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Resumen general

El nitrégeno es un elemento esencial para la vidanenudo es limitante para las
plantas. Sin embargo, debido a la creciente pradoae alimentos y energia, su
disponibilidad ha aumentado, sobre todo en forni@migamente reactivas que se
depositan en los ecosistemas y pueden ser tOx@as l@s plantas, o que ha
llevado a un cambio en la composicién de especidaypérdida de diversidad.
En este contexto el objetivo general de este estiudi: determinar la fuente de
nitrégeno y el metabolismo fotosintético daelia speciosaen dos sitios con
diferente uso de suelo, asi como el efecto delsiEpde nitrogeno simulado en la
fisiologia de esta orquidea epifitara ello este estudio fue dividido en dos
partes, la primera (capitulo 2) fue llevada a cehodos sitios del estado de
Michoacan, donde se colectaron muestras de hogesidpbulbos y raices de
plantas de dos posiciones en el dosel de un lugal €eampo a 30 km de la
ciudad; ademas se tomaron muestras de plantasadeeue durante varios afios
fueron expuestas al ambiente de la ciudad de Mor@bmo organismo indicador
del depédsito de nitrogeno en cada sitio se usoO wdgm Braunia sp.). Se
colectaron muestras de series de 10 pseudobulb@sdan sitio y posicion. A
todas las muestras se les determiné el contenidmrtd®no, nitrégeno, las-C,

los "N y la proporcién C/NLaelia speciosaresenté valores d&*C que son
tipicos de plantas CAM, por ejemplo en hojas fueznrpromedio del17.42%o,

en pseudobulbosl?7.3%. y—17.06%0 en raices, la posicion en el dosel o elrluga
donde habitan no tuvieron efecto en B3C de las orquidea (> 0.05). En
Brauniasp. 10s5'C fueron de-26.13%. distintivos de plantass€ no cambiaron

ni en el campo ni en la ciudad. Los resultadoscamiique lo$™°N de las plantas
del campo son tipicos de lugares con baja contamdimaiendo estos de3.28%o

en hojas,—2.8%. en pseudobulbos 43.09%. en raices, mientras que para el
organismo indicador fueron d&.15%., la posicion en el dosel no tuvo efecto en
la fuente de nitrégeno que usa esta orquideaapsfiéndo esta primordialmente
atmosféricalas plantas de la ciudad mostraron valoreg'¢ tipicos de lugares

Xl



donde la actividad industrial humana esté presesmitado de 5.63%. para hojas,
3.38%0 en pseudobulbos y 5.52%. en raiges 0.05) entre érganos. Lé$°N de
Brauniasp. fueron de 3.33%A su vez las series de pseudobulbos mostraron que
los 3*°N de las plantas trasladadas del campo a la cicetathian de ser negativos
en aquellos que crecieron en el campo a ser posiém los que se formaron en la

ciudad.

La segunda parte del estudio (capitulo 3) fuealiieava cabo en el Centro
de Investigaciones en Ecosistemas UNAM Moreliadéodurante 26 semanas se
aplicaron varias dosis de nitrégeno en solucion guaularon diferentes
escenarios de depdsito de nitrdgeno (un testigoisitgeno y 5 dosis de: 2.5, 10,
20, 40 y 80 kg de N Haafié"). Al terminar el experimento se determiné el
namero de hojas, pseudobulbos y flores, ademas igéeeram parametros
fisiologicos: conductancia estomatica, fluorescarde la clorofila y contenido
total de clorofila. Finalmente el contenido de cext, nitrégeno™3c, 5N vy la
discriminacioén isotopica entre dosis fueron detaados. Los resultados sugieren
que las dosis mas bajas de nitrégeno entre 2.5kg 2@ N hd afio’ estimularon
la produccion de organos (hojas y pseudobulbos)désis mayores a estas se
observd una disminucion del 48.15%. Este mismodpatue observado en la
conductancia estomatica méaxima donde a 20 kg Nalfi@'fue de41.82 + 0.88
mmol m? s*, por el contrario se registré una reduccién de%lcuando se
aplicé una dosis de 80 kg N"hafio'. La fluorescencia de la clorofila present6
una disminucion significativa en plantas regadas 46 y 80 kg N ha afio*
alcanzando valores de 0.62 = 0.02 de Fv/Fm. elecoshd de clorofila total
aumento con el incremento en la dosis de nitroggoanzando el maximo en
plantas que recibieron una dosis de 20 kg N &0, El contenido de carbono
mostré pequefias variaciones en respuesta a la d®si#rogeno alcanzado su
maximo en 20 kg N hhafié* con un 46.2 + 0.25% del peso seco, el contenido de
nitrégeno se vio afectado por el incremento dedsiglalcanzando el maximo a
80 kg N ha afio’ 1.76% del peso secp ¢ 0.05) con plantas que recibieron dosis

Xl



diferente a ésta. Lo3"*C no fueron afectados por la dosis de nitrégenndsie
estos de-14.67 + 0.17%e.

Las plantas sometidas a riego con diferentes diesistrogeno mostraron
la absorcién preferencial de iones NHya que loss™N disminuyeron al
aumentar la dosis, de 1.09 + 0.1%o en plantas regadia 2.5 kg N Haafid* a
-3.14 + 0.2%0 en plantas regadas con 80 kg N &@o', mostrando una fuerte
discriminacién isotépica. Las dosis de 40 y 80 k& afic* mostraron tener
efectos toxicos debido a la acumulacibn de N encklslas que afectd los
diferentes procesos fisiolégicos Haelia speciosaMientras que dosis menores
incrementaron el desemperio fisiolégico.

