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RESUMEN.

Se establecié un protocolo para la germinacién asimbidtica de Dichromanthus
aurantiacus en tres medios de cultivo (Murashige y Skoog, MS; Knusdon C y Ernst), con
agentes antioxidantes (polivinilpirrolidona; carbén activado y acido citirico y ascorbico).
Los tratamientos antioxidantes no remediaron sustancialmente este problema; en el
medio MS 50% control, se obtuvo el mayor porcentaje de germinacion (74%) y
desarrollo (estadio 6). Se evalud la germinacion simbidtica con diez aislados de hongos
micorrizicos. Uno que ya habia sido probado proveniente de una planta adulta de la
misma especie y habitat, promovi6é el mayor porcentaje de germinacion (97%). No se
observaron diferencias significativas debidas al origen de los aislados (planta adulta o
protocormo). La germinacién, el crecimiento y desarrollo fueron mayores en todos los
cultivos simbidticos con la formacion de plantulas a los 30 dias en contraste con los 200
para la via asimbidtica. En condiciones de invernadero, se registré también una mayor

supervivencia (96 y 74%, respectivamente).

Se caracterizd el microambiente de los sitios de reintroduccién dentro de la
REPSA: los mas conservados tuvieron menor radiacion fotosintéticamente activa,
temperatura, mayor humedad atmosférica y de suelo; la cubierta edafica fue mas rica
en nutrimentos con un mayor contenido de cationes de Na?* y de C y N totales y menor

contenido de P disponible en comparacion con los sitios perturbados.

La supervivencia y el desarrollo después de un afio fueron mayores para las
plantas simbidticas en todos los sitios de reintroduccion, hasta un 83% en comparacion
con 33%. Las condiciones edéficas y microclimaticas influyeron de manera directa en la
supervivencia siendo mayor en los microambientes conservados. Se establecié por vez
primera un estudio comparativo de reintroduccién simbidtica y asimbidtica de una
orquidea terrestre donde se sugiere la estrategia simbidtica para la conservacion del

recurso edafico y microbiolégico para este habitat.



ABSTRACT.

A protocol was established for asymbiotic seed germination of Dichromanthus
aurantiacus, using three nutrient media (Murashige and Skoog (MS), Knudson C and
Ernst) in addition with antioxidants (polivinilpirrolidone, activated charcoal and citric and
ascorbic acids). The antioxidant treatments did not substantially solved this problem.
The control treatment 50% MS medium, could effectively induce the highest germination
percentage (74%) and development (Stage 6). The effects of ten mycorrhizal fungi on
symbiotic germination were evaluated. One of these mycorrhizal fungi, which has been
previously tested and has been isolated from a naturally occurring plant of the same
species and habitat, promoted the highest germination percentage (97%). No significant
differences due to the origin of the isolates (adult plant or protocorm) were observed.
Germination, growth and development rates were faster in all symbiotic cultures, since
seedling formation initiated at 30 days against 200 days on asymbiotic propagation. A
higher survival rate was also obtained under greenhouse conditions (96 and 74%,

respectively).

A microenvironmental characterization of reintroduction sites was conducted
within the REPSA. The most preserved sites had lower photosynthetic active radiation,
temperature, higher atmospheric humidity and soil moisture; its soil cover had a larger
amount of nutrients, with larger Na** cations and total C and N contents and lower

available P content compared to disturbed sites.

After a year, survival and development were better for symbiotic plants in all
reintroduction sites, with survival rates reaching 83% compared to 33% in asymbiotic
conditions. Edaphic and microclimatic conditions directly influenced plant survival, which
resulted higher in preserved microenvironments. This study was the first to compare
symbiotic and asymbiotic reintroduction of a terrestrial orchid. Symbiotic strategy is

recommended for the conservation of soil and microbiological resources for this habitat.
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CAPITULO 1. Introduccién general.

1. FAMILIA ORCHIDACEAE.

Las orquideas representan taxonémicamente la familia mas evolucionada entre
las monocotileddneas, encontrandose entre las mas diversas del reino vegetal. Se
estima que existen alrededor de 800 géneros y 25 000 especies en todo el mundo
(Dressler, 1993; 2005). En las regiones tropicales y templadas la mayoria de las
especies son epifitas (75%), aunque existe un numero substancial de orquideas
terrestres (25%) (Arditti, 1992; Wells y Willems; 1991).

En México la diversidad y endemismo de especies vegetales es muy amplia, se
sabe que del total de plantas endémicas registradas para el pais mas del 50% estan
representadas en solo cinco familias Cactaceae, Asteraceae, Poaceae, Fabaceae y
Orchidaceae (Toledo, 1988). De éstas la familia Orchidaceae ocupa el tercer lugar en
cuanto a diversidad taxondémica, solamente superada por la familia Asteraceae y
Fabaceae (Hagsater et al.,, 2005). Asi mismo, constituyen la quinta familia de
fanerégamas con mayor numero de especies en la Cuenca de México (Rzedowski y
Calderon, 1989; citado por Salazar, 2009).

A lo largo del territorio nacional se distribuyen cerca de 1200 especies (Soto y
Salazar, 2004), representando casi el 6% del total mundial (Espejo et al., 2002). El dato
mas reciente sugiere que la familia comprende alrededor de 1254 especies y 21 taxa
subespecificos (Soto et al., 2007). De esta gran diversidad se describen 444 especies o

subespecies endémicas, que corresponden aproximadamente al 40% (Soto, 1996).

A pesar de que México es uno de los paises tropicales cuya orquideoflora se
conoce mejor (Soto et al.,, 2007), desafortunadamente también es uno de los paises
donde un gran numero de especies son altamente vulnerables a la extincion, debido a
la destruccion y transformacion de sus habitats, asi como a la extraccion masiva de

plantas de las poblaciones silvestres para su comercio ilegal (UICN/SSC Orchid
1



Specialist Group, 1996). La disminucién de las poblaciones de muchas especies de
orquideas es significativa; si esta tendencia continua, se seguira perdiendo una parte
importante de su variacién genética y con ella, la capacidad de supervivencia de las

especies (Hagsater et al., 2005).

1.1 Distribucion

La distribucion de las orquideas a nivel mundial es muy amplia, encontrandose
en todos los continentes, excepto la Antartida; aunque en las zonas tropicales es donde
se encuentra su mayor diversidad (Sarmiento y Romero, 2000). Se ha estimado que el
56% del total mundial de orquideas se encuentran en los tropicos (UICN/ SSC Orchid
Specialist Group, 1996). Esto ha sido posible por las distintas adaptaciones que
presentan estas plantas, permitiéndoles colonizar medios terrestres, rocosos,

semiacuaticos y aéreos (sobre las ramas de los arboles) (Suarez y Mora, 2007).

En México la gran biodiversidad que posee se debe a distintos factores, entre
ellos a su compleja orografia y ubicaciéon geografica, ya que esta situado en la
interseccion de los reinos biogeograficos Neartico y Neotropical, permitiendo la llegada

de especies tanto de Norteamérica, como de Sudamerica (Hagsater et al., 2005).

Aunque las orquideas se distribuyen en gran parte de los ecosistemas de la
Republica Mexicana, su mayor diversidad y abundancia se encuentra en los bosques
de neblina y selvas tropicales humedas del sur del pais (Soto y Salazar, 2004; Hagsater
et al., 2005). La geologia de la Cuenca de México con zonas montafosas y sequia
estacional marcada, han favorecido el establecimiento de ciertas especies
principalmente terrestres, a diferencia de las zonas mas calidas y humedas, donde hay

mayor diversidad de orquideas epifitas (Salazar, 2009).



1.2. Caracteristicas de las orquideas

Las orquideas son plantas herbaceas con una estructura basica similar a la que
caracteriza a la mayoria de las monocotiledéneas. Presentan venacion foliar paralela,
haces vasculares dispersos, ovario infero y partes florales en multiplos de tres
(Dressler, 1981). Respecto a su arquitectura vegetal, estas plantas presentan una
variacion notable, pueden ser terrestres, epifitas o litéfilas; con o sin cormos
subterraneos; con rizomas cortos o alargados, con o sin pseudobulbos, con una gran
diversidad de tallos desde erectos, escandentes, rastreros o péndulos, con hojas
espiraladas o disticas, conduplicadas, etc. En su tamafno también es visible la variacion
que presentan, pueden medir desde milimetros (Platystelle jurgemanioides) hasta

varios metros de largo (Gramatophyllum speciosum) (Pupulin, 2005).

Se distinguen dos tipos de crecimiento con base en la posicion del tallo principal:
monopodial y simpodial. Cuando el tallo crece perpendicular al suelo y a partir de él se
desarrollan las hojas, flores y frutos se denomina crecimiento monopodial. Los tallos
florales y las raices aéreas brotan entre las hojas y en algunas especies se ramifica
desde las yemas, en la axila de las hojas. En el segundo caso, crece un tallo paralelo al
suelo o la rama sobre la que crece la planta y a partir de él se desarrollan las hojas y los

pseudobulbos (Fig. 1) (Sarmiento y Romero, 2000).

Tanto las orquideas monopodiales como las simpodiales estan constituidas por
unidades funcionales denominadas metameras. En las especies monopodiales las
metameras estan formadas por un entrenudo, una hoja, una inflorescencia y por
algunas raices aéreas. En el caso de las especies simpodiales la metamera se
constituye por un segmento de rizoma y por encima de éste un pseudobulbo que
presenta una o mas hojas y termina en una inflorescencia apical. En México la mayor
parte de las orquideas epifitas y todas las especies terrestres, presentan crecimiento

simpodial (Hagsater et al., 2005).



Figura 1. Patrones de crecimiento simpodial y monopodial, en la familia Orchidaceae.
Fuente: Amorosi, 2006.

1.3. Morfologia floral

Se consideran como una de las familias mas especializadas dentro de las
monocotiledéneas dada su particular morfologia floral y sus tipos de polinizacion. Las
flores pueden desarrollarse de manera individual o bien en conjunto formando
inflorescencias, lo que les confiere la ventaja de que un mismo polinizador pueda
repartir el polen de flores lejanas en varias flores de una misma planta (Sarmiento y
Romero, 2000).

Las flores tienen una estructura elemental con ciertas caracteristicas distintivas
que consisten en: a) simetria bilateral; b) presentan una fusion parcial entre los érganos
sexuales masculinos (filamentos de los estambres) y femeninos (el estilo) formando una
estructura unica denominada columna o ginostemio; c) existe una supresion de los
estambres en un lado de la flor, presentandose por lo general sélo un estambre fértil; d)
el pétalo opuesto a los estambres se denomina labio o labelo, es diferente de los otros
dos en tamarfo, forma o coloracién, o bien por la presencia de engrosamientos que

producen aceites, pseudopolen, compuestos aromaticos o néctar; e) en las flores
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maduras sucede un cambio conocido como resupinacion, que es una torsion del labelo
quedando situado en la parte inferior de la flor; f) el polen presenta agregacién
formando unidades de cuatro granos (tétradas) que constituyen cuerpos solidos
llamados polinios. Existen ciertas excepciones a esto, donde los granos de polen son
individuales (moénadas), como es el caso de las subfamilias Apostasioideae,
Cypripedioideae y Vanilloideae; g) la columna presenta una estructura denominada
rostelo, que interviene en la dispersion de los polinios y que a su vez los separa de la
parte fértil del estigma (Figs. 2A y 2B). La mayoria de las orquideas tienen flores
hermafroditas, presentando los dos 6rganos sexuales en la misma flor. Aunque en
ciertos casos los sexos estan separados en tiempo (flores protandricas) o en el espacio,

como en los géneros Catasetum, Mormodes y Cycnoches (Hagsater et al., 2005)

La presencia de flores tan llamativas y diversas en las orquideas tiene como
finalidad lograr la polinizacion que la mayoria de las veces es cruzada, con lo que se
genera variacion genética; aunque en algunas especies se ha visto puede ocurrir

autopolinizacion (Sarmiento y Romero, 2000; Hagsater et al., 2005).

Figura 2. Estructura floral en orquideas. A) Seccion longitudinal de la flor. B) Vista
frontal de la flor. Tomado de Pupulin, 2005 (modificado de Dressler, 1981).



1.4. Frutos y semillas

Una vez que se efectua la polinizacion y fecundacion de los 6vulos, el ovario
inicia su crecimiento en grosor y longitud hasta formar un fruto, denominado capsula.
Este es el 6rgano que se encuentra en la porcion posterior inmediata a la flor Al interior
del fruto se encuentran las semillas, que son diminutas por lo que se les conoce como
semillas de polvo, las cuales son liberadas una vez que éstos maduran a través de las

aberturas longitudinales que se generan (Sarmiento, 2000).

Las semillas presentan embriones diminutos y una cubierta delgada denominada
testa que se encuentra llena de aire, por lo que pueden flotar y ser transportadas a
grandes distancias por el viento (Hagsater et al., 2005). A diferencia de las semillas de
otras plantas, las de las orquideas no poseen materiales de reserva que permitan la
germinacion y desarrollo inicial de la nueva planta. Debido a esto, de los miles a
millones de semillas que son liberadas, solamente muy pocas llegan a germinar en su
habitat natural, ya que requieren de la presencia de hongos micorrizicos que les
proporcionen las sustancias necesarias para su germinacién (Suarez y Mora, 2007). Se
estima que soélo una de 1000 o de cada 10 000 semillas germinan en su ambiente
natural y pueden dar lugar a una planta adulta, en un proceso de crecimiento y
desarrollo que puede tardar de uno a diez afios (Pupulin, 2005). Esto se explica a

mayor detalle en el capitulo 2.

2. TENDENCIAS GENERALES DE CONSERVACION.

Debido a la crisis ambiental que vivimos hoy en dia, asi como a la extincion
masiva de especies, surge la conservacion biolégica como una ciencia multidisciplinaria
que tiene como objetivos principales llevar a cabo: 1) la investigacién de los efectos
humanos sobre los demas seres vivos, las comunidades biolégicas y los ecosistemas y
2) desarrollar aproximaciones practicas que permitan: a) prevenir la degradacion del

habitat y la extincion de especies; b) restaurar ecosistemas y reintroducir poblaciones y
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c) restablecer relaciones sustentables entre las comunidades humanas y los

ecosistemas (Rozzi et al., 2001).

Por tanto, las estrategias para la conservacion de las especies deben basarse en
al menos dos perspectivas: 1) en el conocimiento demografico del crecimiento y
disminucién de las poblaciones y 2) en el mantenimiento de su potencial evolutivo
(Ackerman, 1998). Esto se logra llevando a cabo una estrategia de conservacion

integral que aborde la conservacion in situ y ex situ de las especies.

2.1 Conservacion in situ y ex situ

Atwood (1997), define la conservacion in situ como la conservacion de las
especies en sus habitats naturales. Es considerada como la estrategia de conservacion
mas importante debido a que permite mantener la variacion genética de las especies,

sus interacciones con otros organismos y su capacidad para continuar evolucionando.

Por otra parte, la conservacion de especies ex situ es la que se desarrolla fuera
de su habitat natural. Se le considera como un complemento a los esfuerzos de
conservacion in situ, debido a que de esta manera es posible preservar parte de la
diversidad genética y especies particulares que estan en riesgo. Tiene como objetivo
aumentar el numero poblacional de alguna especie amenazada para reintroducir
nuevamente un elemento ya desaparecido del ecosistema (Ramsay y Dixon, 2003).

Esto se abordara con mayor detalle en el capitulo 3.

Las especies y genes pueden conservarse ex situ por distintos mecanismos,
como son los bancos de germoplasma y las colecciones de cultivo de tejidos, o bien las
colecciones de organismos vivos como zoolégicos y jardines botanicos (CONABIO,
1998). Esta estrategia de conservacion presenta dos variantes principales: 1) la
propagacion y mantenimiento de las especies que ya no pueden subsistir en la

naturaleza y 2) la propagacion masiva y subsecuente comercializacion de la mayor
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cantidad de especies, con la finalidad de reducir y desalentar la recolecta de plantas en

sus habitats naturales.

En lo que respecta a las orquideas en la actualidad, a nivel mundial un progreso
considerable se ha realizado para establecer estrategias para su conservacion in situ y
ex situ, debido a la acelerada destruccion del habitat y a la sobrerecolecta de muchas
especies. Se ha puesto particular énfasis en lo que se refiere al establecimiento de
bancos de semillas, técnicas de micropropagacion y bancos de hongos (Cribb et al.,
2003; Wing y Thame, 2005). En este ultimo caso, en paises como Canada en la
Universidad de Alberta, es posible adquirir aislados fungicos con fines de investigacion

cientifica a bajo costo (Zettler, 1997).

Los jardines botanicos han sido otra de las estrategias de conservacion de
orquideas in situ y ex situ. El trabajo in situ incluye el conocimiento de la diversidad
local de orquideas y sus endemismos, la investigacion ecologica y la conservacion del
habitat, asi como la identificacibn de areas prioritarias para su proteccién. La
conservacion ex situ involucra la propagacién vegetativa y reproductiva, asi como el
establecimiento de programas educativos que ilustren la importancia de la biodiversidad

y los factores de riesgo a los cuales se encuentra expuesta.

En México, en el Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM en el
Distrito Federal, se realiza la conservacion de orquideas tanto in situ como ex situ.
Dentro de las estrategias de conservacion ex situ, se cuenta con una coleccién de
orquideas, con ejemplares de especies de distintas areas naturales protegidas de
México, como la Reserva Ecoldgica “El Pedregal de San Angel” (Bletia urbana), la
Reserva de la Bidsfera “Sierra de Santa Marta”, en Veracruz (Jacquiniella equitantifolia)
y el Parque Nacional “Lagunas de Montebello”, en Chiapas (Pleurothallis cardiothallis)
(Téllez, 2003). Asi mismo, se cuenta con un laboratorio especializado en el Cultivo de
Tejidos Vegetales, donde se realiza la reproduccidén asexual y micropropagacion de
diversas orquideas, principalmente aquellas que aparecen enlistadas en la Norma
Oficial Mexicana (NOM-059-ECOL-2001).



En el Instituto de Geologia de UNAM, en el laboratorio de Microcosmos
Bioedéafico, también se realizan acciones para la conservacion in situ y ex situ de esta
familia de plantas. Se cuenta con un banco de germoplasma de semillas de orquideas y
de hongos micorrizicos orquideoides (HMO), entre ellos de algunas de las especies que
habitan en la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel, ecosistema donde a su

vez se ha realizado la reintroduccion de algunas orquideas terrestres (capitulo 3).

3. LA RESTAURACION ECOLOGICA COMO UNA ESTRATEGIA DE
CONSERVACION.

La Sociedad Internacional para la Restauracion Ecoldgica (2004), define a la
restauracién como el proceso de asistencia para la recuperacion de un ecosistema que
ha sido degradado, dafado o destruido. Desde una perspectiva simplista, la
restauracion ecoldgica se entiende como lograr el retorno de un ecosistema particular a
su estado previo del cual fue sacado, como consecuencia de alguna actividad humana.
Se contempla un proceso de simulacién de estadios de sucesién de distintas
comunidades biolégicas conocidas en un sitio, hasta lograr que tomen una trayectoria

auténoma y viable de establecimiento permanente en el lugar (Sanchez, 2005).

Sin embargo, el objetivo de la restauracion ecoldgica no siempre es regresar un
sistema degradado a sus condiciones originales, sino que también puede ser mitigar y
compensar las disfunciones ambientales o mejorar sus condiciones de afectacion e
incrementar su capacidad productiva (Sarr et al., 2004; Carabias et al., 2007). A su vez,
la restauracion ecoldgica nos permite generar informaciéon de utilidad para el
establecimiento de reservas naturales, como una manera de incrementar las areas
destinadas a la conservacién de la biodiversidad (Dobson et al.,, 1997). Por estos
motivos, actualmente ésta debe ser considerada un componente integral del manejo de

los ecosistemas en todo el mundo (Hobbs y Harris, 2001).



A pesar de que no existe una metodologia especifica para llevar a cabo
proyectos de restauracidon ecolégica, porque cada ecosistema presenta sus
caracteristicas intrinsecas, Hobbs y Norton (1996), proponen una serie de lineamientos
clave que consisten en: a) identificar los procesos principales de degradacion; b)
desarrollar métodos que permitan revertir o disminuir el deterioro; c) determinar
objetivos realistas para el restablecimiento de especies y de la funcionalidad del
ecosistema; d) desarrollar técnicas practicas para implementar los objetivos propuestos,
en una escala proporcional al problema a resolver; e) documentar y comunicar estas
técnicas para lograr una mayor inclusion y para el manejo de estrategias y f) supervisar

las variables claves del sistema .

Es notable el crecimiento que se ha dado en el campo de la restauracion
ecologica a través del tiempo, volviendose una fuerte disciplina de investigacion
(Young, 2000; 2005). Esto se ve reflejado en el aumento de articulos publicados en
revistas cientificas donde se habla de ella (Aronson et al., 1993; Holl et al., 2000;
Antonio, 2002; Baer et al., 2004; Bakker and Wilson, 2004; Gross y Hoffmann, 2005).
En este sentido, la biologia de la conservacion, se ha centrado principalmente en
estudios con animales, siendo mas tedrica y enfocandose a la genética de poblaciones.
En comparacion con la restauracion ecologica que ha sido mas experimental, con
especies vegetales y ha estado dirigida a estudios a nivel de poblaciones, comunidades

y ecosistemas (Young, 2000).

No obstante no es aceptable que la restauracion ecolégica o la “reparacion” de
habitats degradados justifique que el ser humano siga dafando los ecosistemas de
manera constante, pensando que con ella es posible revertir todos los dafios causados
y regresar a una condicion pristina de los mismos, lo cual se sabe es completamente
ficticio. La restauracion ecolégica debe ser vista como un esfuerzo complementario de
la conservacion bioldgica, que a su vez esté ligada a politicas de desarrollo econémico

sostenible (Aronson et al., 2006).
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3.1. La restauracion ecolégica en México

En México la restauracion ecoldgica sigue siendo un campo del conocimiento
practicamente nuevo. Falta la consolidacion de un marco normativo adecuado, que
incremente los esfuerzos para la formacion de técnicos y cientificos capacitados con
una visidén holistica e interdisciplinaria, que influyan en la formulacién de nuevas
politicas publicas para la restauracion ambiental y en los rezagos existentes en el
marco regulatorio (Carabias et al., 2007). En la actualidad se siguen realizando
esfuerzos por capacitar a un mayor numero de profesionistas en esta disciplina,
ejemplo de ello es la maestria con orientacion en Restauracion Ecoldgica que forma

parte del Posgrado en Ciencias Biologicas de la UNAM desde el afio 2001.

Algunos ejemplos de proyectos de restauracidn ecoldgica en México que han
mostrado resultados favorables, son los que se han llevado a cabo en el Parque
Ecoldgico de la Ciudad de México, también conocido como Ajusco Medio y en el
Parque Ecolégico-Arqueoldgico Cuicuilco. En el primero, se elaboraron estrategias de
regeneracion de las zonas afectadas y se desarroll6 un programa de educacion
ambiental. Para el segundo, se establecié un plan de trabajo que incluia reforestacion,
reintroduccion de especies ausentes y control mecanico de malezas (Cano- Santana et
al., 2006). En el caso del Pedregal de San Angel, por tratarse de un ecosistema muy
fragmentado, los mismos autores sugieren que para ejecutar acciones de conservacion,
restauracién y manejo, se debe evaluar el estado de conservacion de las areas verdes

y/o protegidas que estén asentadas cerca y sobre el Pedregal.

De manera particular para las orquideas, se plantea el desarrollo de
metodologias con el empleo de hongos micorrizicos orquideoides que puedan ser
aplicadas a la restauracion. Estas metodologias incluyen la propagacion simbidtica y
reintroduccion de plantas como una estrategia de conservacion natural, ya que por
medio de éstas también se contribuye a la conservacion del suelo y conservacion de los
microorganismos al reintroducir las plantas junto con sus hongos asociados (Zettler,

1997; Ortega y Rangel 2007; Ortega-Larrocea, 2008).
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4. LA RESERVA ECOLOGICA DEL PEDREGAL DE SAN ANGEL.
4.1. Generalidades

El Pedregal de San Angel se encuentra ubicado en el Distrito Federal y su
territorio abarcaba las delegaciones Villa Obregén, Coyoacan, Tlalpan y Contreras
(Rzedowski, 1954). Este ecosistema se formd como consecuencia de la erupcion del
volcan Xitle (3100 m de altura) y conos adyacentes, hace aproximadamente 2000 afos.
El derrame lavico tuvo mas de 10 m de espesor desde el pie del cerro del Ajusco hasta
zonas ubicadas en el fondo de la cuenca hidrografica del Valle de México, cubriendo
una superficie original de alrededor de 80 km? (Fig. 3) (Carrillo, 1995). Las primeras
corrientes de lava fueron relativamente pequenas, derramandose hacia el sureste, sury
suroeste del Xitle, pero posteriormente se increment6 el volumen de lava derramado y
su direccién hacia el Noreste, con lo cual el paisaje fisiografico cambié de manera
notable. Estas lavas fueron clasificadas como basalto de olivino con piroxeno y
microcristales (Schmitter, 1953; Badilla, 1977).

