musgo.

Dicha practica la han llevado a cabo algunos cultivadores de orquideas con gran

éxito en especies con un requerimiento similar (Avila- Diaz, com. pers.).

Constituyendo este estudio una valiosa herramienta para conocer el estado actual

deconservacion de esta especie en dicha poblacién.
2. 8 CONCLUSIONES
Cuitlauzina pendula tuvo preferencia principalmente hacia el hospedero Q. laeta.

En el Parque Nacional Barranca del Cupatitzio existe una mayor abundancia de C.

pendula en el Bosque de Encino-Pino que en el de Pino-Encino.

La mayor abundancia de C. pendula se presentd en la copa de los hospederos,
distribuyéndose principalmente en la seccion intermedia de las ramas en ambos tipos

de vegetacion.

Existe una mayor abundancia de individuos adultos y juveniles de C. pendula que

plantulas.
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Un alto porcentaje de individuos de C. pendula se encuentran en la posicién lateral

de las ramas principalmente en sustratos como corteza-musgo

C. pendula de acuerdo a los puntos cardinales en el Bosque de Encino-Pino se

encontré6 con mayor frecuencia hacia el Este y al Noroeste en el Bosque de Pino-

Encino.
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CAPITULO 3. PROPAGACION IN VITRO DE Cuitlauzina pendula La Llave & Lex.
(ORCHIDACEAE) COMO UNA ALTERNATIVA PARA SU CONSERVACION.

RESUMEN

Con el propésito de contribuir de manera indirecta a la conservacion de Cuitlauzina
pendula, una orquidea epifita amenzada que habita en el Parque Nacional Barranca
del Cupatitzio, Uruapan, Michoacéan, se establecié un sistema de propagacion in vitro
a partir del cultivo de semillas y por la mulitplicacion masiva de PLBs (cuerpos
parecidos a protocormos, de origen asexual). El obejtivo de esta investigaciéon fue
determinar los medios de cultivo 6ptimos para la germinacién, desarrollo de
protocormos, formacion de plantulas y multiplicacién de PLBs. El cultivo in vitro se
llevo a cabo a partir de semillas de capsulas maduras, en diferentes medios de
cultivo (MS1, MS 50%; MS2, MS 100%; MS3, MS 50% con BA 0.05 mg/L; MS4, MS
100% con BA 0.05 mg/L; Phyl, Phytamax 50%; Phy2, Phytamax100%; Triplel7 T1,
fertilizante comercial triple 17 (1000 mg/L); Triplel7 T2, fertilizante comercial triple 17
(500 mg/L). Las observaciones de las distintas etapas (deformes, protocormo 1,
protocormo 2, plantula 1 y 2), se realizaron a los 60 y 90 dias para determinar el
medio de cultivo mas eficiente para la germinacion de C. pendula. Los valores mas
altos de germinacion se obtuvieron en los medios Phyl y Ph2, con un promedio de
31y 32 “protocormos 2” a los 60 dias con 20.25 y 18.0 “protocormos 2” a los 90 dias,
respectivamente. Cabe sefialar que a los 90 dias, Unicamente estos medios de
cultivo registraron desarrollo de plantulas de C. pendula. Encontrando diferencias
significativas en los diferentes medios de cultivo tanto a los 60 dias (F=101.78, gl=7
P=0.0001) y 90 dias (F=3.23, gl=7 P=0.0146). Por lo que despues de 90 dias de
cultivo, los protocormos en el estadio 2 de los tratamientos Phyl y Phy2 fueron
transferidos al medio Phyl suplementados con una combinacion de ANA (acido
naftalenacético) y BA (benciladenina) en concentraciones de 0, 0.05, 0.1, 0.5y 1
mg/L para ambos reguladores de crecimiento. La observaciones se realizaron a los
95 y 125 dias despues de haber hecho la transferencia, para determinar las

diferentes etapas de desarrollo, hasta la formacion de plantulas (con vastago y/o
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presencia de 1 o 2 hojas y rizoides). A los 125 dias se evaluaron en los distintos
tratamientos las variables: longitud del vastago, numero de hojas, largo y ancho de
hojas, niumero de raices, longitud de raices y nimero de PLBs). Se registraron los
valores mas altos en los tratamientos T19 (0.5/0.5 mg/L de ANA/BA) con un valor
promedio de 6.34 mm en la longitud del vastago y 1.13 mm en el nimero de raices,
en el T18 (0.1/0.5 mg/L) en las varibales longitud del vastago con 6.28 mm y 0.88
mm en el ancho de hojas. En el tratamiento T5 (1/0 mg/L) se obtuvieron promedios
de 5.38 mm y 6.75 mm en las variables nimero y longitud de hojas y finalmente un
promedio de 2.05 mm en la longitud de las raices en el tratamiento T20 (1/0.5 mg/L).
En lo que respecta a la produccion de PLBs en el T18 (0.1/0.5 mg/L) con un
promedio de 6.94 PLBs se observaron diferencias significativas a los 125 dias
(F=2.77, gl= 24, P=0.0001). En este muestreo, se obtuvo una respuesta favorable a
medianas y altas concentraciones de ANA, considerando este tratamiento (T18)
como el medio mas eficiente para el desarrollo de plantulas de C. pendula en el que
se registraron valores altos de cualidades importantes como plantulas sanas con
desarrollo de seudobulbo y raices, las cuales en aproximadamente 7 % de ellas ya
presentaron velamen. Los resultados de esta investigacion son un aporte para la
propagacion masiva de esta especie, como una alternativa para colaborar en su

conservacion.

Palabras clave: Propagacion in vitro, C. pendula, germinacion in vitro, medios de

cultivo, transferencia in vitro
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3.1 INTRODUCCION

Las orquideas han sido una de las plantas mas admiradas y apreciadas desde hace
muchos siglos por diferentes civilizaciones, debido a la belleza impresionante de sus
flores (Ramirez, 1996). La primera propagacién exitosa de orquideas in vitro
mediante la germinacion de semillas en medios de cultivo fue lograda por Knudson
(1922) con los géneros de Cattleya y Laelia en agar. Desde entonces la propagacion
in vitro de plantas se ha ido convirtiendo en una de las técnicas de -cultivo
indispensables como herramienta alterna en la produccién de plantas de interés

agricola, comercial, horticola y ornamental (Mckendrick, 2000).