Palabras claveBraunia sp; contenido de carbono y nitrégerid’C; & *N;
deposito atmosférico de nitrégenoaelia speciosajMetabolismo fotosintético;

Perdida de la diversidad; Toxicidad por nitrégeno.
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Abstract

Nitrogen is an essential element for life and igoflimiting to plants. However,
due to increasing food production and energy itailability has increased,
especially chemically reactive forms are depostedecosystems and can be
toxic to plants, which has led to a change in thmosition and loss of species
diversity. In this context, the main objective bfst study was: to determine the
source of nitrogen and photosynthetic metabolisrhagflia speciosan two sites
with contrasting land use, and the effect of sitedanitrogen deposition in the
physiology of this epiphytic orchid. This study wdivided into two parts, the
first one (Chapter 2) was carried out at two siteshe state of Michoacan,
Mexico, where samples of leaves, pseudobulbs anid,ras well as series of 10
pseudobulbos of plants where collected in two pmsstin the canopy, located at
countryside 30 km from Morelia, in addition to resglants that for several years
were exposed to the environment of this city, &sitidicator organism nitrogen
tank at each site was used md3sa(iniasp.), in order to determine the content of
carbon, nitrogen, th&**C, §*°N and the C/N ratio5'C values ofLaelia speciosa
were typical of CAM plants, for instance in leavesre—17.42%o, in pseudobulbs
were—17.3%0 and-17.06%o in roots, the position in the canopy or vetidey live,
had no effect on th&"*C of the orchidsy > 0.05).5'°C values orBraunia sp.
Were consistent with £plants and site had no effect on it. The resulticate
that3™N of plants in the field are typical of places withw pollution, thereby in
leaves were-3.28 %o, in pseudobulbs wei28 %. and-3.09 %o in roots, while in
the indicator organism were.15 %o, the position in the canopy had no effect on
the nitrogen source using by this epiphytic orclbding this primarily
atmospheric. In contrast the city plants showedcps™N values of plants
located close to human industrial activities, valuenge from 5.63 %o in leaves to
3.38 %o in roots§ > 0.05) between organs aBdauniasp. In turn pseudobulbs

series showed a significant changesiN between those plants moved to urban
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from country, since in countr§™°N values were negative, while in urban were

positive.

The second part of the study (Chapter 3) wasezhwwut at the Centro de
Investigationes en Ecosistemas UNAM Morelia, durtgweeks were applied
various doses of nitrogen in solution in order itmwsate different scenarios of
nitrogen deposition (a control without nitrogendd@ndoses of 2.5, 10, 20, 40 and
80 kg of N ha year'). The number of leaves, flowers and pseudobulbesew
determinate, as well as some physiological parasesuch as stomatal
conductance, chlorophyll fluorescence and totabrdghyll content. Finally the
content of carbon, nitroge'C, §'°N and isotope discrimination between doses
were evaluated. The results suggest that lowersdofseitrogen between 2.5 and
20 kg of N hd year* served as a fertilizer since the production ofosy(leaves
and pseudobulbs) was enhanced, whereas at higlsas dbe decrease was
significant 48.15%, the same pattern was observednaximum stomatal
conductance where at 20 kg of N*hgear' was of 41.82 + 0.88 mmol s
"however, there was a 51.7% reduction when applyse of 80 kg of N Hayear
! The fluorescence chlorophyll presented in plamigated with 40 and 80 kg of
N ha' yeaf' reaching values of 0.62 + 0.02 of Fv/Fm. Totalocbphyll content
increased with increasing nitrogen dose peakinglants that received a dose of
20 kg of N h& year. The carbon content showed small variations ipaese to
nitrogen rate peaked at 20 kg of N'hgeai* with 46.2 + 0.25% of dry weight,
nitrogen content was affected by the increaseefitise reaching maximum at 80
kg of N ha' yeaf" 1.56% dry weightg < 0.05) with plants receiving other doses.
The 8*3C were not affected by the dose of nitrogen befrege of-14.67 + 0.17
%o. On the other hand°N were significantly altered with increasing dosice
the 3*°N of the solution was 1.09 + 0.1 %o, however thenfiahowed a reduction
in this up to -3.14 + 0.2 %o at 80 kg N hgear', which was presented isotopic
discrimination. Doses of 40 and 80 kg N'hgeai* were shown to have toxic

effects due to the accumulation of N in cells th#Hect various physiological
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processes dfaelia speciosaWhile lower doses proved to be fertilizer inciags

physiological performance.
Keywords:Braunia sp, carbon content, nitrogen conteftfC, §'°N, atmospheric

nitrogen deposition,Laelia speciosa photosynthetic metabolism; Loss of

diversity; nitrogen toxicity
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Captulo 1

Introduccion genere

“Un cientifico debe tomarse la libertad de plantearalquier cuestior
de dudar de cualquier afirmacién, de corregir eresf

JULIUS ROBERT 190-1967




1.1. Antecedentes

1.1.1. Deteccion de contaminacion por nitrdgencoatarico usando organismos

indicadores.

El uso de organismos como indicadores de la contmsitin se remonta a
finales de la década de 1960, aunque es a parli®d@ cuando se generaliza su
uso (Nufez-Olivera etl. 2004). Actualmente los estudios en organismos
indicadores de contaminacién se han popularizadopaeticular mediante la
deteccion d&™N en musgos ya que estos organismos reciben ajdrdirecto
del N proveniente de la atmésfera a sus célulaguéohace del fraccionamiento
isotopico un proceso muy bajo o ausente, asf->Kl del musgo refleja &N de
la atmdsfera, haciendo de este un método eficaz idantificar isotbpicamente
las diferentes fuentes de N atmosférico (Bragatzh €005). De este modo los
musgos que crecen cerca a fuentes de contaminiacigstrial presentan valores
de 5'°N positivos, mientras que los musgos de zonasesirakenos contaminadas
presentan valores negativos, demostrando unadeladiecta entre la fuente de
contaminacion y la planta, dicho modelo de estudiosido usado en Europa,
Estados Unidos y China (Pearson et al. 2000; Beagar al. 2005; Solga et al.
2006; Xue-Yan et al. 2008; Power y Collins 2010).

En el caso particular de especies de plantas lassucomo indicadores
de la contaminacion por N, se ha demostrado quii¢éanson sensibles a cambios
en la fuente de nitrdgeno. Por ejemplo, en SaooPBuhsil el estudio de la
abundancia natural d&N en varias familias de plantas terrestres (Ceansgie,
Moraceae, Melastomataceae, Piperaceae, Ulmaceaeplgynas epifitas
(Bromeliaceae, Cactaceae, Araceae, Cyatheaceaepmasi algunos helechos),
revel6 que tanto las plantas terrestres como lé#aspabsorben y retienen la
sefal isotopica propia de los productos de desdehas industrias cercanas, en
este caso en particular de una planta de produdgdertilizantes (Stewart et al.
2002). Dicho estudio mostro que las plantas epifitmm biomonitores sensibles de

la contaminacion atmosférica por N como resultaglgwdestrecha relacion con la



atmosfera. Otro ejemplo es el estudio con la brianegifitaTillandsia recurvata
en el Valle de Mezquital México, que mostré quevamres dé'°N de aquellas
plantas que habitan cerca a industrias son positero comparacion con los

valores negativos encontrados en plantageas rurales (Zambrano et al. 2009).