Después de ocurrido el derrame lavico, continu6 un ciclo de sucesion ecoldgica.
Una vez que hizo erupcion el volcan Xitle, la lava destruyé a todos los seres vivos
presentes en la zona de influencia. Cuando ésta se enfrid, su superficie sirvio como un
medio estéril para la llegada y colonizacibn de las diferentes especies de
microorganismos, hongos, plantas y animales, ocurriendo asi un fendmeno de sucesion
primaria. Conforme transcurrié el tiempo fueron evolucionando las comunidades
bidticas y a la par ocurrié una evolucion en la acumulacién del suelo y en la erosion de
la roca volcanica, fendmeno en el cual también intervino la misma vegetacion de la
zona (Rzedowski, 1954).

Al estudiar los mecanismos de sucesion primaria en estos sitios, es posible
entender los patrones de cambio temporal en las caracteristicas de la comunidad, asi
como de las condiciones ambientales. Un evento importante durante el proceso de

sucesion debio ser la colonizacion de los ambientes rocosos por algas, seguido de la
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colonizacion de las plantas que tienen una asociacion simbidtica con microorganismos
fijadores de nitrégeno, con lo que quizas las condiciones del suelo mejoraron al
aumentar el contenido de este elemento, favoreciendo el crecimiento de las plantas. Al
mismo tiempo, algunos animales sirvieron como dispersores de semillas (Cano-Santana
y Meave, 1996).

Este ecosistema es también conocido como malpais, por su origen a partir de
roca volcanica o fragmentos de ésta que tuvieron un corto lapso de intemperizacion,
formandose un suelo muy incipiente sobre la superficie de las grietas, fisuras y
depresiones (Rojo y Rodriguez, 2002). El origen edafico es principalmente edlico y
organico, aunque otras fuentes de menor trascendencia fueron los productos de
descomposicion de la lava, asi como acarreos de origen aluvial o humano (Rzedowski,
1954). Esta ausencia inicial de suelo durante su formacion, se piensa fue la causa
principal de que ocurriera una lenta sucesion primaria, aunque la velocidad de ésta
dependera de lo favorables que sean las condiciones del clima para el establecimiento

y desarrollo de la vegetacion (Cano-Santana y Meave, 1996).

Una vez que la corriente de lava avanzé, se enfrié y se solidificd, se formd una
topografia muy irregular y heterogénea que dio lugar a la formacion de diversos macro y
microambientes contrastantes entre si (Cano-Santana y Meave, 1996). Estos
permitieron el establecimiento de un sin numero de especies de flora y fauna, gran
parte de las cuales son endémicas de la zona. Se han registrado 337 especies de
plantas vasculares pertenecientes a 74 familias y 193 géneros, de las cuales al menos

226 son endémicas (Castillo-Arguero et al., 2004).

La capacidad de la roca basaltica para absorber grandes cantidades de calor,
favoreci6 el desarrollo de especies caracteristicas de zonas calidas (Rzedoswki, 1954).
Aunado a esto, la cuenca de México forma parte del Eje Volcanico Transversal, que es
el limite aproximado de confluencia entre las regiones biogeograficas neartica y
neotropical (Carrillo, 1995), caracteristica que también favorecio el florecimiento de una

gran diversidad bioldgica.
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Figura 3. Esquema tomado de Carrillo (1995), que muestra la extensién original que
alcanzé el escurrimiento de lava por la erupcion del volcan Xitle y conos adyacentes.
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Alvarez et al. (1982) describieron en el pedregal la presencia de seis tipos de
microambientes que corresponden a grietas, hoyos, hondonadas, promontorios,
planicies y paredes. Sin embargo, anos después Santibafiez-Andrade (2005), distinguio
otros tipos diferentes al considerar ciertos factores fisicos (profundidad del suelo,
incidencia de luz y pendiente) que corresponden a sitios planos, oquedades, grietas,

hondonadas, promontorios, paredes y cuevas.

Los limites altitudinales de la Reserva varian de 2250 msnm en la parte mas baja
hasta los 3100 msnm como cota superior, 10 que genera una presién atmosférica baja.
Se divide el afo en una temporada de lluvias que abarca los meses de junio a octubre y
en una época de secas que abarca de noviembre a mayo. De acuerdo con la
clasificacion climatica de Koppen (modificada por Garcia, 1988), el clima que
caracteriza este sitio se designa con las letras Cb (w4) (w), que corresponde a templado
subhumedo con régimen de lluvias en verano, en donde la temperatura media anual es
de 15.5 °C, con variaciones extremas desde los -6 °C hasta los 34.6 °C y la
precipitacion promedio anual varia entre los 700 y 950 mm (Rzedowski, 1954; Valiente-
Banuet y Garcia, 1990; Castillo- Arguero et al., 2004).

4.2. Importancia

La Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA), es un ecosistema
con importancia bioldgica, cultural y estética. Constituye el ultimo habitat con vegetacién
natural en la zona conurbada del Valle de México y es el unico ecosistema de Senecio
praecox (palo loco) en el mundo, que al albergar una alta diversidad floristica, ha
permitido ampliar el panorama cultural de la gente (Lot y Camarena, 2009). Ademas es
una de las pocas zonas que existen en el mundo en las cuales se puede observar el
desarrollo y evolucion de una comunidad vegetal y animal sobre una superficie de lava,
ya que este tipo de sustrato solo permite el establecimiento de un conjunto particular de
especies que difiere notablemente de las comunidades colindantes (Cano-Santana y

Meave, 1996).
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Este ecosistema sirve como refugio para la biodiversidad y su conservacion, con
fines de educacion ambiental y de investigacion cientifica, que ofrece un paisaje

estético y un area de recreacion (Cano-Santana et al., 2006).

Asi mismo, El Pedregal de San Angel es un area que tiene una gran influencia en
las condiciones ambientales del sur de la Ciudad de México, en la captacién de agua y
recarga del manto acuifero. Dentro de sus funciones ecoldgicas consideradas
recientemente como un servicio ambiental esta el filtrar el agua de la lluvia a través de
los multiples poros de las rocas volcanicas hasta el subsuelo (Nava et al., 2009). Esto
favorece el mantenimiento de la humedad y la calidad del aire, contribuyendo con el
amortiguamiento de la temperatura en una zona de la Ciudad de México (Gaceta
UNAM, 1983).

Considerando que el Pedregal de San Angel es un sitio con una estructura
geologica especial, con una alta diversidad de especies y endemismos, en donde se
puede observar y estudiar el desarrollo y evolucion de una comunidad vegetal y animal
sobre un flujo de lava, Alvarez et al. en 1982, consideraron necesaria la creacién de una
Reserva Ecoldgica dentro de esta zona. El objetivo de esto fue que estuviera al
resguardo de las autoridades de la Universidad Nacional Autbnoma de México para

mantenerla protegida de los efectos antropogénicos.

En 1982, cuando los autores antes sefalados propusieron la creacion de una
reserva en gran parte de los terrenos del Pedregal de San Angel, ya se habian
edificado un sin numero de casas, quedando libres de urbanismo solamente la
superficie de los terrenos que correspondian a Ciudad Universitaria. Esta comunidad
vegetal ocupaba de manera inicial el 50% de la superficie total de lava, que
correspondia a una extension de 40.45 km?. Sin embargo, por el urbanismo su
superficie se redujo en poco mas del 90%, quedando asi con solamente 2.9 km? de

superficie antes de que fuera decretada.
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Los principales motivos para la creacion de la Reserva propuesta, deberian de
considerar las siguientes funciones: 1) la conservacion de las comunidades vegetales y
animales restantes; 2) servir como un laboratorio viviente para la investigacion
cientifica; 3) ser un area para la docencia, 4) servir con un centro de divulgacién para la
poblacion de la Ciudad de México y 5) proporcionar una serie de servicios

ecosistémicos y un espacio de recreacion.

4.3. Decreto y situacion legal actual

El 3 de Octubre de 1983 aparecié publicada una nota en Gaceta UNAM (Vol. |,
N° 59), titulada “Beneficia a la zona sur del Distrito Federal la reserva ecoldgica de
Ciudad Universitaria”. Siendo rector de la universidad el Dr. Octavio Rivero Serrano,
firmé un acuerdo universitario el 30 de septiembre de ese ano en donde se decretd
como Zona Ecoldgica Inafectable a lo que se reconocié a partir de ese momento como
Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA), siendo asi esta la primera

reserva de la Cuenca del Valle de México.

El objetivo principal de la creacién de la REPSA fue el desarrollo, preservacion y
reintroduccion de la flora y fauna, unicamente con fines académicos, de difusion e
investigacion, asi como contribuir con la conservacion y mejora del ambiente del sur de
la Ciudad de México. No obstante, para esta fecha ya se describia una disminucién en
la extension original que ocupaba el Pedregal de San Angel, de 40.5 km? a solamente 3
km? y por consiguiente con una reduccion del 90% de las especies de flora y fauna
(Rivero, 1983).

A partir de la creacion de la REPSA, con el transcurso de los afios se publicaron

en Gaceta UNAM nuevos acuerdos en donde se redefinieron e incrementaron los

limites que ésta ocuparia dentro del campus de Ciudad Universitaria (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Cronologia de eventos de las distintas superficies decretadas en la Reserva

Ecoldgica del Pedregal de San Angel.

Fecha de publicacion Superficie en Observaciones Referencia

de acuerdo hectareas

3/Octubre/1983 124.5 Conformada por 2 areas: Rivero,
-1 Poniente: 83 ha 1983.
-1 Oriente: 40 ha
20/Agosto/1990 146.8 Delimitacién de: Sarukhan,
-Zona Nucleo: 115 ha, 1990
-Zona Amortiguamiento: 31 ha
14/Marzo/1996 172.1 Conformada por 3 zonas (cada Sarukhan,
una a su vez con una zona 1996

nucleo y de amortiguamiento):
-1 Poniente: 108 ha
-2 al Oriente: 39 ha

13/Enero/1997 176.9 Se establecen 8 Areas Verdes Sarukhan,
de Manejo Especial (AVME) con 1997
un total de 35 ha
2/Junio/2005 237.3 Integrada por 3 zonas nucleo y De la
13 de amortiguamiento Fuente,
Zonas nucleo: 171 ha 2005

Zonas Amortiguamiento: 66 ha

Actualmente existe un Reglamento Interno que fue elaborado en el afio 2006 por
el Comité Técnico de la REPSA, el cual contiene los lineamientos para regular el
desarrollo de actividades dentro de la misma. Este contempla disposiciones generales,
actividades académicas permitidas, sanciones a quienes realicen actividades no
permitidas y aspectos sobre la supervision y vigilancia de la reserva (De la Fuente et al.,
2006).
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Un acontecimiento de relevancia que cabe destacar es el ocurrido el 24 de
noviembre de 2008, fecha en la cual inici6 la Semana Nacional por la Conservacion
organizada por la Comisiéon Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP).
Durante este evento el secretario de Medio Ambiente y Recursos Naturales Juan Rafael
Elvira Quesada, declaré que la REPSA seria decretada como un Area Natural Protegida
(ANP), dentro de la categoria de Monumento Nacional, dada su gran importancia
biolégica y cultural. Asi, la REPSA formaria parte del millon cien mil hectareas que
México tiene catalogadas como zonas de conservacion (Ayala y Juarez, 2008). Ernesto
Enkerlin, Presidente de la CONANP, también senalé que la REPSA recibiria la
declaratoria como ANP en el afo 2009, fecha a partir de la cual quedaria destinada de
manera definitiva con fines de conservaciéon. Esto facilitara en el futuro la designacién
de recursos para la conservacion y proteccion de la misma (Hernandez y Ramos,

2008). No obstante, a la fecha aun no se ha dado la resolucién final a esta declaratoria.

Sin embargo; a pesar de todos los logros positivos que se han tenido, la realidad
sigue siendo triste, dado que se siguen presentando un sinnumero de anomalias dentro
de la Reserva, principalmente en lo que se refiere a su vigilancia. Actualmente se han
implementado mecanismos de proteccion mediante el bardaje perimetral de algunas de
las zonas que la constituyen. Sin embargo; en los espacios abiertos al acceso publico
que son los que albergan las zonas mas grandes, como el espacio escultérico y el
Jardin Botanico, seria indispensable controlar el ingreso para evitar basureros, el
saqueo ilegal de plantas y animales, la invasion de especies no nativas, los incendios

provocados Y la interferencia con quienes llevamos a cabo proyectos de investigacion.

4.4. Ubicacion

La REPSA se localiza al suroeste del Distrito Federal en la Delegacion
Coyoacan, coordenadas 19 17'N, 99 11°0O, dentro de los terrenos de Ciudad

Universitaria (Fig. 4) (www.repsa.unam.mx).
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Figura 4. Ubicacion de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel en Ciudad
Universitaria, México. D. F. (Fuente: Castillo et al., 2007).

4.5. Vegetacién

La zona que abarca la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel, esta
representada por una comunidad vegetal denominada por Rzedowski (1954), como
asociacion Senecionetum praecosis a una altitud de 2240 m. Se caracteriza por
presentar distintos tipos de estratos que son semiarbdreo, arbustivo, herbaceo y
rasante, siendo el estrato herbaceo el mejor representado. Constituye un matorral
abierto con estructura muy heterogénea y con grandes diferencias en su composicion
floristica. Dentro de su flora, las familias con mayor numero de géneros representados
son: Asteraceae, Poaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae, Pteridaceae, Solanaceae,
Convolvulaceae y Orchidaceae (Valiente-Banuet y Luna-Garcia, 1990; Herrera y
Almeida, 1994; Castillo-Arglero et al., 2009).
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4.6. Orquideoflora

Las caracteristicas biologicas de las orquideas, como su estrecha asociacion con
hongos micorrizicos, permitieron que se adaptaran en las lavas del Pedregal de San
Angel, sirviendo éste como uno de los refugios mas importantes para estas plantas
dentro del Valle de México (Alvarez et al., 1982; Soto, 1983).

Desde el trabajo de Rzedowski (1954) hasta la fecha, se han realizado diversos
listados floristicos en donde se refiere un niumero distinto de géneros y especies de
orquideas registradas para el Pedregal de San Angel. El dato mas reciente menciona la
presencia de 16 géneros y 29 especies, practicamente todas terrestres, excepto
Epidendrum anisatum de habito epifito (Salazar, 2009). De acuerdo con la NOM-059-
ECOL-2001, solamente dos de ellas estan catalogadas bajo alguna categoria de
proteccion, tal es el caso de Bletia urbana registrada como amenazada (A) y

Galeottiella sarcoglossa, como sujeta a proteccion especial (Pr) (SEMARNAT, 2002).

Se sabe que la familia Orchidaceae estad constituida por cinco subfamilias
(Apostasioideae, Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae y Epidendroideae), de las
cuales solamente cuatro estan presentes en México (Soto y Salazar, 2004). La
orquideoflora del Pedregal de San Angel, estd representada por dos de estas
subfamilias que son Orchideoideae y Epidendroideae. Los géneros Bletia, Malaxis y
Habenaria son los que presentan mayor numero de especies y la subtribu Spiranthinae,
que incluye siete géneros y diez especies (a la cual pertenece la especie de estudio de
esta investigacion), es el grupo taxonémico mejor representado para este ecosistema
(Salazar, 2009).

Todas las orquideas terrestres del Pedregal presentan la forma de vida
denominada criptofita, lo que significa que pierden las hojas durante la temporada de
sequia, pero permanecen bajo el suelo sus érganos de perennacidon (cormos o raices
tuberosas); excepto Cyrtopodium macrobulbon, la cual presenta tallos aéreos o

pseudobulbos (Salazar, 2009).
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4.7. Dichromanthus aurantiacus (La Llave y Lexarza) Salazar y Soto Arenas

Una de las orquideas mejor representadas en El Pedregal es Dichromanthus
aurantiacus (La Llave & Lexarza) Salazar & Soto Arenas. Esta orquidea se puede
considerar como una especie modelo por estar bien adaptada a las condiciones
ambientales y porque es facil tener un banco de semillas (Ortega y Rangel, 2007). Cada
planta adulta de esta especie en su ambiente natural, llega a formar desde 2 hasta 17
capsulas, las cuales se desarrollan en un periodo de tiempo relativamente corto de seis
a ocho semanas (Rangel-Villafranco, com. pers.). Esta orquidea forma parte de las
denominadas cutsis, debido a las flores tan llamativas que presenta, por lo que ha sido
utilizada como flor de corte (Téllez, 2002). Es polinizada por los colibries Amazilia

beryllina e Hylocharis leucotis (Hagsater et al., 2005).

4.7.1. Descripcion botanica

Es una planta herbacea perenne, densamente pilosa en la parte superior,
ennegreciéndose al secar, hasta de 1 m de alto; raices abundantes, fasciculadas, algo
carnosas, de unos 5 cm de largo y + 1 cm de ancho; tallos erguidos con hojas alternas
a todo su largo, convirtiéndose en vaina hacia el escapo floral, ldmina orbicular-ovada a
oblongo-lanceolada, de 7 a 25 cm de largo por 4 a 8.5 cm de ancho, subobtusa a
aguda, margen ondulado; inflorescencia en forma de espiga densa hasta de 25 cm de
largo, con 2 a 20 flores; bractea floral vistosa, de color naranja a amarillo, a veces
verdoso, de 3 a 6 cm de largo por 1 a 2 cm de ancho, a veces hasta del doble del largo
de la flor y cubriéndola en una buena parte; ovario casi sésil, pubescente, de color
naranja o rojo-anaranjado, tubulosa, de 2.5 a 3 cm de largo; sépalos de 2 a 2.5 cm de
largo por 5 a 7 mm de ancho, el dorsal oblongo a lanceolado, conduplicado, en la base,
con sus margenes adherentes a los pétalos de la mitad hacia al apice, sépalos laterales
libres, oblongo-lanceolados; pétalos oblicuamente linear-oblongos, de 2 a 2.5 cm de
largo por 3 a 4 mm de ancho, obtusos a subagudos, recurvados; labelo ovado-

lanceolado, obtuso y recurvado en el apice, lamina de 1.5a 2 cm de largoy 6 a 9 mm
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de ancho cerca de la base, que es adherente a la columna y que se estrecha en una
parte basal libre de 7 a 8 mm de largo, disco con 2 callosidades cerca de la base;
columna claviforme, de alrededor de 1 cm de largo; capsula ampliamente elipsoide a
subglobosa, de 1.5 cm de largo por 1 a 1.2 cm de ancho. Se distribuye desde
Chihuahua hasta Centroamérica (Fig. 5) (Pena, 1990).

Figura 5. Lamina de una planta adulta de Dichromanthus aurantiacus (La Llave &
Lexarza) Salazar y Soto-Arenas (Fuente: Pefia, 1990).
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4.8. Problematica para su conservacion

Desafortunadamente, la REPSA y sus orquideas estan sujetas a una
enorme presion por distintos factores. Destacan la contaminacién atmosférica, la
lluvia acida, la depredacion de las plantas, la introduccion de especies exdticas
que desplazan a las especies nativas, los incendios frecuentes, el aumento de la
temperatura de la Ciudad de México y la urbanizacién, generada por la demanda
de vivienda en la capital, lo que ha dado lugar a la constante fragmentacion de
este ecosistema (Gonzalez-Hidalgo et al., 2001; Mera et al., 2002, Castillo-
Arglero, 2004; Cano-Santana et al., 2006).

De acuerdo con la informacion floristica disponible, el numero original de
especies en la comunidad era de aproximadamente 350 (Reiche, 1914; citado por
Valiente-Banuet y Garcia, 1990), de las cuales para 1987 existian ya solamente
226 especies originales. El cambio en el tiempo del numero de especies
originales, indica que la extincion de éstas, se incrementd de manera significativa,
como consecuencia de procesos de perturbacion intensos asociados con el

saqueo Y la urbanizacién de la zona (Valiente-Banuet y Garcia, 1990).

Segun Valencia (1977) mencion6 no haber visto en las partes mas bajas del
Pedregal ninguna planta de D. aurantiacus en esta fecha, aunque afios mas tarde
se describi6 nuevamente su presencia (Panti, 1984). Lamentablemente
poblaciones de orquideas de las especies Bletia punctata, Cyrtopodium
macrobulbon, Epidendrum anisatum, Habenaria strictissima y Liparis
greenwoodiana se han extinguido, evidencia que muestra la alta probabilidad que
existe de que otras especies mas tiendan a desparecer en los préximos anos
(Hagsater et al., 2005).
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Aunado a la gran importancia de conservar este tipo de areas, el
establecimiento de protocolos de propagacion y reintroduccién para estas
especies debe ser prioritario, dada la funcién bioldgica, ecoldgica y evolutiva que
tienen en los ecosistemas. De ahi la importancia de la presente investigacion,
donde se proporcionan estrategias para la conservacion tanto in situ como ex situ
de Dichromanthus aurantiacus, con la finalidad de que puedan ser aplicadas para
el estudio de otras especies de orquideas terrestres que se encuentren
amenazadas o en peligro de extincién, contribuyendo al rescate, conservacion y

restauracion de la vegetacion de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel.
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CAPITULO 2. Proceso germinativo in vitro de D. aurantiacus por la via

simbidtica y asimbidtica.

1. INTRODUCCION.

En la naturaleza, se ha documentado que las orquideas presentan bajas tasas
de crecimiento, ciclos de vida relativamente largos y escaso reclutamiento de nuevos
individuos (Arditti, 1992). A pesar de los miles a millones de semillas que producen
por capsula (Mitchell; 1989; Chavez, 1980; Hagsater et al., 2005), se dificulta su
germinacion y desarrollo porque sus semillas son muy pequeias, miden de 0.25 a
1.20 mm de largo y de 0.09 a 0.27 mm de ancho (Arditti, 1992). En su interior
contienen un embridn diminuto practicamente indiferenciado que carece de
endospermo, por lo que las reservas energéticas se encuentran en cantidad limitada
(Arditti, 1967; 1992). Las principales reservas energéticas que contienen las células
de los embriones son lipidos y proteinas, aunque también se han observado granulos

de almidodn y otros carbohidratos (Harrison, 1977; Leroux et al., 1995; Suarez, 2006).

No obstante las escasas reservas energéticas que contienen las semillas,
gracias al establecimiento de una relacion simbidtica con hongos micorrizicos que les
proporcionan nutrimentos, pueden germinar formando plantulas que logran
establecerse en condiciones naturales (Rasmussen, 1995). Por esta razén, al menos
durante su germinacion, las orquideas son micoheterotrofas obligadas (Hagsater et
al., 2005). La asociacion con la familia Orchidaceae se conoce como micorriza
orquideoide (Peterson et al.,, 2004) y es especifica solo para estas plantas.
Histoldgicamente se le caracteriza dentro de las endomicorrizas porque las hifas
fungicas (pelotones), se desarrollan invaginando las células radicales de la planta

hospedera (Rasmusen, 2009).

Aunque todas las orquideas dependen de la micotrofia durante alguna fase de
su ciclo de vida, en las orquideas terrestres esta relaciéon es mas estrecha que en las

epifitas, ya que éstas por su tipo de habitat en general tienen mayor acceso a la luz
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para realizar fotosintesis y volverse autétrofas con mayor rapidez (Rasmussen,
1995). En cambio en las orquideas terrestres la micotrofia es un requerimiento
absoluto durante la germinacién de sus semillas y el desarrollo de plantulas, lo cual

generalmente ocurre bajo el suelo en condiciones de obscuridad (Zettler, 1997).