El cultivo in vitro permite propagar un mayor numero de plantas en un periodo
relativamente corto por medio de semillas, 6rganos o tejidos. Por lo tanto, este
método se perfila como una alternativa de reintroduccion y de propagacion ex situ
para especies endémicas o en peligro de extincion contribuyendo en la disminucién
de la presion que sobre las poblaciones naturales se ejerce (Arditti y Krikorian, 1996;
Sarabia-Ochoa et al., 2010).

La biologia reproductiva de las orquideas es compleja, por ejemplo sus flores
presentan mecanismos de atraccion muy particulares a los polinizadores que les
permite producir semillas y perpetuar su especie (Anderson et al., 2005; Huber et al.,
2005). La propagacion natural de las orquideas se dificulta porque sus semillas son
diminutas, carecen de endosperma y requieren de hongos simbiGticos para la
germinaciéon de sus semillas (para abastecimiento de azucares y nutrientes)
(Dressler, 1981; Arditti, 1992). Es por ello, que el uso de medios de cultivo en la
propagacion in vitro es de particular importancia en estas plantas puesto que éstos
suministran los nutrientes necesarios para su adecuado crecimiento y desarrollo
(Buyun et al., 2004; Lo et al., 2004; Santos-Hernandez et al., 2005). La propagaciéon
in vitro por la germinacion de semillas provenientes de distintas caspsulas permite
mantener una mayor variabilidad genética que a través de la propagacion a partir de

explantes asexuales o micropropagacion.
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Es muy dificil encontrar en la literatura, antecedentes sobre los diferentes medios de
cultivo utilizados para cada especie de orquidea, pues sus requerimientos
nutricionales son diferentes entre especies aun dentro de un mismo género
(Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994; Damon, et al., 2004; Sarabia-Ochoa et al.,
2010). Para el establecimiento in vitro de semillas de orquideas es necesario plantear
protocolos que estudien la respuesta de germinacion dependiendo de la etapa de
madurez de las cpsulas, la madurez de las semillas, de los componentes de los
medios de cultivo y de factores de crecimiento como luz y temperatura (Arditti, 1982;
Damon, et al., 2004; Avila-Diaz et al., 2009).

México, al igual que otros paises neotropicales poseedores de una gran
orquideoflora, sufre de una severa alteracion de sus ecosistemas, afectando a
muchas poblaciones silvestres (Soto, 1996). En los dos ultimos siglos se han
extinguido varias especies de orquideas en México y a partir de 1998 han
desaparecido al menos 22 (Hagsater et al., 2005). La Norma Oficial Mexicana NOM-
059-ECOL-2010 (SEMARNAT, 2010), incluye 181 especies de la familia Orchidaceae

en alguna categoria de riesgo.

Un claro ejemplo de orquideas mexicanas en alguna categria de riesgo es
Cuitlauzina pendula, una especie con imponente belleza catalogada como
amenazada y endémica de México, conocida localmente como chorritos por la caida
en forma de péndulo de sus inflorescencias. En el caso particular en Michoacan,
presenta la grave problematica de: la destruccion de su habitat por la expansion del
cultivo de aguacate y la extraccion ilegal para su venta en mercados; lo cual ha
ocasionando una muy severa extincion local de sus poblaciones, quedando muy
pocas poblaciones remanentes de C. pendula en esta region (Avila-Diaz com. pers.).
En el Parque Nacional Barranca del Cupatitzio, en Uruapan, Michoacan (México) hay
una poblacién de esta orquidea (Salgado-Garciglia et al., 2012), sitio de donde se
obtuvieron las semillas para esta investigacion. Este estudio es parte de un proyecto

integral que incluye aspectos de su biologia reproductiva y otros aspectos de su
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ecologia, como la distribucion vertical en sus hospederos. Los conocimientos

generados, pueden ser Utiles en la busqueda de alternativas para su conservacion.

Los objetivos de este trabajo fueron establecer un medio de cultivo eficiente para la
germinacion in vitro de C. pendula La Llave & Lex.., por la siembra de semillas y
determinar los medios de cultivo Optimos para el desarrollo de plantulas y la
proliferacién de PLBs con el fin conseguir la propagacion sexual y vegetativa para

coadyuvar en su preservacion de manera indirecta.
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3.2 ANTECEDENTES

3.2.1 Progacion in vitro de orquideas

El concepto de propagacion in vitro (del latin en vidrio), se refiere al cultivo de un
inéculo con potencialidad de diferenciacion en recipientes de vidrio en condiciones
estériles sobre un medio nutritivo balanceado previamente definido con o sin
presencia de hormonas e incubados en condiciones ambientales controladas
(Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994). Este tipo de propagacion puede ser a través
de semillas (propagacién sexual) o bien por multiplicacion vegetativa (propagacion
asexual) de diferentes segmentos de la planta (tallo, flor, primordios de hoja, raiz,
cotiledones, esquejes, yemas y meristemos) que son Utiles en la obtencion de
individuos con caracteristicas deseables (por ejemplo color, nimero y tamafio de las
flores) de alto potencial ornamental (Seeni y Latha, 1992; Abdelnour-Esquivel y
Escalant, 1994; Park et al., 2003; Santos-Hernandez et al., 2005, Lavrentyeva e
Ivannikov, 2007).