1.1.2. Los valores isotopicos del nitrogeno erthadafera

La contribucion de nitrégeno proveniente de fuen&mosféricas en
plantas puede ser evaluada gracias a la habili@gagsths para absorber el
nitrogeno directamente de fuentes atmosféricas, fastdescubierto mediante el
uso de los™N proveniente de varios sustratos liquidos o gase@®mo
indicadores de la fuente (Boyce et al. 1996; WilgoFiley 1998). Sin embargo,
ha sido dificil cuantificar la proporcion de N atsférico tomado por las plantas
versus otras fuentes en el campo, ya que la atradséme un amplio rango de
valores de5'°N. Por ejemplo los valores @&N del NQ, proveniente de la quema
de carbén en plantas generadoras de energia mresegos de valores é&°N
entre +6%o y +13%. (Heaton 1990; Kiga et al. 2000)entras que lo$™°N de
NOy resultante del escape de los vehiculos estan emgb de +3.7%0 a +5.7%o
(Moore 1977; Ammann et al. 1999; Pearson et al0R0@los valores d&'°N de
los compuestos nitrogenados derivados de la aatividectrica de los rayos estan
en un rango de entrd.5%o y +1.4%o (Hoering 1957).

1.1.3. Ecofisiologia de plantas epifitas

Las plantas epifitas son organismos no parasigespasan toda su vida
ancladas a otras plantas denominadas forofitosz{Bgri989). El habitat de las
epifitas es generalmente seco en bosques tropicalgesar de que el suministro
de luz es mayor que en otros ambientes, estasaplantyas raices no tienen
contacto con el suelo estan expuestas a limitad#dagua y nutrientes (Benzing
1990). Para sobrevivir a este suministro limitada gnenudo irregular de agua,

las epifitas han desarrollado adaptaciones espsciahorfolégicas como



filotelmata y suculencia, ademas de absorcion dea agelamen radical) y
adaptaciones fisioldgicas como fotosintesis CAM ni@eg 1990). CAM
representa una adaptacion metabdlica al estrésegoia que ayuda a las plantas
a conservar agua por medio de la absorcion noctdmaCQ, el cual es
almacenado en las vacuolas como &cidos organi@ssasimilado en forma de
carbohidratos durante el periodo de luz subsecy&mgth et al. 1986Andrade
et al. 2007). Durante la noche el gradiente deiqmede vapor entre el aire y la
planta es mucho mas bajo que durante el dia, cdasdgstomas estan cerrados.
Las plantas CAM exhiben un uso eficiente de aguayaeces mayor que lag C
(Nobel 1991). La fotosintesis CAM es comun a vafiasilias de epifitas
vasculares del trépico y subtrépico como: Aracdemlepiadaceae, Cactaceae,
Piperaceae, y en particular Bromeliaceae y Orcek@acson los grupos mas
sobresalientes de las cuales el 90% de las esperiaonsideradas plantas CAM
(Medina et al. 1977, 1989; Winter y Smith 1996; téeama y Reinert 2009,
Mardegan et ak011).

La abundancia natural de isotopos estables digeitio y la concentracion
de nutrientes de las epifitas son afectados pposeion en el dosel. Las epifitas
gue crecen en ramas mas gruesas y que tienen atdiesnoado “suelo del dosel”
(materia organica en descomposicion presente pahoente en las ramas mas
gruesas y centrales de los arboles) reciben unteapuenor de nitrégeno
directamente de la lluvia que aquellas que crecexeras pequeiias, (Hofstede y
Wolf 1993; Nadkarni et al. 2000; Hietz et al. 2002)

1.1.4. Laelia speciosgKunth) Schiltr.

Laelia speciosaes una orquidea epifita endémica de la parte atedér
México, tipica de bosques de encino de la Sierrdr®ccidental, Sierra Madre
Oriental y la parte sureste del Altiplano Mexicarge establece en climas
templados a sub-humedos entre los 1250 y los 258®.m. Ocasionalmente se
le localiza en bosques con otras especies arboreasladas, principalmente con

encinos (p. ej.Quercus laetaQ. rugosay Q. deserticoly enebros y pinos



(Halbinger y Soto 1997). En el estado de Michoaanombre de uso general es
flor de mayo donde también se conoce como chictdfietzacuxochitl,

itzamahua o itzamacu#igr grande entre otros (Halbinger y Soto 1997).

Laelia speciosdlorece de abril a junio y produce una inflorescarmon 1
a 2 flores pélidas u oscuras, rosado a purpurg;éola ha llevado a que enormes
cantidades de plantas y segmentos con flores, seadidas en las calles y
mercados de las ciudades Mexicanas durante maymiy para celebraciones
religiosas, asi como para extraer mucilago de &mugobulbos para hacer una
pasta con medula de maiz la cual es usada pamafigeas religiosas (Miranda
1997; Hagaster et.£2005; Soto-Arenas y Solano-Gomez 2007).

Es una de las orquideas de mayor importanciaraikm México, ya que
las flores se utilizan para confeccionar arreglas el Dia de las Madres (Soto-
Arenas 1994). Esta listada como sujeta a proteaspecial por la norma oficial
mexicana, NOM-059-SEMARNAT-2010, ya que “podriage a encontrarse
amenazada por factores que inciden negativamerde eiabilidad, por lo que se
determina la necesidad de propiciar su recuperagiénonservacion o la
recuperacion y conservacion de poblaciones de iespe@sociadas”
(SEMARNAT 2010).

1.1.5. Contaminacion por nitrégeno en Morelia estudio

El principal contaminante atmosférico liberaddVorelia es el monoxido
de carbono que es el 81% de la emision total, b&tburos con el 14% vy los
oxidos de nitrogeno representan el 4% que es dquieaa 21000 toneladas al
afio, en su mayoria provienen de los 204,406 autibesdwianos con los que
cuenta la ciudad al momento del estudio (Secre@idUrbanismo y Medio
Ambiente 2008). Sin embargo, no se tiene informa@obre el depdsito de

nitrégeno de la ciudad.