Una herramienta biotecnoldgica de gran utilidad para la conservacion y
propagacioén rapida y masiva de plantas como las orquideas, es el Cultivo de Tejidos
Vegetales (CTV) (Chavez y Rubluo, 1995; Arditti y Ernst, 2008). Con esta
herramienta también ha sido posible la reintroduccion de algunas especies a su
habitat natural (Rubluo et al., 1993). Las estrategias de cultivo in vitro permiten la
obtencion de plantas, ya sea a través de la germinacion de sus semillas o bien por

medio de la multiplicacion de algun fragmento de tejido vegetal.

Se recomienda que el material inicial para la propagacion de una especie con
fines de conservacién sean semillas o estructuras que provengan directamente de la
germinacion de las mismas (Rubluo et al., 1989; Fay, 1994). En el caso de las
orquideas el uso de semillas se facilita, ya que se pueden mantener viables por
largos periodos de tiempo si se almacenan bajo condiciones controladas de
temperatura (4 a 8° C) (Arditti, 1992) y humedad relativa (5%) (Seaton y Hales, 1989;
Pritchard y Seaton, 1993). Aunque también se recomienda particularmente para las
orquideas terrestres que sus semillas se almacenen en condiciones de total

obscuridad, porque los embriones son altamente sensibles a la luz (Zettler, 1997).

El presente capitulo tuvo como objetivo el establecimiento de un protocolo
para la germinacién asimbidtica de D. aurantiacus con el uso de distintos medios de
cultivo y sustancias antioxidantes, debido a los problemas previos de oxidacion
descritos para esta especie (Rangel, 2006). Ademas, se estudidé la germinacion
simbidtica con varios aislados, con la finalidad de poder comparar cualitativamente
las diferencias que se obtienen al utilizar una u otra via de propagacién y poder
obtener plantas que fueron reintroducidas en su habitat natural, lo cual se abordara

en el capitulo tres de este trabajo.
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a. Germinacion de las orquideas

De acuerdo con Arditti (1992), el proceso de germinacion de las semillas inicia
cuando el embridn absorbe agua a través de la cubierta seminal, produciendo un
aumento de volumen que rompera la testa, comenzando asi la division celular. La
estructura resultante se denomina protocormo, que se diferencia en la zona apical en
un meristemo de brote y hacia la zona basal produce la formacién de rizoides. El
protocormo continua con su crecimiento y desarrollo hasta dar lugar a la formacién

de una plantula.

En la naturaleza la simbiosis micorrizica se inicia con la penetracion de las
hifas del hongo a través del suspensor del embrion (Clements, 1988). Las hifas de
los hongos micorrizicos crecen formando pelotones u ovillos en las dos terceras
partes inferiores del embridn en crecimiento. Las hifas exteriores a las estructuras de
la raiz permiten la toma de la materia organica que esta en el suelo, proporcionando
nutrimentos tales como productos de carbono y minerales, para que los embriones
puedan germinar y desarrollarse hasta constituir plantas autoétrofas (Zettler et al.,
2003). La colonizacion del hongo dentro de los protocormos esta regulada por
sustancias producidas por las orquideas, denominadas fitoalexinas. Aunque la
evidencia no es conclusiva, se piensa que el hongo obtiene de la planta, vitaminas y

hormonas vegetales (Arditti, 1992).

Los trabajos mas recientes sugieren que esta asociacion simbiotica no es
mutualista, debido a que no existe un intercambio reciproco de beneficios entre el
hongo y la planta. Las semillas de las orquideas dependen de una asociacidn
obligada con los hongos simbiontes durante su etapa aclorofila, pues ademas de ser
incapaces de fotosintetizar en esta etapa, tienen un anabolismo incompetente para la
produccion de sustancias vitales como los aminoacidos (Rasmussen, 1995). Por esto
se considera que las orquideas son parasitas obligadas de los hongos durante su
etapa de plantulas. Sin embargo, a pesar de que un gran numero de especies

permanecen bajo esta condicion durante todo su ciclo de vida, otras al realizar
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fotosintesis se vuelven facultativamente dependientes de la colonizaciéon fangica

(Rasmussen 2002; Rasmussen y Rasmussen; 2009)

b. Hongos micorrizicos orquideoides

Los endofitos que forman micorrizas con las orquideas terrestres comunmente
son hongos del tipo Rhizoctonias y pertenecen a tres géneros anamorficos
(asexuales) de Basidiomicetes: a) Ceratorhiza, b) Epulorhiza y c¢) Moniliopsis y a
distintas variedades de teleomorfos (fase sexual) denominados Ceratobasidium,
Thanatephorus, Tulasnella y Sebacina (Moore, 1987; Warcup y Talbot, 1996). Las
Epulorhizas parecen ser los mas abundantes en las orquideas terrestres (Zettler,
1997) y todos los hongos rizoctonicos se caracterizan por sus estructuras
reproductoras asexuales que consisten de hifas septadas binucleadas o
multinucleadas, con bifurcaciones a 90 ° en hifas jévenes cerca del septum, con
paredes gruesas en forma de cadenas o rosarios llamadas células moniliodes
(Moore, 1987; Zettler, 1997).

De acuerdo con Rangel (2006), especies como Bletia urbana, B. campanulata,
Dichromanthus aurantiacus y D. cinnabarinus, presentan una especificidad a nivel
genérico en la asociacion con sus endofitos micorrizicos. En las especies del género
Bletia se encontré que estan asociadas con hongos de la familia Tulasnellaceae,
mientras que D. aurantiacus y D. cinnabarinus estan asociadas con hongos de la
familia Ceratobasidiaceae. A nivel de género, la especie D. aurantiacus esta

asociada con Ceratorhizas.

Rangel (2004) llevé a cabo el aislamiento de hongos micorrizicos de seis
especies de orquideas terrestres de la REPSA (Bletia campanulata, B. urbana, Bletia
sp., Dichromanthus aurantiacus, D. cinnabarinus y Habenaria novemfida), probando
su efectividad al lograr la germinacion simbidtica de semillas de siete especies de
orquideas de este habitat. Con este trabajo se establecié por primera vez un banco

de germoplasma de Hongos Micorrizicos Orquideoides (HMO), que se encuentra
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resguardado en el Laboratorio de Microcosmos Bioedafico del Instituto de Geologia
de la UNAM.

c. Germinacion simbiética y asimbiética

En condiciones in vitro, es posible realizar la germinacion simbidtica y asimbidtica
de semillas de orquideas (Peterson et al., 2004). En el primer caso se puede
mantener la micotrofia en condiciones artificiales (Zettler, 1997), al cultivar las
semillas junto con un inéculo de un hongo micorrizico orquideoide en un medio de
cultivo simple (Ortega-Larrocea, 2008). En la germinacion asimbidtica, el medio de
cultivo contiene los nutrimentos necesarios para que las semillas puedan germinar
sin la presencia de un endofito. Esto fue demostrado por Knudson en 1922, quien fue
el primero en dar a conocer un medio exitoso (constituido por una mezcla
balanceada de minerales y una fuente de sacarosa) para la germinacion asimbidtica

de las semillas de orquideas (Arditti, 1992).

El establecimiento de cultivos asistidos o no por los hongos micorrizicos tiene
ciertas ventajas y desventajas. Con los cultivos asimbidticos se pueden germinar
semillas y obtener un gran numero de plantas en un medio con sacarosa, libre de
patdgenos, lo que facilita su manejo. Sin embargo esto es costoso y se requiere de
sucesivos trasplantes aumentando la posibilidad de que los cultivos se contaminen
(Castillo, 2002).

Por otro lado, el cultivo simbidtico promueve una mayor germinacion, desarrollo y
crecimiento en comparacion con los cultivos asimbiéticos (Cuadro 2), asi como una
mayor supervivencia de las plantas en la reintroduccion (Castillo, 2002; Batty et al.,
2001; Batty et al., 2006; Ortega-Larrocea y Rangel, 2007). A su vez, la propagacion
simbidtica es una forma de conservar a los hongos del suelo asociados con las
orquideas, por lo que también contribuye con la conservacién del recurso edéfico
(Ortega-Larrocea, 2008).
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Cuadro 2. Ejemplos de germinacion simbidtica y asimbidtica in vitro para algunas

especies de orquideas.

Tipo de Medio de Tiempo de Porcentaje de
Especie Referencia
germinacion cultivo germinacion germinacion
P723
) (PhytoTech
Eulophia alta
. o nology 10 semanas Johnson et al.,
(Linnaeus) Fawcet | Asimbidtica ) 56.1%
orchid seed dds* 2007
& Rendle )
sowing
medium)
Eulophia alta Medio
6 semanas Johnson et al.,
(Linnaeus) Fawcet Simbidtica Basico de 70.1%
dds* 2007
& Rendle Avena
Anoectochilus Murashige Chou y Chang,
Asimbidtica 50 dds* 75.2 %
formosanus Hayata y Skoog 2004
_ Medio
Anoectochilus Chou y Chang,
Simbidtica Basico de 50 dds* 79.5% 2004
formosanus Hayata
avena
Haemaria discolor Murashige Chou y Chang,
) Asimbiotica 50 dds* 72.1% 2004
var. dawsoniana y Skoog
Medio
Haemaria discolor Chou y Chang,
) Simbidtica Basico de 50 dds* 80.9% 2004
var. dawsoniana
Avena
Spiranthes o Anderson,
) Asimbidtica | Knudson C 30 dds* 45%
magnicamporanum 1991
Spiranthes o Anderson,
) Simbidtica Water agar 30dds* 90%
magnicamporanum 1991

*dds= dias después de la siembra.
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d. Germinacion in vitro de especies de orquideas de la REPSA

Bletia urbana Dressler, orquidea amenazada, fue la primer especie de la
REPSA en ser micropropagada asimbidticamente por medio de la técnica de cultivo
asimbiotico (Chavez, 1980). Hasta 1998, se logré por primera vez su cultivo

simbidtico (Ortega-Larrocea et al., 2000).

Otras especies de orquideas que han sido propagadas con éxito para este
habitat mediante su germinacién simbiotica son: Bletia campanulata, D. aurantiacus,
D. cinnabarinus y Habenaria novemfida (Rangel, 2004). Sin embargo, en los intentos
por propagar de manera asimbidtica D. aurantiacus, no se obtuvieron resultados
satisfactorios (Rangel, 2006). Esto se debié a que una vez que germinaban las
semillas, no continuaban con su desarrollo mas alla del estadio de protocormo

debido a que se oxidaban hasta sufrir necrosis.

e. Oxidacion en el cultivo in vitro

La oxidacion es un problema que se presenta eventualmente durante el CTV y
se debe a la produccion de sustancias fendlicas, que son metabolitos secundarios
que modulan el desarrollo de la planta (Jiménez, 1998). Preece y Compton (1991) y
Hu y Wang (1983), citados por Jiménez (1998), sefialaron que cuando los
compuestos fendlicos estan acumulados en grandes cantidades en las vacuolas de
las células, éstos comienzan a mezclarse con el contenido de los plastidios y de
otros organelos en donde estan almacenadas las polifenoloxidasas. Esto genera una
coloracion obscura como consecuencia del proceso oxidativo. A su vez, los
compuestos oxidados inhiben la actividad enzimatica, dando como resultado el
oscurecimiento total de los explantes y por consiguiente su necrosis. En el CTV esto
se da comunmente debido al efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado
durante la asepsia del explante, por la composicion del medio de cultivo, por los
cortes que se realizan en los explantes o incluso por el volumen y calidad del frasco

de cultivo (Azofeifa, 2009). Sin embargo, este proceso también puede ocurrir durante
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la germinacién de las semillas, como se ha observado previamente para la

germinacion asimbiotica en D. aurantiacus (Rangel, 2006).

De manera general la prevencion de la oxidacion de los tejidos vegetales se
puede hacer: a) removiendo los compuestos fendlicos producidos en el medio
mediante un adsorbente, b) modificando el potencial rédox, lo cual cambia el pH, c)
inactivando las enzimas fenolasas, d) colocando los explantes a baja luminosidad o
en obscuridad, e) utilizando antioxidantes durante la preparacion del explante o en el
medio de cultivo (George y Sherrington; 1984; Azofeifa, 2009). Otros autores
sugieren la utilizacion de medio de cultivo liquido en agitacion constante, para diluir
las sustancias fendlicas liberadas por los tejidos vegetales o bien realizar
transferencias sucesivas de medios de cultivo, aunque esta ultima opcién resulta
muy laboriosa, con un alto costo en reactivos y mayor riesgo de contaminacion

(Jiménez y Guevara, 1996).

f. Agentes antioxidantes.

Algunos de los compuestos mas utilizados como antioxidantes en el cultivo in

vitro son:

- Carbén activado (CA). Tiene la capacidad de remover sustancias inhibitorias o
téxicas del medio de cultivo que son producidas durante el autoclavado como el 5-
hidroximetil-2-furaldehido (resultado de la deshidratacion de la sacarosa), o bien
liberadas por el explante (quinonas). EI CA puede prevenir el crecimiento de callo,
promover la morfogénesis (principalmente embriogénesis somatica) y también
funciona como promotor para la formacion de raices (George y Sherrington, 1984;
Azofeifa, 2009). Dependiendo de la especie, su efecto puede ser promotor o inhibidor

del crecimiento in vitro (Roca y Mroginski, 1991; Pan y Van Staden, 1998).

Dentro de los efectos benéficos del uso de CA en los cultivos in vitro de

semillas y plantulas de orquideas es que mejora la aireacion en el medio y adsorbe el
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etileno (inhibidor del crecimiento y la diferenciaciéon de los tejidos vegetales).
También tiene la funcion de adsorber hormonas vegetales y vitaminas, lo cual puede
explicar su posible efecto como inhibidor del crecimiento (Fridborg y Eriksson, 1975;
Constantin et al., 1977; Fridborg et al., 1978; Weatherhead et al., 1978, citados por
Arditti y Ernst, 1993).

- Acidos organicos. Los acidos organicos como el acido citrico (AC) (precursor de
aminoacidos) y el acido ascorbico (AS), ademas de ser agentes reductores o
antioxidantes, tienen la capacidad de disminuir el pH en los cultivos in vitro (Roca y
Mroginski, 1991). De tal manera la oxidacion fendlica se reduce, ya que la enzima
encargada de este proceso tiene su maxima actividad en un pH de 6.5, por lo que a
medida que el pH disminuye se reduce su actividad (Ichihashi y Kako, 1977; citados

por George y Sherrington, 1984).

-Polivinilpirrolidona (PVP). Compuestos como las proteinas, las amidas y las
poliamidas, han sido adicionadas a los cultivos por reaccionar con los fenoles y
restablecer la actividad enzimatica. La poliamida mas importante para este proceso
es el PVP, que por medio de puentes de hidrégeno tiene la capacidad de adsorber
metabolitos téxicos como las polifenoloxidasas y otros fenoles (George y Sherrington,
1984; Arditti y Ernst, 1993, Azofeifa, 2009). A pesar de que este compuesto no
siempre detiene la oxidacion de los tejidos, ha sido utilizado con éxito en diferentes
familias de plantas (George & Sherrington, 1984; Srivastava & Srivastava, 2004;
Saucedo 2006). Sin embargo, no se encontraron descripciones de su uso como

antioxidante en la germinacion y cultivo in vitro de orquideas.
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2. OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el proceso germinativo de la orquidea terrestre D. aurantiacus, tanto
asimbidticamente aplicando compuestos antioxidantes, como simbi6ticamente

mediante la utilizacidon de distintos aislados micorrizicos.

a. Objetivos particulares

% Utilizar algunas sustancias que previenen la oxidacién de los tejidos vegetales
(carbdén activado, polivinilpirrolidona y acidos citrico y ascorbico) en tres medios
de cultivo convencionales (Murashige y Skoog, Knudson C y Ernst), para
establecer la germinacion asimbidtica de D. aurantiacus y su posterior desarrollo

in vitro.

% Utilizar varios aislados de hongos micorrizicos orquideoides provenientes de
plantas adultas y protocormos de D. aurantiacus, en la induccion de su

germinacion y desarrollo simbidtico in vitro.

¥ Comparar cualitativamente la germinacion y el desarrollo simbidtico y asimbidtico

de D. aurantiacus hasta su estado de plantula.
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3. MATERIALES Y METODOS.
a. Material biolégico y procedimiento de esterilizacion

Se utilizé germoplasma de dos capsulas de D. aurantiacus recolectadas en la
REPSA en el afio 2002. Estas fueron almacenadas durante cinco afios a una
temperatura promedio de 3 °C y 6% de H.R., en el banco de germoplasma del
laboratorio Microcosmos Bioedafico del Instituto de Geologia de la UNAM, con claves
MCCBGQ44 y MCCBGQ46. Se homogeneizaron las semillas y se pesaron lotes de
éstas con un peso previamente estandarizado de 0.001 g (Rangel-Villafranco, 2004),
para obtener un rango de semillas entre 50 y 300 para cada ensayo. Estas fueron
colocadas en sobres de papel filtro Whatman N° 1, que se sellaron doblandolos y

engrapando sus extremos.

La esterilizacidon superficial de las semillas contenidas en los sobres se hizo en
una solucion con hipoclorito de sodio comercial (NaOCI con 6% de cloro activo) al
15% durante 15 min, seguido de tres enjuagues con agua destilada esterilizada
dentro de la campana de flujo laminar. Para la siembra asimbidtica, los sobres se
seccionaron y con una espatula se sembraron las semillas sobre el medio. En el caso
de la siembra simbidtica las semillas se dejaron sobre restos del papel filtro que

fueron colocados de manera circundante al inoculo fungico.
b. Germinacién simbiética y asimbiética in vitro de D. aurantiacus

Para inducir la germinacion asimbidtica y evitar el proceso de oxidacion, las
semillas de D. aurantiacus se sembraron en cajas de Petri (8 cm de diametro) con 25
mL de medio cada una. Se utilizaron tres medios de cultivo distintos: 1) Murashige y
Skoog (MS) (1962) al 50% de su concentracion con 30 g L' de sacarosa (Anexo
1.1.Medio MS), 2) Medio Knudson C (KC) (1946), con 20 g L™ de sacarosa (Anexo
1.2. Medio KC) y 3) Medio Ernst (ER) (1982), con 20 g L™ de sacarosa (Anexo 1.4.

Medio ER). Para cada medio de cultivo se utiliz6 un tratamiento control y tres
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tratamientos antioxidantes distintos que consistieron en la adicion de: a) 2 g L' de
carbon activado (CA), b) 1 g L™ de polivinilpirrolidona (PVP), ¢) una mezcla de acido
citrico y acido ascorbico (AC-AS) 100:150 mg L”. En total se tuvieron 12
tratamientos. Cada tratamiento constdé de tres repeticiones. El disefio factorial

consistio en 3 medios x 3 tipos de antoxidante + 1 control x 3 réplicas.

Se cuantificé el porcentaje de germinacion total obtenido para cada
tratamiento a los 28 y 56 dds, considerando para cada fecha 2 variantes: 1) el
porcentaje total de semillas que germinaron sin oxidarse y el porcentaje de semillas
qgue germinaron, pero se oxidaron y 2) el porcentaje de germinacion obtenido para

cada estadio de desarrollo con y sin oxidacion.

Para la germinacion simbidtica, la siembra de las semillas se llevé a cabo en
medio basico de avena (MBA) (Mitchell, 1989) (Anexo 1.4. Medio Basico de Avena),
con diez aislados distintos de HMO. Los aislados estan resguardados en el banco de
germoplasma antes mencionado con las claves MCCBHQ11, 17, 24, 25, 28, 34, 36,
37, 40 y 41. Se incluyd un tratamiento testigo sin inodculo fungico. El disefio factorial

fue 1 medio de cultivo x 10 in6culos + 1 control x 2 réplicas.

Previo a la induccién de la germinacion simbidtica, se realizd la resiembra de
los aislados en medio papa-dextrosa-agar (PDA) (Anexo 1.5. Medio papa-dextrosa-

agar) y se incubaron en obscuridad durante 30 dias.

Una vez que se reactivo el crecimiento de la colonia, se tomd un cilindro de
agar de la parte distal de ésta, de aproximadamente 0.5 cm de diametro. Este se
colocd en la parte central de la caja de Petri con el medio MBA y se situaron las
semillas dejando un cuadro de papel filtro debajo de éstas en cuatro puntos opuestos
y equidistantes a partir del inéculo central, de manera que el crecimiento radial del
hongo llegara hasta la zona donde fueron sembradas las semillas. Se realizaron dos

repeticiones para cada ensayo.
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A todos los medios utilizados se les ajusté el pH a 5.5, previa adiciéon de agar
bacterioldgico (8.5 g L para los medios asimbidticos y 6 g L™ para el medio

simbiético) y se esterilizaron en una autoclave a 121 °C y 1.5 kg cm™ durante 15 min.

Todos los tratamientos se incubaron a 25 + 1 °C. En el caso de los cultivos
asimbidticos, éstos se incubaron primero en obscuridad y a los 28 dds en luz bajo un
fotoperiodo 16h con una iluminacién de 50 umol m? s™. Para los cultivos simbiéticos,
dada su rapida germinacion, se colocaron en condiciones de luz a los 7 dds bajo las

mismas condiciones de fotoperiodo e iluminacion.

El niumero de semillas germinadas fue cuantificado bajo un microscopio
estereoscopico (30 x) a los 28 y 56 dds, para los tratamientos asimbioticos vy
solamente a los 28 dds para los simbioticos, debido a que el desarrollo fue mayor y
las plantulas fueron subcultivadas a los 30 dds. La germinacién se registrd a partir de
la imbibicion de la semilla y ruptura de testa cuando los embriones presentaron

polarizacion.

Los estadios considerados para describir la germinacion y desarrollo
asimbidtico y simbidtico de D. aurantiacus, fueron los propuestos por Zettler y
Mclnnis (1993), y modificados segun Rangel y Ortega-Larrocea (com. pers.)

clasificados en una escala del 0-6. Estos se describen en la Figura 6.
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c. Otras pruebas de germinacion asimbiodtica

Se llevaron a cabo otros ensayos para lograr la germinacion asimbidtica y
reducir la oxidacion de las semillas de D. aurantiacus. Para pesar y desinfestar las
semillas se siguid el mismo procedimiento antes sefialado. Uno de los ensayos
consistid en emplear el lote de semillas con clave MCCBGQ47 y nuevamente el
medio de cultivo MS, pero modificado (MSm) por la reduccion al 25% de los
macronutrientes y al 50% del resto de los componentes y enriquecido por la adicion
de 500 mg L™ de extracto de banana (Sigma-Aldrich), 500 mg L de caseina

hidrolizada y 30 g L™ de sacarosa.

Para el otro ensayo se utilizé el mismo medio de cultivo (MSm), con dos lotes
diferentes de semillas (MCCCBGQ27 y 47) en la misma caja de Petri en puntos
opuestos, pero esta vez se dejé un cuadro de papel filtro, con la finalidad de que al
sembrar las semillas no quedaran en contacto directo con el medio. Se obtuvieron

asi dos tratamientos con 10 repeticiones.

Se cuantific6 el nimero de semillas germinadas a los 28 y 56 dds,

considerandose los mismos estadios de desarrollo descritos anteriormente.
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Figura 6. Germinacion asimbiotica de las semillas y etapas de desarrollo de D. aurantiacus in vitro. A) Estadio 0. Semilla (8 x), B)
Estadio Oa. Semilla embebida sin ruptura de testa (16 x), C) Estadio 1. Semilla embebida con ruptura de testa sin polarizacion “evidente”
(16 x), D) Estadio 1a. Semilla embebida con ruptura de testa y polarizacion (16 x), E) Estadio 2. Protocormo sin rizoides (16 x), F) Estadio
3. Protocormo con primordio foliar y rizoides (20 x), G) Estadio 4. Protocormo con inicio de lamina foliar (8 x), H) Estadio 5. Protocormo
con lamina foliar en desarrollo (alargamiento de la hoja) (12.5 %), |) Estadio 6. Protocormo con dos hojas y raices (12.5 x).
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d. Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de los medios de cultivo, asi como de los antioxidantes
empleados en la germinacion asimbidtica, los datos obtenidos de cada estadio de
desarrollo a los 28 y 56 dias de cultivo, fueron sometidos a un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias, corroborando la normalidad de éstos por medio de una prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Se aplicé un analisis de Tukey-Kramer para determinar las
diferencias de medias estadisticamente significativas entre tratamientos. Todos los
datos fueron transformados al arcoseno previo al corrimiento de las pruebas Los

analisis estadisticos se efectuaron mediante el programa STATISTICA 7, version 6.
En el caso de las pruebas anexas de germinacion asimbidtica, asi como para

la germinacion simbidtica, no se tuvieron suficientes repeticiones para llevar a cabo

un analisis estadistico.
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4. RESULTADOS.

a. Germinacion asimbiodtica

A los 28 dias de cultivo in vitro, se registré la germinacion asimbidtica de las
semillas de D. aurantiacus, en los distintos medios de cultivo y tratamientos
antioxidantes ensayados. Se observé la presencia de semillas en diferentes estadios
de desarrollo, desde algunas en imbibicidén sin ruptura de testa hasta otras que
formaron protocormos con primordios foliares y rizoides. Desde estas primeras

etapas se presenté oxidacion en algunos protocormos (Fig. 7).