En la propagacion in vitro de orquideas, un factor muy importante a considerar es la
edad fisiolégica en las plantas por su gran influencia en la morfogénesis. La literatura
reporta como regla general que cuando mas joven e indiferenciado se encuentre el
explante a cultivar, mejor sera su respuesta in vitro para la induccion de PLBs o
brotes en comparacion con explantes maduros (Nayak et al., 1997; Murthy y Pyati,
2001; Chen et al., 2002; Park et al. 2003; Salazar y Mata, 2003; Damon et al. 2004;
Condemarin-Montealegre et al., 2007; Lavrentyeva e Ivannikov, 2007; Sarabia-
Ochoa et al.,, 2010). Es por ello que los meristemos apicales y axilares son
ampliamente usados en numerosas especies. Por otro lado se menciona que la
madurez de las semillas al momento de la germinacién es también un factor
importante y poco estudiado en la propagacion de las orquideas (Damon et al. 2004;
Avila-Diaz, et al., 2009).
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3.2.2 Medios de cultivo utilizados en la propagacién de orquideas epifitas

En la propagacion in vitro, la seleccién de un medio de cultivo y los reguladores de
crecimiento, son muy importantes para establecer protocolos de propagacion
eficientes. Los medios de cultivo, basicamente estan conformados de entre 15y 35
compuestos quimicos que suministran una fuente de carbono, nutrientes minerales,
vitaminas y en algunos casos reguladores del crecimiento (Mroginski y Roca, 1993).
Ademas de un agente gelificante que de consistencia al medio de cultivo (en el caso
de medios semisoélidos) que suelen ser agar o gelatina simple (Mendieta, 2002;
Mroginski, et al., 2010).

Un medio de cultivo puede ser definido como una formulacién de sales inorganicas y
compuestos organicos requeridos para la nutricion y manipulacion de los cultivos.
Para la germinacion de semillas de orquideas se reportan en la literatura los medios
Knudson C (Knudson, 1946), MS (Murashigue y Skoog, 1962), Dalla Rosa y Laneri
(Dalla Rosa y Laneri, 1977), VW (Vacin y Went, 1949), Lindemann (1970) y
Phytamax (Quimicos Sigma, Aldrich, Inglaterra), como los principales medios de
mayor uso con algunas modificaciones en su concentracion total o parcial
(Mackendrik, 2000; Salazar y Mata, 2003; Damon et al., 2004; Ruiz et al., 2008;
Avila-Diaz et al., 2009; Mayo et al., 2010; Molina, 2012). Los requerimientos entre
especies pueden ser muy diversos, encontrando desde orquideas que se cultivan en
medios simples que consisten de sales minerales, sacarosa y agua de coco (Goh,
1990), el medio Knudson C (Knudson, 1946) y aquellas con requerimientos
nutricionales mas complejos que requieren suplementos con auxinas, citocininas o
giberelinas en el medio basal como puede ser el medio de Murashige y Skoog
(Murashige y Skoog, 1962) (Bopana y Saxena, 2008).

Dentro de la familia Orchidaceae se presenta una enorme variabilidad en lo que
refiere a sus requerimientos nutricionales y otras variables como temperatura, luz y
humedad (Damon, et al., 2004; Avila-Diaz et al.,, 2009). Cabe aclarar que aunque

existen similitudes en los medios de cultivo en algunas especies de orquideas, sus
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necesidades nutrimentales durante la germinacion y desarrollo pueden ser distintas,
por lo que la investigacién encaminada a encontrar los medios de germinacion y

desarrollo més adecuado para cada una de ellas cobra vital importancia.
3.2.3 Promotores del crecimiento vegetal en este estudio

En la mayoria de los casos los medios utilizados para el establecimiento de los
cultivos contienen sustancias reguladoras del crecimiento como auxinas (por ej. ANA,
2,4-D, AIA, AIB, NOA, Dicamba, Picloram) y/o citocininas (por ej. BA, KIN, ZEA, 2iP,
Thidiazurén). Las giberelinas (especialmente GA3) son requeridas en algunas
ocasiones para el cultivo de meristemos o para la elongacién de brotes (Mroginski et
al., 2010). La incubacion de los cultivos se debe llevar a cabo en condiciones
controladas. Por lo menos en lo que se refiere a la temperatura, calidad e intensidad
de luz, fotoperiodo, humedad atmosférica e higiene. En general, los cultivos son
incubados a temperatura constante de 25-28 °C, con ciclo de luz/oscuridad de
16/8horas. La luz es generalmente provista por lamparas fluorescentes del tipo «luz
dia» con una irradiancia de entre 50 y 200 ymol m-2s-1. La humedad atmosférica
debe ser elevada al 80 y/o 90% (Mroginski et al., 2010).

Reportandose en la literatura que el acido abscisico (ABA), en concentraciones altas
inhibe la germinacién; en contra parte el acido 3-indolbutirico (IBA), el acido
naftalenacético (ANA), acido giberélico (GA3) y la kinetina en concentraciones bajas
asi como el extracto de platano y de coco estimulan el crecimiento (Van der
Kinderen, 1987).

3.2.4 Propagacion in vitro de orquideas epifitas a partir de semillas

A pesar de la dificultad que presentan las semillas de las orquideas para germinar en
forma natural, se ha demostrado también que es posible obtener un gran nimero de
plantas de manera sexual con alta variabilidad genética a partir de la germinacién de
semillas utilizando métodos de cultivo in vitro (Arditti, 1993; Serna, 1999; Mckendrick,
2000; Cavalcante et al., 2001; Damon et al., 2004; Pedroza et al., 2005; Yamazaki y
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Kasumitzu, 2006; Pedroza y Mican, 2006; Steele, 2007; Avila-Diaz, et al., 2009). El
desarrollo de protocolos de propagacion in vitro, que puedan ser adoptados por
horticultores, comunidades organizadas e interesadas en la explotacion racional de
sus recursos, contribuye indirectamente en su conservacion, disminuyendo en gran
medida la presion de colecta de sus poblaciones silvestres, al ofrecer plantas de
calidad libres de patégenos, aplicable en la produccion de plantas en alguna
categoria de riesgo de extincion (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994; Koopowitz,
1996; Sarabia-Ochoa et al., 2010).