1.2. Planteamiento del problema

La atmésfera terrestre estd conformada en grae par nitrogeno. Sin
embargo, mas del 99% del mismo no esta disponidna mas del 99% de los
organismos debido a que su forma moleculared muy estable y sélo es
utilizable por algunos microorganismos fijadoresniteégeno (Galloway et al.
2003). La molécula de nitrégeno puede ser divididaa formar nitrogeno
reactivo (Nr) mediante procesos que involucrarsdkaperaturas como la quema
de combustibles fosiles que libera 6xidos de niénag(NQ). La produccion y
aplicacion de fertilizantes nitrogenados es otra @& produccion de Nr, en
particular en forma de amoniaco (BH/ amonio (NH) (Galloway et al. 2003;
2008). Estos compuestos son liberados a la atnadgfpueden ser transportados
por miles de kildbmetros o permanecer en el aregprdeluccion, donde se
transfieren (se depositan) de la atmdésfera hasi@dosistemas (Galloway et al.
2003; 2008). Este proceso se puede llevar a caldtanela precipitacion que
transporta sustancias gaseosas o particulas desdimdsfera hacia la superficie
del ecosistema, o cuando los contaminantes seedihgcia la superficie de los
ecosistemas por accion de la gravedad, por ejempldorma de particulas
(Pineda-Rojas y Vanegas 2008). Debido al aumenta geblacién mundial que
demanda la produccién de alimentos y energia (®ailloet al. 2004) la
produccién antropogénica de Nr ha aumentado degli§/afio en 1860 a 210 Tg
N/afio en 2005 (Galloway et al. 2004; 2008). A cooseacia de este incremento
en el Nr disponible a nivel global, se esta proelndo un proceso de acumulacion
de nitrégeno en el ambiente en todas las escgbasiakes, tanto local, regional y
global (Galloway et al. 1995).

La adicion de N tipicamente incrementa la produtgirimaria de las
plantas, incrementando la tasa de crecimiento media fijacion de C® (Le
Bauer y Treseder 2008). Sin embargo, el aumentorexial en la liberacion de
Nr a la atmosfera y posterior depoésito ha llevadta ssaturacion de varios
ecosistemas en Europa y Estados Unidos, condici@ @ conducido a la
pérdida de diversidad en dichas regiones (Bobbin&l.e2010). La pérdida de



diversidad como resultado del aumento drasticol ele@dsito de nitrégeno esta
relacionada con la toxicidad por exceso de N, queslp causar el incremento de
la acidez en los ecosistemas (Vogt et al. 2006etLal. 2009), y con ello puede
disminuir la tasa fotosintética (Brown et al. 19@danath et al. 2012), producir
desbalance de nutrientes (Nakaji et al. 2001), digeninucion de los pigmentos
fotosintéticos (Ying-Chun et al. 2010).

Naturalmente la baja disponibilidate nitrogeno en los ecosistemas a
menudo limita las tasas de crecimiento de las aaf\litousek y Howarth 1991).
Condicion bajo la cual los ecosistemas se han adapy a menudo han
producido una gran diversidad de especies de gléBtabbink et al. 1998). Esto
es especialmente notable en plantas epifitas debigoe estdan adaptadas a un
ambiente més limitado por el nitrégeno que lastplague tienen contacto directo
con el suelo del bosque (Hietz et al. 1999; Waniale2002). En patrticular,
debido a que adquieren sus nutrientes primordigknea la atmdsfera (Benzing
1998; Stewart et al. 2002; Wania et al 2002. ZoBager 2009). Por lo que estas
plantas adaptadas a un suministro limitado degetmo pueden ser sensibles a un

aumento excesivo en el depdsito de nitrégeno airiosf



1.3. Hipotesis

Hipotesis fase de campo

Dado que la poblacion de Morelia es inferior dldnide habitantes y que
su desarrollo industrial es pequefio en comparawdnotras ciudades capitales
Mexicanas, el impacto de la contaminacion por gear® atmosférico en plantas
de Laelia speciosasolo podra ser apreciable a nivel isotopico, Siera

abundancia d&N diferente entre las plantas del campo y las ptade la ciudad.

Hipdtesis fase experimental

De la segunda parte de este estudio (depositatrdgeno simulado) se
origina la siguiente hipétesis: dado que el nitriages un factor limitante en la
mayoria de ecosistemas, el aumento drastico enislpordbilidad de este
elemento tendria como resultado un desequilibrsiolbgico en las plantas

expuestas a dicho aumento.



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Determinar la fuente y metabolismo fotosintéti@vgpla orquidea epifita
Laelia speciosan dos sitios con uso de suelo diferentes, asi airetecto del
deposito de nitrogeno simulado sobre la fisiolatfasta

1.4.2. Objetivos especificos

» Establecer como cambia la fuente y contenido dégeho de plantas que

habitan en el campo y la ciudad.

» Evaluar el efecto de la posicion en el dosel, stdbfeiente de nitrogeno

usada pot.aelia speciosa

» Determinar las variaciones en el metabolismo fatésico de plantas de
L. speciosalocalizadas en diferentes posiciones del dosel yldetas

creciendo en la ciudad, asi como su relacién ceorgkenido de carbono.

» Comparar las caracteristicas isotopicas del depdsinitrogeno, asi como
el contenido de nitrogeno de las series de pselislmbien el afio de

desarrollo de cada uno, en dos sitios diferentes.

* Investigar el efecto del depdsito de N simuladol&mroduccion de

organos (Hojas, pseudobulbos y flores) especiosa.

» Determinar la relacion entre el depdsito de nitndgesimulado y el

contenido de carbono y nitrégeno.

e Conocer el efecto del depésito de nitrégeno sinmlad la respuesta

fisiologica de plantas de speciosa.

» Comprobar la relacién entre el aumento del depoddio nitrogeno

simulado con el contenido de clorofila.

« Evaluar el efecto del depésito de nitrégeno simuksabre 10$'°C y §*°N

del. speciosa
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Capitulo 2

Fuentes de nitrégeno y metabolismo
fotosintético de la orquidea epifitaelia
speciosan dos sitios con diferentes uso de suelo

en Michoacan, México.

