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" Castillo Martinez, M. 2002
para su reintroduccién: Res:

S‘y‘c :e‘sytablecieron 10s cultivos simbidticos y asimbidticos én vitro de Bletia urbana,
especie enpehg cién endémica de México, a'partir de una coleccién de
germop"la.sm'a de semillas recolectadas en 1984 y 2001. Se comprobé su viabilidad y
capacid‘ad 'r‘e‘gé'ne‘rativa a través de la germinacién y desarrollo en dos medios
asimbidticos, Medio Knudson C enriquecido con 10% de agua de coco y 3% de
sacarosa (MKC) y Medio de Kew A (MKA), y un medio simbiético, Medio Basico de
Avena (MBA). Los mayores porcentajes de germinacidon cuantificados a los 32 dias
(75%) ocurrieron en el medio KC; mientras que en los medios MKA y MBA fueron
alrededor de 40%. A pesar de ésto, el posterior desarrollo de las plantas fue varias veces
mayor en el medio simbidtico, siendo mas altas y vigorosas y desarrollando una mayor
longitud de raices y hojas en un tiempo significativamente menor de cultivo in vitro (de
52 a 91 dias comparado con los 127 a 212 dias para los individuos asimbidticos).

Estos resultados tuvieron repercusiones en la aclimatizaciéon de los individuos en
condiciones de invernadero durante el trasplante ex vitro. La sobrevivencia de las
plantas cultivadas en los medios asimbidticos fue menor al 5% comparada con el 90%
de las que provenian del medio simbiético. Del nimero de semillas sembradas
originalmente, se propagé solamente el 24% en el medio simbidtico, en contraste con el
5 al 11% en ambos medios simbidticos.

Las plantas micorrizadas fueron reintroducidas a su habitat natural en un periodo
de 81 dias desde el momento de su germinacién. Se obtuvo una sobrevivencia del
61.9% al cabo de un afo. Los resultados anteriores permiten proponer el cultivo

simbidtico de esta especie como una estrategia muy adecuada para su reintroduccion.
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Castillo Martinez, M. 2002. Micorrizacién in vitro de Bletia urbana (ORCHIDACEAE) como una estrategia para
su reintroduccién: Introduccion’y antecedentes:

. 2. INTRODUCCION

‘ Las orquideas son piantas de ornato altamente cotizadas debido a su extraordinaria
belleza y valor comercial. En el mundo se ha calculado que existen entre 25 a 30 mil
especies y 788 géneros (Mabberly, 1997) de las cuales aproximadamente 6% (IUCN, 1997)
se .encuentran amenazadas o en’ peligro de extincién. En México su diversidad abarca
alrededor de 950 especies, entre las cuales alrededor de 180 se encuentran en peligro de
extincién (SEMARNAP, 1996). '

Las orquideas producen grandes cantidades de semillas, de 100 mil a 4 millones en
cada capsula (Mitchell, 1989; Chavez, 1980; Lee y Lee, 1991). Sin embargo, a pesar de esta
gran cantidad, la reproduccion sexual de estas plantas se dificulta debido al tamafio de las
semillas que tan sdlo miden 0.25 a 1.2 mm de longitud y de 0.09 a 0.27 mm de diametro, lo
que limita su contenido de reservas al carecer de cotiledones y endospermo (Lee y Lee,
1991). Es por esto que naturalmente, las semillas necesitan en gran medida de una
aséciacién simbidtica con un hongo para geﬁinhr y legar al estadio de planta adulta; esta
asociacidn es llamada endomicorriza orquidacea (Rasmussen, 1998). Las orquideas en su
habitat presentan esta simbiosis en cualquiera de sus formas de crecimiento; como epifitas
(plantas que crecen sobre otras plantas), terrestres (que crecen en suelo) o litéfilas (que
crecen sobre rocas) (Goh et al., 1992; Rasmussen, 1998; Rivas et al., 1998). La principal
funcién que cumple el enddéfito (hongo asociado) dentro de la planta (hospedero) es que la
provee dec nutrimentos, -tales como carbohidratos, polisaciricos (azucares; almidén),
minerales y otras sustancias no identificadas (Arditti, 1992). Estas sustancias son
necesitadas por las orquideas para germinar y desarrollarse hasta los estados en que las
plantas puedan producir y almacenar nutrimentos que les permitan sobrevivir por si mismas
(Ramsay et al., 1986). Los hongos en cambio, se sabe que en algunos casos obtienen por
parte de la planta, complejos organicos como vitaminas, hormonas vegetales y algunos
productos de carbono, atin cuando esta evidencia no es conclusiva (Arditti, 1992).

En algunas orquideas terrestres, las semillas presentan especificidad por el la
especie de hongo con el que se asocian (Clements, 1988; Arditti er al.; 1990; Rasmussen,

1998; Batty et al., 2001). Esto se ha podido establecer a través de numerosas
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letia ';b:dhh (ORCHIDACEAE) c é)fgn?cstratcgia para

ihvestigaCibhés‘ en 1aﬁord§9no qqg-la.mayoﬁa de los aislados altamente efectivos o
afines al desarrollé‘déflgsi Qlantasﬁpertgﬁéhcen alrgénero anamoérfico Rhizoctonia (Hadley,
'1982; Currah et al., 1987‘;' Dl_]k yEck, '1994; Tan et al., 1998; Tomira y Konno, 1998;
Carling et al., 1999). Aun ,;uaﬁdb los hongos de este género son patégenos altamente
infectantes en cultives como la papa, no ocasionan dafio alguno en las orquideas. Algunos
aislados de Rhizoctonia o de otras especies de hongos micorrizicos (v. gr. Thanatephorus
pennatus, Ceratobasidium obscurum, Sebacina vermifera, Waitea circinata) no producen
ningin efecto en la germinacidén de algunas especies de orquideas como Nigritella nigra,
Neottia nidus-avis, Platanthera orbiculata, Spiranthes sinensis, etc. (Williams, 1984;
Smreciu y Currah, 1989; Masuhara et al, 1993). En algunas ocasiones se ha observado,
inclusive, que hongos incompatibles con las orquideas pueden causar un efecto antagénico
sobre el crecimiento de sus protocormos (el primer estado pseudo diferenciado de una
plantula de orquidea que dara origen a las raices, tallos y hojas), llevindolos inclusive,
hasta su muerte (Muir, 1989).

El desarrollo de la simbiosis orquididcea comienza por la penetracion de una hifa al
embridn a través del susbcns'or (Clements, 1988; Peterson er al., 1998). La colonizacidn, o
invasidon de los tejidos del embrion por el hongo continda durante la germinacién con el
desarrollo del protocormb (Miyoshi y Mii, 1995). En muchas ocasiones, casi la totalidad de
las células del protocormo estin colonizadas por estructuras fingicas denominadas
pelotones, ovillos o cordones hifales. Estas estructuras son las que caracterizan a este tipo
de simbiosis micorrizica y son los sitios en donde se lleva a cabo el intercambio de
nutrimentos entre ambos simbiontes. Los pelotones son estructuras tridimensionales que se
originan a partir de una hifa que penetra la pared celular vegetal y se divide invaginando la
membrana celular. De esta forma, la pared celular del hongo no tienecontacto con el
citoplasma del hospedero y esta estructura ocupa casi todo el volumen celular. Las
orquideas regulan la invasién o colonizacion del hongo en sus tejidos por medio de la
producciéon de orchinol (sustancia tdxica para el ‘endéfito) y a través de la digestion
enzimadtica intracelular de las hifas (Arditti, 1992). Cuando el protocormo diferencia en su
estructura a las raices, el tejido que se forma de éstas es rapidamente invadido por ¢l hongo.
Un proceso similar sucede con las raices de las plantas adultas que inmediatamente después

de su formacion, son re-colonizadas tras periodos de sequia. Muchas especies de orquideas



de B'I“eifdj urbbnq '(ORCHIDACEAE) cémo una estrategia para

desarrollan aices nuevas al comenzar la temporada de crecimiento y la colonizacién del

: pldamente'ocupa las células comcales de la raiz (Hadley, 1982).
2;2..‘Micropropagaci6n de orquideas por cultivo de tejidos vegetales (CTV).

El cultivo de tejidos vegetales es una tecnologia altamente exitosa y muy usada para
“llevar a cabo la propagacién masiva de orquideas. La aplicacién de esta técnica surgié
como la dnica solucién que resolvid las dificultades de germinar naturalmente las semillas
de estas planfas que se consideraban estériles a principios del siglo pasado, debido a su
pequefio tamafio y ausencia de endospermo por lo que debian obtener del exterior los
nutrimentos para lograr su desarrollo. Knudson (1922) basado en los descubrimientos de
Noel Bernard, fue el primero en deducir la necesidad que tenian estas plantas del suministro
de una fuente externa de carbono y que éste era proporcionado por el hongo (Hadley,
1982). Este descubrimiento fue de gran valor en el desarrollo de la orquideologia.
Posteriormente, en 1957, Thomale cultivd en condiciones asépticas el bulbo de Orchis
maculata y observd la rapida re:gcneracién del tallo y la raiz. En 1960, More! fue el primero
en regenerar estas plantas por medio de la técnica de cultivo de tejidos vegetales (CTV)!, al
utilizar el meristemo apical de Cymbidium. Mas tarde ‘Evans e¢ al. (1981) regeneraron
exitosamente orquideas a partir de explantes de cotiledén, tallo, hoja, etc.

En general el CTV ha demostrado ser la base de la biotecnologia actual, pues sin el
establecimiento de los procedimientos de regeneracion de plantas completas, las
aplicaciones que posteriormente se dqsarrollaron en la biotecnologia vegetal, no serian
posibles (Litz, 199 ) y que se resumen de manera muy general en los siguientes aspectos:

a) La micropropagacién masiva clonal en corto tiempo.

! La regeneracidn de plantas por ésta técnica se basa en la totipotencialidad de todas y cada una de las
células somaticas que contienen toda la informacién genética requerida para generar un nuevo individuo
(Luckwill, 1979). Un cjemplo de totipotencialidad celular ‘se encuentra en la orquidea Malaxis paludosa en la que las
células términales de la hoja presentan actividad ‘rﬁcﬁstcmética. desarrollando un embrién foliar que después de ser

separado de la hoja, se desarrolla en una nueva planta (Taylor, 1989).



de v1rus)
- c) El desarro]lo de nuevos métodos de ﬁtomejommlent

d) El aimacenamiento de germoplasma (Murashlge 1974 Evans et aI., 1981).

2. 3. Cultivo simbiédtico de orquideas terrestres.