En la propagacion sexual (germinacién de semillas), las estructuras formadas
durante los primeros estadios que dan lugar a las plantulas se denominan
protocormos (Pierik, 1990). Partiendo de esto, se considera que la germinacion
ocurre cuando el embrion rompe la testa y emerge de ésta, produciendo una masa
indiferenciada de células (protocormo) sobre el que puede distinguirse un meristemo
del vastago (Flores-Escobar et al., 2008). Los reportes de germinacion in vitro de
algunas orquideas sefialan periodos de germinacion desde los 14 dias hasta los 10
meses, como en Dactylorhiza majalis (Rasmussen, 1990) y Dendrobium parishii
(Buyun et al., 2004), respectivamente. En general, las plantulas pueden presentar el
desarrollo de un par de hojas y raices, desde los 30 y 45 dias después de la siembra,
tambien se ha reportado la formacion de plantulas de Cattleya sp. (Buyun et al.,
2004) hasta 500 dias después de su cultivo in vitro. Aunque este desarrollo temprano
o tardio de plantulas depende mas bien de factores como el tipo de especie, la
madurez de la capsula y el medio de cultivo (Lee y Lee, 1991; Buyun et al., 2004;
Damon et al., 2004; Avila y Salgado-Garciglia, 2006; Avila-Diaz, et al., 2009).

Se han realizado numerosos estudios de propagacion in vitro realizados a partir de
semillas en distintos medios de cultivo en especies como Encyclia adenocaula (Ruiz
et al., 2008) en el medio Phytamax (medio de mantenimiento en orquideas);
Mormodes tuxtlensis, Cuitlauzina pendula y Lycaste skinneri (Salazar y Mata, 2003);
Oncidium stramineum (Flores-Escobar et al., 2008); Laelia speciosa (Avila-Diaz et

al., 2009); Comparetia speciosa (Molina, 2012) en el medio MS (Murashige y Skoog)
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en concentraciones totales o parciales; Cattleya aurantiaca, Brassavola nodosa
(Damon et al., 2004) en el medio Dalla Rosa y Laneri KO7 modificado; y Catasetum
integerrimun, Encyclia alata, Encyclia cordigera, Epidendrum fLex.uosum,
Epidendrum chlocorymbos, Epidendrum stamfordianum, Myrmecophila sp.,
Trichocentrum ascendens, Trichocentrum carthagenense, Oncidium sphacelatum,
Prosthechea cochleata, Nidema boothii, Trichocentrum lindenii (Mayo et al., 2010) en
los medios VW (Vacin y Went, 1949) y MS (Murashige y Skoog, 1962). En estos se
evidencian las diferencias en los requerimientos nutricionales entre las distintas
especies de orquideas, ya que algunas especies mostraron preferencia hacia el
medio de cultivo MS en concentraciones totales o parciales mientras que otras
responden de manera similar en mas de un medio de cultivo ya que se obtuvieron
altos porcentajes de germinacion y sobrevivencia de plantulas en cada uno estos

medios.

Desde el punto de vista de la conservacion ex situ, las semillas de orquideas
procedentes de distintas capsulas presentan una mayor variabilidad genética, lo que
las convierte en un material apropiado para ser incluido en programas de

conservacion (Mayo et al., 2010).
3.2.5 Propagacion in vitro de orquideas epifitas a partir de explantes

Tradicionalmente, las orquideas se han propagado asexualmente mediante la
division de plantas y protocormos, demostrando la factibilidad del método con éxito
en Bletia urbana, Lycaste skinneri (var. alba), Laelia anceps, Encyclia citrina y
Rhyncholaelia glauca (Rubluo et al., 1993), Euchile mariae (Suarez-Quijada et al.,
2007) y Laelia speciosa (Sarabia-Ochoa et al., 2010) con fines encaminados a la
conservacion de estas especies con un mayor auge en los géneros Phalaenopsis,
Oncidium, Cymbidium, Dendrobium y Paphiopedilum en la produccion comercial
(Pan, 2007).
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Es importante resaltar que la regeneracion de plantulas provenientes de callos,
tejidos de hoja, raices o seudobulbos da como resultado la produccion de brotes o
PLBs idénticos genéticamente, que son importantes en la industria horticola y
ornamental puesto que conservan caracteres deseables en las especies como
tamafo, coloracion, mayor numero de brotes y/o varas florales entre otros.

(Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994).
3.3. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Establecer un medio de cultivo eficiente para la germinacién in vitro de C. pendula.

2. Determinar los medios de cultivo 6ptimos para el desarrollo in vitro de plantulas a

partir de protocormos de C. pendula.

3. Determinar el medio de cultivo con mayor produccion de PLBs en C. pendula
3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Material biologico

Para el cultivo in vitro de semillas de C. pendula La Llave & Lex., se colectaron dos
capsulas provenientes de una planta sana, con una gran cantidad de seudobulbos
formando stands, con al menos 5 capsulas al momento de la colecta en el Parque

Nacional Barranca del Cupatitzio, Uruapan, Michoacan (México).
3.4.2 Propagacion in vitro de C. pendula
3.4.2.1 Germinacion de las semillas

Dos capsulas cerradas y maduras de C. pendula fueron desinfestadas de acuerdo a
Avila-Diaz et al. (2009). Cada céapsula fue disectada, transversal y longitudinalmente
en cuatro secciones en una caja de petri estéril. Las semillas desinfestadas se

separaron de los tejidos maternos con agujas de diseccion previamente esterilizados
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y se tomaron 5 mg de semillas distribuyéndolas uniformemente sobre la superficie de
cada uno de los frascos conteniendo los medios de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962): MS1 (MS 50%), MS2 (MS 100%), MS3 (MS 50% con BA 0.05 mg/L) y MS4
(MS100% con BA 0.05 mg/L); el medio de cultivo comercial Phytamax, Phy1l:
(Phytamax 50%) y Phy2 (Phytamax 100%); y medios con fertilizante comercial triple
17, T1 (Triple 17: 50%) y T2 (Triple 17 100%). Para cada medio de culitvo, se
sembraron semillas en 15 frascos de 100 ml, los cuales fueron sellados con parafilm,
etiquetados previamente con la fecha de siembra, especie y el medio de cultivo
correspondiente.

Las condiciones de crecimiento in vitro, fue en un cuarto de crecimiento a una

temperatura de 25°C bajo un fotoperiodo de 16 horas luz (2000 lux).