CONTROL AC-AS CA PVP

8 x 8 x 8 x 16 x

Figura 7. Germinacion asimbiotica de D. aurantiacus, a los 28 dias después de la
siembra, en los diferentes medios de cultivo y tratamientos antioxidantes.
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Al analizar los datos provenientes de la germinacion de las semillas de D.
aurantiacus a los 28 dds, fue posible establecer una diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos, tanto para el medio de cultivo, los antioxidantes,

asi como para la interaccion entre ambos factores (Cuadro 3).

Cuadro 3. Analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del medio de
cultivo y de los antioxidantes en la germinacion asimbiética de D. aurantiacus, a los

28 dias de su cultivo in vitro.

Variables
Effect df Error df

independientes

Medio 6.5455 4 46 0.000295
Antioxidante 7.3077 6 46 0.000016
Medio*Antioxidante 3.5145 12 46 0.000991

De todos los tratamientos antioxidantes empleados a los 28 dds, en los
medios MS al 50% control, MS al 50% con PVP y MS al 50% con AC-AS fue donde
se obtuvo una respuesta germinativa significativamente mayor (52, 36 y 32%
respectivamente), en comparacion con los medios de cultivo KC y ER, tanto para los

controles como con el uso de los distintos agentes antioxidantes (Fig. 8).

Al utilizar el PVP, el porcentaje de germinacién de semillas no oxidadas fue
mayor que el de las oxidadas para todos los medios obteniéndose mayores
porcentajes que con el AC-AS (excepto en el medio ER). Para el CA se observé un
efecto negativo, al incrementar la oxidacion de las semillas en todos los casos (Fig.
8).
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El analisis de varianza para la germinacion a los 56 dds, también mostré que
existen diferencias significativas dependiendo del medio de cultivo, de los
antioxidantes y del efecto conjunto entre ambos (Cuadro 4). Para esta fecha, se
encontré que en todos los tratamientos hubo un incremento en el porcentaje total de
germinacion, siendo nuevamente los tratamientos MS al 50% control y MS al 50%
con PVP en los cuales se registrd la mayor respuesta germinativa (74 y 56%,
respectivamente), seguidos por los tratamientos KC con PVP (44%) y KC control
(42%) (Fig. 8).

Cuadro 4. Analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del medio de
cultivo y de los antioxidantes en la germinacion asimbidtica de D. aurantiacus, a los

56 dias de su cultivo in vitro.

Variables
independientes
Medio 8.9404 4 46 0.000020
Antioxidante 5.6534 6 46 0.000184
Medio*Antioxidante 4.0235 12 46 0.000289

El empleo de los antioxidantes mostrd la misma respuesta que a los 28 dds,
siendo evidente que su efecto soélo tiene valor dependiendo del medio de cultivo en el
cual fueron adicionados. Por consiguiente, de los tres agentes antioxidantes
utilizados, el PVP fue el que favoreci6 una mayor germinacion de las semillas
solamente al ser adicionado a los medios MS al 50% y KC. Efecto contrario se
observo al utilizar CA en todos los casos. Con el empleo de AC-AS se redujo la
oxidacion en todos los casos, pero el porcentaje total de germinacion obtenido en los
tres medios de cultivo fue menor en comparacion con los tratamientos control y con
PVP (Fig. 8).
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Figura 8. Porcentajes de germinacién asimbidtica de semillas de D. aurantiacus (+ ES), en
los diferentes tratamientos antioxidantes a los 28 y 56 dias de cultivo in vitro. Letras distintas
indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). Medios KC= Knudson C;
MS= Murashige & Skoog 50% y ER= Ermnst. C= control, AC-AS= acidos citrico y ascorbico,
PVP= polivinilpirrolidona y CA= carbon activado.

51



b. Estadios de desarrollo durante la germinaciéon asimbioética

Analizando los porcentajes de germinacion de semillas de D. aurantiacus
obtenidos por estadios de desarrollo, se encontraron diferencias marcadas entre los
distintos tratamientos empleados, tanto a los 28 como a los 56 dias de cultivo in vitro.

En la Figura 9, se observa que el maximo estadio de desarrollo alcanzado a
los 28 dds, tanto para las semillas que germinaron sin oxidarse como para las que se
oxidaron fue el de protocormos con primordios foliares y rizoides en gran parte de los
tratamientos ensayados (estadio 3). Para las semillas que germinaron sin oxidarse,
en los medios de cultivo MS (50%) y KC adicionados con PVP fue donde se
registraron los mayores porcentajes de protocormos en estadio 3, seguidos de los
tratamientos control en los mismos medios. De manera contraria, con el empleo de
AC-AS y CA en todos los medios de cultivo, el porcentaje de germinacion de semillas
no se vio favorecido para que éstas se desarrollaran hasta el estadio 3. En el caso de
las semillas que germinaron pero se oxidaron se obtuvieron porcentajes menores al

5% para aquéllas que lograron desarrollarse hasta el estadio 3.

A los 56 dias de cultivo in vitro, de manera general se observd que todas las
semillas de los tratamientos control y las del medio MS al 50% con PVP que
germinaron sin oxidarse, presentaron un mayor desarrollo hasta constituir
protocormos con dos hojas (estadio 6). En comparacion con las que germinaron y
mostraron oxidacion, el maximo desarrollo alcanzado fue la formaciéon de un
protocormo con el inicio de la lamina foliar (estadio 4), en los medios KC y ER
control. En el caso de las semillas que germinaron y se oxidaron, el medio ER fue en
el que las semillas mostraron un mayor porcentaje de oxidacion para la mayor parte
de los tratamientos. Mientras que, respecto a los antioxidantes el CA, fue el que tuvo

el menor efecto para reducir la oxidacion (Fig. 10).
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Figura 9. Efecto comparativo del medio de cultivo y de los antioxidantes en el porcentaje de
germinacion asimbidtica de semillas por estadio de desarrollo de D. aurantiacus, después de
28 dias de cultivo in vitro. Letras distintas en las barras para cada estadio indican diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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Figura 10. Efecto comparativo del medio de cultivo y de los antioxidantes en el porcentaje de
germinacion asimbidtica de semillas por estadio de desarrollo de D. aurantiacus, después de
56 dias de cultivo in vitro. Letras distintas en las barras para cada estadio indican diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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c. Germinacion simbiética

En la Figura 11 se observan los resultados obtenidos para la germinacién de
las semillas con los aislados de hongos micorrizicos a los 28 dds. Menos del 40% de
las semillas sembradas en ausencia de un hongo micorrizico (control) germinaron y

ninguna de estas semillas se desarrollé mas alla del estadio 1 (Fig. 12).

Al comparar el tratamiento control sin la presencia de hongos ni de azucares
con el resto de los tratamientos, es evidente que todos los aislados estimularon la
germinacion de las semillas y el posterior desarrollo de las plantulas formadas. La
excepcion fue el aislado 37 con el cual no se logrdé inducir la germinacion por el
crecimiento tan rapido del hongo que invadid a las semillas no permitiéndoles
sobrevivir (Figs. 13 y 14). Todos los aislados utilizados estuvieron almacenados en
el banco durante tres afos. Con estos ensayos se probé que se mantiene la

efectividad de los aislados para germinar las semillas.

De los aislados que promovieron la germinacién no todos lo hicieron de la
misma manera, dado que con algunos de ellos se obtuvieron mayores porcentajes
germinativos, asi como un mayor desarrollo de los protocormos. Lo anterior no
dependi6 de su origen, es decir si los aislados provenian de planta adulta o de un
protocormo. El aislado 11 fue el mas efectivo, éste provenia de una planta adulta de
D. aurantiacus y favorecié una germinacion muy cercana al 100%, seguido de los
aislados 17 (93%) y 28 (90%). De manera opuesta, el aislado que tuvo el menor
efecto en la germinacién fue el numero 41 (69%), cuyo origen fue también a partir de
una planta adulta (Fig. 11). El cultivo simbidtico con los aislados 11, 17, 24, 28 y 40
promovio el crecimiento y desarrollo de los embriones, hasta constituir protocormos
con dos hojas (estadio 6) (Fig. 12). Sin embargo, los aislados 25, 34 y 36 que
ejecieron un menor crecimiento y desarrollo en las plantas promovieron porcentajes
de germinacion elevados (Fig. 11). El tratamiento control y el aislado 41, ademas de
ser con los que ser registraron los menores porcentajes de germinacion total también

promovieron un menor desarrollo de las semillas (Figs. 11y 12).
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Figura 11. Porcentaje total de germinacion simbiética de las semillas de D. aurantiacus, en Medio
Basico de Avena (MBA), con los diferentes aislados de hongos micorrizicos, a los 28 dias de cultivo in
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Figura 12. Maximos estadios de desarrollo alcanzados por las semillas de D. aurantiacus, con los
diferentes aislados de hongos micorrizicos. Las tramas de las barras indican el rango de porcentaje de
germinacién que se alcanz6 en cada estadio a los 28 dias de su cultivo in vitro.
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Figura 13. Siembra simbittica semillas de D. aurantiacus a los 28 dias de cultivo in vitro, con los aislados de Hongos
Micorrizicos Orquideoides (MCCBHQ11, 17, 24, 25, 28 y 34), del Banco de Germoplasma del Laboratorio de
Microcosmos Bioedafico.
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Figura 14. Siembra simbidtica de semillas de D. aurantiacus a los 28 dias de cultivo in vitro, con los aislados de Hongos
Micorrizicos Orquideoides (MCCBHQ36, 37, 40, 41 y tratamiento control), del Banco de Germoplasma del Laboratorio de
Microcosmos Bioedafico.

58



d. Morfologia de las plantas cultivadas in vitro

Cualitativamente la germinacién, el crecimiento y desarrollo de las plantas
asimbidticas fue diferente al de las simbidticas. De manera general se observan
diferencias marcadas en el tiempo. En los tratamientos simbiéticos se alcanzaron los
mayores estadios de desarrollo, formandose protocormos con dos hojas a los 28 dds,
mientras que éstos se obtuvieron hasta los 56 dds para los tratamientos asimbioticos
(Fig. 15).

El protocormo, que es la primera estructura que se forma como resultado de la
germinacion de las semillas, en los tratamientos asimbio6ticos es de forma ovalada,
mientras que en los simbiodticos presenta forma de corazén. Ademas hacia la parte
basal se observé una coloracién café unicamente en los protocormos simbidticos, lo
que es muestra del inicio de los apices radiculares. Los rizoides fueron menos
abundantes en las plantas asimbidticas en comparacién con las plantas micorrizadas.
Esta respuesta morfogenética distinta en las plantas simbidticas, se debe a que los
rizoides sirven de estructura de salida para que el hongo pueda explorar el medio
(Fig.15).

Las hojas también presentan una morfologia distinta, al ser mas grandes y
vigorosas en los tratamientos con los hongos micorrizicos. En las plantas simbidticas no
se observd la presencia de raices durante su cultivo in vitro, sino hasta que fueron
establecidas en suelo en condiciones de invernadero. En las plantulas asimbiéticas se

observo su apariciéon a los 56 dds (Fig. 15).
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Figura 15. Monografia comparativa de la germinacién asimbidtica (A) y simbidtica (B) y formacion de plantulas de D.
aurantiacus, a los 28 y 56 dias de cultivo in vitro, respectivamente.
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e. Otras pruebas de germinacion asimbiética

En la Figura 16 se observa que el medio de cultivo MS modificado (MSm),
también promovid a los 28 dds la germinacion asimbidtica de las semillas de D.
aurantiacus, en un porcentaje similar al obtenido antes con el medio de cultivo MS
al 50% control (52%) (Figura 8).

Sin embargo, del porcentaje total de germinacion obtenido con el medio
MSm (55%), el 19% de las semillas se oxidaron durante su desarrollo, porcentaje
elevado de oxidacion en comparacion con el medio MS al 50% control, en donde

unicamente se registro el 3% de oxidacion de las semillas (Fig. 16).

De manera contrastante con los resultados antes sefialados, fueron los
obtenidos con el empleo del medio MSm, pero esta vez dejando un fragmento de
papel filtro sobre el medio, sobre el cual se sembraron las semillas (MSmPFL27 y
MsmPFL47). En este caso, tanto a los 28 como a los 56 dds se registraron los
mayores porcentajes de germinacion para ambos lotes de semillas utilizados (27 y
47% respectivamente), en comparacion con todos los tratamientos antes probados
en el presente trabajo. Asi mismo, se observa que los porcentajes de oxidacion

registrados fueron menores al 10% para ambas fechas (Figs. 16 y 17).

Estos resultados forman parte de un pequefo ensayo que se realiz6 como
complemento a las pruebas de germinacion asimbidtica, con la finalidad de
evaluar si al evitar el contacto directo de las semillas de D. aurantiacus con el
medio de cultivo (colocandolas sobre papel filtro), se reducia la oxidacién durante
la germinacion. Este ensayo también sirvio para probar la viabilidad de otros lotes

de semillas que se tenian resguardados en el Banco de Germoplasma.

61



Figura 16. Germinacion asimbiotica de semillas de D. aurantiacus a los 28 dias de
cultivo in vitro, utilizando papel filtro (PF). MSm= Medio MS modificado, L47= Lote
de semillas N° 47, L27= Lote de semillas N° 27.

Figura 17. Germinacion asimbiotica de semillas de D. aurantiacus a los 56 dias de
cultivo in vitro, utilizando papel filtro (PF). MSm= Medio MS modificado, L47= Lote
de semillas N° 47, L27= Lote de semillas N° 27.
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f. Embriogénesis somatica

Aunque no fue uno de los objetivos planteados para esta investigacion, a la
par de realizar la germinacion asimbiotica de semillas de D. aurantiacus, se
observd una respuesta morfogenética interesante. Esta fue la formacion de
cuerpos parecidos a protocormos conocidos como PLB’s (por sus siglas en inglés
protocorm like bodies), que surgieron de manera directa a partir de la zona basal

de la raiz de las plantulas en desarrollo (Figs. 18A y B).

La respuesta observada posiblemente se trate de embriogénesis somatica
directa, dado que los PLB’s obtenidos continuaron desarrollandose hasta formarse
una lamina foliar (Fig. 18B) y una vez que se individualizaron se logro la formacién

nuevamente de una planta completa.

Figura 18. Formacion directa de PLB’s (flechas) en plantulas asimbioticas de D.
aurantiacus a los 9 meses de cultivo in vitro. A) surgimiento de PLB’s a partir de
las raices y B) aparicion de lamina foliar en desarrollo (10x).
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5. DISCUSION.

Uno de los aspectos que limita la germinacion de las semillas de las
orquideas es el tiempo y las condiciones de almacenamiento que se les
proporcionan (Seaton y Ramsay, 2005). En el presente trabajo se demuestra que
las semillas utilizadas de D. aurantiacus conservaron su viabilidad después de 5
afos de almacenamiento, bajo condiciones controladas de temperatura y

humedad relativa.

Se observo una gran variabilidad en la germinacién debido probablemente
al empleo de diferentes capsulas de D. aurantiacus. Mantener esta variabilidad
genética es importante cuando el objetivo final de la propagacion es el
establecimiento de las plantas en su habitat natural, lo cual favorecera la

supervivencia a largo plazo (Rubluo et al., 1993).

El cultivo asimbidtico de orquideas terrestres a partir de semillas, en
algunos casos resulta facilmente inducible (Chavez, 1980; Grell et al., 1988;
Gangaprasad et al., 1999); mientras que en otros se dificulta, debido a su fuerte
dependencia fisiolégica con los hongos micorrizicos (Zettler, 1997; Stewart et al.,
2003). Tal el caso de D. aurantiacus, dados los problemas de oxidacion que se

presentaron durante su germinacion asimbidtica.

Por lo tanto, el presente trabajo es el primero que describe un protocolo
para la germinacién asimbidtica de D. aurantiacus con el uso de distintos medios y
agentes antioxidantes, lograndose que las semillas germinadas continuaran con el
desarrollo de los embriones hasta constituir plantulas que fueron aclimatizadas en

invernadero y posteriormente reintroducidas en campo (capitulo 3).

Con el empleo de otros medios de cultivo y diversos antioxidantes, se pudo
superar el porcentaje de germinacién obtenido anteriormente para esta especie

por Rangel (2006), quien logré la germinacion asimbiética y desarrollo de las
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semillas de D. aurantiacus, hasta el estadio de protocormo con primordios foliares,
etapa a partir de la cual se oxidaban y necrosaban. La necrosis durante el cultivo
in vitro de orquideas ha sido observada también para otras especies
emparentadas. En una especie emparentada (Spiranthes magnicamporum),
Anderson (1991) sefald que al germinar asimbidticamente semillas no se
desarrollaban mas alla del estadio de protocormo, tornandose cafés los embriones

después de su germinacion.

A pesar de que en este trabajo la germinacién simbiotica previno la
oxidaciéon, ésta también se ha descrito en otras especies como en Goodyera
repens donde posterior a una germinacion exitosa con el aislado Ceratobasidium
cereale, los protocormos comenzaron a tornarse cafés y necrosarse cuando se

desarrollaron hasta el estadio 5 (Smerciu y Currah, 1989).

La germinacion fue promovida por el medio MS al 50%, obteniéndose con
éste los mejores porcentajes de germinacion, asi como la menor oxidacion en el
tratamiento control, en comparacion con los otros dos medios utilizados. Lo
anterior, se puede deber a que este medio posee la concentracion mas alta de
sales minerales (Arditti y Ernst, 1984), ademas de contener altos niveles de
potasio y de nitrégeno en forma de nitrato de amonio, siendo éste ultimo elemento
un factor que induce la divisién celular (George & Sherrington, 1984; Razdan,
2002). Aunque el medio KC es el mas utilizado para la germinacién de las semillas
de orquideas, el medio MS en algunas especies ha promovido el 100% de

germinacion (Potisek et al., 1995).

El carbén activado (CA) es comunmente utilizado en la propagacion
asimbidtica de orquideas, independientemente de que se presenten problemas de
oxidacion en los cultivos in vitro, para adsorber cualquier sustancia téxica que se
genere (Arditti, 1993; Thomas, 2008). Al utilizar CA, se ha logrado inducir de
manera efectiva el desarrollo de protocormos, asi como la formacién de plantulas

a partir de protocormos oxidados (Fu, 1978; citado por George y Sherrington,
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1984; Hossain et al., 2010). Sin embargo, en el presente estudio mostré efectos
inhibitorios en la germinacion en los tres medios de cultivo ensayados, no
lograndose la formacién de plantulas. Es posible que esto se debiera a que
algunas marcas comerciales de carbon activado contienen trazas de algunos
metales pesados que pudieran ejercer algun efecto inhibitorio en la germinacion
(Thomas, 2008).

La adicion de &cido citrico (100 m L") y ascérbico (150 m L), asi como de
PVP (1 g L™ redujeron significativamente la oxidacion en las primeras etapas de
desarrollo. Con el PVP se disminuyd la oxidacion y también se favorecio el
desarrollo al ser adicionado al medio MS al 50% control. Sin embargo al emplear
acido citrico y ascorbico, solamente se favorecio la germinacién en los tres medios
de cultivo utilizados, pero no el desarrollo. Por consiguiente, se propone el empleo
de diferentes medios de cultivo, donde de manera inicial se recomendaria utilizar
AC-AS para inducir la germinacion y posteriormente subcultivar los protocormos
obtenidos a medio MS 50% control, para favorecer su desarrollo y lograr la

obtencion de plantulas.

Por otra parte, la mezcla de varios antioxidantes también pudiera tener
efectos positivos como los encontrados para otras orquideas, donde la adicion de
carbon activado en combinacién con acido citrico y ascorbico favorecieron el
crecimiento en altura de plantas cultivadas in vitro, asi como el crecimiento en
longitud de sus raices (Diaz et al., 2006). También es posible que la utilizacion de
estas sustancias en otras concentraciones pudiera tener mejores efectos. Por
ejemplo, la reduccion del pH de los acidos organicos para impedir la accién
enzimatica que produce la oxidacion, asi como la adsorcion de fenoles por el PVP

en el mismo medio pudiera tener un efecto sinérgico.

Posiblemente otras maneras de abordar el problema de la oxidacién
durante la germinacion para D. aurantiacus, sea utilizando medios de cultivo

liquidos, en los cuales se ha documentado que las sustancias toxicas que se
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liberan pueden difundirse rapidamente al mantener los cultivos en agitacion
constante (Ichihashi y Kako, 1977; citados por George y Sherrington, 1984;
Azofeifa, 2009). Asi mismo, se sugiere reducir los tiempos de desinfestacion de las
semillas, ya que también se ha visto que el agente desinfectante puede tener un
efecto abrasivo, o bien realizar una combinacion de dichas estrategias para

favorecer una mejor respuesta (Azofeifa, 2009).

En lo que respecta a la formaciéon de cuerpos parecidos a protocormos
(PLB’s) a partir de la raiz de las plantulas asimbioticas de D. aurantiacus, es una
respuesta que es poco comun en el cultivo in vitro de orquideas, cuando no se han
adicionado reguladores de crecimiento al medio. Esta respuesta observada
probablemente se debi6 a tres factores: 1) que la cantidad endégena de hormonas
presentes en esta especie sea elevada, 2) que las células del meristemo terminal
de la raiz permanecieron un mayor tiempo activas y con algun estimulo externo se
desencadend su desdiferenciacion y la formacion de regenerantes y 3) debido al

efecto de alguno de los componentes del medio de cultivo (Pierik, 1990).

En este estudio, resulté evidente que los cultivos simbidticos promovieron
una mayor germinacion de las semillas que los asimbidticos, asi como su posterior
desarrollo hasta constituir plantas que no presentaron el problema de la oxidacion.
Se ha senalado que la germinacion de las semillas en las orquideas terrestres y su
posterior desarrollo, ha mostrado ser mas eficiente de manera simbidtica que
asimbidtica (Anderson, 1991; Zettler; 1997; Markovina y McGee, 2000; Ramsay y
Dixon; 2003). En particular en el género Spiranthes (al que anteriormente
pertenecia esta especie), se ha visto que las especies son relativamente faciles de
cultivar in vitro mediante la germinacion simbidtica de sus semillas (Anderson,
1991; Zelmer y Currah, 1997; Zettler y Mc Innis, 1993; Zettler et al., 1995; Stewart
et al., 2003).
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Por otro lado, también se ha documentado la variabilidad que presentan los
hongos micorrizicos para promover la germinacién in vitro de las semillas de las
orquideas terrestres, su crecimiento y desarrollo hasta constituir una planta
(Smerciu y Currah, 1989). A pesar de que en algunos casos, los hongos pueden
promover la germinacidn en los estadios iniciales de desarrollo, no son capaces de
establecer una verdadera simbiosis con los protocormos resultantes, lo que
posiblemente indique que existan varios hongos asociados con diferentes estadios
del desarrollo de las orquideas o bien que exista una pérdida del potencial de la
estabilidad genética durante su almacenamiento (Marx y Daniel, 1976; citados por
Smerciu y Currah, 1989).

Lo anterior se vio reflejado en los resultados obtenidos para la germinacion
simbidtica de D. aurantiacus, al encontrarse diferentes respuestas en la
germinacion y desarrollo dependiendo del aislado micorrizico empleado. Un
ejemplo claro de esto fueron las respuestas obtenidas con los aislados 11 y 17,
con los cuales se obtuvieron los mayores porcentajes de germinacion. Estos
aislados fueron probados antes por Rangel (2006), dando también los mejores
resultados de germinacion y desarrollo. Sin embargo, los porcentajes de
germinacion que obtuvo fueron menores en comparacion con los registrados para
el presente trabajo. Lo mismo sucedio con el aislado 28, también antes probado
por el mismo autor, el cual no promovio la germinacion y en esta investigacion de
manera opuesta se obtuvo un porcentaje elevado. Otro de los aislados utilizados
(A37), pudo por el contrario haber perdido su potencial micorrizico al tener un
excesivo crecimiento en el medio convencional de cultivo. Lo anterior demuestra
que a pesar de utilizar el mismo germoplasma, tanto de hongos como de semillas,
en ocasiones no se obtienen los mismos resultados debido probablemente a

efectos de almacenamiento.
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6.