A principios del siglo antepasado, Salisbury fue el primero en observar la
germinacion de orquideas en semillas de la especie Bletilla hyacinthina (Chavez, 1980). Sin
embargo, ésto no se repetia en otras especies y no se sabia porqué. Afios mas tarde, Link
observd la constante invasién de un hongo en la germinacidn de semillas que
aparentemente no estaban parasitadas pero no adjudicé ninguna importancia a este proceso.
Es hasta 1885, cuando Albert Bernhard Frank identificé la universalidad de la interrelacién
simbiétiqa hongo-semilla en diversas especies de plantas y particularmente en orquideas, a
lo que le dié el término de micorﬁzaé; quedando este descubrimiento nuevamente en el
olvido (Lee y Lee, 1991). No fue sino hasta 1899 cuando Noel Bernard descubrié
finalmente la importancia del hongo como indispensable para iniciar y promover la
germinacion de las orquideas. Una de las observaciones que permitieron confirmar el papel
de los hongos en la germinacién de las semillas de orquideas, fue que éstas germinaban al
ser sembradas cerca de la base de la planta madre (Arditti, 1967). De este modo, Bernard
fue el primero en dar a conocer en 1909, un método simbidtico de cultivo in vitro: para
tener una mayor certeza en el papel del hongo en la germinacién, preparé un medio a partir
de tubérculos subterraneos de la orquidea terrestre del género Ophrys llamandolo “salep”™
(Lee y Lee, 1991). Afios mas tarde, en 1921, Lewis Knudson, interesado en la germinacién
de semillas de orquideas, analizé el “salep™ y dedujo que era el contenido de azicares y
sales minerales solubles lo que promovia la germinacién de las semillas y que el papel del
hongo era el de proporcionarles los almidones, pentosas y sustancias nitrogenadas
necesarias. Knudson preparé un medio de cultivo con azicar y minerales solubles
solidificandolo con agar, sembrd en éste semillas de los géneros Cartleya, Laelia y

Epidendrum logrando con esto hasta un 100% de germinacion. De esta manera, Knudson
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fue el pnmero en dar a conocer un medio:exitoso. isimbiético, el

eproducible de cultivo:

cual se 51gue utlhzando hasta hoy con dlo algu

modificaciones’ n’f‘su:c“orhpyo»sicién (Lee
-y Lee, 1991). : o

-

Sin embargo, dadas las dlﬁcultades para establecer los medios simbidticos, éstos
'fueron pobremente desarrollados. Hasta ‘el afio'de 1919, la dependencia micorrizica de las
orquideas por un determ}mado hongo (especificidad), fue uno de los problemas mas
importantes para el logi'o ‘de los cultivos simbidticos. A pesar de esto, algunos trabajos han
contribuido en demostrar que las distintas combinaciones hongo-orquidea, ticnen resultados
muy diversos (Hadley, 1982; Smreciu y Currah, 1989; Zettler y Hofer, 1998), lograndose
combinaciones altamente afines o exitosas para llevar a cabo la propagacién simbidtica in
vitro (Tabla 1).

Tabla 1. Algunos ejemplos de cultivo simbi6tico de orquideas.

Orquidea Hongo Referencia
Listera ovata on 1. Rasmussen et al., 1991
Goodyera pubescens n.i. Zettler v Mclnnis, 1993
Spiranthes cernua n. 1. Zettler y Mclnnis, 1993

Cypripedium

Corticium catonii

Arditti, 1992

Didimoplexis minor

Marasmius coniatus

Arditti, 1992

Cymbidium canaliculatum

Ceratobasidium sp.

Arditti, 1992

Epidendrum ibaguense

Rhizoctonia sp.

Arditti, 1992

Spathoglottis plicata

Tulasnella calospora

Ardita, 1992

Dactvlorhiza purpurella

Thanatephorus sterigmaticus

Arditti, 1992

Goodvera repens

Ceratobasidium cornigerum

Arditti, 1992

Epidendrum radicans

Rhizoctonia sp.

Arditti, 1992

Plartanthera clavellata

Epulorhiza spp.

Zettler y Hofer, 1998

n. i. = no identificado

Actualmente existe la controversia acerca de la eficacia de la propagacion de las

orquideas de manera asimbidtica vs. simbiética. La polémica radica en que el cultivo

- asimbidtico es, en un‘grarn‘pOrCentaje, un método reproducible y eficaz para la propagacion
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“dela mayorlav de las: orquldeas Mxentras que el cultwo 51mb16t1co no siempre se logra, ain

con aislados de hongos de la misma especie.. Comercxalmenté ‘en donde el desarrollo de
plantulas depende de la composicién del substrato o del medxo de cultivo, es justificable el
producir plantas axenicamente y a gran escala con un (os) medxo (s) definidos (s). Sin
embargo, una vez logrado el cultivo simbidtico exitbéo,’ las orquideas en compatibilidad
con el hongo son menos dependientes de los componentes del medio (Rasmussen et al.,
1991) y el establecimiento de la sxmblosxs puedc traer multiples ventajas en el caso del

manejo de especies vulnerables En la Tabla 2 se presentan las principales ventajas y

desventajas de ambos métodos de propagaclén de las orquideas in vitro.

Tabla 2. Venta_]as y desventa_]as de la propagacion simbidtica y asimbidtica de

orqmdeas
; Cultivo simbiotico Cultivo asimbiotico
1) Cuando sc aplica el enddfito 1) Se pueden germinar y desarrollar
" adecuado se promucve la ficilmente un gran nimero de

germinacion, el rdpido desarrollo y | semillas y pliantulas en un medio
crecimiento mejor que en los con sacarosa (incspecifico).
mejores medios asimbidticos. 2) El cultivo es axénico, libre de

Ventajas 2) Sc reducen considerablemente el | patdgenos y parisitos facilitando su
nimero de insumos, tiempo de manejo.
cultivo y trabajo durante la{ 3) Sc pueden inducir
propagacion. experimentalmente diversas vias de
3) Aumenta la sobrevivencia con la propagacion (embriogéncsis,
aclimatizacion de las plantas y su micropropagacion, desdiferen-
reintroduccion. ciacion por callo, cte.).
1) En algunas ocasiones, cs dificil 1) La dificultad de cncontrar el
aislar €l hongo promotor. medio o los nutrimentos adecuados

para su cultivo in vitro.
2) El hongo a través del subcultivo 2) Es relativamente costoso en
pierde el potencial micorrizico. insumos, mano de obra y tiempo de
. propagacidn.

. Desventajas | 3) Se debe tener cuidado con la| 3) Para lograr obtener la
manipulacidn del hongo ya que es maduracion de la planta hay que
un patégeno potencial de otros llevara a cabo sucesivos trasplantes,
cultivos. lo que aumenta las posibilidades de

i contaminacion de los cultivos y ésta
: no se alcanza del todo en algunas
especies.




Castlllo Martinez, M 2002. Micorrizacién in vitro de Bletia urbana (ORCHIDACEAE) como una estrategia para
su reintroduccién: Introduccion y antecedentes.

2. 4. Reintroduccién de orquideas a su hibitat.

En lo que respecta a la reintroduccién a su habitat natural de orquideas en peligro de
‘extincién, existen muchos aspectos bioldgicos que deben ser considerados para poderla
practicar, como estudios genéticos y ecolégicos, de densidad poblacional, distribucién de
especies, depredacion, desplazamiento, equilibrio, etc. Hagemann (s. f.) estudidé los factores
indispensables para llevar a cabo la reintroduccién en general de especies vulnerables y
sefialé que los programas que la practiquen deben apegarse estrictamente a los siguientes
principios:

a) - Las especies para ser reintroducidas deben presentar una categoria de vulnerabilidad

actual O‘ante'rio'r. B

‘b) El ongen del matenal biolégico, plantas o semlllas debe proceder de poblaciones

. cercanas sm causar dafio o merma a las mismas.
1’c) ‘Las condlcxones amblentales del &rea a ser repoblada corresponderan a los
: requerimientos de la especie particular, la seleccién adecuada de los sitios y el
nimero de individuos por sitio, entre otros. 4
d) Cada reintroduccion debe ser cientificamente supervisada y documentada.
€) Se debe asegurar el monitoreo futuro de las dreas recientemente re-instauradas.
f) Otro de los aspectos importantes es la obtencion de un permiso de las autoridades
competentes para llevar a cabo la reintroduccidn, es decir que ésta sea establecida

dentro de un programa oficialmente registrado y protegido.

De manera independiente a estos aspectos, que involucran conocimientos ecoldgicos
profundos, una de las limitantes practicas en los programas de reintroduccién de plantas
propagadas masivamente, es su sobrevivencia. Gran parte del éxito para lograr la
sobrevivencia de una nueva poblacion rescatada biotecnolégicamentge, es que sea capaz de
mantenerse y propagarse por si misma dentro de la comunidad y radica inicialmente, en el
establecimiento exitoso de las plantas a las condiciones del suelo. Esto se debe a que los
individuos enfrentan en el trasplante, a una nueva y compleja comunidad microbiolégica
tanto de organismos benéficos como de patdégenos. Ecker (1989) mencioné como un

requisito indispensable en la recuperacién de especies, el establecimiento de asociaciones
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nh estrategia para

:'mxcroblologxcas naturales ‘es decxrt ]as que se encuentran ongmalmente en el habitat de las
plantas al momento de ser . remtroducxdas A pesar de que ninguna especie ha sido
‘totalmente recuperada, atn creando nuevas poblaciones que han sobrevivido por algunos
ciclos (Pavlik et al., 1993), los esfuerzos encaminados a estas practicas parecen ser mas
prometedores en el presente, que inclusive, algunas de las practicas conservacionistas del
ambiente.

De este modo, dentro de las venta_)as que confieren a las orquideas el ser cultivadas

simbidticamente, estin no. solo alcanzar un mejor y mds rapido desarrollo in vitro, sino

también, la asociacién mxcomzx -'que es un mecanismo profilactico al enfrentarse a su

ambiente telurico. A fme» den la decada de los noventa, se hizo incapié en desarrollar e

implementar nuevamente el cultlvo 'simbiético en diversas plantas generadas por CTV, con
el proposito de mcrementar su sobrevwencna en la reintroduccion (Ramsay y Stewart, 1998;
Zettler y Hofer, l998;j‘Bat’ty\e’t al., 2001b).
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~Bletia urbana es una orqmdea’ que se: dCSCL’lbIO mxcxalmeme como endémica del
Pedregal de San Angel (Dressler, »1 968) y cuya dxstrxbucmn en este lugar se limita a grietas
y sitios con abundantes pastos, pnncxpalmente del género Muhlenbergia spp. Bletia urbana
se considera como una especie joven o de reciente aparicién evolutiva debido a su
endemismo; por lo que es prbbable que en esta zona se encuentre su sitio de origen (Cain,
1951). Esto podria deberse a la naturaleza catastréfica de la explosidn del volcan Xitle, lo
cual origind la forméqién de nuevos nichos ecoldégicos para ser colonizados, donde las
comunidades. de pla@tas vecinas fueron candidatas a ocuparlos, para 1o cual debieron

experimentar cambios adaptativos diversos.

3.1. Caracternzacnén del hibitat de Bletia urbana: Reserva ecolégica “El Pedregal”.

La Reserva Ecolégica “El Pedregal” de San Angel, esta ubicada al sur de la Ciudad
de Meéxico, dentro del campus de la Uni;'ersidad Nacional Auténoma de México (Fig. 1).
La Reserva esta situada a una altitud de 2240 msnm, al SW del Valle de México, con una
extensién de 124.5 ha (Valiente-Banuet y De Luna—Garcia, 1994). Este nicho ecolégico
presenta grietas, fisuras y depresiones que surgieron hace 2500 afios a partir de la erupcién
del volcan Xitle (Rzedowski, 1994). El incipiente suelo que se ha desarrollado a partir de
entonces y que se encuentra sobre la capa de lava, ¢s de origen edlico y organico y es del
tipo arenoso-limoso, moderadamente acido y rico en materia organica. El clima del lugar es
templado, presentandose la época de secas en los meses de noviembre a mayo y la
temporada de lluvias de junio a octubre (Fig. 2). La temperatura media anual es de 15.5 °C
con variaciones que van desde los —6 °C hasta los 34.6° C (Valiente—Banuet y De Luna—
Garcia, 1994). La vegc;tacién que se encuentra en €l Pedregal es matorral xeréfilo con
Senecio praecox, Schinus molle, Opuntia tomentosa, Agave ferox, Muhlembergia robusta,
Ipomoea hirsutula, Cologania biloba, Parmelia digitulata, Selaginella lepidophylla,

Marchantia sp. y Tillandsia recurvata como especies predominantes (Rzedowski, 1994).
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,rchl laceae en. la Reserva se encuentra dentro de las familias con mayor
inumero de generosrrepr‘esentados (11) y con las siguientes 22 especies descritas: Bletia
““campanidata, Bletia punctata, ‘Bletia purpurata, Bletia reflexa, Bletia urbana, Cranichis
- schaffneri, Cyrtopodium punctatum, Epidendrum anisatum, Govenia superba, Habenaria
clypeata, Habenaria enthomantha, Malaxis carnosa, Malaxis fastigiata, Malaxis myurus,
Schiedeella hyemalis, Schiedeella llaveana, Schiedeella pyramidalis, Spiranthes polyantha,
Spiranthes schaffneri, Stenorrhynchos aurantiacum, Stenorrhynchos cinnabarium, Tiphora

mexicana (Valiente—Banuet y De Luna—Garcia, 1994).