A los 60 y 90 dias después del cultivo se extrajo una porcion de semilla 0 muestras
cultivadas de 0.5 cm? aproximadamente con una espatula, de cuatro frascos por
cada tratamiento, para observar en un microscopio optico (Carl Zeiss) el nUmero de
semillas germinadas, (considerandose como germinacion, cuando el embrion se
encontré fuera de la testa denominada estadio de protocormo 2). Ademas, se
consideraron los siguientes estadios de desarrollo: a) deformes (semillas con el
embridn reducido a un 50% o menos dentro de la testa); b) protocormo 1 (aquellas
semillas que tenian el embrion completo dentro de la testa); c) protocormo 2
(aquellas semillas que tenian mas del 50% o todo el embrion, fuera de la testa); d)
plantula 1 (plantula con una o dos hojas) y e) plantula 2, (plantula con mas de dos
hojas). Las observaciones fueron realizadas para determinar el medio de cultivo

Optimo para germinacion y desarrollo de plantulas de C. pendula.

3.4.2.2 Transferencia de protocormos in vitro con adicion de reguladores de

crecimiento

Debido a que los medios Phyl y Phy2 no mostraron diferencias en cuanto a la

germinaciéon en general y puesto que Phyl fue el segundo medio mas eficiente para
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el desarrollo de plantulas, se decidié utilizar este medio (50% de sus sales basales)
para disminuir costos, en el cual se transfirieron los protocormos en estadio 2
despues de 90 dias de cultivo, que fue suplementado con distintas concentraciones
de una combinacion de la auxina acido naftalenoacético (ANA) y la citocinina
benciladenina (BA) (benciladenina): (0, 0.05, 0.1 y 0.5 mg/L para ambos reguladores

de crecimiento), cultivando 5 frascos por tratamiento.

La evaluaciéon del numero de protocormos transferidos, asi como del nimero de
PLBs, se realizé a los 95 y 125 dias, determinando la longitud del vastago, el nimero
de hojas, largo y ancho de las hojas, numero y longitud de raices y finalmente el
vigor de las plantulas. Este ultimo parametro fue determinado con la asignacion de
las siguientes categorias: 1) Muerta, 2) Necrosis con mas del 50% con coloracion
café, 3) Necrosis con menos del 50% con coloracion café o alguna hoja clorotica, 4)
Plantula, sin desarrollo de vastago, 5) Plantula sana, con desarrollo de vastago y 6)

plantula sana con vastago, con seudobulbo y raices con velamen.

3.4.2.3 Multiplicacion de PLBs

También se evalué el nimero de PLBs, para determinar el medio de cultivo mas

eficiente para la reproduccion asexual de C. pendula.

3.4.3 Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento de propagacion in vitro fue organizado de acuerdo a un disefio de
blogues al azar con 25 tratamientos (medios de cultivo con diferentes
concentraciones de ANA/BA) y 20 repeticiones por tratamiento (plantulas). Se realizo
un andlisis de ANOVA y una prueba de Tukey y Kramer con un 95% de confiabilidad
cuando hubo diferencias significativas (JMP 8, 2009). Para las variables cualitativas
categoricas (vigor) se llevo a cabo un analisis de Chi-cuadrada con el programa
SPSS 18 (SPSS, 2009).
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3.5 RESULTADOS
3.5.1 Germinacién de las semillas

Para evaluar el medio de cultivo mas eficiente para la germinaciéon de C. pendula, se
cuantific6 el ndmero total de individuos que germinaron (protocormo 2) en los

distintos medios. Las categorias de desarrollo establecidas durante el desarrollo in
vitro de C. pendula, se muestran en la Figura 1.

! 1’.”
a) I b) ll 0 d) i

Figura 1. Categorias de desarrollo de C. pendula: a) embrién deforme, b) protocormo

1, ¢) Protocormo 2 y d) plantula 1.

Al analizar los diferentes medios de cultivo a los 60 y 90 dias, se encontraron
diferencias significativas. A los 60 dias (F=101.78, gl=7 P=0.0001) se obtuvieron las
geminaciones mas altas con promedios de 32 y 31 en estadio de “protocormo 2” en
los medios Phytamax al 100 y 50% y a los 90 dias (F=3.23, gl=7 P=0.0146)
nuevamente se registraron valores altos de germinacion de 20.25 y 18 (protocormos
2) para estos mismos medios (Phytamax 100% y 50%) como se muestra en la Figura
2.

La disminucion observada en los promedios de protocormos 2 a lo 90 dias, fue
debido al paso del estadio de protocormo 2 a plantula 1. Es importante mencionar
gue a los 90 dias, unicamente los medios Phyl y Phy2 registraron el desarrollo de

plantulas de C. pendula.
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Figura 2. Promedio de individuos de C. pendula en estadio de protocormo 2, A) a los 60 dias de la siembra y B) a los
90 dias despues de la siembra, en los distintos medios de cultivo MS 1 (al 50%), MS 2 (al 100%), MS 3 (al 50% con BA
0.05), MS 4 (al 100% con BA 0.05), Phy 1(Phytamax 50%), Phy 2 (al 100%) y T1 (fertilizante comercial triple 17 al
50%) y T3 (fertilizante comercial triple 17 al 100 %). En donde: MS: medio Murishage y skoog y Phy: medio Phytamax
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Las plantulas registradas a los 90 dias en dichos medios, se observaron en estado
de desarrollo de plantula 1 (con 1-2 hojas). EI medio mas eficiente para el desarrollo
de plantulas fue el Phy al 100% con un promedio de 17.25 plantulas seguido por el
medio Phy al 50% con 6.25 plantulas (Figura 3). Difiiendo estos medios (Phyl y
Phy2) significativamente (F=11.95, gl=1, P=0.0135) entre los medios probados
respecto al desarrollo de plantulas.