CONCLUSIONES.

Se comprobd la viabilidad de las semillas de D. aurantiacus, después de cinco
anos de almacenamiento, asi como el grado de efectividad de los aislados de
HMO resguardados en el Banco de Germoplasma.

Se logré por primera vez la germinacion asimbidtica de las semillas de D.

aurantiacus, mas alla del estadio de protocormos.

El mejor medio de cultivo para la germinacion asimbiética fue el MS al 50% sin
antioxidantes, dado que fue el que promovio tanto la germinacion como evito la

oxidacion de los embriones de las semillas.

El empleo de distintos tratamientos antioxidantes no mejor6 sustancialmente el
problema de oxidacion durante la germinacién asimbidtica. Aun cuando la
mezcla de acido citrico y acido ascorbico en las primeras etapas de desarrollo la

disminuyo, las plantas no se desarrollaron posteriormente.

Se observd que la morfologia del desarrollo fue distinta para las plantas
simbidticas y asimbidticas durante su cultivo in vitro, siendo mas rapida la
germinacion y formacién de plantas completas en los cultivos simbidticos. Se
obtuvieron protocormos con dos hojas a los 28 dias después de la siembra de
las semillas, en comparacion con el doble de tiempo (56 dds) para los

tratamientos asimbidticos.
En los cultivos simbidticos, no se encontraron diferencias en la respuesta

germinativa de las semillas cuando los aislados micorrizicos provenian de

plantas adultas o de protocormos.
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e Durante la propagaciéon asimbidtica se registré la formacion de PLB’s, lo cual
resultd novedoso debido a que no es comun que este tipo de estructuras se
desarrollen a partir de tejidos radicales. Se observdé que los PLB’s también
sufrieron oxidacion, por lo que sera necesario desarrollar otros protocolos que
puedan disminuir este problema durante la propagacion asimbiotica. Esta puede
ser una nueva via de regeneraciéon de plantas que no estuvo prevista, pero que

también se puede recurrir en caso de no contar con germoplasma suficiente.

e Métodos simples como la siembra de las semillas en un papel filtro sin la
utilizacion de antioxidantes, demostr6 ser eficiente en disminuir
considerablemente la oxidacion durante la germinacién, por lo que es posible

que algun elemento del medio sea la principal causa de este problema.

e Aun cuando no se logréo de manera completar evitar la oxidacion de las semillas
en ninguno de los tratamientos probados, se lograron obtener plantulas
asimbidticas de D. aurantiacus y se corroboro lo anteriormente obtenido para la
simbiotica. Ambos protocolos pueden ser utilizados para la propagacion,

conservacion y uso sustentable de otras orquideas.
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CAPITULO 3. Reintroduccion de D. aurantiacus a su habitat natural, como una

estrategia para su conservacion in situ.

1. INTRODUCCION.

Las ciudades con un continuo desarrollo urbano y crecimiento poblacional, como
la Ciudad de México, estan sujetas a la destruccion constante de sus areas verdes y
por consiguiente a la pérdida de su vegetacién nativa y urbana. Tal y como sucede en
la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel donde las orquideas que habitan en él
son unas de las especies mas vulnerables ante esta degradacion y fragmentacion del
habitat. Muchas de las especies han quedado en parches aislados dentro de la misma,
pero a pesar de ello siguen persistiendo (Hagsater et al., 2005; Salazar, 2009). Esto
hace evidente su alta especializacién y el importante papel que estas plantas tienen en
la naturaleza, en donde algunos autores como Newman et al. (2007), sugieren que la
presencia de orquideas silvestres son un indicador de la condicion de la vegetacion y

de la salud del ecosistema.

Por consiguiente, es indispensable el establecimiento de estrategias integrales
de conservacion para esta familia de plantas, las cuales incluyan la reintroduccion de
especies a sus habitats naturales, contribuyendo con ello a su conservaciéon in situ.
Para que estas estrategias sean exitosas se requiere establecer un equilibrio entre la
necesidad urgente de actuar para evitar una mayor pérdida de los habitats naturales y
la busqueda de informacién esencial que permita tener los conocimientos basicos de

las especies y del ecosistema a ser conservado (Swarts et al., 2007).

Se debe considerar cuidadosamente el establecimiento de objetivos especificos,
el propdsito ecologico general, las limitaciones técnicas y bioldgicas a las cuales es
posible enfrentarse, razones por las que lo ideal es contar con un equipo de trabajo

multidisciplinario (Seddon et al., 2007).
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La estrategia de conservacion integral puede ser vista como un modelo
piramidal, donde la cuspide de esta piramide es lograr el rescate de especies, para lo
cual se requiere tener conocimiento de los escalones que estan por debajo de ella. Es
decir, conocer las interacciones entre diversos factores, como la demografia y genética
de poblaciones, la conservaciéon del suelo, el manejo biolégico, la propagacion,
reintroduccion y restauracion del habitat. Los enfoques de la conservacién integral
varian de acuerdo a las diferentes especies con las caracteristicas de sus habitats y su
distribucion. Sin embargo; el propdsito basico permanece siendo el mismo, lograr el
rescate de especies (Dixon y Batty, 2003; Hopper, 1997; citados por Swarts et al.,
2007).

Dentro de estas estrategias integrales de conservacion, la reintroduccién de
especies a la vida silvestre se considera como el ultimo paso de la conservacion in situ.
A través de ella se contribuye de manera directa al proceso de restauracion ecoldgica
de un ecosistema. Siempre y cuando aun existan tanto el habitat, como las presiones
que dieron origen a la disminucién de las poblaciones silvestres de las especies que

han desaparecido (Lascurain et al., 2009).

En el caso particular de las orquideas, existen muy pocos estudios sobre la
reintroduccion de éstas tanto a nivel mundial como en México. Ademas, son contados
los proyectos en los que se da seguimiento a largo plazo de las poblaciones de

orquideas reintroducidas (Cuadros 6 y 7).

Aunado a esto si consideramos que algunas especies estan practicamente
extintas en la naturaleza y que por consiguiente la obtencién de material biolégico se
dificulta, el empleo de especies modelo es ideal para poder desarrollar protocolos de
conservacion para esta familia de plantas. Las especies modelo son aquellas orquideas
que se encuentran bien adaptadas a los cambios ambientales y de las cuales es facil
adquirir semillas (Ortega y Rangel, 2007). Esto a su vez nos permite generar
informacion util de las especies y alternativas para su manejo. Algunas de estas

alternativas son la micropropagacion de plantas y su venta en jardines botanicos o a
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aficionados, sin seguir causando dafio a las poblaciones silvestres de orquideas. Al
mismo tiempo esta actividad permite proveer de fuentes para el financiamiento y el

monitoreo de proyectos a largo plazo.

Tal es el caso de Dichromanthus aurantiacus, orquidea con una amplia
distribucion dentro de la REPSA. Esta especie presenta una estrategia reproductiva tipo
r (produccién de numerosos descendientes, pero baja supervivencia), por lo que su
ciclo de vida en la naturaleza es corto en comparacion con otras especies de orquideas.
Esto se ve compensado con la produccion de un numero relativamente grande de
capsulas (hasta 17) con semillas que permanecen viables por largos periodos de

tiempo (Rangel, com. pers.).

En la actualidad, son contados los estudios que han investigado los
requerimientos ecologicos del habitat para lograr un establecimiento exitoso in situ de
las plantas micropropagadas. Para poder entender cuales son los factores clave del
habitat que afectan la supervivencia de las plantulas reintroducidas, se sugiere estudiar

el impacto de los factores del habitat a pequefas escalas (Scade et al., 2006).

En la presente investigacion, se busco correlacionar los factores edaficos y
climaticos con la supervivencia de las plantas reintroducidas a nivel de microambiente,
dado que no existen para la REPSA descripciones amplias de la cubierta edafica, ni de
la heterogeneidad ambiental a escala de micrositio. Ademas es el primer estudio tanto
en México como a nivel mundial, que realiza una comparacion de reintroduccion
simbidtica y asimbidtica. Por tanto, se propone que la informacién generada sirva como
modelo para el establecimiento de protocolos de propagacion y reintroduccion para la
conservacion de plantas y hongos micorrizogenos y para la restauracion de este

ecosistema.
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a. Reintroduccion biolégica

La reintroduccion es un método cuyo objetivo principal debe de ser establecer una
poblacion viable en campo de las especies que estan global o localmente extintas, o
bien aumentar las poblaciones existentes que no pueden ser manejadas
sustentablemente a largo plazo. Esta conjunta las estrategias de conservacién in situ y
ex situ, al utilizar materiales obtenidos a partir de la germinacion de semillas (con
genotipos conocidos) almacenadas en un banco de germoplasma y del empleo de
métodos de propagacion de plantulas que seran restablecidas en su habitat natural
(Ecker, 1989; Rangel, 2006).

Considerando lo anterior, la evaluacion de un sitio para reintroduccién necesita
asegurar que los requerimientos criticos de las especies se satisfagan y puedan a su
vez ser mantenidos Este objetivo también puede incluir: aumentar las probabilidades de
supervivencia de una especie a largo plazo; mantener y/o restaurar la biodiversidad
natural; proveer beneficios a largo plazo a la economia local y/o nacional; promover la
toma de conciencia de la conservacion o alguna combinacién de ellos (Cribb et al.,
2003).

En respuesta al aumento en la incidencia mundial de proyectos de
reintroduccion, los especialistas de la IUCN han planteado una serie procedimientos
que cubren los requerimientos biolégicos de las especies para tener mayores
posibilidades de éxito en los proyectos de reintroduccion. Estos se enlistan a

continuacion (www.iucn.org).

1) Estudio de factibilidad e investigacion de antecedentes

Debe llevarse a cabo una evaluacion de la condicion taxondmica de los
individuos a ser reintroducidos. Lo ideal es hacer estudios detallados de la condicion y
la biologia de las poblaciones silvestres (si ellas existen), para determinar las
necesidades criticas de la especie. Se deben de incluir requerimientos bioticos vy

abidticos del habitat, mecanismos de dispersion, biologia reproductiva, genética de
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poblaciones, demografia, relaciones simbidticas (por ej. con micorrizas y polinizadores),
insectos plaga y enfermedades. En general, un conocimiento sélido de la historia
natural de la especie en cuestion es crucial para el esquema completo de

reintroduccion.

2) Reintroducciones previas. Establecimiento de protocolos
Se debe llevar a cabo una investigacion exhaustiva de los estudios piloto sobre
reintroducciones previas de la especie en cuestion o de especies similares, que

permitan establecer un protocolo nuevo y mejorado de reintroduccion.

También llevar a cabo la identificacion de las causas previas que llevaron a la
disminucidén o extincion de la especie: enfermedades; sobreexplotacion por colectas;
contaminacion; herbivoria, especies introducidas; pérdida de habitat; efectos adversos

de investigaciones o programas de manejo previos, entre otros.

3) Eleccién y Evaluacion del sitio de reintroducciéon

Se refiere a la disponibilidad de un habitat adecuado: las reintroducciones
deberian tener lugar solamente donde se encuentren satisfechos los requerimientos del
habitat de la especie y que puedan ser mantenidos como tales en forma sostenida en
un futuro previsible. El sitio o los sitios elegidos para la reintroduccién, deberian de
estar dentro del area de distribucién histérica de la especie. A su vez, el area de

reintroduccion deberia tener asegurada su proteccion a largo plazo.

4) Evaluacion post-reintroduccién

Un seguimiento constante de todos los individuos reintroducidos en su habitat
natural, debe ser parte integral de todo programa de reintroduccion. Esto permitira
evaluar a largo plazo el éxito de la reintroduccion. Este aspecto tan vital puede llevarse

a cabo por métodos sencillos como el marcaje y seguimiento de plantas.
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b. Reintroduccion de orquideas

Dentro de las técnicas de reproduccion vegetativa de plantas, el cultivo simbiético in
vitro y la reintroduccion de orquideas terrestres en su medio natural obtenidas por esta
via de propagacion, son alternativas eficientes para el establecimiento de protocolos de
conservacion integral para esta familia de plantas (Zettler, 1997; Ramsay y Dixon, 2003;
Batty et al., 2006b; Ortega y Rangel, 2007). Desafortunadamente son pocos los trabajos
qgue definen las condiciones basicas necesarias para llevar a cabo la reintroduccién de
orquideas, principalmente terrestres (Ramsay and Stewart; 1998; Batty et al., 2006), asi
como los factores bidticos y abidticos que determinaran su establecimiento en

condiciones naturales (Scade et al., 2006).

Ramsay y Dixon (2003) sugieren como aspectos clave importantes a considerar para
lograr una reintroduccién exitosa: 1) la seleccion adecuada del sitio, por lo que se
requiere conocer el habitat de distribucion de la especie, las especies que cohabitan y
la fenologia del sitio; 2) conocer las caracteristicas del suelo del sitio de reintroduccion,
tales como pH, contenido organico, clase de suelo, entre otros; 3) tratar de controlar
herbivoria, malezas y plagas que sean una amenaza directa o que puedan causar
enfermedades a las plantas reintroducidas y 4) la presencia de propagulos micorrizicos
en el sitio. Es importante tener conocimiento de las interacciones planta-hongo y de su
especificidad, para considerar los requerimientos del habitat de ambos organismos

asociados.

Asi mismo, mantener un buen registro y un seguimiento regular (al menos anual) de
las plantas reintroducidas son aspectos cruciales para el éxito de cualquier programa de
rescate y conservacion de orquideas (Batty et al., 2006). No obstante, éstas son a
menudo pasadas por alto, siendo escasos los trabajos en la literatura que cumplen con

ello.
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c. Orquideas terrestres y epifitas

Existen pocas investigaciones tanto a nivel mundial como en México donde se

realizan estudios enfocados a la reintroduccion de orquideas epifitas (Cuadro 5) y

terrestres (Cuadro 6). En dichos trabajos es variable el éxito obtenido en la

supervivencia. Se observa que la reintroduccién de las especies se realiza so6lo por una

via ya sea simbidtica o asimbidtica, pero no ambas. También es evidente que en la

mayoria de ellos no se da un seguimiento a largo plazo de las poblaciones de

orquideas reintroducidas. No se sabe si las plantas que han logrado florecer y formar

frutos, presentan semillas viables que puedan germinar tanto in situ (reclutamiento de

nuevos individuos) como ex situ hasta formar una planta, completandose asi el ciclo de

vida.

Cuadro 5. Estudios de reintroduccion con orquideas epifitas.

Especie

Habitat

Estrategias de

Supervivencia de la

Referencia

conservacion

reintroduccion

EUA, 6 meses: 50% en los 3 sitios
Antillas del Propagacion 8 meses: 42% en 1 sitio, en
Epidendrum Oeste, ropage los 2 restantes soélo 2 plantas
s simbidtica y s Zettler
nocturnum México, . L persistieron.
. reintroducciéon en e s et al., 2007
(Jacquin) Centroy tres sitios 1er. afio: 20% en un sitio y
Norte de 0% en el resto de los sitios.
Sudamerica
. Pr_o,p_agamon_ Se proporcionan datos
asimbidtica ex situ y ) ~
. ’ después de 2 afios de
Vanda spathulata India reintroduccion de reintroduccion Decruse et
(L.) Spreng planfgz:;%ualéaessen 2 Localidad 1 43.4% al., 2003
X Localidad 2: 79%
diferentes
Micropropagacion Se proporcionan datos
asimbidtica y después de .
Vanda coerulea . . ) ~ ; C e Seeniy
Griff ex. Lindl India rem?roducmon de 1 afio de.relntroducmon. Latha. 2000
’ ’ plantulas en 2 Localidad 1: 70% ’
localidades Localidad 2: 80%
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Grammatophyllum
speciosum (Blume)

Banco de semillas
(crioconservacion)
Propagacion

Se proporcionan datos
después de 5 afios de
reintroduccion, con un
intervalo de supervivencia de
10-95%.Una planta florecié y
formé frutos. Se logré la
germinacion de las semillas y

asimbiética in vitro, | |a formacion de plantulas que Wing y
Singapur aclimatizacion y fueron nuevamente Thame,
reintroduccion en reintroducidas. 2005
5 diferentes zonas
Bulbophyllum urbanas y en una .
vaginatum (Lindl.) reserva natural Se proporcionan datos
después de 5 afios de
Rchb.f. : S .
reintroduccion. Se describe
Bulbophyllum . ; .
una supervivencia de mas
membranaceum del 90% de las plantas
Teijsm & Binn ’
Lycaste skinneri Se proporcionan datos sélo
(Batem. ex Lindl.) para dos fechas.
Lindl. var. skinneri 6 meses: 69%
4to. afio: 12%
Lycaste aromatica Micropropagacion Martinez
(Grahan ex Hooker) México asimbiotica y 6 meses: 60% 1991 ’
Lindl. reintroduccion 4to. ano: 7%
Oncidium - Ao
stramineum (Lindl.) 21deg' Zr%%_ 1’%0//"
Batem. P A TYD
Propagacion
Prostechea . A AR Ao De la Cruz,
vitellina México asimbiotica in vitro y 6 meses: 0% 2006

reintroduccion

Cuadro 6. Estudios de reintroduccién con orquideas terrestres.

Supervivencia de la

Especie Habitat Estrateglas. 'de . < Referencia
conservacion reintroduccién
Germinacion
Diuris asimbidtica, 4to. afio: 32.5% y 29.1%
fragantissima Australia aclimatizacién y (primavera y otofo, Smith
(D.L.Jones & reintroduccion de respectivamente). et al., 2009
M.A.Clem.) plantas en 2 Se observo floracién 4 anos
estaciones del afo después
Caladenia Creacion de un ~ 0
arenicola (Hopper banco de ler. ano 550A’
2do. afio 0%
& A.P.Brown) Australia germoplasma Batty
Pterostylis (semillas y de HMO) ~ o et al., 2006
> - 1er. afio 90%
sanginea Propagacion 2do. ario 40%
D.LJones & simbidtica ex situ y : °
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M.A.Clem. reintroduccion de 3er. afio 0%
plantulas
Thelymitra 1er. afio 80%
manginiorum 2do. afio 75%
(Jeanes, ms) 3er. afo 70%
No se proporcionan datos Muir, 1987;
Anacamptis Propaqacion numericos de la Ramsay,
laxiflora (Lam.) R. . rropag : supervivencia. Se observo 1994; citados
; simbidtica ex situ y y ”
M. Bateman, Reino . o floracion y formacion de por
. . reintroduccion de
Pridgeon, M. W. Unido lantulas frutos en las plantas Ramsay y
Chase P reintroducidas. Dixon; 2003
. Micropropagacion L McKendrick,
Dac_tyl_orh|za Reino simbidtica ex situ y EStUd.IO piloto. No se 1995; citado
majalis var. : . e proporcionan datos de su
raetermissa Unido reintroduccion de supervivencia por Ramsay y
b plantulas P : Dixon; 2003
Germinacion in situ,
micropropagacion 1er. afio: 12%
Liparis loeselii (L.) Reino simbidtica ex situ y | 2do. afio: florecié y formé tres Ramsay y
Rich. Unido reintroduccion de capsulas una de las plantas Dixon; 2003
plantulas reintroducidas.
. 1er. afio: En 3 sitios 0% y en
. Propz_aggmon el resto mas del 70% de las Stewart e_t al,
Spiranthes EUA simbiotica y . 2003;
; ' . : . e plantas florecieron.
brevilabris (Lindl.) | Florida reintroduccion en = Eno Stewart,
" 2do. y 3er. afio: 53% de las
6 sitios ; 2008.
plantas florecieron.
Propagacion ler. afio:
asimbié?[ic% ex situ 'y Localidad 1: 78.5%
Ipsea malabarica . . = Localidad 2: 75.8% Gangaprasad
(Rchb.f) Hookf, | 'ndia reintroduccion de 2do. afio: hubo una etal., 1999
plantulas en 2 sitios diSminucia |
diferentes isminucion en la
supervivencia.
. L 1989: 1er. afio 100%
Micropropagacion 1990: 1er. afio 50%
. . ; simbidtica ex situ y . gt
Cypripedium Reino reintroduccion de Se observo floracién en una Ramsay y
calceolus (L.) Unido . planta once afios después de | Stewart; 1998
plantulas en dos la reintroduccion
afnos 1989 y 1990 '
No se proporcionan datos
. numeéricos de supervivencia.
Propagacion Un ano después de la
Paphiopedilum Malasia asimbidtica ex situ y reintroduccion las olantulas Grell et al.
rothschildianum reintroduccion de P 1988

plantulas

formaron nuevas estructuras
como hojas y raices sanas.
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d. Reintroduccion de orquideas en la Reserva Ecoldégica del Pedregal de San

Angel

Bletia urbana Dressler, fue la primer orquidea de la REPSA en ser propagada por
medio del cultivo asimbidtico (Chavez, 1980). A partir de la germinacion in vitro de sus
semillas, se logré la formacion de plantulas que fueron aclimatizadas en invernadero y

posteriormente reintroducidas a su habitat natural (Rubluo et al., 1989).

En 1998, se logrd por primera vez el cultivo simbidtico de esta especie (Ortega-
Larrocea et al., 2000) y anos mas tarde su reintroduccion por Castillo (2002), quien
reintrodujo 170 plantas micorrizadas en época de lluvias a su habitat natural. Se
reintrodujeron dos grupos de plantas unas que habian sido aclimatizadas en
invernadero durante mas de 1 afo y otras aclimatizadas durante 54 dias. Después de
cinco afnos de reintroducidas estas plantas se logré su floraciéon y la subsecuente
formacion de frutos, que fueron recolectados para sembrar sus semillas in vitro,
obteniéndose mas del 90% de germinacién de las mismas (Ortega-Larrocea y Rangel,
2007). Esto demostré la factibilidad del uso de la propagacion simbidtica como una

estrategia exitosa para la reintroduccién de esta especie.

Rangel en los afos 2004 y 2005, llevo a cabo la reintroduccion de plantulas
obtenidas a partir de cultivos simbidticos de Dichromanthus aurantiacus, en micrositios
diferentes dentro de la REPSA, siendo esta la segunda orquidea en ser reintroducida

para este ecosistema.

El protocolo de propagacion simbidtica y asimbidtica desarrollado en la presente
investigacion permitio la obtencion de plantulas por ambas vias, que fueron
reintroducidas en la REPSA. Por lo tanto, la hipétesis planteada fue comprobar que en
la naturaleza las poblaciones de orquideas terrestres simbidticas tienen una mayor

capacidad adaptativa que las asimbidticas.
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2. OBJETIVO GENERAL.

Reintroducir en la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA),
plantulas de Dichromanthus aurantiacus propagadas in vitro tanto simbidtica como
asimbioticamente y evaluar las condiciones microambientales en donde se distribuye,

en sitios conservados y perturbados dentro de la misma.

a. Objetivos particulares

% Caracterizar en laboratorio y en campo algunas condiciones de los micrositios en
donde se distribuye D. aurantiacus en la REPSA, con base en factores edaficos y

microclimaticos para evaluar si fueron los sitios adecuados de reintroduccion.

% Evaluar la supervivencia de las plantas reintroducidas con relacion a su procedencia
(simbidtica o asimbidtica) y a los factores microambientales (climaticos y edéficos)

de cada sitio.
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3. MATERIALES Y METODOS.

a. Establecimiento ex vitro de las plantas micropropagadas

Una vez documentada la germinacion (Cap.2), las plantulas simbidticas fueron
subcultivadas una sola vez en medio MBA al 50% y las asimbidticas dos veces (cada
dos meses) en MS al 50%. Para su establecimiento ex vitro, las plantulas se lavaron
con agua destilada y se colocaron en charolas de plastico cerradas (previamente
humedecidas con agua) en la camara de incubacién en las mismas condiciones,
durante tres dias. Posteriormente, se etiquetd cada plantula con numeros al azar y se
midié el numero de hojas, la longitud de la mas larga y la longitud de la raiz. El
trasplante se hizo en suelo de la REPSA tamizado (2 mm), homogeneizado y
esterilizado en autoclave durante 45 min, a 1.5 kg/cm? de presién y 121 °C. Las plantas
se mantuvieron en sustrato al 100% de su capacidad de campo en condiciones de

invernadero reduciéndola gradualmente hasta el 60%, durante un periodo de 2 meses

previo a su reintroduccién (Figs. 19 y 20).