® COYDACAN
LA CANDELAKIA
rasLwo
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¢ anemtered E REGAL
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Figura'l. Localizacién de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel. Tomado de
Rzedowsky (1994).
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Temperatura (°C)
Precipitacion (mm)

EFMAMJ JASOND

Figura 2. Esquema de temperatura y precipitacion de la Reserva Ecbiégica “El Pedregal™
de San Angel. Tomado de Soberén et al. (1994). '

Actualmente, la urbanizacién al igual qu‘e la sobre recolecta, han contribuido a la
destruccién y reduccidn de este hébitag, por lo que esta y otras orquideas se encuentran
amenazadas y en peligro de extincién (SEDESOL, 1994; LLU.C.N, 1997). Las especies
vegetales y animales, han tenido que adaptarse para poder sobrevivir o restringirse a zonas
donde la perturbacién del ambiente natural no es tan intensa (Dodson, 1963). Valiente-
Banuet y De Luna-Garcia (1994) pronosticaron una tasa de disminucién de especics en la
Reserva de un aproximado calculado en 350 especies para 1914, a no menos de 340 en
1954 y cercanas a las 230 en 1987. Se desconocen los datos reales de desaparicion de
especies para principios de este siglo (XXI) debido a que no existen censos que
documenten la abundancia de las mismas. Sin embargo, en el caso de las orquideas y en
pamcular de B. urbana, se puede afirmar que las poblaciones se encuentran muy
mermadas; lo cual origina que estén restringiéndose unicamente a manchones o a muy
pocos ejemplares dispersos en el paisaje. Causas anexas a este deterioro han sido los
incendios, la depredacidn de las plantas, la construccion urbana en el espacio de la Reserva
y la tala que se practica para evitar los incendios. A pesar de los esfuerzos desarrollados

desde 1980 iniciados por Chaivez para esta especie y que se han continuado hasta la fecha
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;p’o'r Qn:gé-Lgfﬁoégg etal(2002),no ha Habido una continuidad en el desarrollo de trabajos

ecolégicos o biolégicos para esta especie. A continuacién se presenta una recopilacién de

los mismos. -

3. 2. Micropropagacion de B. urbana en el Jardin Botinico del Instituto de Biologia de
Ia UNAM.

Con el objeto de evitar la extincién y desarrollar pricticas de rescate de especies
amenazadas, el grupo de investigacion del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM, se ha avocado a aplicar estas
técnicas en la propagacidn in vitro de diferentes grupos de plantas; entre los que destacan
las cactaceas y orquideas, como los mas vulnerables a la depredaciéon en nuestro pais. En
1993, Rubluo er al. reintroducen a la Reserva, algunas poblaciones de orquideas (Bletia
urbana. Lycaste skinneri, Lycaste alba, Lycaste aromadtica, Lemboglossum ehrenbergii,
:Oncidium stramineum, Laelia anceps, Encyclia citrina y Rhyncholaelia glauca) y de
cacticeas (Mammillaria haageana, Mammillaria huitzilopochtli y 'Mammillaria san-
angelensis) propagadas por CTV. Si bien en muy pocos casos se logré documentar su
sobrevivencia y desarrollo, se tenia conocimiento de que algunas éspecies se reproducieron
asexual y sexualmente en afios posteriores (Martinez—Palacios com. pers.).

En el caso particular de Bletia urbana, los trabajos con esta especie comenzaron en
1980 por Chavez, con el estudio de la biologia de su germinacion asimbidtica in vitro.
Posteriormente Martinez (1985) continud con el-cultivo asimbidtico logrando la brotacién
muiltiple in vitro a partir de protocormos seccionados. Este ultimo trabajo se complementd
con la germinacién de las semillas en distintos medios y condiciones de cultivo, publicado
en 1989 por Rubluo er al. Los primeros intentos de reintroduccion se llevaron a cabo a en
1993 por Rubluo et al. quienes incorporaron 133 plantulas micropropagadas, de las cuales
no se obtuvo un registro de su sobrevivencia después del primer ciclo porque no fueron
monitoreadas posteriormente. Algunos aspectos detallados de estos trabajos se discutirdn en

los Resultados.
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bana. El cultwo smlblotlco se realizé por vez primera en

'.'1998 ‘a parnr e un hongo alslado ‘de raices de un mdnvxduo de Bletia sp. que crecia en el

"mnsmo habltat que ‘B. urb?zna (Ortega-Larrocea et al., 2000). Con el cultivo simbidtico, se

a]c nzé el 100% de” germmacxén en semillas micorrizadas provenientes de la misma
: coleccxon de germoplasma recolectada en 1984 y usada inicialmente por Martinez (1989).
Ademas de esto, se obtuvieron plantulas con raiz en un periodo de tan sdlo 28 dias de
cultivo in vitro y sin ningin subcultivo previo, acortando el tiempo de desarrollo in vitro
logrado en medios asimbidticos, en mas de 40 dias. Estos resultados indicaron que el hongo
aislado era un simbionte natural altamente compatible para la germinacién y desarrollo de
las semillas y permitieron proponer el cultivo simbidtico, como una estrategia altamente
exitosa para la propagacion masiva de esta especie.

Sin embargo, para utilizar esta nueva via de propagacién como un mecanismo
reproducible, se planted la interrogante de probar la efectividad de diého aislado en semillas
de germoplasma recientemente recolectado. Del mismo modo, surgié la inquietud de
comparar el desarrollo de las plantulas en otros medios asimbidticos y de observar la

sobrevivencia de plantas simbidticas después de su reintroduccién en campo.

4. OBJETIVOS
Objetivo general:

Llevar a cabo la remtroduccxon de plantulas de Bletia. urbana micorrizadas y

mlcropropagadas in v:tro a pamr de semlllas
Objetivos particulares:

1. Comparar-la germinacién y el desarrollo in vitro simbidtico y asimbidtico de
semillas de B. urbana recién recolectadas y con 14 afios de almacenamiento.

2. Comparar su crecimiento y sobrevivencia ex vitro en condiciones de invernadero.
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' 5.MATERIALES Y METODOS
a. Procedénci.a del material biélogico.

Se utilizaron semillas de Bletia urbana recolectadas en 1984 y 2001. Las primeras
procedieron de la coleccion de germoplasma de 1984 de Rubluo y colaboradores
(1989), recolectadas por Martinez (1991) en la Reserva Ecoldgica “El Pedregal” de San
Angel, México D. F. y conservadas desde esta fecha a 6 °C. Las segundas fueron
obtenidas a partir de dos cdpsulas secas indehiscentes recolectadas en el mismo sitio en
febrero del 2001. Estas ultimas fueron abiertas, homogeneizadas y almacenadas a 6 °C

hasta su siembra in vitro.
b. Desinfestacion de semillas.

Se hicieron pruebas de desinfestacion de semillas con hipoclorito de calcio saturado
en paquetes de papel filtro segin lo registrado por Mitchell (1989). Sin embargo, se
obtuvo una‘mayor efectividad desinfestando las semillas en pnquctés de tela de
monofilamento de nylon (37 micras), sumergidas y agitadas en hipoclorito de sodio
comercial al 10% durante 15 minutos. Cada paquete contuvo 0.001 g de semillas que

fueron enjuagadas tres veces en agua destilada estéril en condiciones de asepsia,

previamente a su siembra.
c. Elaboracién de los medios de germinacién.

Se elaboraron tres medios de germinacidon que consistieron en dos medios
asimbioticos, el Medio Knudson C (MKC) (Knudson, 1946) enriquecido con 10% de
agua de coco(Rubluo et al., 1989). El otro fue un medio utilizado cominmente en los
Jardines Botanicos de Kew para la propagacion de orquideas en general, denominado
Medio de Kew-A (MKA) (Mitchell, 1989). El medio de tipo simbidtico consistié en
Medio Bdsico de Avena (MBA) (Mitchell, 1989) en el que se inoculd el hongo
micorrizico de Bletia sp. aislado por Ortega-Larrocea et al. (2000). Los componentes de

cada medio se presentan en el Anexo 1.
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d. Sien'iblv':i'v i¢: 'mi las en medios simbiético y asimbiéticos.

La sxembra de las semlllas de B. urbana en los medios se hizo bajo un procedumento o

aleatorio en el que los trata.mlentos consistieron en los medios de cultivo (MBA MKC Yy

MKA) y las unidades; experlmentales consistieron en cajas de Petri con 30 mL de_., . '

medio. Cada bloque expenmental consté de 6 unidades con 8 repeucnones cada una y

con las siguientes claveS'

BU84MKC = B. urbana recblectada en 1984 e incubada en medio asimbiético MKC.
BUS4MKA = B. urbana recoléctzida en 1984 e incubada en medio asimbidtico MKA.
BU8S4MBA = B. urbana recolectada en 1984 e incubada en medio simbidtico MBA.
BUOIMKC = B. urbana recolectada en el 2001 e incubada en medio asimbiético MKC,
BUOIMKA = B. urbana recolectada en el 2001 e incubada en medio asimbidtico MKA.
BUOIMBA = B. urbana recolectada en el 2001 e incubada en medio simbidtico MBA.

Debido a que tnicamente se trabajé con un aislado micorrizico previamente

probado en esta especie (ver antecedentes), se uitilizé solamente un medio simbiético.

Las semillas fueron sembradz;s por bloques y cada caja fue sellada con una
pelicula plastica (ega-pack). Las cajas se incubaron en un cuarto de cultivo a 25 £ 2 °C
con un fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad y una iluminacién de 1500 lux.
Con el objeto de evitar cualquier efecto de la iluminacién en el crecimiento de las

plantas, los bloques fueron cambiados de lugar en forma rotatoria 2 veces por semana.
€. Obtencidon del aislado micorrizico.

Se llev6 a cabo la resiembra del aislado micerrizico purificado y probado por Ortega-
Larrocea y colaboradores en diciembre de 1998 (Ortega-Larrocea er al., 2000). Se
subcultivé previamente en medio PDA (Papa Dextrosa Agar) y se afiadid una seccién de

aproximadamente 0.5 cm? de este medio a cada una de las cajas de cultivo simbiético.

f. Registro de la germinacidén y desarrollo.
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Se hicieron observaciones semanales de las semillas bajo el microscopio
estereoscopico (40 x). La germinacidn se registré hasta el dia niimero 32 cuando hubo
ruptura de testas, emergencia de la semilla y sintesis de clorofila. A partir de los 37 dias

de crecimiento se midi6 la altura de algunos de los protocormos (n=30).

g. Subcultivo de protocormos.