“En el fondo, los cientificos somos gente con ®iggbdemos jugar a lo que
gueramos durante toda la vida”.

LEE SMOLIN1955
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2.1. Introduccién

El depdsito de nitrégeno atmosférico es la teroawsa de pérdida de
biodiversidad después del cambio de uso de suelacgmbio climatico (Sala et
al. 2000). Desde la ultima mitad del siglo XX hawitlo un aumento del 120%
en la liberacion de nitrégeno reactivo (Nr) a lan@fera, en particular de
compuestos como; amonio y O0xidos de nitrogeno tadoildel aumento de las
actividades humanas como la quema de combustibied, la produccion y
aplicacion de fertilizantes nitrogenados, y el igoltde plantas de consumo
humano que fijan N(Phoenix et al. 2006; Galloway et al. 2008). Uea en la
atmosfera el NQ y el NH; sufren una serie de transformaciones quimicas y
aunado a procesos atmosféricos resultan en la idepode una mezcla de estos

compuestos en los ecosistemas (Templer et al. 2012)

Al respecto, se ha observado que los musgos semobundicadores de
contaminacioén atmosférica cuando crecen sobreolzssrsin acceso a nutrientes
del suelo, debido a que obtienen su suministro d&ientes directo y
exclusivamente del depésito atmosférico, conservdadsefial isotopica de los
compuestos asimilados (Virgiani et al. 2004). Sedeudeterminar las fuentes de
N en la atmosfera por medio de isotopos estabkseptes en los organismos, ya
que la abundancia @&&°N en el aire o plantas de regiones con un alto siepde
nitrdgeno, como las zonas urbanas, se diferencla dbundancia encontrada en
plantas del campo (Moore 1977; Ammann et al. 1%¥3rson 2000). Debido a
gue la nutricion de las plantas epifitas depenatusivamente de los nutrientes
gue estan disponibles en el dosel, incluyendo eyoma menor medida el
depodsito atmosférico, las plantas epifitas pueden baienos indicadores de
contaminacion atmosférica y ayudar a identificar flaentes de contaminacion
(Benzing 1990; Stewart et al. 2002; Zambrano €2@09; Abril y Bucher 2009).

El hecho que las raices de las plantas epifitaemgan contacto con el
suelo del bosque del cual puedan obtener agua,deeste habitat un ambiente

"arido", aun en zonas de alta precipitacion, pague muchas especies de epifitas
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han desarrollado adaptaciones fisiolégicas commetabolismo acido de las
crasulaceas CAM (Benzing 1990; Andrade y Nobel 1%iKera et al 2009).
Esta via fotosintética se caracteriza porque kxibp de CQ se lleva a cabo
principalmente en la noche cuando la temperaturaice es relativamente baja,
lo que permite que las plantas CAM tengan una mafioiencia en el uso del
agua que las plantass; @Nobel 1991; Cushman 2001; Andrade et al. 2010).
Investigaciones de la composicién isot6piéa’§) de plantas con diferentes
metabolismos fotosintéticos brindan informacion cespeto a los cambios en la
proporcion de C@ fijado durante el dia o la noche (Griffiths 1992)a
abundancia det®C puede variar de acuerdo a la asimilacién de @Oque la
PEP-c discrimina en menor medida que la RUBISC@gerira del*C, lo que
significa que 10$*°C seran menos negativos para plantas CAM que pangap
Cs (Elheringer y Osmond 1989).

La abundancia natural de isotopos estables degaitmy la concentracion
de nutrientes de las epifitas son afectados ppodeion en el dosel; ya que, las
epifitas que crecen en ramas mas gruesas y quentasteso al suelo del dosel
reciben un aporte menor de nitrogeno directameatia duvia que aquellas que
crece en ramas mas pequefias y alejadas del tromoipal (Hofstede y Wolf
1993; Nadkarni et al. 2000; Hietz et al. 2002).dEsuelo del dosel se encuentran
una gran variedad de microorganismos que descomplanenateria organica
(Vance y Nadkarni 1990), este proceso causa laimiis@cion en contra défN
o del™N produciendo us™N diferente del proveniente de fuentes atmosféricas
(Hietz et al. 2002).

De los diferentes tipos de epifitas vascularesolgsiideas han sido las
mas exitosas en colonizar la copa de los arbokesjug casi dos de cada tres
epifitas son orquideas (Benzing 1990). De dstadia specios&Kunth Schltr es
una orquidea endémica de la parte central de Mépioa de bosques de encino,
principalmente Quercus deserticolay otros forofitos de la Sierra Madre
Occidental, Sierra Madre Oriental y la parte sereltl Altiplano Mexicano, se

establece en climas templados a subhimedos estf25) y los 2500 m.s.n.m.
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Ademas, es una de las orquideas de mayor impaataattural en México (Soto-
Arenas 1994).

Existen varios estudios sobre la abundancid®een diferentes plantas
por ejemplo: en pastos (Stewart et al. 2002; Samwgnet al. 2005; Temper et al.
2012), arboles (Jung et al. 1997; Stewart et @22&mmett et al. 1998; Dail et
al. 2009; Ying-chung et al. 2010), hierbas y algurepifitas vasculares
pertenecientes a las familias Araceae, Bromeliaggarchidaceae (Stewart et al.
2002; Hietz et al. 2002). Sin embargo, la inforrdacidisponible sobre la
interaccion entre depdsito de nitrogeno atmosféresultado de la actividad
humana con orquideas epifitas neotropicales aumgrmerce escasa. De este
modo, para poder estudiar la respuesta y las iagpines que pudiese tener sobre
Laelia specioseael depoésito de nitrogeno atmosférico es necesanmmaer las
fuentes que esta orquidea usa para su nutricifugares con diferentes usos del
suelo, asi como la respuesta fisiologica derivaelaadimento progresivo del
deposito de nitrogeno.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Area de estudio

El estudio fue llevado a cabo en dos sitios dédes de Michoacan,
México. El primer sitio, denominado “campo” en esto de este capitulo, fue el
Cerro el Olvido municipio de Tzintzuntzan 197’ 59” N, 10f 29’ 09" O, a
2361 m.). Se encuentra a 30 kilometros al oestdatelia, capital del estado de
Michoacéan. El sitio es un bosque de encino, donainaa Quercus deserticola
Trel. (Fagaceae), especie que es el principal forofitdakdia speciosaSoto-
Arenas 1994). La precipitacion anual promedio e5@ mm y las lluvias se
presentan principalmente en junio, julio y agostos vientos dominantes
proceden del suroeste y noroeste. La temperataragaio anual es de 16°G
(Normales meteorologicas 1971-2000, Servicio Metiégico Nacional 2011).