Figura 19. Fase de endurecimiento de las plantulas de D. aurantiacus, obtenidas a partir de su
cultivo A) simbidtico y B) asimbiético. En secuencia de izquierda a derecha se observan en la
primera columna las plantas obtenidas in vitro, en la segunda la eliminacién de agar con agua,
en la tercera el marcaje de cada planta y en la ultima su medicion.
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Cultivo in vitro semillas de
D. aurantiacus

v

Formacion plantulas

I_ Establecimiento ex vitro _I

150 plantulas simbidticas 200 plantulas asimbidticas
| J

L 2
ACLIMATIZACION

1) Lavado con agua corriente
2) Etiquetado de cada plantula c/ numeros al azar
3) Registro por plantula del no. hojas, tamafo de raiz
y largo de la hoja mas grande

1 1) Recolectado
2) Tamizado
SIEMBRA EN SUELO 3) Homogeneizado
4) Esterilizado

Vaciado en macetas == 100% capacidad campo

|

I |
Carton Plastico
1/3Tezontle+ 2/3 suelo 1/3Tezontle + 2/3 suelo
1/3Tepojal +2/3 suelo 1/3Tepojal +2/3 suelo
4 plantulas 2 plantulas

r Grupos con 12 plantasj

Simbic’iticas Asim?i(’)ticas

'

Endurecimiento en invernadero (2 meses)
Reduccién gradual de la capacidad de campo hasta un 60%

Reintroduccion en la REPSA

Figura 20. Metodologia general para la obtencion de plantulas mediante la germinacion
simbidtica y asimbittica de semillas de D. aurantiacus.
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b. Caracterizacion de sitios y reintroduccion

La reintroduccion de las plantulas simbidticas y asimbioticas se llevd a cabo en la
Zona Nucleo Poniente de la REPSA (Fig. 21). Se realizé durante la época de lluvias en
el ano 2007, a finales del mes de septiembre, los dias 24 y 25. Se eligieron 5 sitios
aislados entre si con distinto grado de perturbacion, seleccionados con base en la
distribucion de individuos adultos de D. aurantiacus (en floraciéon), catalogandolos en
sitios perturbados (1 y 2) y conservados (3 al 5) (Fig. 22). El grado de perturbacion se
determin6 con base en la caracterizacion de la vegetaciéon circundante y considerando

datos microclimaticos y edaficos in situ (Cuadro 7).

Figura 21. Fotografia aérea de la Reserva Ecolégica (Fuente: Gaceta UNAM, 2005),
dentro de los terrenos de Ciudad Universitaria. Se muestran los cinco sitios
seleccionados para la reintroduccion de D. aurantiacus en el afio 2007.
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Cuadro 7. Caracterizacion de los sitios de reintroduccion de D. aurantiacus.

Sitio

Categoria

Micro-
ambiente

Vegetacion

Caracteristicas
fenolégicas

Perturbado por

Caracteristicas
edaficas in situ

praecox, Muhlenbergia
robusta, Echeveria
gibbiflora)

hojarasca de
especies arboreas
circundantes

incendio e invasién Profundidad
de pastos. Con maxima del
. . s abundantes heces suelo:
1 Perturbado Plano Sin flora nat|va_. Sitio de conejo y cascajo 20 cm
(P) totalmente abierto.
a los alrededores y pH con H,0
expuesto a la destilada=7
incidencia solar pH con CaCl,=6
directa.
Cobertura vegetal Senales de. fuegoy Profundidad
. presencia de .
escasa, Unicamente maxima del
. abundante pasto. .
Perturbado Muhlenbergia robusta . suelo: 9 cm
2 Plano Presencia de heces
(P) en los alrededores y d . pH con H,0
) € conejo. X -
gran cantidad de : . destilada= 7
hojarasca de eucalipto Incidencia solar pH con CaCl,=7
) directa. 2
Principalmente o
herbaceas. Abundantes Srgfaeeliviigtgon
helechos (Asplenium P y
fragmentada con .
praemorsum) y resencia de Profundidad
crasulaceas (Echeveria P CQUEROS maxima del
Conservado | Promon- gibbiflora). Plantas de . pea suelo: 4 cm
3 X intersticios donde
(C) torio mayor talla como pH con H,0
! . . se acumula suelo y : =
Opuntias, Wigandia hoi destilada= 6
: ojarasca. _
urens, Senecio praecox, A pH con CaCl,=5
. Radiacién solar
Buddleia cordata y directa en la mayor
Bursera cuneata. may
parte del sitio.
Especies arbustivas y
herbaceas todas Sobre una plancha
caracteristicas de este | de roca basaltica
matorral (Asplenium con abundante Profundidad
praemorsum cobertura vegetal y maxima del
Conservado Mammillaria gran cantidad de suelo: 6 cm
4 Plano . i
(C) magnimamma, hojarasca. pH con H,0
Muhlenbergia robusta, | Incidencia de luz destilada= 7
Muhlenbergia virletti, solar no tan directa | pH con CaCl,=6
Opuntia robusta, por la cobertura
Senecio praecox, vegetal presente.
Eheveria gibbiflora).
Especies arbéreas Abundante
circundantes (Schinus cobertura vegetal, :
. Profundidad
molle) y especies que protegen de la .
Y S ; maxima del
Conservado caracteristicas de_ la |nc_|denC|a solar suelo: 10 em
5 Plano Reserva (Opuntia directa. Gran )
(C) . . pH con H,0
robusta, Senecio cantidad de ; -
destilada= 7

pH con CaCl,=7
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Epoca de lluvias Epoca de secas

SITIO 1P

SITIO 2P

SITIO 3C

Figura 22. Fenologia de los sitios elegidos para la reintroduccion de D. aurantiacus,
dentro de la REPSA en el afio 2007.
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Epoca de lluvias Epoca de secas

SITIO 4C

SITIO 5C

Figura 22. Fenologia de los sitios elegidos para la reintroduccion de D. aurantiacus,
dentro de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel, en el afio 2007.

En cada sitio, se reintrodujeron un total de 48 plantas (24 simbitticas y 24
asimbidticas), que fueron previamente aleatorizadas en la etapa de endurecimiento, con
la finalidad de formar grupos de 12 individuos provenientes cada uno de ellos de un
tratamiento distinto. Su siembra se realizé alrededor de una planta adulta de la misma
especie formando cuatro grupos de 12 plantas. En cada uno las plantas fueron
alternadas de manera simbiotica-asimbiotica-simbidtica-asimbidtica colocadas en los

cuatro puntos cardinales (Fig. 23).
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La supervivencia de las plantas reintroducidas se registré6 un aio después cada
15 dias a lo largo de todo el periodo de lluvias (junio-octubre 2008), considerandose el
numero de hojas que emergieron, asi como el largo y ancho de las mismas. Para
realizar estas mediciones se utilizd un vernier digital y se llevd a cabo un registro

fotografico. En total se llevaron a cabo once observaciones.

c. Analisis estadistico

Los datos de supervivencia obtenidos para las orquideas reintroducidas, fueron
transformados al arcoseno para poder analizarlos estadisticamente con el programa
Statistica version 7. Se aplicé un analisis de Tukey-Kramer para determinar las
diferencias de medias estadisticamente significativas entre las plantas simbidticas y
asimbidticas para cada uno de los sitios de reintroduccion. Para evaluar el crecimiento y
desarrollo de las plantas reintroducidas se aplicé un analisis de medidas repetidas

utilizando el mismo programa antes mencionado.

/

=

\

~— ~
— /'>

Figura 23. Ubicacion espacial de las plantas simbioticas y asimbidticas reintroducidas
alrededor de una planta adulta de D. aurantiacus.
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d. Anadlisis de variables edaficas y climaticas

De acuerdo con el manual de Siebe et al. (1996) se realizé la descripcidén del
perfil de suelo en campo, para cada de uno de los sitios seleccionados en la REPSA
donde se llevo a cabo la reintroduccion de las plantulas simbioticas y asimbidticas de D.
aurantiacus. Se consideraron las siguientes caracteristicas: profundidad y espesor,
textura, pedregosidad, color, pH, salinidad y sodicidad, porosidad, contenido de materia
organica, contenido de carbonatos, agregacion, densidad aparente, humedad actual
(Anexos 2.1 a 2.5).

Para cada sitio se tomé una muestra de 1 kg de suelo en los primeros 3 a 5 cm
(sitios conservados y perturbados, respectivamente) de la zona mas cercana a donde
se reintrodujeron las plantas y se realizé una caracterizacion quimica en laboratorio de
la cubierta edafica. Se determiné pH con un potenciédmetro (Herre, 2001), fésforo
disponible por el método de Bray-Kurtz (Shimada, 2000), cationes intercambiables
(Ca®+, Mg?+, Na* y K*) por extracciéon con acetato de amonio y lectura flamométrica
(Sanchez y Shimada, 2007) y porcentaje de C y N total cuantificado con TOC (Mora y
Shimada, 2007).

Se llevé a cabo la medicion de variables climaticas durante toda la época de
secas del ano 2007 y la época de lluvias del 2008 en cada uno de los micrositios de
reintroduccion con registradores de datos (HOBO Onset Computer Corporation,
Massachusetts, USA). Se registraron periédicamente (cada media hora) datos de
temperatura (°C), humedad relativa (%), luz fotosintéticamente activa (umol m? s™),

humedad de suelo (m*/m?®) y precipitacion (mm) (Fig. 24).
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Figura 24. Registradores de datos HOBO-Pendant, utilizados para la medicion de las
condiciones microambientales. a) Temperatura, b) humedad relativa ambiental, c)
radiacion fotosintéticamente activa (PAR), d) humedad de suelo, e) microestacion vy f)
pluviémetro.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

a. Establecimiento de las plantas micropropagadas de D. aurantiacus en
condiciones ex vitro

La obtencién de plantas simbidticas in vitro se logré a los 30 dias después de
la siembra de las semillas (dds); mientras que la formacion de plantas asimbidticas
se registr6 hasta los 200 dds (después de cuatro subcultivos). Esta marcada
diferencia en el tiempo de obtencién de las plantas es una evidencia clara del efecto
benéfico de los hongos micorrizicos en el cultivo in vitro de orquideas terrestres
(Zettler, 1997; Ortega-Larrocea, 2008).

Se observo a los 180 dds, la formacidon de 2 a 3 hojas en las plantulas
obtenidas por ambas vias. Sin embargo; para esta fecha solamente en las plantulas
asimbidticas se observo la formacion de 1 a 2 raices, mientras que las simbidticas
carecian de éstas. Las raices se generaron hasta después de 30 dias de que las
plantulas fueron establecidas en condiciones ex vitro en sustrato de la REPSA. Esto
coincide con lo observado anteriormente para esta especie por Rangel (2006), quien
también sefalé no haber presenciado la formacion de raices in vitro, sino hasta que
establecio las plantas en un sustrato. La diferencia en la formacion de raices en
plantas simbidticas y asimbioticas se puede deber a que en las primeras, las plantas
obtienen recursos del medio via los hongos micorrizicos y no requieren de la
formacion de raices. En las segundas, las plantas requieren de estructuras
especializadas para la captacién de nutrimentos por lo que generan lo antes posible
raices para completar su desarrollo. Aun asi esto no modifico la clasificacion de la
morfogénesis propuesta por Zettler y Mc Innis (1993), donde el estadio 6

corresponde a plantula con raices.

Debido a que se sembraron un mayor numero de semillas para los
tratamientos asimbidticos, se logré la obtencion de 200 plantulas asimbidticas y 150
simbidticas (Fig. 25). Durante el periodo de endurecimiento en invernadero se

registré una supervivencia del 74% para las primeras y del 96% para las simbidticas.
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En el Cuadro 8 se muestran los porcentajes de obtencion de plantulas en la
etapa de trasplante a suelo, respecto al numero total de semillas sembradas
inicialmente para los tratamientos simbidticos y asimbidticos. En éste se observa que
con los tratamientos simbidticos se requiere tres veces menos germoplasma, para
obtener un numero similar de plantas para ser reintroducidas. Esto desde luego es
un aproximado e involucra toda la variabilidad de los tratamientos incluidos, es decir,
que posiblemente estas proporciones variarian si se consideraran unicamente tanto

el tratamiento asimbidtico como el inbculo micorrizico mas efectivos.

Figura 25. Desarrollo de plantulas de D. aurantiacus en invernadero. A) Plantulas
simbiodticas, B) Plantulas asimbidticas.
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Cuadro 8. Numero de individuos simbioticos y asimbidticos de D. aurantiacus,

obtenidos en las etapas de trasplante a suelo y reintroduccion.

% del total de % de
. N° individuos . N° individuos . .
Tratamiento semillas supervivencia

trasplantados aclimatizados .
sembradas en invernadero

ASIMBIOTICO 200 33.3 148 74
SIMBIOTICO 150 81.5 145 96.6

b. Reintroduccion de D. aurantiacus a su habitat

A los 30 dias después de la reintroduccion (ddr) de las plantas simbidticas y
asimbidticas de D. aurantiacus, se observd la desaparicion de las hojas en
practicamente todos los individuos para los sitios perturbados (1 y 2). Esto también
fue previamente observado para esta especie por Rangel, 2006. Sin embargo; la
persistencia de éstas se observd en un mayor numero de plantas en los sitios

conservados 3,4y 5 (12, 42 y 44%, respectivamente).

Al cabo de un afio se registro la supervivencia de las plantas durante la época
de lluvias. A principios del mes de junio se observé la emergencia de las primeras
hojas en campo en todos los sitios. Fue posible apreciar el desarrollo completo de
éstas hasta que senescieron nuevamente por completo durante el mes de noviembre
(Figs. 26 y 27).

Estos resultados reafirman la fenologia reproductiva descrita para esta
especie, la cual pierde su parte aérea (inflorescencia y hojas) en época de secas
quedando sus estructuras persistentes (raices tuberosas), completamente protegidas
bajo el nivel del suelo (Salazar, 2009). Es hasta el inicio de la época de lluvias que se
observa la aparicidén de las hojas, en el mes de junio y en agosto el surgimiento de la

inflorescencia (Flores, 2006).
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SITIO 1

SITIO 2

Figura 26. Supervivencia y desarrollo foliar en plantas de D. aurantiacus un afo
después de su reintroduccién en campo en los sitios perturbados, durante los meses
de a) junio, b) julio, ¢) agosto, d) septiembre, e) octubre, f) noviembre del 2008.
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SITIO 3

SITIO 4

Figura 27. Supervivencia y desarrollo foliar en plantas de D. aurantiacus un afo
después de su reintroduccién en campo en los sitios conservados, durante los meses
de a) junio, b) julio, ¢) agosto, d) septiembre, e) octubre, f) noviembre del 2008.
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SITIO §

Figura 27. (continuacion).

c. Supervivencia de D. aurantiacus

En la figura 28 se muestran los porcentajes de supervivencia total en cada
sitio de reintroduccion, registrados un afo después de la reintroduccién de las
plantas simbidticas y asimbidticas. Se observé una diferencia estadistica significativa
en la supervivencia de las plantas micorrizadas y las no micorrizadas, donde fue
mayor la supervivencia para las primeras. Esto reflejo la importancia de la asociacion
de los hongos micorrizicos orquideoides para su establecimiento y desarrollo en
condiciones naturales. Tal y como lo sefalaron Ramsay y Dixon (2003), quienes han
hecho énfasis en la importancia de mantener las interacciones planta-micorriza como
una estrategia en el manejo in situ del habitat. Esto se refiere a que al reintroducir
plantas micorrizadas también se reintroduce a los hongos asociados, los cuales
tienen la capacidad de sobrevivir como saprobios en ausencia de un hospedero. De
ahi la importancia de recurrir a aislados fungicos obtenidos del mismo habitat

(Ortega-Larrocea y Gonzalez, 2008).
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Sin embargo, con respecto a las orquideas terrestres es practicamente
improbable que puedan sobrevivir a largo plazo en ausencia de sus hongos
asociados (Rasmussen, 1995). Esto se ha reiterado en la literatura a lo largo del
tiempo por diversos autores, quienes han enfatizado que las orquideas terrestres
tienen una completa o parcial dependencia con sus hongos micorrizicos en parte o
durante todo su ciclo de vida (Rasmussen, 2002; Batty et al., 2001; 2006). Lo anterior
ocurre principalmente durante la germinacién de las semillas, lo que permite que las
plantas se desarrollen micotroficamente durante toda su vida. Este trabajo permitira
corroborar esta teoria en el futuro, al haber reintroducido paralelamente poblaciones
simbidticas y asimbioticas que fueron propagadas con el mismo germoplasma, bajo

las mismas condiciones y en el mismo tiempo y sitios de reintroduccion.

Por tanto, la propagacién simbidtica a diferencia de la asimbi6tica (no mediada
por los HMO) se sugiere como una via mas exitosa para la obtencion de plantas con
fines de reintroduccion. Esto ocurre porque a pesar de que las plantas asimbidticas
se pueden micorrizan in situ una vez que han sido reintroducidas, lo mas probable es
que su desarrollo no sea igual en comparacién con las plantas que desde sus etapas

iniciales (semillas) han sido micorrizadas.

El presente estudio permitié establecer por primera vez un parametro real de
comparacion entre plantas micorrizadas y las que no lo estan al momento de su
reintroduccion en su ambiente natural. Hasta donde se sabe esto no se habia
realizado previamente. Los trabajos encontrados en la literatura sefialan haber
llevado a cabo la germinacién simbidtica y/o asimbidtica de semillas hasta lograr la
obtencion de plantas, pero solamente llegan hasta la fase de establecimiento en
invernadero (Anderson 1991; Zettler y Mc Innis, 1993; Zettler et al., 2000; Markovina
y McGee, 2000; Dutra et al., 2008) o bien aquéllos donde se ha realizado la
reintroduccion soélo por una de las dos vias (Rubluo et al., 1989; Castillo, 2002;
Rangel, 2006; Stewart, 2008; Smith, 2009). Ademas, este trabajo es uno de los

pocos donde se ha realizado la reintroduccion de una orquidea para el género
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Dichromanthus (anteriormente descrito como Spiranthes), para el cual solo se cuenta

con un reporte en la literatura sobre reintroduccion (Stewart et al., 2003).

Por otro lado, independientemente de la via de propagacién, se observo que la
supervivencia también se vio influenciada por el estado de conservacion de los sitios.
En los sitios 4 y 5 de reintroduccion (sitios conservados), fue donde se registraron los
mayores porcentajes de supervivencia tanto para las plantas simbidticas como
asimbidticas. Aunque en el sitio 3 considerado también dentro de los sitios mas
conservados, se registraron porcentajes de supervivencia menores a los encontrados

para los sitios perturbados (sitios 1y 2).

100

9
< 80 4
(2)
©
)
c
L
(o
o 60 -
L)
(}]
©
)
O 40 A
c
(]
2
S
8
= 20
(7]

0 .

1 2 3 4 5

Sitios de reintroduccioén

B CON MICORRIZAS SIN MICORRIZAS

Figura 28. Supervivencia de plantas de D. aurantiacus micorrizadas y no
micorrizadas, un afo después de su reintroduccién en su habitat natural, en los sitios
perturbados (1 y 2) y conservados (3, 4 y 5). Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05). Las barras indican la desviacion estandar.
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De manera general, la supervivencia de orquideas terrestres reintroducidas
presenta resultados muy variables dependiendo de la especie. La supervivencia
obtenida para las plantas simbidticas de D. aurantiacus fue favorable, al haberse
obtenido hasta un 83% durante el primer ano de reintroduccién. Otros proyectos de
reintroduccion de plantas simbioticas de orquideas terrestres se consideraron
exitosos al haber obtenido de 75% a 80% de supervivencia de las plantas (Ramsay y
Stewart; 1998; Batty et al., 2006).

Sin embargo, a lo largo del tiempo, se ha documentado que la supervivencia
de las plantas reintroducidas declina a lo largo del tiempo (Batty et al., 2006; Rangel,
2006; Stewart, 2008; Smith et al., 2009). De ahi la importancia de realizar una
evaluacion constante y a largo plazo de las poblaciones de orquideas reintroducidas
para poder tener una medida real de su supervivencia y establecimiento in situ
(Ortega et al., 2009).

Respecto a las orquideas que han sido reintroducidas dentro de la REPSA de
manera simbidtica, la supervivencia registrada ha sido menor en comparaciéon a la
obtenida en este trabajo, tal es el caso de Bletia urbana, donde se registr6 una
supervivencia del 62% al cabo de un afo (Castillo, 2001). Sin embargo, a lo largo de
ocho afios después de la reintroduccion se observd una supervivencia sostenida

anual de aproximadamente el 50% de las plantas (P. Ortega, com. pers., 2009).

En el caso particular de D. aurantiacus, los resultados presentados aqui
contrastan con los obtenidos por Rangel (2006), quien sefalé que los porcentajes de
supervivencia para las plantulas reintroducidas simbidticamente fueron muy bajos
después del primer afio, observando solo el 15% de supervivencia. Al segundo afio,
menos del 5% de esta poblacion volvié a emerger; mientras que en una segunda
reintroduccion con 131 plantulas, al ano siguiente describié que aproximadamente
sblo el 25% de éstas sobrevivieron (Ortega-Larrocea y Rangel, 2007). Se ha
registrado la supervivencia de estas poblaciones a lo largo del tiempo, siendo

después de cinco afios solamente del 3% para la primer reintroduccion; mientras que
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para la segunda se registr6 un 20% después de cuatro anos (Rangel, com. pers.,
2009).

En el presente trabajo, para las plantas de D. aurantiacus reintroducidas de
manera asimbidtica, al cabo de un afo se registraron porcentajes de supervivencia
bajos en comparacion con los obtenidos para las simbidticas, siendo el 33% el
maximo registrado para uno de los sitios de reintroduccién (sitio 5) y el 6% el
porcentaje minimo observado (sitio 3). Como se menciond antes, para esta especie
no se habia intentado la reintroduccidon asimbidtica y se puede observar que estos
resultados superan a los obtenidos para Bletia urbana, con la cual se registré6 una

supervivencia del 15% después de un afo (Rubluo et al., 1989; Rubluo, 1993).

Por otro lado, al comparar estos resultados con la supervivencia en orquideas
epifitas, los porcentajes de supervivencia obtenidos para las plantas simbidticas de
D. aurantiacus son mayores que los descritos en la literatura para la el unico estudio
que a la fecha existe sobre reintroduccion simbioética de una orquidea epifita (Zettler
et al., 2007). Sin embargo; a diferencia de las terrestres, las orquideas epifitas son
visualmente perennes y su supervivencia se considera como el numero de brotes
nuevos que se desarrollan en la planta y el establecimiento de las raices en su
hospedero (Wing y Thame, 2005). En el caso de las plantas asimbiéticas de D.
aurantiacus, los porcentajes de supervivencia obtenidos fueron menores en
comparacion con otros trabajos como el de Martinez (1991). Sin embargo, se han
descrito en la literatura trabajos donde ha sido nula la supervivencia de las plantas
reintroducidas por la via asimbidtica (0%), debido al ataque de insectos (De la Cruz,
2006).Esto es un argumento mas que destaca la estrecha micotrofia que presentan
las orquideas terrestres, asi como la importancia de que las plantas puedan ir
micorrizadas al momento de su reintroduccion para evitar el posible ataque de

algunos patégenos (Rassmusen, 1995; Zettler, 1997).
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d. Desarrollo de las plantas reintroducidas de D. aurantiacus en su habitat

natural

La comparacion entre el crecimiento y desarrollo de las plantas en campo se
presenta en las figuras 29 y 30, donde se observo el desarrollo foliar a lo largo de
toda la época de lluvias. Se muestra que el tamafno maximo alcanzado tanto para el
largo como el ancho de las hojas, se registr6 a los 380 dias después de la
reintroduccion de las plantas (ddr). Después de este tiempo comenzd a ocurrir el

marchitamiento de las mismas.

El andlisis estadistico realizado permiti6 comparar las plantas simbidticas y
asimbidticas a lo largo del tiempo. Para la variable largo de las hojas se encontré
variacion entre los sitios 2 y 4. En el caso del ancho de las hojas, se encontraron
diferencias significativas entre practicamente todos los sitios de reintroduccion
(Cuadro 9) (Anexos 3.1 a 3.4)

Cuadro 9. Diferencias encontradas con el analisis de varianza de medidas repetidas
al comparar en su conjunto las plantas simbidticas y asimbidticas de D. aurantiacus,
entre los distintos sitios de reintroduccion (p < 0.05), a los 380 dias después de la

reintroduccion.