_El subculti\ko de ,“losi'k‘prptocormos de B. wurbana a los mismos medios de su
correspondiente trafamiento, se llevé a cabo una vez en que éstos pudieron manipularse
adecuadamente. Todos los subcultivos se trasplantaron a frascos comerciales de 150 mL
con 50 mL del medio correspondiente. Se colocaron individuos por frasco que fueron

incubados en las mismas condiciones descritas anteriormente.
h. Fijacién del material biolégico.

Con el objeto de corroborar la micorrizaciéon de B. urbana, se fijaron protocormos
antes del primer subcultivo, asi como las raices de las plantulas antes de su trasplante a
suelo. ée utilizé la férmula ﬁjadorﬁ de Navashin (johansen, 1940) (Anexo 1) en la'que
se sumergieron los tejidos por 24 horas después de las cuales, se lavaron con agua

corriente y se preservaron en una solucién de alcohol etilico al 70%.

i. Trasplante a suelo.

Cuando las plantas de B. urbana desarrollaron raices in vitro fueron trasplantadas a
suelo bajo condiciones de invernadero. El suelo fue pre\'/iamente recolectado en la
Reserva Ecoldgica “El Pedregal” de San Angel, secado al aire libre, tamizado (2 mm),
homogeneizado y esterilizado en autoclave durante 30 min a 15 Ib de presién. Las
plantas se colocaron individualmente en macetas de 70 cm® (100 g), llenadas en su base
con 1/3 parte del volumen con tezontle y el resto con el suelo.

Previo al trasplante, se registro ¢l largo de las hojas, de las raices y el didmetro
del bulbo. Una vez ex vitro, las plantas se aclimatizaron en la cdmara de incubacion de
cultivo in virro durante una semana. Posteriormente, 12 macetas por bloque fueron

colocadas en un microambiente que consistié en charolas transparentes (27x 27 x 12

cm) con tapa.
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j- Aclimatizacién en invernadero.

La aclimatizacién en invernadero se llevo a cabo en el mxcroambxente generado en las
" charolas, a una temperatura de 32 = 5 °C, humedad relativa mayor de 80% y regadas
por aspersién con agua corriente 1 vez por semana. Las plantas simbidticas no
presentaron contaminacion en el sustrato, mientras que las asimbidticas requmeron

_'ademas, de una aplicacién del fungicida Captan 2 gll.

k. Reintroduccioén a su habitat.

El ensayo de reintroduccién a su habitat en la época de lluvias (11 de julio del 2001)
se hizo tunicamente con las plantas micorrizadas. Se reintrodujeron dos grupos de
plantas, unas que habian sido aclimatizadas en el invernadero durante mas de 1 aifio
(Ortega et al., en pfensa) y las aclimatizadas en este trabajo durante 54 dias.

Previo a'lvtrasplante‘ a su habitat, las plantas fueron pre-aclimatizadas al exterior del
invernadero durante un dia a la sombra y marcadas al azar con cintas plasticas
numeradas, adjudicandoles aleatoriamenté los sitios ‘de reintroduccién. La
reintroduccién consistié en el trasplante de las plantas en grupos de 10 individuos,
mapeados con ayuda de un geopos{cionador (GPS) y dispuestos en asociacién con

individuos adultos de Mulhenbergia sp. en cavidades rocosas con acumulacién de suelo.

1. Monitoreo de las plantas.

Se hicieron cuatro visitas a los microhabitats a lo largo de un aifio, para observar la
dinamica de las plantas. La primera fue recién finalizada la época de lluvias 42 dias
después de su reintroduccidn; la segunda en época de secas, 180 dias después; la tercera
precedente a la época de lluvias 270 dias después y la guarta en la época de lluvias, 371
y 416 dias después. El monitoreo consistié Ginicamente en la identificacién de los sitios
y de los individuos, registro de informacién sobre depredacién y cuantificacidn del

ntimero de individuos sobrevivientes y su altura en el afio y su registro fotografico.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

a. Gerrhi_nntiiih'simbiética y asimbiética de B. urbana.

La génﬁinagﬁién de semillas de B. urbana ocurrié tanto en los medios asimbidticos como
en él" ;s'irrxrxbic’)ﬁicb Yy én condiciones de iluminacién (Chavez, 1980; Martinez, 1985; Rubluo et al.,
1989 Yy Ortega-Larrocea et al., 1999). A 48 horas después de la siembra, 1a mayoria de éstas se
tomaron verdes (clorot' llcas) en los tres medios. Considerando que la germinacién se inicia al
: ‘romperse la testa y que la semilla germina tanto en el medio asimbidtico como en el simbiético,
B. ,urband puede prescindir de las micorrizas o de los nutrimentos al inicio de este proceso. Esto
'se ha encoritrado para otras especies de orquideas como Spiranthes magnicamporum (Anderson,
1991)

EI monitoreo de la germinaciéon se realizé semanalmente, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas debidas al tiempo en los medios de cultivo hasta el dia 32,
cuando el mayor porcentaje ocurrié en el tratamiento asimbidtico Knudson C enriquecido
(MKC) (Fig. 3). Esto ocurrié en las semillas recolectadas en 1984 y en las del 2001, siendo
ligeramente mayor en las semillas recién recolectadas. Este medio fue seleccionado de acuerdo
a lo publicado por Rubluo et al. (1989) quienes obtuvieron un 100% de germinacién para el
mismo germoplasma recientemente recolectado.

La germinacidn en el otro medio asimbidtico Kew A (MKA), recomendado para una
gran diversidad de semillas de orquideas, fue ligeramente menor que en el tratamiento
simbidtico Medio Basico de Avena (MBA). Sin embargo, no se presentaron diferencias
significativas entre ambos medios (Tabla 3). El porcentaje de germinacion del tratamiento MKA
de las semillas recolectadas en 1984 fue mayor (55%) con respecto a las recolectadas
recientemente (35 %). Esto también se observd en el tratamiento simbidtico (MBA), en el que
cerminaron un mayor nimero de semillas recolectadas en 1984. Sin embargo, el andlisis de
varianza (ANOVA) vy la prueba de Tuckey para las medias no fueron significativos para el
ticmpo de recolecta de las semillas, es decir la edad de las mismas. Estas pruebas resultaron
significativas inicamente entre los tratamientos asimbidticos MKC y MKA (p < 0.001) sin que
existieran tampoco efectos por la interaccion (Tabla 2). Esto significa que el tiempo de recolecta
y/o de almacenamiento de las semillas no tiene un efecto ponderante en la germinacién debido a

que en ambas fechas, se observaron patrones de germinacion similares (Fig. 3).
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Figura 3. Germinacidn in vitro de Bletia urbana a los 32 dias en diferentes medios:

Tabla 3. Anilisis de varianza (ANOVA de dos vias) para la evaluacién de la
germinacion de las semillas de B. urbana a los 32 dias.

df MS Df MS

Effect Effect Error Error F p-level
Recolecta 1 0.600568 48 180.5676 0.003326 0.95425
Tratamientos 2 708.4634 48 180.5676 3.923536 0.026411
Ix2 2 3.347732 48 180.5676 .0.01854 0.981638

1= semillas recolectadas en 1984 y 2001, 2 = Medios MKC, MKA, MBA

asimbidticos MKC (Medio Knudson C) y MKA (Medio Kew A) y simbiético MBA (Medio

basico de avena). Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05). Semillas
recolectadas en 1984 y en el afio 2001.

Chavez (1980) y Rubluo et al. (1989) trabajaron con semillas de B. urbana recién

recolectadas (menos de tres meses de almacenamiento) y demostraron que éstas eran viables y

germinaban en un alto porcentaje (del 70 al 80 % en MKC no enriquecido y hasta el 100%
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en MKC enriqueciﬁo’ res, ctxvamente) En este traba_]o, también se demostré que las semxllas

del mismo germoplasrh ! :aba_)os ‘de Rubluo e al. (1989) y Ortega- Larrocea et al. (1999)

germinaron sin presentar problemas de viabilidad y/o dormancia, después de 15 ailos de ser

recolectadas. Sin embargo los porcenta_]es de germinacion que encontramos en el presente nunca
alcanzaron el 100% como; en los trabajos anteriores. Estas diferencias pueden deberse
probablemente a otras’é'ahsa;s' éomo la mayor contaminacidn que se presentd en las semillas
recolectadas recientemente debido a que una de las cdpsulas contenia particulas de suelo y que
modificé los tiempos de desinfestacién para todos los tratamientos. El aumento de los tiempos
de desinfestacién para todos los tratamientos pudo producir una mayor mortalidad que fue
observada al microscopio estereoscopico cuando las semillas que presentaban el embrién nunca
se imbibieron o se tornaron clorofilicas (Chavez, 1980). Dado que la siembra de las semillas fue
completamente al azar entre los tratamientos y fueron sembradas el mismo dia y bajo las
mismas condiciones, es poco probable que las diferencias entre los mismos se deban a la
prolongacion de los tiempos de desinfestacion o de imbibicién en agua durante su siembra. En
cuanto al efecto de la luz, también se evitaron efectos de borde entre los tratamientos al rotar las
cajas de Petri para que todas las semillas tuvieran las mismas condiciones de iluminacién.

" El efecto prolongado de la viabilidad de las semillas de orquideas terrestres se ha
observado para otras especies como Spiranthes cernua y Goodyera pubescens (Zettler y
Mclnnis, 1993) quienes sefialan que las semillas son viables por mas de tres afios de
almacenamiento. Martinez (1991) encuentra que la viabilidad se conserva siempre las semillas
se encuentren almacenadas a una temperatura de 4 a 8°C. Otros estudios indican que la
viabilidad se puede prolongar un mayor tiempo como en el caso de Spiranthes lacera en la que

sus semillas germinaron después de cinco afios de almacenamiento (Zelmer y Currah, 1997).

b. Desarrollo in vitro de las plantas de B. urbana.

El desarrollo de las plantas in vitro, se midi6é a través de su altura a los 37 dias de cultive
en los tres diferentes medios (Fig. 4). Se puede observar que en los tratamientos asimbidticos
(MKC y MKA) tanto de las semillas recolectadas en 1984 como en las del 2001, las alturas son
similares, siendo ligeramente mas altas las de MKC con semillas de 1984, En el tratamiento

simbiodtico (MBA), la altura de las plantas fue varias veces mayor que en las de los medios
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asimbiéticos y también ligs
2001. El ANOVA (Tabla 4) d

tratamientos, sin embargo Bt

la mteraccxon, pero si entre Ios tratamientos asimbidticos vs.

para el tiempo de recolecta ]
simbidtico (p < 0.001).
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Figura 4. Altura promedio (#=30) de las plantulas de Bletia urbana in vitro a los 37
dias de cultivo en diferentes medios: asimbidticos MKC (Medio Knudson C) y MKA
(Medio Kew A) y simbidtico MBA (Medio basico de avena). Semillas recolectadas en
1984 y en el afo 2001. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.001). *
n=20,

Tabla 4. Analisis de varianza (ANOV A de dos vias) para la evaluacidon de la altura
en plantulas de B. urbana a los 37 dias de culfivo in vitro.