20 - a

Promedio de individuos de
C. pendula en plantula 1
()]
1

: o ()

MS1 'MS2 'MS3 'MS4 'Phyl 'Phy2 ' T1 ' T2 Al Pairs
‘ Medios de cultivo Tukey-Kramer
0.05

Figura 3. Promedio de individuos de C. pendula en estadio de plantula 1 en los
medios de cultivo MS 1 (al 50%), MS 2 (al 100%), MS 3 (BAy MS 50%), MS 4 (BA 'y
MS100%), Phy 1(Phytamax 50%), Phy 2 (al 100%) y T1 (fertilizante comercial triple
17 al 50%) y T3 (fertilizante comercial triple 17 al 100 %). A los 90 dias de efectuada

la siembra.
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3.5.2 Transferencia de protocormos in vitro con adicion de reguladores de

crecimiento

Se encontraron diferencias significativas a los 125 dias en los tratamientos con ANA
(acido naftalenacético) y BA (benciladenina) en todas las variables evaluadas
(longitud del vastago, numero de hojas, largo y ancho de hojas, nimero de raices,
longitud de raices y numero de PLBs) tal como se muestra en el Cuadro 1.

A los 125 dias se observarén valores altos en los tratamientos T19 (0.5 mg/L / 0.5
mg/L), T18 (0.1 mg/L /0.5 mg/L) y T5 (1 mg/L /0 mg/L). En el tratamiento T19 (0.5
mg/L / 0.5 mg/L de ANA/BA) con un promedio de 6.34 mm en la longitud del vastago
y 1.13mm en el numero de raices, en el T18 (0.1 mg/L / 0.5 mg/L de ANA/BA) en las
varibales longitud del vastago con 6.28 mm y el ancho de hojas con 0.88 mm. En el
tratamiento T5 (1 mg/L / 0 mg/L de ANA/BA) se registraron valores de 5.38 mm en el
numero de hojas y 6.75 mm en su longitud y finalmente la longitud de las raices en
el tratamiento T20 (1 mg/L / 0.5 mg/L) con 2.05 mm, observandose entonces, una

respuesta favorable a moderadas y altas concentraciones de ANA (Cuadro 1).

Cabe mencionar que el medio T18 a los 125 dias de haber efectuado la siembra
(protocormos 2), es en el que se registraron valores altos de cualidades importantes
como plantulas sanas con desarrollo de seudobulbo y raices desarrolladas, las
cuales en aproximadamente 7 % de las plantulas ya presentaban velamen, como se

muestra también en el cuadro siguiente.
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Cuadro 1. Medios de cultivo mas eficientes para el desarrollo in vitro de C. pendula
en Phytamax al 50%, con Reguladores del Crecimiento Vegetal ANA (&cido
naftalenacético) y BA (benciladenina) a los 125 dias de efectuada la transferencia.

Variables de desarrollo in vitro de Tratamiento Concentracion Promedios

plantulas de C. pendula ANA/BA ANA/BA mg/L en (mm)
Phy 50%
Longitud del vastago o 05/05 034
T18 0.1/0.5 6.28
Numero de hojas 5 1/0 5.38
Longitud de hojas T5 1/0 6.75
Ancho de hojas T18 0.1/0.5 0.881
Numero de raices T19 0.5/0.5 1.25
Longitud de raices T20 1/0.5 2.05
Numero de PLBs (asexual) T18 0.1/0.5 7 PLBs

PLBs: estructuras parecidas a protocormos de origen asexual

Se obtuvieron diferencias significativas en los distintos tratamientos (ANA/BA) con
respecto a las distintas categorias de vigor en plantulas a los 125 dias (X°=205.11,
gl=168 P=0.027) en C. pendula. Mostrando a los tratamientos T5 (1 mg/L / 0 mg/L),
T9 (0.5 mg/L / 0.5 mg/L), T18 (0.1 mg/L / 0.5mg/L), T19 (0.5 mg/L / 0.5 mg/L), T20 (1
mg/L / 0.5 mg/L) y T21 (0 mg/L / 1 mg/L) como lo mas sobresalientes (4.5%-5.5%) a

los 125 dias en este primer analisis.

Un segundo analisis de los tratamientos con reguladores de crecimiento mas
sobresalientes con respecto a las categorias de vigor mostré diferencias
significativas a los 125 dias (X?=38.464, gl=20 P=0.008) en el tratamiento T18 (0.1
mg/L /0.5 mg/L) con un 17.9%, siendo el tratamiento que presento las plantulas con

el mayor vigor (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de individuos de C. pendula en las distintas categorias de vigor
en los tratamientos mas sobresalientes con reguladores de crecimiento ANA y BA.

3.5.3 Multiplicacion de PLBs

En lo que respecta a la produccion de PLBs el T18 (0.1 mg/L / 0.5 mg/L) con un
promedio de 7 PLBs, mostro diferencias significativas a los 125 dias (F=2.77, gl= 24,

P=0.0001) tal como se observo en el Cuadro 1.
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3.6 DISCUSION
3.6.1 Germinacién de las semillas

Existe gran preocupacion por conservar las orquideas que se encuentran en alguna
categoria de riesgo (Szalansky et al., 2001; Avila y Oyama, 2007). C. pendula esta
en la categoria de amenazada de acuerdo a la NOM-059-2010. Este estudio
demuestra la utilidad de emplear el medio Phy2 para lograr los mayores porcentajes
de germinacién in vitro de las semillas de C. pendula como en el estudio realizado en
Encyclia adenocaula (Ruiz et al., 2008) en el que se obtuvo el 69.16% de

germinacion en el medio Phytamax.

Por otro lado, en un estudio utilizando como medio de cultivo base Murashige y
Skoog, realizado en diferentes especies de orquideas, como: C. pendula, adicionado
con BA (0.5 mg/L) y en ausencia de auxinas (ANA); en Mormodes tuxtlensis,
adicionado con BA (3 mg/L) y en Lycaste skinneri, adicionado con ANA (0.5 mg/L)
(Salazar y Mata, 2003; Salazar-Rojas y Mata-Rosas, 2009) se obtuvo un 100% de

germinacion en las tres especies.

Esta respuesta favorable de C. pendula en medios de cultivo como Phytamax y
Murashige y Skoog sin reguladores de crecimiento, como medios de germinacion
podria sustentarse en la idea de que plantas provenientes de distintas zonas tienen
requerimientos de cultivo ligeramente distintos (Soto-Arenas y Solano-Gomez, 2007).
Sin embargo, el medio Murashige y Skoog no siempre es utilizado como medio de
germinaciéon. Diversos estudios reportan al medio Murashige y Skoog como un
excelente medio de desarrollo (Salazar y Mata, 2003; Avila y Salgado-Garciglia,
2006; Suarez-Quijada, 2007; Flores-Escobar et al., 2008; Avila-Diaz et al., 2009;
Coello et al., 2010; Sarabia-Ochoa et al., 2010) y en su contraparte escasos estudios

realizados en el medio de cultivo Phytamax por lo que este estudio cobra ain mas
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relevancia al haber encontrado en este Ultimo, el mas alto porcentaje de germinacién

en semillas de C. pendula.