Variable Sitios diferentes entre si
Largo de las hojas Sitios 2 y 4.
Ancho de las Sitios 1, 2,4 y 5.
hojas

En el sitio 5 ademas de ser en el cual se registraron los mayores porcentajes
de supervivencia para las plantas propagadas por ambas vias (83 y 33%, simbidticas
y asimbidticas respectivamente), también se observdé que fue donde las plantas
alcanzaron los maximos tamafos con respecto al largo de sus hojas para ambos

casos. Por otro lado, a pesar de que el sitio 3 fue donde se registraron los menores
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porcentajes de supervivencia para ambos tratamientos (16 y 6%, simbidticas y
asimbidticas respectivamente), la altura de las plantas que lograron sobrevivir fue
similar a la de algunos de los sitios con el mayor porcentaje de supervivencia (Fig.
30).

Por tanto, el desarrollo foliar independientemente del grado de perturbacién o
conservacion del sitio, estuvo determinado por la presencia inicial de los hongos
micorrizicos orquideoides, puesto que en los sitios perturbados (1 y 2), las plantas

alcanzaron tamafios muy similares a las de los sitios conservados (3 al 5).

Considerando los resultados antes descritos resulta evidente que las plantas
micorrizadas no solamente se vieron favorecidas en los porcentajes de supervivencia
en campo en comparacion con las no micorrizadas, sino también en el tamafio que
alcanzaron en todos los sitios de reintroduccion. Esto se ha visto que puede estar
determinado por el tiempo previo de crecimiento y desarrollo que se les ha dado las
plantas durante su fase de cultivo y endurecimiento en invernadero, siendo asi
importante su tamafo inicial al momento de su reintroduccion (Stewart, 2008;
Takahashi et al., 2008). La observacion anterior coincidid6 con los resultados
obtenidos en este trabajo, dado que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los tamafos promedio de las hojas y/o raices o cormos de las
plantas al momento de ser establecidas en condiciones de invernadero (Cuadro 10),
siendo mayores en las plantas simbidticas en comparacion con las asimbidticas, a
pesar de que las primeras estuvieron menor tiempo en cultivo in vitro (2 y 6 meses,

respectivamente).

Al comparar entre si los tamafios de las plantas dentro de los tratamientos
(micorrizadas y no), se observo que éstas tenian tamanos muy similares (Cuadro
10). Esto demostré que el crecimiento y desarrollo de las plantas obtenido después
de un afo de su reintroduccion en campo, no fue favorecido de manera inicial para

algun sitio en particular.
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Cuadro 10. Tamafos promedio de las plantas micorrizadas (M+) y las no
micorrizadas (M-), obtenidas de la propagacion in vitro.

SITIO N° hojas Largo hoja Largo N° hojas Largo hoja Largo raiz
cormo
1 2.58+0.71a 2.76+1.45a | 0.30+0.11a | 2.62+0.57a | 1.15+0.53 a 0.91+0.72 ab
2 2.75+0.53a | 2.59+146a | 0.33+0.12a |2.62+0.49a | 1.65+0.64b 1.40+0.75 a
3 293+0.78a | 2.72+1.22a | 0.29+0.10a | 2.27+0.75a | 1.50+046ab | 0.88+0.50 b
4 2.87+0.67a |242+1.16a | 0.33+0.12a | 2.33+0.56a | 1.44+0.52ab | 0.94+0.50 ab
5 2.62+0.64a |2.89+1.70a | 0.33+0.13a | 2.54+0.83a | 1.33+0.60 ab 1.36+0.70 a

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas dentro de cada grupo (p<
0.05).

Los resultados obtenidos de supervivencia para las plantas de D. aurantiacus
cultivadas por las dos vias, permitieron demostrar que el posterior desarrollo de las
propagadas por la via asimbidtica fue menor; aun cuando después de un afio de su
establecimiento en suelo, estas plantas tuvieran la capacidad de ser micorrizadas in
situ. Es posible que en las plantas propagadas por la via simbidtica, el
almacenamiento de nutrimentos haya sido mayor a lo largo del primer afo de
reintroduccion, permitiéndoles acumular una mayor cantidad de reservas que les
ayudaron a rebrotar con mayor vigor en comparacion con las asimbioticas. Esto se
debe en parte a que los hongos micorrizicos impiden la entrada de organismos
patégenos en las plantas, lo que favorece que tengan una mejora en su nutricion. No
se hicieron pruebas para determinar si al aino de supervivencia, las raices de las
plantas asimbidticas y simbidticas estaban micorrizadas o no y en qué porcentajes.
Se prefiri6 dejar a las plantas sin perturbar, para no alterar bajo ninguna
circunstancia su supervivencia, dado que el simple hecho de recolectar una raiz en

una planta de este tamafo podria producir su muerte.
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Figura 29. Largo de las hojas alcanzado en las plantas de D. aurantiacus a los 380
dias después de su reintroduccion en campo, en distintos sitios de reintroduccién.
P=perturbado, C= Conservado.
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Figura 30. Ancho de las hojas alcanzado en las plantas de D. aurantiacus a los 380
dias después de su reintroduccion en campo, en distintos sitios de reintroduccion.

P=perturbado, C= Conservado.
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e. Variables edaficas

En el cuadro 12 se presenta la caracterizacion fisico-quimica de la cubierta
edafica para cada sitio de reintroduccion. Los datos obtenidos muestran de manera
general que existe una gran heterogeneidad entre sitios y que independientemente
de la via de propagacion, la supervivencia de las plantas también se vio influenciada

por las caracteristicas de éstos.

La diferencia entre los sitios perturbados y los conservados se dio
principalmente en el contenido de C y N; asi como en algunos cationes como Na**,
siendo mucho menor en los primeros. Los datos de P disponible también mostraron
valores mas altos para los dos primeros sitios (1 y 2). La relacion C:N indica el grado
de humificacion de la materia organica en el suelo y por consiguiente de la calidad de
ésta. Lo anterior refleja que, aun cuando hay una mayor profundidad del suelo en los
sitios perturbados, por la introduccion de escombro y el aumento de materia organica
por el crecimiento de pastos invasivos, el efecto del manejo como el fuego disminuye

el C y N por su volatilizacién y aumenta la disponibilidad de ortofosfatos.

En cuanto al contenido de macronutrimentos, la cubierta edafica de los sitios
conservados, aunque mucho mas delgada fue mas rica (Cuadro 11). Esto fue un
factor que quiza determiné la supervivencia de las plantas en campo, puesto que en
los sitios perturbados (1 y 2), los porcentajes de supervivencia obtenidos fueron

menores a los obtenidos para los conservados, a excepcion del sitio 3.

En el Cuadro 12 se muestra la interpretacién de las caracteristicas edafo-
ecologicas para cada uno de los sitios de reintroduccion, evaluadas segun Siebe et
al. (1996). Como se observa, tanto los sitios perturbados como conservados
presentan una alta conductividad hidraulica y por consiguiente buenas condiciones
de drenaje. Los resultados obtenidos respecto a los nutrimentos presentes en el

suelo, concuerdan con lo descrito por Flores (2006), quien encontré que el sustrato
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donde crece esta especie de orquidea en la REPSA, presenta un alto porcentaje de

espacios porosos, por lo que existe un buen drenaje del agua.

Cuadro 11. Variables edaficas cuantificadas en laboratorio para cada sitio de

reintroduccion en la Reserva Ecoldgica El Pedregal de San Angel.

SITIO pH pH C N C:N P Bray Cationes intercambiables
KClI Agua total total mg/kg cmol/kg
1:25 1:25 (%) (%)
Ca Mg K Na
1P 595 6.29 344 0.26 13.23 33.79 13.57 294 133 0.04
2P 702 6.99 5.06 040 1265 21.62 2645 474 310 0.06
3C 5.41 6.07 23.91 1.79 13.35 14.65 38.17 7.15 2.08 0.07
4C 6.94 7.01 16.96 1.33 12.75 5.67 4354 6.04 113 0.08
5C 5.51 574 1349 1.08 1249 2.68 29.07 440 071 012

Cuadro 12. Evaluacion edafoecolégica (segun Siebe, 1996) de los sitios de

reintroduccion de D. aurantiacus, en la Reserva Ecoldgica El Pedregal de San Angel.

SITIO dCC cC Kf
1 muy baja muy baja muy alta
2 muy baja muy baja muy alta
3 muy baja muy baja muy alta
4 muy baja muy baja alta
5 muy baja muy baja alta

dCC=capacidad de agua disponible, CC= capacidad de campo, Kf= conductividad hidraulica.

113



El suelo de la reserva se clasific6 como un Inceptisol (FAO, 1988). Una de las
caracteristicas principales de estos suelos es que dado su espesor y bajo contenido
de limos y arcillas, tiene una alta capacidad de infiltracién pero una baja capacidad
de retencion de agua, a pesar de su elevado contenido de materia organica. Asi en
todos los sitios, un factor que puede estar limitando el desarrollo de las plantas
reintroducidas es la baja capacidad de agua disponible y de retencién de la misma,

sobre todo en los sitios donde la insolacién es alta.

f. Variables microclimaticas

En las siguientes figuras se muestran las respuestas obtenidas de las
variables climaticas analizadas para cada sitio de reintroduccion. De manera general
se encontr6 una notable heterogeneidad ambiental entre sitios en todos los

parametros evaluados.

En la figura 31 se observa que la radiacién fotosintéticamente activa (RFA)
varid a lo largo del ano entre los distintos sitios de reintroduccion. Los meses con
mayor intensidad luminosa fueron octubre, enero y junio. No obstante, existieron
diferencias marcadas entre los sitios respecto a la cantidad de radiacion que recibid
cada uno. Los sitios perturbados (1 y 2) presentaron los mayores valores de
radiacion, en comparacion con los sitios conservados (4 y 5), donde la intensidad
luminosa fue mucho menor. Esto se debié al tipo de cobertura vegetal (ver cuadro 7),
donde para los sitios conservados, distintas especies de la vegetacion del matorral
tienen mayor cobertura y por lo tanto mantuvieron una menor luminosidad que los
sitios completamente expuestos y cubiertos por pastos. Sin embargo; el sitio 3
catalogado dentro de los sitios conservados, por ser tipo promontorio mostré una
gran abertura y exposicion a la radiacion solar, por lo que se encontraron valores

similares de RFA a los de los sitios perturbados.
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Figura 31. Fluctuacion de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) a lo largo de
un ciclo anual en la REPSA, cuantificada en los cinco micrositios de reintroduccion
de D. aurantiacus.

La intensidad luminosa tiene un efecto directo en la temperatura. En la figura
32 se puede apreciar la fluctuacion de temperatura promedio anual maxima y minima
que se registro en los sitios. Se observé que los meses mas calurosos del afio fueron
marzo y abril, mientras que los meses mas frios fueron enero y febrero. Esto
coincidio con el ombrograma del sitio donde se registr6 en enero la menor
temperatura del afio y en mayo la temperatura maxima (Orozco et al., 2009). Las
temperaturas promedio maximas y minimas también fueron contrastantes entre los
sitios perturbados y los conservados, a excepcion del sitio 3 donde se observaron
valores similares a los sitios perturbados. En este ultimo y en los sitios perturbados
se alcanzaron temperaturas maximas por arriba de los 60 °C. Las temperaturas
minimas registradas también fueron en los meses de enero y febrero, alcanzando
hasta 0 °C en uno de los sitios perturbados. Sorpresivamente en los sitios 4 y 5 las
temperaturas maximas, fueron casi 20 grados menores que en el resto de los demas

sitios.
115



Estas diferencias tan marcadas en las condiciones de luz y temperatura entre
sitios de un mismo habitat, se explicaron por la presencia de diversos
microambientes en el Pedregal de San Angel (Cano-Santana y Meave, 1996; Orozco
et al., 2009). Sin embargo a pesar de que se sabe sobre la enorme heterogeneidad
ambiental que presenta este matorral xerdfilo, son practicamente escasos los
trabajos realizados en éste que documenten de manera precisa a lo largo del tiempo,

las fluctuaciones que puede haber en las variables microclimaticas y edaficas a nivel

de micrositio.
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Figura 32. Valores promedio de temperatura anual maxima y minima en los sitios de
reintroduccion de D. aurantiacus en la REPSA.
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Por otro lado, aun cuando se sabe que los factores ambientales son
determinantes en la diversidad, distribucion y persistencia de las poblaciones de
orquideas en un ecosistema (Willems y Bik; 1991; Light et al., 2003), a nivel mundial
hasta donde se conoce son pocos los estudios que consideran datos de alguna
variable climatica como iluminacion o temperatura en el momento de realizar la
reintroduccion de orquideas (Gangaprasad et al., 1999; Light et al., 2003). Lo mas
comun es que se dé un solo valor tomado en el momento del establecimiento in situ
de las plantas, sin que esto refleje completamente si ese dato representa una
condicion comun y constante del sitio que permita explicar posteriormente su

supervivencia o adaptacion.

En el caso de la humedad atmosférica ésta se cuantificé unicamente para dos
sitios (2 y 4). Se observd en ambos practicamente la misma tendencia en las
fluctuaciones promedio, por lo que coincidié la humedad relativa maxima registrada
al inicio de la época de lluvias. Esta se comenzé a incrementar a partir del mes de
abril y disminuy6 en el mes de noviembre, mientras que la humedad relativa minima

promedio correspondio también con la época de secas (Fig. 33).

Aun cuando se para esta variable se contd con los datos sélo para dos sitios,
se observo que el sitio perturbado (sitio 2) guardé una humedad relativa ligeramente
mayor que el sitio mas conservado (sitio 4) en el periodo de secas y quiza esto se
pueda atribuir a que estuvo relativamente mas expuesto y caliente, teniendo tasas de
evapotranspiracion mayores. Esto coincidid con los valores de humedad minima en
la época de secas, en donde el sitio perturbado también fue mas humedo
ambientalmente porque estuvo mas expuesto. La humedad relativa fue también un
factor importante a considerar en el estudio de micrositio, porque se ha visto que las
plantas reintroducidas en areas con alta humedad relativa sobreviven mejor que
aquéllas que estan en zonas aridas (Wing y Thame, 2005). En el Pedregal, la
humedad relativa minima en época de secas correspondié al 38%, que corresponde

fenoldgicamente al periodo de latencia de la mayoria de las orquideas de este sitio.
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Figura 33. Fluctuacion promedio anual de la humedad relativa (HR) en la REPSA, en

un sitio perturbado y otro conservado.

De la misma manera, los valores promedio anuales de humedad de suelo
obtenidos para uno de los sitios (4C), concordaron con la precipitaciéon, los cuales
fueron mayores en los meses de septiembre y octubre (Fig. 34A y B). Los resultados
registrados para la humedad de suelo se refieren al contenido volumétrico de agua
presente en el mismo por metro cubico, donde los valores de 0 a 0.1 significaron que
el suelo se encontraba muy seco y valores de 0.3 a 0.5 indicaron el intervalo de un
suelo humedo a saturado de agua. Con base en esta informacion se encontré que el
suelo de los sitios de reintroduccién nunca llegé a estar al maximo de su capacidad
de campo, lo cual coincide con los resultados obtenidos del analisis edafico ya antes
mencionado, donde se indico la elevada infiltracion o poca retencion de agua para

este sitio, asi como su baja capacidad de campo (Cuadro 12).
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Finalmente, la precipitacion promedio anual registrada para el mismo sitio
(4C), fue similar a la que registré la estacion meteorolégica mas cercana ubicada en
el Colegio de Ciencias y Humanidades Plantel Sur de la UNAM (Fig. 34B). Dicha
estacion registré que en el mes de abril del ano 2007 iniciaron las lluvias y finalizaron
para el mes de octubre, siendo junio el mes mas lluvioso. Algunos meses mostraron
diferencias locales ligeras en el volumen de lluvia, lo que reveld que aun en
distancias relativamente cortas para una escala geografica, pueden existir

variaciones hasta en 100 mm por mes como se observo para el mes de junio.

El valor de precipitacién promedio anual obtenido localmente fue de 750 mm,
100 mm menor al registrado por la estacion meteorolégica del CCH-sur (y que se
debié a la diferencia del mes anteriormente mencionado) durante la época de lluvias
del afo 2008, pero dentro de los intervalos que se han descrito de 700 a 950 mm en

anos precedentes (Rzedowski, 1954; Castillo-Arglero, 2004).
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La importancia de cuantificar las interacciones entre los factores climaticos y
las condiciones del substrato, son cruciales para la productividad vegetal, debido a
que la produccion y el consumo de materia organica son procesos estrechamente
relacionados y que estan controlados por la temperatura, la humedad disponibles y
las condiciones del suelo (Raich y Tufekcioglu, 2000).

Lo anterior se reitera con los resultados obtenidos en esta investigacion,
donde se demuestréo que la diversidad vegetal aérea tiene consecuencias en los
contenidos de C, N y nutrimentos en el suelo asi como en la acidez del mismo, etc. A
su vez, la transformacion de la cubierta edafica tiene implicaciones importantes en la
cantidad de luz incidente en el sustrato y su consecuente evapotranspiracion,
contenido de agua y humedad relativa. En el sitio 3 donde se encontré una poblacién
considerable de plantas adultas de Dichromanthus aurantiacus y donde las
condiciones de vegetacion eran las mas similares a las descripciones originales (con
pocas especies de perturbacion), se tuvo la menor supervivencia de todos. Esto a
pesar de que fue el sitio mas rico en nutrimentos, C y N y no fue, ni el mas expuesto,
ni el mas caliente de todos. Sitios perturbados con mayor incidencia de luz y de
temperaturas extremas tuvieron mayor supervivencia y uno de los factores atribuibles
se debid a la presencia de pastos que cubrieron completamente a las plantas

protegiéndolas posiblemente de la desecacion (Fig. 22).

Por lo tanto, varios fueron los factores que intervinieron en la supervivencia de
las plantas reintroducidas. Si bien éstos incluyeron el microclima del area (luz,
temperatura, humedad relativa, etc.), las condiciones del suelo y la presencia inicial
de los hongos micorrizicos, todos ellos tendran que ponderarse posteriormente en
afos subsecuentes. Por consiguiente, es evidente que los factores de sitio pueden
ser criticos en el establecimiento de las poblaciones reintroducidas, sobre todo en el
primer afo (Cuadro 6). Esto afecta las estrategias de conservacion, asi como el
restablecimiento y rescate de las poblaciones de orquideas en campo (Wolken et al.,
2001; Batty et al.,, 2006). En lugares tan heterogéneos como la REPSA, las

condiciones de micrositio son fundamentales y en ocasiones los lugares donde se
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encuentra una relativa abundancia de plantas adultas que han emergido
posiblemente de la germinacion in situ, no corresponden siempre a los mejores sitios
para reintroducir plantulas aclimatizadas artificialmente. Asi, la informacién generada
puede ser utilizada para hacer una evaluacién rapida que permita identificar sitios

donde la reintroduccion pueda ser mas exitosa.

Es claro que una mayor supervivencia en el primer afio es clave para poder
garantizar si ocurre una baja de ésta en afos subsecuentes, lo cual permitira
mantener una poblacion estable al menos en el tiempo en el que la especie pueda
nuevamente florecer y generar descendencia. Lugares como el sitio 3, en donde muy
pocas plantas propagadas por ambas estrategias sobreviviran, permiten rapidamente
ser descartados porque tienden a tener una supervivencia nula posteriormente. Esto
también fue corroborado por Rangel (com. pers. 2009) quien observo que lugares
abiertos y por consiguiente muy expuestos a la radiacién solar (aun cuando

estuvieran cubiertos con musgos), presentaron una supervivencia casi nula.

Nuevamente, la estrategia simbiotica de propagacion, mostré ser la herramienta
prioritaria que marcé la critica supervivencia de las plantas, siendo de un 50 a un
70% mas eficiente en el primer afio de establecimiento y permitié que las plantas se

adaptaran mejor a condiciones de perturbacion en la REPSA.
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5. CONSIDERACIONES FINALES.

La reintroduccién de orquideas es un campo muy poco explorado y que debe ser
visto como una estrategia integral que permita su conservacion in situ, cuando se ha
realizado su preservacion y propagacion ex situ. Cabe destacar que este estudio,
puede ser considerado como uno de los primeros trabajos donde se ha realizado una
comparacion de poblaciones de orquideas de la misma especie propagadas y
reintroducidas con y sin la presencia de sus hongos micorrizicos. Asi mismo, se han
considerado algunos factores mas que en los estudios tradicionales no se toman en
cuenta y aun asi existen otros no menos importantes como la interaccion con
polinizadores, herbivoria, demografia y variabilidad genética no abordados en el
presente y que también pueden encontrarse entre los factores clave que permitan

rescatar a una especie de la extincion.

Se recomienda el seguimiento constante de las poblaciones de orquideas
reintroducidas, para tener una evaluacion real de la supervivencia a largo plazo que
permita asegurar el éxito de los procedimientos empleados, dado que en el ambiente
natural existen diversos factores que estaran continuamente afectando |Ia
supervivencia de las plantas. Por tanto, aun cuando los datos generados en el
presente son de un extremo valor biolégico, son incipientes considerando que la

reproduccion y descendencia posiblemente puedan cambiar en los distintos sitios.

Este trabajo es una continuidad de los primeros resultados de reintroduccion para
esta especie (Rangel, 2006), en donde se ha dado seguimiento a la medicidon de
diversos factores ambientales. Se probaron otras vias de propagacion como la
asimbidtica, hasta la reintroduccion para con todo ello generar conocimiento sobre
los mecanismos de supervivencia y adaptacion de las orquideas que serviran en
futuras practicas de restauracion de este habitat. Sin embargo, se deben continuar
haciendo esfuerzos porque las futuras investigaciones estén también enfocadas en la
creacion de bancos de germoplasma de semillas y hongos micorrizicos, como un

medio que permita asistir el proceso de reintroduccion.
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CONCLUSIONES.

Se logro el establecimiento de plantas asimbioticas de D. aurantiacus a su habitat

natural y el registro de supervivencia de las mismas a lo largo de un afio.

Las semillas de D. aurantiacus cultivadas con los hongos micorrizicos germinaron
y presentaron un desarrollo mas vigoroso y en menor tiempo, en comparacion

con las propagadas por la via asimbidtica.

La supervivencia en campo al cabo de un ciclo anual durante la época de lluvias
también fue mayor para las plantas micorrizadas en comparacion con la que no
estaban. Con esto se demostré6 que la practica de propagacidén asistida con
micorrizas, es una herramienta clave en la conservacién de las orquideas

terrestres cuando se utilizan estrategias de reintroduccién

Las condiciones de sitio, edaficas y microclimaticas mostraron claramente que los
sitios perturbados presentaron diferencias notables en la cantidad de nutrimentos,
C, N, pH; debidas no solo al cambio de la vegetacion, sino también por las
variaciones que produce el reemplazo de la vegetacion natural por especies de
perturbacion. Estos sitios tienen una mayor radiacion, menor humedad relativa y
menor humedad de suelo, lo que también influyé en la supervivencia de las

plantas reintroducidas.

En la actualidad son escasos los trabajos realizados en la REPSA que se
enfoquen al estudio de las variaciones climaticas y edaficas a nivel de
microambiente. Por tanto, con el presente trabajo se logré comprender de manera
mas integral cuales son las limitaciones que estan afectando la supervivencia de

las plantas reintroducidas, cumpliéndose con ello los objetivos planteados.
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8. ANEXOS.

ANEXO 1.1. Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) 1962.