Df MS Df MS

Effect Effect Error Error F p-level
Recolecta 1 4.07277 164 1.846717 2.205411 0.139447
Tratamiento 2 689.3693 164 1.846717 373.2945 0
1X2 2 4.384478 164 1.846717 2.374202 0.096281

1= semilas recolectadas en 1984 y 2001, 2 = Medios MKC, MKA, MBA
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7 i repercutlo definitivamente en e! posterior
creclmxento de los' protocormo mlcomzados dcsde los primeros dias de desarrrollo. De la
mlsma manera- que lo .,descnto,por Ortega-Larrocea et al. (en prensa) para esta especie, se
presento un mejor desarrollo morfologlco y tamafio comparado en las plantas micorrizadas, con
respecto a las pléntulas de los medios asimbidticos (Fig. Sa-c). Esto ocurrié atn cuando la
mayor germinacién se encontrd en el medio asimbidtico MKC; sin embargo se observa que la

formacién de protocormos fue la mas lenta comparada con los otros dos medios. Esto coincidié
con lo observado por Tsutsui y Tomita (1990) y Light y MacConaill (1998) en Spiranthes
sinensis y Liparis nervosa, respectivamente, donde los porcentajes de germinacidon no

estuvieron relacionados con el posterior desarrollo de los protocormos.

Figura 5. Desarrollo morfoldgico de B. urbana en medios asimbidticos (MKC y MKA) y simbiético
(MBA). a. Protocormos en MKC a los dias 22 dias (foto tomada a 25x). b. Protocormos en MKA a los dias 22 dias
(foto tomada a 25x). c. Protocormos en MBA a los dias 22 dias §fototomada a 16x). d. Pelotonces intracelulares de
Rhizoctonia sp. en un protocormo simbidtico. e. Protocormo de menos de 15 dias invadido por estructuras fungicas.
f. Expansion del tejido simbidtico en la base del protocormo y raiz (flechas blancas). h. Tejido radical de una
plantula en medio asimbidtico, notese la ausencia de pelotones fingicos (flecha negra indica el haz vascular).
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Las e:h:o’ chas en la altura y desarrolio de las plantulas que se presentaron’
entre los medlo as:mblotlcos Yy el simbidtico, son una consecuencia indudable del efecto de la
micorriza (Ortega-Larrocea et al., en prensa). Este efecto “acelerador, sinérgico o promotor” de
las micorrizas en las orquldeas ha sido observado en muchos otros cultivos simbidticos y
provoca que en poco txempo desarrollen el estadio de protocormo, llegando asi rapidamente a
ser plantulas (Clements, 1988; Smerciu y Currah, 1989; Tsutsui y Tomita, 1990; Anderson,
1991; Zettler et al., 1995; Markovina y McGee, 2000; Kulikov y Filippov, 2001). A través de la
fijacion y tincion de los diferentes estadios de los protocornmos y las plantulas, se evidencid en
todos ellos, la formacidn de las estructuras tipicas de esta simbiosis (pelotones hifales) (Fig. 5d).
Los pelotones son estructuras tridimensionales de hifas que se ramifican y anastomosan dentro
de las células, entre la pared vegetal y la membrana celular (Arditti, 1992). Los pelotones se
desarrollaron en casi todo el tejido de los protocormos (Fig. Se) y fueron extendidos hacia las
raices cuando éstas emergieron (Fig. 5f). Se verificd la ausencia de estas estructuras en los

tratamientos asimbidticos (Fig 5g).

Es posible q{xe las semillas hayan -agotado los recursos del medio para desarrollarse
después de la germinacién, dado que el primer subcultivo se realizé después de los tres meses.
Esto se debid a que los tamaifios de las pla‘ntas propagadas simbiéticamente permitieron que el
primer subcultivo se llevara a cabo a los 42 dias y en las asimbi6ticas después de los 90. Dadas
las enormes diferencias en el desarrollo de las plintulas entre los medios asimbidtico y
simbidtico, la altura promedio (mm) in vitro alcanzada cn el momento del primer subcultivo a
los 88 dias, fue considerada unicamente para los tratamientos asimbidticos (Tabla 5). La altura
de las plantas en ambos medios asimbiéticos fue significativamente mayor en el medio Kew A,
comprobandose nuevamente que a pesar de haber sido MKC el mejor medio para la
germinacion, no lo fue para el posterior desarrollo de los protocormos. En esta Tabla también se
observa que no existen diferencias atribuibles al tiempo de recolecta de las semillas en el

desarrollo de las plantulas, como lo se ha observado desde la germinacién y en los medios

simbidticos.
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Tabla 5. Altura promedio (mm) de plantulas de B.
urbana in vitro en dos medios de cultivo asimbidticos:
Knudson (MKC) y Kew A (MKA) y en dos tiempos
de recolecta de las semillas (1984 y 2001) (n= 30 = d.

e).
Tratamiento 88 dias
BURIMKC™ 2.92 £ 0.45°
BUOIMKC 2.42 & 0.82°
BUS4AMKA 4.29 + 1.28°
BUOIMKA 5.34+ 1.29°

* n = 10, letras diferentes indican diferencias a p<0.01.

Sin embargo, cabe destacar que despi_xés del primer subcultivo en el medio asimbidtico
MKA, los protocormos se tornaron cafés (posiblemente sufrieron necrosis por oxidacién). Este
efecto del medio también fue ’Qbs’ervav‘dd pbr Anderson (1991) en embriones de Spirantes
magnicamporum, quien lo atribuye a‘la alta concentracién de los nutrimentos en el medio de
cultivo. Es posible que se deba a un efecto de toxicidad producido porque este medio contiene
dos fuentes de Fe (citr‘a‘to férrico y sulfato ferroso), la primera le dié una apariencia amarillenta

al medio dada la baja solubilidad de este elemento en el.agua.

c.Trasplante a suelo.

Una vez que las plantulas d alcanzar el estadio de plantula con cormo, raiz y hoja, se
consideraron adecuadas para ser trasplantadas al suelo. El desarrollo radiculare ocurrié antes de
levar a cabo el primer subcultivo, a los 42 dias en las plantulas simbiéticas (MBA) y a los tres
meses, en las plantulas cultivadas en MKA. Por otro lado, muy pocas de las plantulas en MKC
desarrollaron alguna raiz antes de este tiempo (3 meses). La Tabla 6 muestra ¢l tiempo de
cultivo in vitro que requirieron las diferentes semillas de B. urbana para poder ser aclimatizadas
en invernadero. En esta tabla, también se muestra el niumero de individuos propagados in vitro
del total de semillas que originalm-ente se sembraron en cada tratamiento. Se puede observar que
para todos ellos, un porcentaje muy bajo del total de semillas sembradas inicialmente, alcanzé la
ctapa de trasplante a suelo. Ambos porcentajes fueron menores en las plantulas asimbidticas y
entre éstas en las cultivadas en MKC. Las plantulas propagadas simbidticamente alcanzaron casi
el doble numérico de las asimbidticas durante el cultivo in vitro. Cabe destacar que de las

plantas asimbiéticas, hubo un nimero limitado de individuos que no fueron trasplantados
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debido a queksus‘fc:ot'i‘d

alcanzar el estadio ‘de pl:

“Tabla 6. No.de individuos, % del total de individuos sembrados y tiempo de cultivo
in vitro de Bletia urbana al ser trasplantada a suelo.

[+
. No. Individuos 7o del tofal de las Dias de cultivo
Tratamiento semillas . .,
trasplantados in vitro
sembradas

BUS4MKC 30 8.3 190 -212
BUOIMKC 12 4.8 205 -212
BUB4MKA 24 10.7 127 - 134
BUOIMKA 23 6.7 127 -134
BU8S84MBA 91 23.6 52 -91
BUOIMBA : 73 21.7 74 - 91

Por otro lado, se observa nuevamente que fue menor el tiempo promedio que requirieron
las plantulas simbidticas para que'se pudiera llevar a cabo su aclimatizacién ex vitro en dos y
medio meses (71.5 dias). Para las plantas asimbiéticas cultivadas en MKA fue de 4.4 meses
(130 dias) y para las cultivadas en MKC. de 6.7 meses (201 dias). Las diferencias en estos
tiempos son de un margen de dos meses, con las consecuentes implicaciones en el gasto de
mantenimiento de los cultivos en la cdmara de incubacidn y de espacio ocupado en la misma.

La altura de las plantas, su longitud y nimero de las raices fueron registradas en el
momento de ser trasplantadas al suelo. El ANOVA y las pruebas de Tuckey indicaron
diferencias (p < 0.001) tUnicamente entre las plantulas micorrizadas y las no micorrizadas para
las variables altura y longitud de raices. Para el nimero de raices no se encontré alguna

diferencia. En cuanto a la altura, se observa nuevamente que las del medio simbidtico (MBA)

~

tueron marcadamente mas altas que las de los medios asimbidticos (MKC y MKA) y también |

que no hubo diferencias significativas debidas al tiempo de recolecta entre las plantulas

provenientes de semillas de 1984 con respecto a las del 2001 (Fig. 6).
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Figura 6. Altura plantulas (a), Iongitud de raices (b) y no. de raices (c) de B. urbana al ser

trasplantada a suelo y aclimatizada en invernadero.
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Por otro lado laz ap nenc1

in vitro fue muy dxstm a ntre Ios tres tratamlentos._” .as plantulas a&mbxéttcas en MKC fueron

las mas pequefias Y. desarrol]aron la bractea y pnmer‘ho_ja, mientras que las cultivadas en MKA
y MBA, desarrollaron la bréactea y las dos hojas.'Es probable que el menor desarrollo en todas
las etapas de las plantas cultivadas en MKC después de la germinacién, pudo ser provocado a
que la calidad del agua de coco no fue la misma enntre los subcultivos (Martinez, 1985), o bien
a que existe un azicar o compuesto organico promotor de la germinacién en la misma pero no
asi del desarrollo.” El medio de Kew A es mds rico en sales minerales, principalmente
micronutrimentos, lo que muy probablemente repercutié en el desarrollo de los protocormos
(Smith, 1932). '

Con relacién a las raices, aun cuando no hubo diferencias en el namero, se pudo
observar que un un mayor nimero de plantas provenientes de semillas recolectadas en el 2001
en los tres tratamientos, desarrollaron 3 raices. Esto se puede deber al vigor de las semillas,
aunque el nimero de raices en este estadio puede estar mdas regulado genética que

fisiolégicamente y sin embargo, no esta influenciado por la formacién de las micorriza.

d.Aclimatizaciéon de Bletia urbana en invernadero.

El nimero de individuos sobrevivientes al trasplante a suelo y el tiempo de
aclimatizacién en invernadero se muestran en la Tabla 7. El contraste con los medios
asimbidticos continué durante el proceso de endurecimiento, en donde las plantas simbidticas
requiricron unicamente de 1.5 meses, mientras que con las asimbidticas, este proceso no se did
ni después de 5 meses para las cultivadas en MKA ni en 7.8 meses en las cultivadas en MKC.
En el porcentaje de sobrevivencia, se obtuvo un mayor éxito en las plantas que fueron
cultivadas en el medio MBA, donde el porcentaje de las plantas procedentes de semillas
recolectadas en ambos afios, fue mayor al 90%. En los medios asimbidticos, del total de los 88"
individuos que fueron trasplantados sélo sobrevivieron 3. Anderson (1991) también obtuvo un
muy bajo nmimero de individuos asimbiéticos sobrevivientes en plantas de Spiranthes.
magnicamporum (2 individuos de un total de 40). Sin embargo, estos resultados también
contrastaron con lo obtenido por Rubluo et al. (1989) quienes con semillas asimbidticas del

mismo germoplasma (recolectadas en 1984), obtuvieron 100% de sobrevivencia durante la
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humedad en las que fﬁe

en invernadero un mayor txempo ‘en- el que resnsneron menos  los. periodos .-de riego y

deshidratacion debldo muy ‘probablemente al tamaifio y caracteristicas con las que fueron

sacadas ex vitro.