El segundo sitio, denominado “ciudad”, fue el Cerde Investigaciones
en Ecosistemas de la UNAM campus Morelia’ @& 55.9” N; 102 13’ 45" O, a
1967 m), donde los vientos dominantes procedensdeleste y noroeste, la
precipitacion anual promedio es de 773 mm y la &Fatpra promedio anual es
de 16.3°C (Normales meteorolégicas 1971-2000, Servicio bletégico
Nacional 2011). Alli, plantas provenientes de uio sle rescate en Michoacan, en
donde actualmente se extrae materiales para coagin) fueron expuestas
durante 8 afios en una casa de sombra del jardinibotde la UNAM Morelia al
ambiente de dicho centro urbano, estas plantasrfueantenidas en su sustrato

original (ramas d€uercus desertico)a
2.2.2. Fuentes de nitrégeno en el campo y la ciudad

El musgo Braunia sp. fue seleccionado para este estudio como
bioindicador del depdsito atmosférico de nitréggrie su sefial isotépica en los

sitios considerados, ya que la concentracion iatel@ N en tejidos de musgos

aumenta de manera proporcional a la magnitud gegi® de nitrégeno (Solga
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et al. 2005; Wilson et al. 2009). Ademas, los masgombién presentan bajo
fraccionamiento isotdpico, o discriminacién en carttel isotopo pesado, durante
la absorcion de nitrégeno, de manera qued’SN es similar al del depésito
atmosférico del lugar donde crecen (Bragazza €XCfl5). Se tomaron muestras
de Braunia sp. que crecia adyacente a las orquideas (mismo ®)séa cada

sitio. Adicionalmente como control del depdsito rd#dgeno atmosférico en el
Cerro El Olvido se colectaron muestras del musge lgabita en roca caliza
totalmente expuesta a la atmosfera denominado".r&s&s musgos no reciben

ningan aporte de materia organica al no existiet@gon cercana.

Se tomaron muestras de materia organica encontemse los
pseudobulbos de las plantas colectadas y mateyacente a las raices, también
se colectaron muestras de hojas del arbol huégpeztdus deserticojecon el fin
de precisar la fuente de nitrdgeno que recibenplastas localizadas en las
diferentes posiciones del dosel.

2.2.3. Material vegetal

Con el proposito de comparar el contenido de carpdm fuente de
nitrogeno y el metabolismo fotosintético de plargae habitan en el campo y la
ciudad. Se tomaron muestras de 4 individuotaldia speciosdocalizados en
dos posiciones de las copas de los arboles (poseiterior, localizadas a una
altura de 5 m y a 3 m de distancia del tronco jpadcy posicion interior, altura
menor a 3 m y distancia menor a 1 m del troncocgrat deQuercus deserticola
del campo y de orquideas localizadas en la casamdbra en la ciudad. De cada
planta se tomo la hoja mas reciente, el pseudolmylieola contenia, ademas de

raices recién formadas.

La historia del depdsito de nitrégeno en el sigoedtudio fue determinada
mediante la colecta de los 10 pseudobulbos masntesi correspondientes a la
tltima década, de cada una de 4 plantas. Constttergne Laelia speciosa
produce un pseudobulbo cada afio, el cual es cawerdurante varios afos
(Hernandez 1992; Soto-Arenas 1994; Soto-Arenadan8aGomez 2007).
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2.2.4. Andlisis quimicos.

El material vegetal fue lavado con agua destiladsta eliminar toda
materia ajena al tejido y fue secado durante 24shar 80C en un horno de
conveccion por gravedad y molido durante 10 minatosaxima velocidad hasta
conseguir la textura de un polvo fino en un molde bola (Retsch MM300;
Retsch, Vienna, Austria). Se pesaron 4 miligramescdda muestra en una
capsula de estafio la cual fue doblada hasta cansefarma de una semiesfera e
introducida a un espectrometro de masas Carlo Efal110 (CE Elantech,
Lakewood, NJ, EE.UU). Se analizaron los siguieqasametros: contenido de
carbono, contenido de nitrége®d>C y 8N, asi como la proporcién de C/N de

cada muestra.
Las proporciones isotépicas de las muestras saesagas usando la férmula:

0%0 = (RmuestrdRestandar- 1) X 1000

donde R es la relacién entre el isétopo pesaddiyiaho (por ejempld>C/**C),
Rmuestra€S la proporcién en la muestra ys®ga€S la proporcion en el material

estandar de composicion conocida y Unica paraisatzo.

2.2.5. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo eb programa
SigmaPlot 12.0 (SYSTAT software, Chicago IL. EE.2011). Se efectué un
ANOVA a una via o dos vias con el fin de compasardmposicion isotdpica, la
razon C/N, asi como el contenido de nitrégeno paraw de los individuos de dos
posiciones en el dosel y una tercera posicion eiuttad. EI método Holm-Sidak
fue empleado como prueba post-hoc. Los datos semee como promedio +

e.e. (n = 4 individuos por cada posicion).
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2.3. Resultados

2.3.1. Fuentes de nitrégeno en el campo y la ciudad

Ni la posicion en el dosel, ni el sitio representaun factor determinante
en el contenido de carbono y nitrégendBeauniasp.siendo de 37.32 £ 0.91% y
1.88 + 0.164% de peso seco, respectivamente (catljoLos5**C deBraunia
sp. no presentaron diferencia significativa entas Idiferentes posiciones
alcanzande-26.1 + 0.5%o p < 0.05). Loss™N de Brauniasp en la ciudad cuyos
valores alcanzaron 3.33 £ 0.1%0 presento diferesigiificativa conBrauniasp.
del Cerro el Olvido < 0.05; exterior, interior y rocala posicion en el dosel
mostré tener influencia en la8°N de Braunia sp ya que los musgos de la
posicién exterior, con ud™N de—4.67 + 0.95%o, fueron los mas empobrecidos y
difirieron significativamente de aquellos de la ip@s interior que presentaron
valores ded™N de -1.7 + 0.11%. p < 0.05). Sin embargo no se presentd
diferencia entre los musgos de la posicion extezionterior con aquellos que
crecen en las rocas que presentaro't promedio de-3.4 + 0.15%0 (cuadro
2.1). Los tejidos d8rauniasp. presentaron una proporcion de C/N de 21.5 + 0.8
y no se observaron diferencias significativas el#semuestras provenientes de

las distintas posiciones (cuadro 2.1).