N° COMPONENTES
stock

1 MACRONUTRIENTES

(NH4)NO, 1.65 16.5
KNO; 19 19
MgSQO, * 7H,0 0.37 3.7
KH,PO, 0.17 1.7
2 CALCIO
CaCl, 0.44 4.4
3 MICRONUTRIENTES
MnSQO, * H,O 0.01689 0.1689
ZnS0O,* 7H,O 0.0086 0.086
H;BO; 0.0062 0.062
Kl 0.00083 0.0083
Na2MoOQO, * 2H,0 0.00025 0.0025
CuSO, * 5H,0 0.000025 0.00025
CoCl, * 6H,0 0.000025 0.00025
4 FIERRO
FeSO, 7H,O 0.0278 0.278
Na, EDTA 0.0373 0.373
5 VITAMINAS
Tiamina *HCI 0.0001 0.001
Acido Nicotinico 0.0005 0.005
Piridoxina * HCI 0.0005 0.005
6 INOSITOL 0.10 1.0
7 GLICINA 0.002 0.02
8 CARBOHIDRATOS
Sacarosa 30.0




ANEXO 1.2. Medio de cultivo Knudson C (KC) 1946.

| COMPONENTES FORMULA g/L |
Nitrato de calcio Ca(NO;), * 4H,0 1.00
Fosfato monopotasico KH,PO, 0.25
acido
Sulfato de magnesio MgSQ, * 7H,0 0.25
Sulfato de amonio (NH,4),SO, 0.50
Sulfato ferroso FeSO, * 7H,O 0.025
Sulfato de manganeso MnSO, * H,O 0.0075
CARBOHIDRATOS
Sacarosa 20.0

ANEXO 1.3. Medio de cultivo Ernst (ER) 1982.

Sol. concentradas Reactivo gL g/10L
(Stocks)
| Sulfato de amonio 0.15 1.5
(NH4)>SO4
Nitrato de amonio 04 4.0
(NH4NO4
Nitrato de potasio 0.4 4.0
KNO;3
Nitrato de Magnesio | 0.1 1.0
Mg(NO3)2 6H.O
| Fosfato de potasio 0.3 3.0
KH,PO,
1] Sulfato ferroso 0.025| 0.25
FeSO, 7H,0
---------- Sacarosa 20 200
""""" C12H2,014
Agar bacteriolégico | 8.0 800
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ANEXO 1.4. Medio Basico de Avena (MBA) Mitchell, 1989.

COMPONENTES g/L g/10L

Avena en polvo 3.5 35
Extracto de 0.1 1
levadura
Agar 6.0 60
bacteriolégico
ANEXO 1.5. Medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA).

REACTIVO g/L ‘ g/10L ‘
Papa-Dextrosa-Agar 39 390
Agua destilada 1500 ,mL
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ANEXO 2.1. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroduccién 1 (Sitio perturbado1) (1RP),
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

/ Microcosmos bioeddfico MCCI
(\3 Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM
PRESOP
I\ Y2 Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
o4 // de suelo en campo (Siebe, 1996)
Localidad: Reserva Ecoldgica “El Pedregal de San Angel”, Ciudad Universitaria. México, D. F.

No. de perfil y autor:

ISQO001, Iris Suarez Quijada.

14480109 E
Coordenadas y mapa topografico:

2135806 N
Altitud: 2325 m
Fecha: 2 de Octubre del 2007

Tipo climatico:

Templado subhimedo con lluvias en verano (Cb (w1)w)

T° media anual, max., min.

Temp. media anual de 15.5°C, maxima de 34° C y minima de -6° C.

Precipitacion media anual, no. meses sequia, duracion y | 700-900 mm, 6 meses sequia (Nov.-Abril) y 6 meses de lluvia (Mayo-Octubre)

fecuencia de los periodos de humedad

Frecuencia, Duracion, Duraciéon anual acumulativa

Frecuencia (f) =F3 (mas de 50 ocasiones en 100 afios), Duracién D =
horas), DAC3 = Presente 3 a 6 meses

2 (4-48

Estado del tiempo:

ET3 = Precipitacion en las ultimas 24 h

Uso del suelo y vegetacion:

Reserva ecoldgica (Senecietum-Matorral xerdfito).

Exposicion:

SE (Sureste)

Pendiente:

0 (casi plano)

Forma del terreno:

Topografia irregular (derrame lavico)

Evidencias de erosion :

Clase 1 (pérdida menor a 25%)

Material parental:

Roca basaltica

Profundidad del manto freatico:

Nula




ANEXO 2.1. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroduccién 1 (Sitio perturbado 1) (1RP),
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

/i Microcosmos bioedafico MCCI
. Q Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM
, PRESOP
\.@ Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
cr j de suelo en campo
_
Caracteristicas de los horizontes:
i ini - Materia
Horizonte Profundidad y Textura Pedregosidad Color pH Sallr_m_jad
espesor Sodicidad Organica
. Franco 7.5YR 3/3 (suelo htimedo) H,0 _ _
0O=0rganico +20 a +18 : Nula (< 2%) destilada No determinada Media alta
Arcillosa (CR) 10YR 3/2 (suelo seco) pH=7
Con CaCl,

pH=6




ANEXO 2.1. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroduccion 1(Sitio perturbado 1) (1RP),
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

/7‘ Microcosmos bioedafico MCCI
3 ’_\\\\j Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM
| PRESOP
\‘@ Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
Y - de suelo en campo
> /
_
Caracteristicas de los horizontes:
Humedad Rasgos Estabilidad de Densidad Profundidad y Anillos de densidad
Carbonatos ot Poros densidad de
actual pedolégicos agregados aparente . (N° 1)
raices
_ o . Suelo con . S
CaCO;3 = 0% 2 (humeda) g Moderada Comunes Mediana Escala Alta Peso inicial = 291.926 g
agregacion
Dominan los 51-200 11-20
Libre de Agregacion fragmentos 1.2-1.4 glem® Peso final = 246.972 g
carbonatos natural pequefios sobre por dm? raices finas/dm?
los grandes
Tipo granular Medianos Diferencia = 44.954 g
Sin cementacion 2a5mm da =peso seco/volumen

cilindro

S/6xido-reduccion

da= 44.954/112.511

S/aluminio activo

da= 0.3995 g/cm’

S/sales




ANEXO 2.2. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroduccion 2 (Sitio perturbado 2)
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.
/ Microcosmos bioeddfico MCCI
(\3 Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM
! PRESOP
I\ Y2 Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
o4 // de suelo en campo (Siebe, 1996)
Localidad: Reserva Ecoldgica “El Pedregal de San Angel”, Ciudad Universitaria. México, D. F.

No. de perfil y autor:

ISQ002, Iris Suarez Quijada

Coordenadas y mapa topografico: 14480119 E
2136111 N
Altitud: 5315
Fecha: 1 de Octubre del 2007

Tipo climético:

Templado subhimedo con lluvias en verano (Cb (w1)w)

T° media anual, max., min.

Temp. media anual de 15.5°C, maxima de 34° C y minima de -6° C.

Precipitacion media anual, no. meses sequia, duracién y
fecuencia de los periodos de humedad

700-900 mm, 6 meses sequia (Nov.-Abril) y 6 meses de lluvia (Mayo-Octubre)

Frecuencia, Duracion, Duraciéon anual acumulativa

Frecuencia (f) =F3 (mas de 50 ocasiones en 100 afios), Duracion D = D2 (4-48
horas), DAC3 = Presente 3 a 6 meses

Estado del tiempo:

ET3 = Precipitacién en las ultimas 24 h.

Uso del suelo y vegetacion:

Reserva ecoldgica (Senecietum-Matorral xerdfito)

Exposicion:

NO (Noroeste)

Pendiente:

0 (casi plano)

Forma del terreno :

Topografia irregular (derrame lavico)

Evidencias de erosion:

Clase 1 (pérdida menor a 25%)

Material parental:

Roca basaltica

Profundidad del manto freatico:

Nula




ANEXO 2.2. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroduccion 2 (Sitio perturbado2) (2RP)

de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

3

/
?

Microcosmos bioedafico MCCI
Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM
PRESOP
Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1

O 7, de suelo en campo
_
Caracteristicas de los horizontes:
i ini . Materia
Horizonte Profundidad y Textura Pedregosidad Color pH Sallr_m_jad
espesor Sodicidad Organica
i 10YR 2/1 (suelo humedo H,0
O=0rganico +9a+6 Arcillo arenosa Nula (< 2%) ( ) destilada No determinada Media alta
(RA) 10YR 3/2 (suelo seco) pH=7
Con CaCl,

pH=7




ANEXO 2.2. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroduccién 2 (Sitio Perturbado 2) (2RP)
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

/7‘ Microcosmos bioedafico MCCI
3 '_\\\\j Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM
| PRESOP
\‘@ Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
Y - de suelo en campo
U /
_
Caracteristicas de los horizontes:
Humedad Rasgos Estabilidad de Densidad Profundidady | » 166 de densidad
Carbonatos Pt Poros densidad de o
actual pedolégicos agregados aparente raices (N° 5)
5
CaCO; = 0% Suelo con Alta Comunes Mediana Escala Alta Peso inicial =242.917¢g
Dominan los 51.200 1120
Libre de Agregacion fragmentos 1.2-1.4 glom?® Peso final = 211.663 g
carbonatos natural grandes sobre por dm? raices finas/dm?
los pequefios
Tipo granular Medianos Diferencia = 31.254 g
Sin cementacion 2a5mm

da = peso
seco/volumen cilindro

S/6xido-reduccion

da = 31.254/112.511

S/aluminio activo

S/sales

da = 0.2777 g/cm’




ANEXO 2.3. Descripcion del perfil correspondiente al sitio 3 de reintroduccion (No perturbado) (3RNP)
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

Microcosmos bioedafico MCCI

Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM

3

PRESOP
\‘@ Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
Y j de suelo en campo (Siebe, 1996)
= _
Localidad: Reserva Ecoldgica “El Pedregal de San Angel”, Ciudad Universitaria. México, D. F.

No. de perfil y autor:

ISQO003, Iris Suarez Quijada

14479783 E
Coordenadas y mapa topografico:

2135387 N
Altitud: 2329 m
Fecha: 1 de Octubre del 2007

Tipo climatico:

Templado subhimedo con lluvias en verano (Cb (w1)w)

T° media anual, max., min.

Temp. media anual de 15.5°C, maxima de 34° C y minima de -6° C.

Precipitacion media anual, no. meses sequia, duraciéon y
fecuencia de los periodos de humedad

700-900 mm, 6 meses sequia (Nov.-Abril) y 6 meses de lluvia (Mayo-Octubre)

Frecuencia, Duraciéon, Duracion anual acumulativa

Frecuencia (f) =F3 (mas de 50 ocasiones en 100 afios), Duracién D = D2 (4-48
horas), DAC3 = Presente 3 a 6 meses

Estado del tiempo:

ET3 = Precipitaciéon en las ultimas 24 h

Uso del suelo y vegetacion:

Reserva ecoldgica (Senecietum-Matorral xerdfito)

Exposicion:

NO (Noroeste)

Pendiente:

0 (casi plano)

Forma del terreno:

Topografia irregular (derrame lavico)

Evidencias de erosion:

Clase 1 (pérdida menor a 25%)

Material parental:

Roca basaltica

Profundidad del manto freatico:

Nula




ANEXO 2.3. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroducciéon 3 (No perturbado) (3RNP)
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

Microcosmos bioedafico MCCI

Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM

3

PRESOP
\‘@ Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
Y - de suelo en campo
> /
_
Caracteristicas de los horizontes:
i ini . Materia
Horizonte Profundidad y Textura Pedregosidad Color pH Sallr_m_jad
espesor Sodicidad Organica
, Franco 10YR 2/1 (suelo himedo) H0 _
O=0rganico +4 a +1 ; Nula (< 2%) destilada No determinada Alta
arcillosa (CR) 10YR 3/2 (suelo seco) pH = 6
Con CaCl,

pH=5




ANEXO 2.3. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroducciéon 3 (No perturbado) (3RNP)
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

3

/
?

Microcosmos bioedafico MCCI
Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM
PRESOP
Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1

O 7, de suelo en campo
_
Caracteristicas de los horizontes:
Humedad Rasgos Estabilidad de Densidad Profundidad y Anillos de densidad
Carbonatos Pttt Poros . ; o
actual pedologicos agregados aparente densidad de raices (N°18)
CaCO;=0% | 1(mojada) Suelo con Baja Muchos Baja Muy Alta Peso inicial = 181.316 g
agregacion
Sdlo fragmentos Més de 200 21.50
- i6 A as de -
Libre de AgrclagamonI pequefios yl ) De<1.0a1.0 ) Peso final = 150.155 g
carbonatos natural, granular | turbidez notable por dm raices finas/dm
del agua
Con granos Gruesos Diferencia = 31.161 g
esferoides
Sin cementacion >5mm da = peso

seco/volumen cilindro

S/6xido-reduccion

da =31.161/112.511

S/aluminio activo

da = 0.2769 g/cm®

S/sales




ANEXO 2.4. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroduccién nimero 4 (No perturbado) (4RNP),
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

Microcosmos bioeddafico MCCI

Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM

5

PRESOP
) \Q) Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
o // de suelo en campo (Siebe, 1996)
Localidad: Reserva Ecoldgica “El Pedregal de San Angel”, Ciudad Universitaria. México, D. F.

No. de perfil y autor:

ISQO04, Iris Suarez Quijada

14479575 E
Coordenadas y mapa topografico:

2135723 N
Altitud: 2329 m
Fecha: 1 de Octubre del 2007

Tipo climatico:

Templado subhimedo con lluvias en verano (Cb (w1)w)

T° media anual, max., min.

Temp. media anual de 15.5°C, maxima de 34° C y minima de -6° C.

Precipitacion media anual, no. meses sequia, duracion y
fecuencia de los periodos de humedad

700-900 mm, 6 meses sequia (Nov-Abril) y 6 meses de lluvia (Mayo-Octubre)

Frecuencia, Duraciéon, Duracion anual acumulativa

Frecuencia (f) =F3 (mas de 50 ocasiones en 100 afios), Duracién D = D2 (4-48
horas), DAC3 = Presente 3 a 6 meses

Estado del tiempo:

ET3 = Precipitacién en las ultimas 24 h.

Uso del suelo y vegetacion:

Reserva ecoldgica (Senecietum-Matorral xerdfito)

Exposicion:

NO (Noroeste)

Pendiente:

0 (casi plano)

Forma del terreno:

Topografia irregular (derrame lavico)

Evidencias de erosion:

Clase 1 (pérdida menor a 25%)

Material parental:

Roca basaltica

Profundidad del manto freatico:

Nula




ANEXO 2.4. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroducciéon nimero 4 (No perturbado) (4RNP),

de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

0

Microcosmos bioedafico MCCI

Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM

PRESOP
\_( Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
Y - de suelo en campo
= _
Caracteristicas de los horizontes:
i ini . Materia
Horizonte Profundidad y Textura Pedregosidad Color pH Sallr_m_iad
espesor Sodicidad Organica
) 7.5YR 2.5/1 (suelo H,0
O=O0Organico +6a +2 Franco Arcillo Nula (< 2%) himedo) destilada No determinada Media alta
Limosa (CRL) H=7
10YR 3/2 (suelo seco) pH =
Con CaCl,

pH=6




ANEXO 2.4. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroduccién namero 4 (No perturbado) (4RNP),
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

/i Microcosmos bioedafico MCCI
Q Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM
PRESOP
\_G Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
o j de suelo en campo
_
Caracteristicas de los horizontes:
Carbonatos Humedad Rasgos Estabilidad de Poros Densidad Profundidad y Anillos de densidad
actual pedologicos agregados aparente densidad de raices (N° 10)
CaCO;3;=0% 1 (mojada) Suelo con Muy Baja Comunes Mediana Escala Alta Peso inicial = 173.685 g
agregacion
i i& icid 51-200 11-20
Libre de Agregaulon Descompcl)swlon , 19214 g/cm3 , Peso final = 133.556 g
carbonatos natura tota por dm raices finas/dm
Gran_os Alta turbidez del Medianos Diferencia = 40.129 g
esferoides agua
Sin cementacion 2a5mm da = peso _seco/volumen
cilindro
S/6xido-reduccion da =40.129/112.511
S/aluminio activo da = 0.3566 g/cm®
S/sales




ANEXO 2.5. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroducciéon 5 (No perturbado) (5RNP),
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

Microcosmos bioedafico MCCI

Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM

s

PRESOP
\.@/ Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
o 7, de suelo en campo (Siebe, 1996)
_
Localidad: Reserva Ecoldgica “El Pedregal de San Angel”, Ciudad Universitaria. México, D. F.

No. de perfil y autor:

ISQO05, Iris Suarez Quijada

14479533 E
Coordenadas y mapa topografico:

2136242 N
Altitud: 2331 m
Fecha: 2 de Octubre del 2007

Tipo climatico:

Templado subhimedo, con lluvias en verano (Cb (w1)w)

T° media anual, max., min.

Temp. media anual de 15.5°C, maxima de 34° C y minima de -6° C.

Precipitacion media anual, no. meses sequia, duracion y
fecuencia de los periodos de humedad

700-900 mm, 6 meses sequia (Nov.-Abril) y 6 meses de lluvia (Mayo-Octubre)

Frecuencia, Duracion, Duracion anual acumulativa

Frecuencia (f) =F3 (mas de 50 ocasiones en 100 afios), Duracién D = D2 (4-48
horas), DAC3 = Presente 3 a 6 meses

Estado del tiempo:

ET3 = Precipitacién en las ultimas 24 h.

Uso del suelo y vegetacion:

Reserva ecoldgica (Senecietum-Matorral xerdfito)

Exposicion:

NE (Noreste)

Pendiente:

0 (casi plano)

Forma del terreno:

Topografia irregular (derrame lavico)

Evidencias de erosion:

Clase 1 (pérdida menor a 25%)

Material parental:

Roca basaltica

Profundidad del manto freatico (pagina 12):

Nula




ANEXO 2.5. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroducciéon 5 (No perturbado) (5RNP),
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

Microcosmos bioedafico MCCI

Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM

3

PRESOP
\‘@ Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
Y - de suelo en campo
U /
_
Caracteristicas de los horizontes:
i in . Materia
Horizonte Profundidad y Textura Pedregosidad Color pH Sallr_m_jad
espesor Sodicidad Organica
i 10YR 2/1 (suelo hiimedo H20
0O=0Organico +10 a +9 Fra_nco limosa Nula (< 2%) ( ) destilada No determinada Media alta
fina (CLf) 7.5YR 2.5/1 (suelo seco) pH=7
Con CacCl,

pH=7




ANEXO 2.5. Descripcion del perfil correspondiente al sitio de reintroduccion 5 (No perturbado) (SRNP),
de plantulas simbiéticas y asimbioticas de D. aurantiacus en la REPSA.

/—‘ Microcosmos bioedafico MCCI
. "\\:’ Departamento de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM
_ PRESOP
\_( Hoja de registro para la descripcion de perfiles Version: 1
" - de suelo en campo
= _
Caracteristicas de los horizontes:
Humedad Rasgos Estabilidad de Densidad Profundidad y Anillos de densidad
Carbonatos o Poros densidad de
actual pedologicos agregados aparente raices (N° 23)
CaCO; = 0% 3 (fresca) Suelo con Moderada Pocos Alta Mediana Peso inicial = 176.100 g
agregacion
Dominan los 1850 610
Libre de Agregacién fragmentos a - L
carbonatos natural, granular | pequefios sobre por dm? De16a>19 raices finas/dm? Peso final = 141.076 g
los grandes
Con granos Muy finos Diferencia = 36.024 g
esferoides
. . 0.075a1 da = peso seco/volumen
Sin cementacion o
mm del cilindro
S/6xido-reduccién da = 36.024/112.511
C/aluminio activo da = 0.3201 g/cm®
S/sales




Anexo 3.1. Analisis de varianza de medidas repetidas para evaluar las diferencias en el largo de las hojas presentes
entre las plantas simbiéticas y asimbidticas de D. aurantiacus, entre los sitios de reintroduccién

Effect SS | Degr. of Freedom MS F p
Sitio 7058 4 1764 0.89 0.473

Micorriza 1.10E+04 1| 1.10E+04 5.54 .021*
Sitio*Micorriza 1.31E+04 4 3280 1.66 0.168
TIEMPO 3.82E+04 10 3819 26.45 0.000*
TIEMPO*Sitio 8598 40 215 1.49 .028*
TIEMPO*Micorriza 2193 10 219 1.52 0.128
TIEMPO*Sitio*Micorriza 4275 40 107 0.74 0.882

3.2. Analisis de Tukey-Kramer para evaluar las diferencias entre los sitios de reintroduccién respecto al largo de hojas
presentes entre las plantas simbioticas y asimbidticas de D. aurantiacus.

Cell No.

Tukey HSD test; variable DV_1 (MED REP SIMB vs ASIMB LARGO)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 1979.7, df = 80.000

Sitio

Vlicorriza

{1}
30.945

{2}
12.770

{3}
13.541

{4}
18.973

{5}
21.092

{6}
18.142

{7}
36.475

{8}
12.036

9}
31.437

{10}
22.669

2O N WIN|(=~

AP PR WOWWNDN =2 -~

con
sin
con
sin
con
sin
con
sin
con
sin

0.53388: 0.03857: 0.99731 0.86991/ 0.89672: 0.98542' 0.21351/ 1.00000¢
0.99999. 0.99614. 0.99997. 0.15141° 1.00000| 0.43426:

0.53388:

0.03857 1.00000
0.99731" 0.99999: 0.99999
0.869911 0.99614. 0.96531
0.89672: 0.99997: 0.99993
0.98542' 0.15141 0.00048!
0.213511 1.00000' 1.00000t
1.000001/ 0.43426. 0.00716
0.93795. 0.98442. 0.86552

1.00000¢

0.99999

1.00000¢
1.00000¢
0.95838!
0.99998
0.99588:
1.00000;

0.96531
1.00000¢

0.99999
0.26889:
0.97723:
0.75999
1.00000¢

0.99993 0.00048( 1.00000!
1.000001 0.958381 0.99998
0.99999' 0.26889: 0.97723
0.48419: 0.99979
0.48419 0.02127.
0.99979' 0.02127
0.84399 0.98129/ 0.12507

0.99996' 0.35372: 0.92678

0.00716:
0.99588:
0.75999!
0.84399:
0.98129:
0.12507

0.86187

0.93795.
0.98442.
0.86552
1.00000¢
1.00000¢
0.99996'
0.35372.
0.92678
0.86187
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3.3. Andlisis de varianza de medidas repetidas para evaluar las diferencias en el ancho de las hojas presentes entre
las plantas simbidticas y asimbioticas de D. aurantiacus, entre los sitios de reintroduccion

Degr. of

Effect SS Freedom MS F p
Sitio 537 4 134.2 1.45 0.224
Micorriza 262 1 261.9 2.84 0.096
Sitio*Micorriza 867 4 216.9 2.35 0.061
TIEMPO 2302 10 230.2 23.74 0.000*
TIEMPO*Sitio 580 40 14.5 1.5 .026*
TIEMPO*Micorriza 124 10 124 1.28 0.237
TIEMPO*Sitio*Micorriza 296 40 7.4 0.76 0.855

3.4. Analisis de Tukey-Kramer para evaluar las diferencias entre los sitios de reintroduccién respecto al ancho de las
hojas presentes entre las plantas simbidticas y asimbidticas de D. aurantiacus evaluadas en 10 tiempos.

Tukey HSD test; variable DV_1 (MED REP SIMB vs ASIMB ANCHO)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS =92.277, df = 80.000

Sitio |Mlicorriza {1} {2} {3} {4} {5} {6}

7.7636 | 3.5667 | 3.9091 | 7.0000 | 7.6013 | 5.3242
0.43595 0.03016: 1.00000! 1.00000! 0.94976.

1.00000'/ 0.98976! 0.58884 | 0.99913:
0.98927. 0.15955 0.99882!

1.00000'| 0.99996:
0.97896!

0.97896!

1.00000/ 0.94029.

0.34363" 0.99764

1.000001/ 0.96198:

1.000001 0.97482!

{7} {8} {9}
7.7710 | 3.5418 | 7.5614
1.000001 0.176591 1.00000!
0.39610: 1.000001 0.44722
0.01329 1.000001/0.01407.
1.000001 0.98442" 1.00000!
1.000001 0.34363" 1.00000!
0.94029: 0.99764! 0.96198:
0.13788! 1.00000

0.16287

{10}
7.6193
1.00000
0.55582
0.11555
1.00000
1.00000
0.97482
1.00000
0.30085
1.00000

Cell No.

con
sin
con
sin
con
sin
con
sin
con
sin

0.43595

0.03016: 1.00000!
1.00000' 0.98976! 0.98927.
1.000001 0.58884 | 0.15955
0.94976: 0.99913: 0.99882
1.000001 0.39610:/0.01329
0.17659 1.00000! 1.00000¢
1.000001 0.44722110.01407
1.00000' 0.555821 0.11555.

1.00000!
0.99996:
1.00000¢
0.98442
1.00000¢
1.00000!

0.13788
1.000001| 0.16287
1.00000' 0.30085" 1.00000!

=[O0 |INOO|R[WIN|—
A SBDWWNN-_2 -
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