Tabla 7. No. de individuos sobrevivientes en invernadero, reintroducidos y tiempo

Tratamiento No. Individuos % de Dias de No. individuos
Sobrevivientes | sobrevivencia | aclimatizacién | reintroducidos
BU84MKC 1 3.3 151 0
BUOIMKC 0 0 151 0
BUS4MKA 1 4.2 230 0
BUOIMKA i 4.4 230 0
BUS4MBA 88 96.7 37-58 91
BUOIMBA 68 93.2 29-58 58
BUS4AMBA* n.c. n.c. >365 21

de aclimatizacidon en invernadero de Bletia urbana.

* individuos aclimatizados durante 1 afio, datos en Ortega-Larrocea ez al. (en prensa), n.c. ='datos no
cuantificados.

Estos resultados ponen de manifiesto, la importancia que tienen las micorrizas en el
desarrollo, sobrevivencia y capacidad de aclimatizacién de las plantas de Bletia urbana
micropropagadas. Por estos motivos, en el presente se llevé a cabo la reintroduccién a su habitat
unicamente de las plantas micropropagadas de manera simbidtica (Tabla 8). Se llevé a cabo una
comparacién entre plantulas de semillas del mismo germoplasma recolectado en 1984 pero que
fueron aclimatizadas en invernadero durante un mayor tiempo (1 afio). Las plantas procedian
del primer cultivo simbidtico logrado para esta especie (Ortega-Larrocea er al., en prcnsa).
Durante el tiempo que se mantuvieron en invernadero, sufrieron de un proceso de defoliacion y
permanecieron con su cormo subterrdneo, volviendo a presentar las hojas nuevamente en el
siguiente ciclo (Ortega-Larrocea com. pers.) (Rubluo et al., 1989). Estas plantas fueron
diferentes en altura, didmetro del cormo, -largo y ancho de las hojas, con relacidn a las
aclimatizadas Uinicamente de 1 a 2 meses en el presente trabajo. El ANOVA y la prueba de

Tuckey demostraron diferencias (p<0.001) entre estas variables para estos tiempos de
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individuos y tallas mayores. a"’los 25 cm, mdlcando que- la multiplicacién de los cormos

subterraneos se de a lo ]argo d 3 i 105 anuales (Rubluo er al., 1989; Rubluo ez al., 1993).

Por otro lado, las dlferencxas ncontradas entre las plantulas de semillas recolectadas en

distintos afios, pudlera estarVrelacxonada con el vigor de los embriones que se manifiesta en
condicones de estrés y no de cultlvo in vitro, dado probablemente a su madurez, a las

condiciones ambientales (Rubluo et aI., 1989).

Tabla 8. Algunas variables de crecimiento de las plantulas micorrizadas de B. urbana después
de su aclimatizacién en invernadero y de un ciclo anual de sobrevivencia en campo después de
su reintroduccidn. Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0.001).

BUS4 BUS4 BUO!I BUS4 y BUO!
.Variables de crecimiento 1 ario 1-2 meses 1-2 ! ario en
invernadero* . invernadero** invernadero*** campo****
Altura (cm) 12.33 +1.03° 8.74 + 1.03b 7.41 £ 0.37c 9.4 £ 0.47
Didametro del cormo
(mm) 84.45 + 6.51" 34.82 +3.47b 20.66 + 3.83c n.c.
Largo hojas (cm) ' 8.61 % 0.79* 5.80+0.17b 4.79 £ 031c n.c.
Ancho hojas (cm) 0.72 +£ 0.06* 0.59 = 0.03b 0.46 £ 0.03c n.c

*n=21,%* n=9]1, *¥*y =60, **** p = 92 + e.s., n.c. no cuantificado

e. Reintroduccion de Bletia urbana a su habitat,

Se reintrodujeron a campo un total de 170 individuos de B. urbana procedentes de ambos
periodos de aclimatizacién en invernadero (Tabla 8). Se plantaron en 17 sitios localizados en
una extensién de aproximadamente 250 m? (Figs. 7-9). Como se indicé en la metodologia, las

plantas fueron integradas a cada grupo de una manera completamente aleatoria y los datos de
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los individuos se presentan en el Anexo 2 Pasado un penodo de 42 dias, casi la totalidad de las
plantas (apro‘umadamente el 82%) habxan perdndo sus hojas, sin que se pudiera constatar en ese
“'momento la integridad del cormo enterrado Unicamente tres plantas regeneraron hojas nuevas
durante este tiempo y en 29, las mlsmas hO_]aS se encontraban ligeramente mas grandes. A los

_’SCIS y nueve meses después de la’ remtroduccwn en la época de sequia, ninguna planta conservo

-g}sus hojas. Al cabo de un aiio, despues de la época de lluvias, el 61.9% de las plantas

- »remtroducndas aparecieron nuevamente desarrollando casi todas las observadas dos hojas. Se

) :‘;regxstro la altura de las plantas de la base del suelo al extremo de la hoja; sin embargo, cabe

' r‘r'destacar que no se cuannﬁcé hasta la base del cormo para no daiiar a los ejemplares (Tabla 8,
K ver ane\:o 2, datos de remtroduccxén) En los datos’ anexos podemos observar que muchas
plantas tienen una altura menor a la del afio anterior, debido a que no se considerd su cormo.

“Por otro lado, no > fue posible constatar en muchos individuos su procedencia original, debido a
que no se encontrd ’la,‘etiqueta, no fue posible identificar el nimero en la misma o permanecia
énterrada_ junto con el Eormo, el cual no se quiso manipular.

Estos resultados mostraron que muchas de las plantas (las cuales si pudieron
identificarse correctamente), incrementaron su altura después de un afio, en un promedio mayor
a los 5 cm. Un individuo aumento su tamafio en mas de 13 cm y correspondié a una Bletia
aclimatizada durante mas de un afio en invernadero (individuo 155). Por otro lado, se observa
que algunas otras plantas no alcanzaron su tamaiio original, creciendo al afio y dos meses (416
dias) un promedio de 3 cm menos que cuando fueron reintroducidas. También hubo un
individuo que alcanzd unicamente los 2 cm fuera del suelo de una talla original de 13 cm. Dado
que muy pocos individuos reintroducidos por un periodo de aclimatizacién mayor al afio,
pudieron ser monitoreados, no fue posible correlacionar si los tamafios de las plantas que
presentaron las alturas mas grandes correspondieron a estos tratamientos. La mayoria de las
plantas que no alcanzaron su tamaifio original fueron individuos recolectados en 1984. De las
plantas que incrementaron sus tamafios, hubo un nimero similar de semillas de ambas fechas de
recolecta. Cabe destacar, sin embargo, que desde el comienzo el nimero de individuos
reintroducidos de semillas de 1984 fue mayor, por lo que se puede inferir que la capacidad
regenerativa de estas semillas fue muy buena y similar a la de genmoplasma recientemente
recolectado. Todos estos datos no pueden ser sometidos a estadistica debido a que no se
conocen con precisién los valores correctos. Finalmente, cabe destacar que se analizaron datos

de recrecimiento en dos periodos (a los 371 y 416 dias) después de la reintroduccion y se
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Por otro orfologla de las plantas remtroducxdas fue muchas veces

menor que los vmlelduo pertenementes a las poblacxones naturales (Fig. 7k), cuyas hojas

’mxden alrededor de 2: g0 por 3. 5 cm de ancho. Otra diferencia fue que las plantas

reintroducidas no florecneron, lo que permxte suponer que necesitan de algunos periodos de

crecimiento antes de que 'S plantas incorporen suficientes reserevas para hacerlo. Rubluo et al.

(1993) encontraron que plantas de la misma especie micropropagadas y que sobrevivieron en
campo durante tres aflos, desarrollaron protocormos laterales y gruesas raices.

Por otro lado, la sobrevivencia de B. wurbana al cabo de un afio de haber sido
reintroducida a su habitat, puede ser comparada con la citada por estos mismos autores en 1993
para plantas propagadas asimbidticamente. Los autores obtuvieron un 15% de sobrevivencia de
un total de 133 individuos aclimatizados en invernadero durante un tiempo no menor a los 30
dias. En el presente trabajo, las plantas micorrizadas sobrevivieron cuatro veces mas que las no
micorrizadas. Es poco probable que estas diferencias puedan deberse al estado de madurez de
las semillas. con las que las plantas fueron propagadas en su momento, ya en el presente se
trabajé también con germoplasma recolectado recientemente. Otros factores que pudieron
influir son diferentes condiciones ambientales prevalecientes en ambos tiempos (casi 15 aflos
después), a las caracteristicas topograficas y de sitio en las que las plantas fueron colocadas.

Esta tesis mostré aspectos importantes de la biologia de la propagacion simbiética de
Bletia urbana. No solo se pudo demostrar nuevamente lo ya descrito por Ortega-Larrocea er al.
(cn prensa) acerca de la efectividad del hongo aislado y la formacidn de la simbiosis, después de
ser subcultivado durante varios ciclos. También se pudo comprobar la habilidad para formar la
simbiosis y la dependencia micorrizica de las semillas recién recolectadas. Se demostré que no
cxisten diferencias significativas en la germinacién y crecimiento de las plantas por el periodo
de almacenamiento, lo cual tiene, junto con el punto anterior, importantes ventajas en la
viabilidad de los bancos de germoplasma para esta especie. Por otro lado, se pudo comparar ¢l
cultivo simbidtico con otros medios asimbidticos que permitieron nuevamente poner a prueba
las bondades del primer método en cuanto a la propagacion masiva. No se descarta que existan
otros medios asimbidticos mas competentes como puede ser los enriquecidos con extractos

organicos como el plitano (Martinez, com. pers.). En este sentido, este trabajo también
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aporta mformacmn acerca d la efectlvxdad del medxo Knudson C enriquecido con agua de coco
para la germma‘ ‘

mxllas, pero también: se obtuvo un medlo asimbiético mejor como
el Kew A. '

-De acuerdo a-lo propuesto por Rubluo et al. (1993), 1a propagacion asimbidtica in vitro
para esta especie por distintas vias morfogenéticas es una estrategia para su rescate. En el
presente se propone que la micorrizaciéon masiva in vitro, es otra via altamente exitosa de

propagacién, que si bien no pretende sustituir el cultivo simbidtico, pero que si debe ser

considerada como una estrategia mds para su reintroduccion.
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Figura 7. Aspecto de las plantas de B. urbana reintroducidas y de los sitios de reintroduccion. Vista
veneral de las plantas aclimatadas durante (a) 1-2 meses y (b) un afio de aclimatizacién en invernadero. Tamafioy
aspecto de las plantas aclimatizadas durante (c) 1-2 meses y (d) un aiflo, en el momento del trasplante. Aspecto del
trubajo de campo en el momento del trasplante (¢) y en campo (f). Vista general de las plantas reintroducidas en
diferentes sitios, (g) sitio 1 y (h) sitio 17. Marcaje del sitio 7 (i). Aspecto general de la vegetacion de la Reserva
EEcolégica “El Pedregal™ la época del trasplante (j). Individuos re-emergentes después de un afio de haber sido

reintroducidos, sitio (k).
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a)

Figura 8. a. Esquema de la localizacion de los 17 sitios en los que fueron reintroducidos distintos grupos de plantas (b) de B. urbana en la
Reserva Recologica “El Pedregal” de San Angel, México D. F. durante el mes de julio del 2001. H = hondonada, R = roca, Rg = Roca en

explanada, pi = pino, a = Acacia, h = hongo, ho = hondonada pequefia, plhe = helechos, M = Moulenbergia, m = maguey, r = roscta, tc = tanque

n
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de concreto, t = tepozan, Bn= Bletia natural, pa = pasto, n = nopal
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Figura 9. Localizacion de la zona de reintroduccién en la Reserva Ecologica “El Pedregal”. Tomado de Rojo, 1994b
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- 7.CONCLUSIONES

La géffninaciéxj‘de las semillas de Bletia urbana estuvo influenciada f)or el medio de
‘cultivo'(p<70.’05),' siendo el medio asimbittico Knudson C enriquecido con 10% de
agua Vd’é"éécb»' y 3% de sacarosa, el que promovié una mayor germinacién a los 32
dia‘s"d‘é'cult’ivo‘ in vitro. Esto permitié corroborar nuevamente lo encontrado por
Rﬁbld@ et al. (1989) para este medio en la misma especie. Los otros medios
probados, el asimbidtico Medio de Kew A y el simbidtico Medio basico de avena,
fueronl igualmente efectivos en la germinacién de las semillas. Con relacién a la
fecha de recolecta, no se presentaron diferencias en la germinacidn de las semillas de
1984 y 2001, por lo que cabe mencionar que después de un periodo de 14 aiios de
almacenaje, éstas conservaron su viabilidad y capacidad regenerativa, mostrando
inclusive un patrén de germinacion similar en todos los medios probados.