Los '°N de la materia orgéanica encontrada entre los jéeiictos de
plantas de la posicion interior fueron-é&87 = 0.23%., Nno se hallaron rastros de
materia organica en las plantas localizadas erd&ign exterior. A su vez las
hojas del arbol huéspedQercus deserticojaalcanzaron valores d&°N de
—1.21 + 0.13%o (cuadro 2.1).

Cuadro 2.1.Porcentaje de peso seco de carbono y nitrogei®, 3N y C/N en tejidos
deBrauniasp y materia organica del suelo del dosel en dosssytidos posiciones en el
dosel, asi como musgos provenientes de rocas aplocd_os datos son mostrados como

promedio + 1. e.e. (n = 4 individuos por posicion).
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%C %N N SN CIN

Brguniasp 386+0.6 2.01+0.05-23.6+0.7 3.3+0.1 20.2 £ 0.7
(ciudad)

Brauni_asp 354+24 1.6+03 -259+09 -46+0.9 23.3+0.2
(Exterior)

Brauni_asp 36.1+1.0 22+0.1 -26.6+0.7 -1.7+01 18.1+1.04
(Interior)

Brauniasp. 15 +0.03 39+0.2 -283+01 -34+01 24503
(Roca)

S‘jje'o ?e' 46.8+06 1.4+0.1 -254+02 -0.8+02 33.6%27
ose

Hojasde  459+03 1.7+01 264402 -12401 26215
Quercus

2.3.2 Contenido de carbono y nitrégeno.

El contenido de carbono de cada érgano (hoja, ygizeudobulbo) de
Laelia speciosdue 45.03 + 0.31% del peso seco (n = 4 individuos gada
posicidén) no se encontro diferencia significativére posiciones del dosel ni con
las plantas que crecen en la ciudad, tampoco ssmedaiferencia significativa

entre los érganop @ 0.05; Figura 2.1A).

El contenido de nitrogeno de las hojad delia speciosdue igual en las
plantas de la posicion externa, interna y de ldadusiendo este de 1.24 £ 0.1%
de peso seco. De manera similar, el contenido tdégeno de los pseudobulbos,
qgue fue de 0.54 + 0.1% tampoco vario entre lastagégaprovenientes de las tres
posiciones del dosep > 0.05; Figura 2.1B). El contenido de nitrégenoeds
raices de plantas de la posicion exterior y deddad, que fue de 0.97 = 0.05%
(del peso seco), no presentd diferencias signifieat(Figura 2.1B). En cambio,
las raices de las plantas de la posicidén interresgntaron un contenido de
nitrdgeno mayor B < 0.05), alcanzando 1.69 * 0.44% del peso secaul#ig
2.1B).
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Figura 2.1. Contenido: de (A) carbono y (B) nitrégeno en indiis delaelia speciosa
en dos sitios de Michoacan México. Los datos sostrados como promedio + 1. e.e. (n
= 4 individuos por posicion). Las letras indicafetkncias significativas entre lugares,

posiciones y plantas.

2.3.3. Metabolismo fotosintético

Los 8"3C de Laelia speciosano mostraron diferencia significativa entre
organos (hojas, pseudobulbos y raices) o posici@xsrior, interior y ciudady
> 0.05; Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2.5"°C en hojas, raices y pseudobulbod delia speciosaen dos sitios y dos
posiciones en el dosel del Cerro El Olvido. Loodaton mostrados como promedio + 1.

e.e. (n = 4 individuos por posicion).

Organo Exterior Interior Casa de sombra

Hoja -16.80 £+0.2b  -18.93 +0.6b -16.53 +£0.4b
Pseudobulbo -17.72+0.3b -18.42+0.7b -15.77 £ 0.8b
Raiz -17.55 + 1.0b -16.66 £ 0.9b -16.99 £ 0.5b

2.3.4. 3N deLaelia speciosa

Los 8*°N en hojas de aelia speciosaibicadas en la posicién exterior e
interior no presentan diferencias entre si alcat@am&™N de—3.35 + 0.4%o p
> 0.05; Figura 2.2). Las hojas de plantas locaéizagh la ciudad cuyos valores de
8N fueron 5.6 + 0.2%. presentaron diferencias sigatfvas con la posicion
exterior e interior § < 0.05; Figura 2.2). Los pseudobulbos no presemtaro
diferencias significativas en los valoresdd&\ que fueron en promedio de -2.8 *
0.45%0 entre la posicion exterior e interior del elo&ampo), pero si con los
valores de5™N de las plantas de la ciudad que fueron de 5.501% (Figura
2.2). A su vez, eb™N de las raices de la posicién exterior e integoe no
mostraron diferencias significativas entre si, cuglor fue de-2.99 + 0.5%o, pero
si se diferenciarorp(< 0.05) de aquellas plantas localizadas en la dieta un
8'°N de 3.68 + 0.7%o (Figura 2.2).

2.3.5. Proporciéon de carbono nitrogeno (C/N)
La proporcion C/N de las hojas de plantas fue dg 402.3 y no se

observaron diferencias significativas entre la @osi exterior e interiorp >

0.05). Las hojas de plantas mantenidas en la ciattashzaron una proporcion
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C/N de 32.97 + 1.0 y la diferencia con las otrasigones fue evident < 0.05;
Figura 2.2).