3.6.2 Transferencia de protocormos in vitro con adicion de reguladores de

crecimiento

El mayor desarrollo de C. pendula a los 125 dias de su trasplante con reguladores de
crecimiento vegetal en el medio Phytamax, se present6 en los tratamientos T18 (0.1
mg/L / 0.5 mg/L de ANA/BA) y T19 (0.5 mg/L / 0.5 mg/L de ANA/BA), los cuales
tienen moderadas y altas concentraciones de ANA/BA. También en el tratamiento T5,
a altas concetraciones de ANA (1.0 mg/L / 0 mg/L de ANA/BA) se obtuvo buen
desarrollo. Un estudio realizado en C. pendula (Salazar y Mata, 2003) reportd una
alta formacion de plantulas en el medio MS adicionado con BA (0.5mg/L) o sin
reguladores de crecimiento, similar a lo que ocurre en el T18 ANA/BA (0.1mg/L / 0.5
mg/L) y T19 ANA/BA (0.5 mg/L / 0.5mg/L) en el presente estudio.

En protocormos de Lycaste skinneri (Salazar y Mata, 2003) y mitades de
protocormos en Oncidium tigrinum (Baltazar, 2004) y Euchile mariae (Suarez-Quijada
et al., 2007), se reporto la mayor formacion de plantulas en distintas concentraciones
de reguladores de crecimiento. Por ejemplo, Euchile mariae con 1 mg/L / 1 mg/L de
ANA/BA y con la adicion solamente de 1 mg/L de BA, Lycaste skinneri con la adicion
de 0.5 mg/L de ANA y Oncidium tigrinum con 1mg/L de BA.

El uso del tratamiento T18 ANA/BA (0.1 mg/L / 0.5 mg/L) para el desarrollo de
plantulas de C. pendula es el mas adecuado en este estudio ya que en esta
concentracion se encontré la mayor cantidad de plantulas vigorosas con
caracteristicas deseables tales como, plantulas sanas con seudobulbos y raiz con

velamen.
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3.6.3 Multiplicacion de PLBs

En cuanto a la formacion de PLBs, como una forma de reproduccién asexual para C.
pendula, en este trabajo el tratamiento T18 fue el mejor (0.1 mg/L / 0.5 mg/L de
ANA/BA). Se reporta también la formacion de PLBs en C. pendula con BA a una
concentracion de 0.5 mg/L, y sin reguladores de crecimiento. En Cattleya aurantiaca
con 0.1 mg/L de ANA y 10 mg/L de BA (Mauro et al., 1995), en Euchile mariae con
1mg/L de ANA y 1 mg/L de BA y también con la adicion de 1 mg/L de BA, Laelia
speciosa (Avila-Diaz et al., 2009) con 0.5 mg/L de ANA y 0.1 mg/L de GAs y
Oncidium tigrinum (Baltazar, 2004) con 1mg/L de BAen el medio MS.

La formacion de brotes ha sido reportada, en especies como: Cattleya aurantiaca
(Mauro et al., 1995) con 0.1 mg/L y 10mg/L de ANA/BA, Mormodes tuxtlensis
(Salazar y Mata, 2003) con la adicion de 3 mg/L de BA en el medio MS y Laelia
anceps (Hernandez et al., 2001) con 1 mg/L y 0.5 mg/L de ANA/BA en el medio

Knudson C.

Se considera necesario llevar a cabo este tipo de investigaciones debido a la
respuesta diferencial entre las distintas especies y sus requerimientos nutrimentales
en funcién de la interaccion con el tipo y nivel del regulador de crecimiento
(Hernandez et al., 2001; Salazar y Mata, 2003, Coello et al., 2007; Suarez-Quijada et
al., 2007; Avila-Diaz et al., 2009; Mata-Rosas y Salazar-Rojas, 2009).
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3.7 IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

Existen relativamente pocos trabajos enfocados a la propagacion y conservacion de
especies de orquideas mexicanas, por lo que haber logrado establecer el cultivo in
vitro de C. pendula, una especie amenazada (NOM-ECOL-059-2010) es una

aportacion importante, que puede colaborar a la conservacion de la misma.

C. pendula, ha sido muy fuertemente extraida de sus poblaciones naturales, y dada
la extincién local de muchas de sus poblaciones y una gran disminucion del tamafio
poblacional de muchos sitios, se considera en este caso particular Gtil llevar a cabo
algunos programas de reintroduccion (Avila, com pers.), particularmente en el caso
de el PNBC, en donde en base a estudios previos de su sistema de apareamiento
(que han mostrado un posible alto grado de parentesco entre los individuos), y de su
estructura de tamafnos de la misma poblacion (en donde el mayor porcentaje de
individuos son adultos), se justifica la reintroduccion de plantulas, tal como se
menciona en el capitulo 1 y 2 de esta tesis. Cabe mencionar que la germinaciéon de
semillas que tengan la finalidad de reintroducirse debe ser a patir de semillas
procedentes de distintas capsulas del mismo sitio o lo mas cercano posible, para
contribuir en la conservacion de la variabilidad genética y estructura genética de las

poblaciones en la naturaleza (Avila y Oyama, 2007).