Aun cuando el medio simbidtico no fue el mejor para la germinacion, el desarrollo
de las plantulas durante su cultivo in vitro, cuantificado a través de la altura, fue
significativamente en las plantas micorrizadas (p<0.001). Entre los medios
asimbidticos, no se encontraron diferencias en relacion a este parimetro ni tampoco
.. para ninguno de-los tres medios, en los afios de recolecta de las semillas.

El tiempo de cultivo in vitro simbidtico de B. urbana fue de 52 a 91 dias y de 127 a
212 dias en el asimbidtico, requiriendo las plantas no micorrizadas de hasta 150 dias
mads de cultivo. El nimero de individuos simbidticos trasplantados a suelo fue de 164
simbidticos con la mitad de tratamientos (un sélo medio) y 89 asimbidticos con el
doble de tratamientos (dos medios probados). Del numero de semillas sembradas
originalmente, el 24% de las cultivadas simbidticamente, fucron trasplantadas
exitosamente al invernadero, en contraste con el 5 al 11% de las obtenidas de manera
asimbiética. Por otro lado, se presentaron diferencias considerables en la altura y
longitud de las raices de las plantas cultivadas simbidticamente al momento del
trasplante ex vitro, pero no asi en el ntimero de raices. Se¢ observaron ligeras
diferencias en las primeras dos variables en las plantas cultivadas asimbiéticamente
siendo >mayores en el medio de Kew A en relacién al Knudson C enriquecido sin
que esto modificara el nimero final de individuos aclimatizados en invernadero.
Respecto a la sobrevivencia en invernadero, no se observaron diferencias atribuibles
- a la época de recolecta de las semillas en las plantas micorrizadas. En el caso de las
plantas no micorrizadas, hubo una mayor sobrevivencia de las plantas procedentes de

las semillas recolectadas en 1984.
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'Por los Iargos tiempos de cultxvo Yy aclxmatlzacxon de las plantas en los medios
asxmblétlcos obtenidos en este traba_,o, no fue p051ble llevar a cabo la reintroduccion
“de las mismas. Después de 230 dxas de aclimatizacién en invernadero, se obtuvo
menos del 5% de sobrevivencia'de estas plantas; situacién contrastante con los
resultados obtenidos en las plant_as micorrizadas cuyo periodo de aclimatizacién fue
de un méximo de 60 _diés, con una sobrevivencia cercana al 97%. Ma4s aun, la
sobrevivencia en eleinV'em'adero de plantas micorrizadas por un periodo mayor al
afio, fue también mayor que la de las estas plantas no micorrizadas. Esto permitié
llevar'a cabdlgf‘reintroduccién de este lote que, inclusive, habia cumplido un ciclo
estacional:' de cultivo en invernadero. Es muy probable que estas diferencias hayan
sido debidas a la gran desventaja en tamaiio con las que fueron aclimatizadas las
plantas asimbidticas, que hubiera podido evitarse con un mayor numero de
subcultivos durante su cultivo in vitro.

Se llevé a cabo la reintroduccién en la Reserva Ecolégica “El Pedregal™” de San
Angel, de 170 plantas de B. urbana; 12% de las cuales procedian de un periodo de
aclimatizacidn mayor al aflo. Al cabo de un afio de sobrevivencia en condiciones
naturales, se registrd el recrecimeitno de 99 de las plantas a partir de los bulbos
subterraneos (61.9%). No fue posible correlacionar a qué individuos reintroducidos
originalmente correspondian muchas de estas plantas, debido a que muchos de los
marcadores plasticos sufrieron “pérdida o deterioro. Sin embargo, fue posible
reconocer de forma muy aproximada, la localizacién de los individuos de acuerdo al
croquis realizado inicialmente y la localizacién de todos los sitios, lo que servira para
su posterior monitoreo.

Se comprobd satisfactoriamente que la propagacion simbidtica in vitro de esta
especie, es una estrategia altamente exitosa para ser considerada en futuros
programas de reintroduccidn y restauracién ecoldgica: se comprobo la viabilidad de
las semillas después de 15 afios de almacenamiento; la eficacia del hongo simbionte
en semillas frescas y almacenadas durante largo tiempo; la disminuciéon de los
tiempos de propagacion y aclimatizacidn in vitro y ex vitro de las plantas
simbiodticas, la disminucion del trabajo e inzumos de laboratorio, y lo mas
importante, un alto porcentaje de sobrevivencia en campo que es muy alentador para
llevar a cabo el rescate de esta especie en sus condiciones naturales. Este trabajo

puede servir como un modelo para la reintroduccioén de otras especies de orquideas.
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1.

-8. RECOMENDACIONES

Se recomienda el probar otros medios asimbiéticos que pueden ser mas competitivos
con el aislado micorrizico, como los enriquecidos con extractos organicos como el
pldtano. Por otro lado, también se sugiere llevara a cabo subcultivos mas frecuentes
en los cultivos asimbidticos de manera que las plantas puedan alcanzar tamafos
similares a los alcanzados en los medios simbidticos y no sea el tamarfio o el tiempo
una desventaja para su aclimatizacién en invernadero. Esto podria incrementar de
manera considerable su sobrevivencia como lo demostrado por Rubluo er al. en
1993.

En relacién al monitoreo en campo, se recomienda probar lugares dentro de su
habitat menos perturbados o accesibles para poder trasplantar a los individuos en
sitios mas despejados, tal y como se encuentran muchas poblaciones en campo. Por
otro lado, se debera redisefiar un método de marcaje mdas eficaz para identificacién
individual de las plantas y con esto tener una mayor informacién acerca del éxito en
su sobrevivencia o desarrollo,.de acuerdo a sus caracteristicas en el momento del

trasplante.
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9. ANEXOS.

ANEXO 1. MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

A. Medio de cultivo Knudson C (1946) adicionado con extractos organicos (Rubluo
et al., 1989).

gL
Macronutrimentos
(NH4)2SO0. 0.5
MgSO47H,0 0.25
MnSQO44H,0 0.0075
KHaPO, 0.25
; Ca(NO;3)2.4H,0 1.0
Micronutrimentos
FeSO47H,0 0.0278
Na2EDTA 0.0373
Sacarosa 30g
pH 5.04

Apgua de coco : 100 mL

B. Medio de cultivo Kew-A (Mulr y Mitchel citado por Mitchel, 1989).

: mg L'
Macroelementos
Ca(NO3)'2H20 400
KH;PO4 100
MgS047H,0 100
KNO; 100
KCL 50
Microelementos .
Citrato férrico 12.50
MnSO47H20 5.89
ZnSO47H.0 1.72
H3;BO; 1.24
CuSQO45H.0 0.05
MoNa;04 0.05
FeSO, 5.56
Na;EDTA'H,O 7.46
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Vitaminas.

“Biotina. 0.005

Acido nicotinico 2.5
- Inositol. . - : 0.1

Cvo,rynplejos aditivos

Extracto de levadura 005g

Peptona 2.5mg

Extracto de papa 20g
Sacarosa 16 g
Agar 8¢g
pH 5.0

C. Medio Bisico de Avena (Clements er al., 1986).

gL
Avena en polvo 3.5
Extracto de levadura 0.1
Agar . 6.0
pH 6.0

D. Solucién Fijadora Navashin (Johansen, 1940).

Solucién A: Acido crémico g
Acido acético glaciar 7 mL
Agua destilada 92 mL
Solucién B: Formalin neutral 30 mL
Agua destilada 70 mL -

Mezclar proporciones exactamente iguales de solucién A y B antes de usar, fijar por 24
h, enjuagar con agua corriente y conservar en alcohol etilico 70%
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ANEXO 2. DATOS DE REINTRODUCCION.

Tabla A. Caracteristicas de las plantas de Bletia urbana reintroducidas a la Reserva
Ecolégica “El Pedregal”, México D. F. (11-07-01)(19° 19’061 (sitio 5)- 19° 18°782™
LN, 99° 11’625 (sitio 5)- 99° 11°210" LS, 7 600 pies) y su localizacién en la misma
(ver Figs. 9 y 10 cap. Resultados y discusién).* Al aflo, dos meses de su reintroduccién

(31-08-02) (sin considerar el cormo subterraneo).

No. No. de Altura  Diametro Largo Ancho Altura
Clave del planta dela del No. de fa dela de la
< grupo
tratamicnto cn (sitio) planta cormo hojas hoja hoja planta
campo (cm) (mm) (em) (cm) (cm)*
BUS4MBA37G3 46 1 11 6 3 7 0.9 9.2
BUOIMBAA42D2 57 1 9 52 3 6.5 0.3 7.6
BUOIMBA42D4 59 1 8 63 3 5 0.2 9.2
BUS4MBA35A3 70 1 5 3 2 3 0.2 -
BUS4MBA35A4 71 1 7 44 2 4 0.4 2.0
BUS4MBA34C3 90 1 7 3.6 2 7.4 0.2 6.2
BUOIMBA43B3 116 1 8 6.7 3 5 0.2 -
IMBAM+4 153 1 9.5 75 2 7 0.9 9.6
IMAEM+5 169 1 7 90 k] 2.3 0.2 -
BUOIMBA35A3 174 (6) 1 10 57 2 7.5 0.4 3.7
BUS4MBA39D1 40 2 11 - 8 3 8 1 8
BUS4MBA39D3 42 2 9 60 3 6 0.4 -
BUS4MBA37B4 51 2 8 60 2 5 0.3 -
BUS4MBA39I12 53 2 9 5 3 7 0.7 10.0
BUS4AMBA3914 5s 2 7 ' 5 3 4.5 0.4 7.0
BUS4MBA37D3 94 2 10 74 2 7 1 -
BUOIMBA42E2 107 2 10 1 3 7 0.6 12.5
BUS4MBA40B3 125 2 5.5 8.4 2 3.5 0.5 7.6
BUS4MBA39BI 127 2 10 9 2 6.5 0.9 11.2
3aMAEM+4 156 2 13.5 120 2 10 1 -
BUS4MBA34B4 4 3 7 73 3 5 0.5 3.5?
BUS4AMBA37C2 25 3 9 75 1 7 0.6 7.0
BUOIMBA42B3 30 3 10 5.5 2 6.5 0.3 -
BUSAMBA39H1 32 3 10.7 7.4 2 8 0.7 -
BUOIMBAA42CI1 60 3 9 5.8 2 7 04 -
BUS4MBA39E1 96 3 11.5 5 2 7 0.5
BUSAMBA33aA4 113 3 9 8.7 3 6 0.6 17.0
BUS4MBA39C!1 119 3 6 1.6 2 3 1.2 5.20
BUOIMBA48B4 142 3 6 6.3 3 4.5 1 -
SMBAM+2 152 3 6 60 1 5 1 5.0
BUS4MBA33aB3 15 4 7 70 3 5 0.5 3.47?
BUS4IMBAI36A2 21 4 9 82 3 6.5 0.6 10.3?
BUS4MBA39H3 34 . 4 10 6 3 7.5 1 11.5
BUOIMBA42C2 61 4 10.5 5.8 2 7 0.5 -L
BUOIMBAJ44A3 79 4 8.5 4.6 2 6.5 0.6 -
BUOIMBA4IC2 85 4 9 4.6 3 6 0.2 -
BUS4MBA37D2 93 4 9 75 2 7 1.2 15.5
BUS4MBA33aA2 111 4 9.5 9 3 6 0.5 19.5
BUOIMBA48D! 147 4 5.5 3 2 0.7 -
IMAEM-+5 164 4 11 80 2 8 0.7 18.27?
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© 2 NoJ Largo Anch 4 tura
Clave del planta’:. dela o de de Ia
tratamiento hoja la planta
. (em) Mol em)e
: i (cm)
BU8S4MBA39A4 8 -2 A 1 14.5
BUS4MBA39H2 33 vs 2 5 0.3 -
BUS4MBA39H4 3s S ;2 g ‘5.5 0.7 8.2
BUS4MBA38Cl1 36 5.4 20 7 1 10.4
BUOIMBA42A2 65 5 S22 7 0.3 8.5
BUOIMBA41C4 87 5 30 6 0.2 -
BUS4MBA39E4 99 5 2 6 0.7 -
BUOIMBA41D2 130 -5 S 3 3 0.4 -
BUOIMBA48AI 135 5 3 3 0.4 11.4
BUOIMBA48B2 140 5 2 6 0.7 -
BUS4MBA34B3 3 6 -3 6 0.6 13.2
BUS4MBA33aB2 14 6. 3 6 0.5 A
BUS4MBA36A4 23 6 .3 8 0.7 11.5
BUS4MBA37G4 47 6 3 2 0.2 3.5?
BUOIMBA42C3 62 6 2 6 0.5 12.3?
BUS4MBA34C2 89 6 2 8.5 0.7 8.3?
BUOIMBA43B2 115 6 3 2.5 0.3 8.5
BUS4AMBA39C4 122 6 2 5 0.5 3.2
BUOIMBA48BI1 139 6 3 2 0.2 5.9
3IMAEM+4 157 6 3 10 0.5 12.9?
BUS4MBA37C4 27 7 . 2 8.5 1 7.1
BUB4MBA38AI1 73 7 . 10.5 63 3 5.5 0.2 2.2+3.0?
BU8S4MBA37D4 95 7 6 66 - 3 4 0.3 11.9
BUOIMBA42El 106 7 10 67 3 7 0.4 5.2
BUS4MBA33aAl 110 7 10 7.8 3 6 0.5 -
BUS4MBA33aA3 112 7 - 8 7 2 S 0.7 7+3
BUOIMBA48Cl1 143 7 6.5 7 2 4 0.4 9.9
BUOIMBA48D4 150 7 3 3.4 2 1 0.2 5.3
4aMAEM+4 159 7 6 55 2 4 0.8 -
BUS4MBA34A2 10 8 9 80 3 6 0.6 15.6?
BUS4MBA39E3 98,867 8 11 7.6 2 6.8 0.7 -
BUS4MBA34D2 105 8 7 6 3 4 0.2 -
BUOIMBA48A2 136 8 7 6.3 3 5.5 0.6 14.4
BUOIMBAJSA3 137 8 8.5 7.3 2 53 0.7 5.0
BUOIMBAJ4SD2 148 8 2.1 1.8 2 0.7 0.5 12+1.5?
IMAEM+4 154 8 11 70 2 8 1 15.0
O6MAEM+4 162 8 16 125 2 12 1.2 -
10MAEM+S 170 8 14 110 3 10 0.7 6.0?
BUOIMBAd42A3 173 8 7 92 1 4.5 1.1 -
BUS4MNBA34B1 1 9 6 70 2 4 0.5 9.0
BUS4MBA34B2 2 9 7 70 3 4 0.3 -
BUS4MBA39D4 43 9 8.5 67 2 6 0.9 -
BUOIMBA32C4 63 9 10.5 70 2 7 0.3 7.4
BUOIMBA44ALl 77 9 13 1 2 10 0.5 2.0
BUS4MBA3BAL 80 9 11 - 6.5 2 8.5 0.3 -
BUOIMBA41C1 84 9 13 1 3 10 0.4 7.7
BUB4MBA39C3 121 9 8 1.1 3 s 0.6 -
BU84MBA39B2 128 9 2.5 3.8 2 1.5 1.1 -
6MAEM-+5 167 9 13 5.5 -2 11 0.7 .
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“Altura

dela
tratamiento . planta |
) campo m) (cm) {(em)*
- BUS4MBA39A1 5 L6, 1 . 11.80?
BUS4MBA38C2 37 . L 6.5 1 7.20
BU8S4MBA37B3 50 3 -7 0.5 7.10
BUOIMBA42A1 64 T2 -7 0.5 15.00
BUOIMBAJ44A2 78 . 2 7 0.5 7.20
BUS4MBA38A3 82 3 5 0.2 -
BUS4MBA38A4 83 2 7.5 0.5 4.90
BUOIMBA42E3 108 ( 2 2 0.3 -
7aMAEM+4 163 10: 3 5 03 11.5
7TMAEM+5 168 g : 2 6 1 7.50
BU84MBA33aB1 13 11 20 9.5 67 6 0.4 -
BUOIMBA41E1 16 S 07 78 2 5 0.4 -
BUOIMBA41E4 19 BEE L2 45 2 1 0.4 -
BUS4MBA38C3 38 11 10 7 3 6.5 0.2 9.10
BUS4MBA37G2 45 .- -8 6.3 2 6 0.7 8.60
BUOIMBA42D3 58 11 9 7 3 6 0.4 -
BUS4MBA37D1 92 11 9 7 2 6.5 0.6 -
BUOIMBA43B1 114 11 6 6 1 3.5 0.7 5.30
BUOIMBA48B3 141 11 6 8.5 2 4 0.5 11.50
SaMAEM+4 161 11 10 70 2 7 0.9 -
BUS4MBA34A1 9 12 © 8.5 1 3 s 0.8 ..
BU84MBA34A4 12 12 9 .90 3 6 0.7 ..
BUOIMBA42B2 29 12, 1 10.5 105 3 7 0.9 .-
BUS4MBA35A2 69 12 .8 6.5 2 5 0.2 ..
BUOIMBA41C3 86 12 '8 6 2. 3 03 add
BU8S4MBA34C1 88 12 19 5.6 3 s 0.3 ..
BUS4MBA34C4 91 12 - s 2 3.5 1 .-
BUS4MBA37F2 101 12 8 6.2 2 5 0.4 ..
BUS4MBA39C2 120 12 8 1.8 2 5.3 0.6 .-
BUOIMBA41E3 18 13 “RIP -
BUS4MBA37CH 24 13 .8 70 3 4.5 0.5 9.10
BUS4MBA37G1 44 13 11 7.2 2 8 0.6 7.50+3.50
BUS4MBA37B2 49 13 9 99 3 6 0.7 10.90
BUS4MBA39I1 52 13 9 67 2 5.5 0.5 7.50
BUS4MBA37F1 100 13 10.5 4.5 2 7 0.7 -
BUOIMBA43A1 131 13 7 8 2 5 1 7.50
BUOIMBA43A3 133 13 4.5 4.6 2 3 0.2 5.60
1aMAEM+4 155 13 10.5 64 2 7.5 0.6 23.70
13MAEM+5 171 13 5.5 50 3 4 0.2 -
BUSIMBA3J9A3 7 14 7 76 2 s 0.4 17.0?
BUOIMBAJ1E2 17 14 7.5 90 3 5.5 0.9 -
BUS4MBA39D2 41 14 10.5 7.3 3 7.3 0.5 8.7?
BUS4MBA3913 54 14 8.5 70 2 6 0.7 17.32
BUS4MBA35AS 72 14 7 58 3 45 0.2 -
BUS4MBA39E2 97 14 1 75 2 8 0.8 9.40
BUSIMBA37F3 102 14 9 5 2 7 0.6 5.67
BUOIMBA42F2 118 14 1.3 1.6 2 0.5 0.2
BUS4MBA40B2 124 14 5 6.4 2 3 0.5 -
BUOIMBA48D3 149 14 3 28 2 0.7 0.3 L
4MAEM+4 158 14 15 94 3 10.5 0.7 27.1?
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No. .. o Diametro Largo Ancho Altura
Clave del planta -~ : . No. dela de la dela
tratamiento en 7 cormo hojas hoja hoja planta
campo (mm) (cm) (em) (em)*
BU84MBA37C3 +26 ; 3 4 0.6
BUS4MBA37B1 .48 2 3 0.5
BUOIMBA42D1 56 7.5 3 2 0.2
BUS4MBA35A1 68 6.6 2 8.5 0.4
BUS4MBA38A2 74 .58 2 9 0.8
BUS4MBA38A2 81 176.5 2 8 0.9
BUS4MBA40BI 123 76.5 2 4.5 0.5
BUOIMBA48C3 145 4.7 3 3 0.3
S5SMAEM-+4 160 15 117 3 16.5 0.9
3MAEM+S 165 15 110 2 13 0.6
BUS4MBA39A2 6 =16 ~8.5 60 2 6 0.7 -
BUS4MBA36A1 20 167 L9 88 3 7 0.6 7.7
BUS4MBA36A3 22 16 1 ss 2 4 0.3 -
BU8S4MBA38A4 76 16 - 9 60 2 5 0.4 8.10
BUS4MBA34D1 104 16 8- 6.5 2 5.7 0.9 3.60?
BUOQOIMBA41DI 129 16. 5.5 3.5 2 3 0.3 -
BUOIMBA43A2 132 16 6 7 3 1 0.1 5+2
BUOIMBA43A4 134 16 S5 5.5 2 3.5 0.6 -
BUOIMBA48A4 138 16 1.5 6.2 2 5 0.6 4.70?
BUOIMBA48C2 144 16 4.0 4 2 3 0.6 3.807
BUS4MBA34A3 1 17 9 80 3 6.5 0.7 3.8?
BUOIMBA42B! 28 17 . 1 85 3 7.5 0.4 6.50
BUOIMBA42B4 31 17 - 8 65 3. 5 0.3 -
BUS4MBA38C4 39 17 10.5 42 3 5 0.2 -
BUS4MBA37F4 103 17. 9 0.5 2 6 0.2 11.0
BUQOIMBA42F1 117 17 10 1.1 2 7 1 -
BUS4MBA40B4 126 17 7 6 2 4 0.3 -
BUOIMBA48C4 146 17 4 5.3 2 3.7 0.8 -
2MAEM+1 151 17 ‘18 105 2 14 0.8 -
AMAEM+5 166 17 17.5 100 3 10 0.5 12.60
** no se encontro sitio
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