La continuidad del estudio en C. pendula es muy importante puesto que muchas de
sus poblaciones naturales casi han desaparecido por el cambio de uso de suelo (de
bosques a huertas de aguacate) y la extraccion de individuos de sus poblaciones.
Siendo necesario un proyecto multidisciplinario que incluya la participacion del sector
gubernamental, del sector académico con estudios biologicos (demografia,
establecimiento de plantulas, la relacion con micorrizas, entre otros) y programas de
educacion ambiental que involucren a personas de las comunidades en donde se
encuentra C. pendula para concientizarlas asi como la busqueda de alternativas para

el beneficio de las comunidades sin tener que llevar en un futuro no muy lejano a
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esta especie de orquideas a su extincién local.
3.8 CONCLUSIONES

C. pendula present6 la mayor geminacion en los medios de Phytamax al 100% y al
50% de la concentracion de sus sales basales, a los 60 y 90 dias de efectuada la

siembra

El medio Phy 50% adicionado con 0.1 y 0.5 mg/L de ANA y BA respectivamente
(T18) fue el mas eficiente para el crecimiento y desarrollo de plantulas de C. pendula,
obteniéndose plantulas mas sanas, con seudobulbo y raiz desarrollada.

El medio T18, fue también el mejor para producir la mayor cantidad de PLBs.
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vi. DISCUSION GENERAL

Cuitlauzina pendula, como muchas otras especies de orquideas mexicanas casi han
desaparecido en sus poblaciones naturales por el cambio de uso de suelo (de
bosques a huertas de aguacate) y la fuerte extraccion de individuos lo que ha
ocasionado una gran disminucion del tamafo poblacional y la extinciéon local de
muchas de sus poblaciones silvestres (Avila, com pers.). Por lo que el conocimiento
basico de la biologia reproductiva es fundamental para implementar estrategias de
manejo de C. pendula que permitan su conservacién a largo plazo. Por ejemplo es
urgente en el Parque Nacional Barranca del Cupatitzio (PNBC), el desarrollo de
frutos en el campo a través de polinizaciones manuales con exocruzamiento entre
individuos compatibles, que produzcan frutos con valores altos de semillas viables,
para favorecer su dispersion y el establecimiento de nuevos individuos para ayudar
en la rehabilitacion de esta poblacién que se encuentra en grave riesgo local debido
al posible parentesco entre los individuos de la poblacion.

C. pendula en el PNBC, esta particularmente dominada por individuos adultos lo que
indica un serio problema y urge tomar medidas necesarias ante esta situacion. Por lo
gue en este caso particular, si se sugiere la reintroduccion asistida de plantulas
(producto de la cruza de individuos compatibles y del mayor niumero de capsulas
posibles de la misma poblacién). En base a los resultados de este estudio, se sugiere
colocar dichas plantulas sobre Q. laeta, en la copa, en la seccion intermedia, en una
posicion lateral o arriba de las ramas, especialmente con presencia de musgo,
orientadas hacia el norte o noroeste contribuyendo en el incremento de su
sobrevivencia. EI manejo adecuado del hospedero Q. laeta es también fundamental
para el establecimiento, mantenimiento y la conservacion de C. pendula debido a la

alta incidencia de individuos en este hospedero.

Es importante conocer que en base a los resultados obtenidos en esta investigacion,

C. pendula es una especie exégama o como lo reporta Torres en 2006, de sistema
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de apareamiento mixto en la que predomina la exogamia, por lo que para la
obtencion de cpsulas utiles para su propagacién in vitro es recomendable, llevar a

cabo exocruzas, para la obtencidén de semillas viables.

En lo que respecta al desarrollo de un protocolo eficiente para la propagacion in vitro
de C. pendula, se considera que es util para proveer de plantulas con las
caracteristicas deseadas para su posible reintroducion (de semillas procedentes de
distintas cdpsulas del mismo sitio o lo mas cercano posible, para contribuir en la
conservacion de la variabilidad genética y estructura genética de las poblaciones en
la naturaleza (Avila y Oyama, 2007)). El sistema de propagacion desarrollado,
también contempla la obtencién de PLBs en el medio T18 (0.1-0.5 mg/L de ANA/BA),
lo cual abre la posibilidad de la obtencion a gran escala de plantas de calidad en
invernaderos donde sean cultivadas con musgo (capitulo 2 y 3), para disminuir en
cierto grado, el impacto causado por la extraccion de C. pendula. Por lo que haber
logrado establecer el cultivo in vitro de C. pendula, es una aportacién importante, que

puede colaborar a la conservacion de esta especie.

Entre otras acciones que se consideran prioritarias para la conservacion de los
recursos naturales, es la educacion ambiental, con la que se puede crear conciencia
entre la poblacion para que no compren plantas extraidas del campo y también para
gue tengan conocimiento acerca del buen cultivo de esta especie, lo que puede
colaborar a la conservacion de las poblaciones, ya que muchas plantas adquiridas
son desechadas por falta de conocimiento de su cultivo, siendo que si se cultivan por
mucho tiempo, se disminuiria el saqueo de individuos de las poblaciones silvestres

afo, con afno.

Los distintos aspectos abordados en esta investigacion son integrales debido a que
su sistema de apareamiento y éxito reproductivo, ecologia y propagacion in vitro

aportan resultados importantes para llevar a cabo acciones urgentemente necesarias
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en el PNBC con una unica finalidad, el manejo adecuado de C. pendula que incluya

Su conservacion.

vii. RECOMENDACIONES

Se recomienda en un futuro llevar a cabo estudios demograficos y genéticos para

abordar a C. pendula de una manera integral y coadyuvar en su conservacion.

Se sugiere continuar con el estudio de aclimatizacion en C. pendula para poder
establecer un sistema completo de propagacioén in vitro y aclimatizacion eficiente de
C. pendula, util para obtener plantulas de extraordinaria calidad que pueden
ofrecerse a la venta y de manera indirecta bajar la presion que se ejerce en las

poblaciones naturales.

También se recomienda evaluar la adecuacion de C. pendula a partir de de plantulas
cultivadas in vitro provenientes de semillas de distintas capsulas de polinizacion
manual y natural para evaluar que tratamiento aporta el mejor desempefio (mayor

adaptacion, crecimiento y/o vigor de las plantulas) de las plantulas

Se recomienda que aquellas plantas de C. pendula que se encuentran tiradas en el
bosque, sean rescatadas al levantarlas y limpiar todas aquellas partes enfermas,
aplicando un fungicida y entonces colocarlas sobre Q. laeta en las secciones arriba

mencionados de tal forma que no se mueran.
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