Los valores de C/N de los pseudobulbos Laéelia speciosafueron
significativamente diferentesntre las posicionesp (< 0.05). De este modo,
aquellos que crecen en la posicion exterior mastrana proporcion de C/N de
127.6 + 16.3, mientras que en los pseudobulboa gedicion interior fue de 93.5
+ 4.5, y los pseudobulbos de plantas de la ciuttachzaron los valores promedio
mas bajos de 47.9 + 9.5 (Figura 2.2). Las raicepldetas que crecen en la
posicién exterior y en la ciudad no presentaroerdifcia significativa entre si
alcanzando valores de C/N de 50.01 + 1.9; no ofestéas raices de plantas que
crecen en la posicion interior del dosel si prem@nt diferencia en la proporcion
de C/N con las demas posiciones siendo esta detZB8Lp < 0.05; Figura 2.2).

8 T T T T T T T
O Hojas A Pseudobulbos V' Raices

6| Exterior M Interior M Casa de sombra_|

@ —a

4t }% -

3N (%o)

_8 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Proporcién C/N

Figura 2.2. Proporcion de C/N $*°N en 6rganos deaelia speciosaProvenientes de
dos sitios del estado de Michoacan. Los datos smmtratlos como promedio + e.e. (n =4

individuos por posicién).
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2.3.6. Historia del depésito de nitrégenoLdelia speciosa

Las secuencias de pseudobulbos mostraron quel@jsdliados en la
posicion exterior e interior del dosel no tienefedincia significativa entre si;
8'°N de -4.37 + 0.09% y -2.04 + 0.18%., respectivamerites 3'°N de los
pseudobulbos de las plantas localizadas en la ¢iadenentan progresivamente
desde un minimo de -0.1 + 1.6%o en el pseudobull®anéiguo (nimero 1 de la
figura 2.3), mientras que en el segundo pseudol®I&BN fue de—0.08 + 1.6%o,
en el tercer pseudobulbo fue de 1.14 + 1.9%o y euaito fue de 3.0%0 + 0.1. A
partir del quinto pseudobulbo la sefial isotopicséosea mas positiva alcanzando
su maximo y manteniéndose estable hasta el decsewdpbulbo que fue el mas
recientemente formado; el valor &N de los 6 Ultimos pseudobulbos formados
fue de 4.76 £ 0.22%¢(> 0.05; Figura 2.3).
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A nterior
6 A cCasadesombra
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Pseudobulbos del mas antiguo al mas reciente

Figura 2.3. 8N en series de 10 pseudobulboslLdelia speciosadonde el nimero 1
representa el mas antiguo y el nimero 10 el mésntec Los datos son mostrados como

promedio + e.e. (n = 4 individuos por lugar y pasig.
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2.3.7. La proporcién de C/N en el cambio de hébigdtaelia speciosa

Las series de pseudobulbos de la posicién exterimterior mostraron
diferencia significativa entre si, alcanzando vedode C/N de 134.5 + 2.7 y 99.6
+ 2.6 respectivament@  0.05). La proporcién C/N de la serie de pseuthuizu
de plantas en la ciudad no mostré diferencia saatifa en los primeros 8
pseudobulbos con las otras posiciones siendo ést©80.4 + 2.1 > 0.05), pero
a partir del noveno pseudobulbo los valores disygman a 81.1 + 10.8 en el
noveno y alcanzaron valores de 48.4 + 13.5 en@haepseudobulbo el cual es
significativamente diferentg & 0.05; Figura 2.4).
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Figura 2.4. Proporcion C/N en series de 10 pseudobulbokadtia speciosalonde el
numero 1 representa el mas antiguo y el nimerd @ reciente; en dos posiciones del
dosel y de plantas de rescate creciendo en lactildss datos son mostrados como
promedio + e.e. (n = 4 individuos por lugar y pasig.
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2.4. Discusion

2.4.1. Fuentes de nitrégeno en el campo y la ciudad

Los musgos mostraron un contenido de carbono naresrcontrado en la
orquidea en cerca de un 8%, esto puede ser etagdgsude que las plantas no
vasculares carecen de cuticula, lo cual permiteefjgua entre y salga de los
tejidos libremente. En consecuencia son incapaeesnantener un potencial
hidrico constante que les impide mantener un iatebto gaseoso continlo en
consecuencia muestran menor contenido de C quedakas vasculares (Titus y
Wagner 1984).

En este estudio no se encontro diferencia entoergenido de nitrogeno
de musgos ubicados en la ciudad con aquellos depaaesto sugiere que la
concentracion de nitrégeno atmosférico en el ldmrestudio en la ciudad de
Morelia no es significativamente alta para quelssdp apreciar una diferencia en
el contenido de nitrégeno entre campo Yy la ciudadfalta de diferencia entre
sitios de estudio concuerda con los hallazgos leeehodos especies de musgos
Braunia secundy Thuidium delicatulungque después de 13 semanas de recibir
riego con diferentes dosis de N no mostraron casndroel contenido tisular de N
(Barrios 2009). Por otro lado, 165°C de los musgos fueron tipicos de plantas C
los cuales oscilan entre37.5%0 a—21.3%0 (Teeri 1981; Elheringer y Osmond
1989).

A su vez el musg®raunia sp. no mostré diferencia significativa en la
proporcion C/N en ninguna de las posiciones y sitdvaluados. Esto contrasta
con otros estudios, como por ejemplo en el cualgossiel centro de Londres
tienen una proporcion C/N de 32 mientras que apgiglue se encuentran a
mayor distancia al centro de la ciudad alcanzaorgalde C/N de 5@Power y
Collins 2010). Lo que sugiere que el depoésito dedgeno de Morelia no es lo

suficientemente alto para que pueda ser regisgados tejidos d8rauniasp.
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La materia organica del suelo del dosel se descoengmacias a que en él
se encuentra una gran Vvariedad de microorganismoga cactividad
descomponedora influye en la composicion isotépielasustrato, en particular
los 5N (Hietz et al. 1999; 2002). De modo que la sesaidipica de las plantas
gue tienen acceso al suelo del dosel tenderiara&epositiva que las plantas que
dependen exclusivamente de la atmdsfera. En dstdie@so se encontré materia
organica en las ramas mas delgadas y alejadasodebtprincipal, ademas los
8'°N de las plantas de las diferentes posiciones rsiraton diferencia entre sf ni
con la materia organica, con lo que se sugierel@aetividad microbiana en el

suelo del dosel del sitio estudiado es baja.
2.4.2. Contenido de carbono y nitrégeno.

El contenido tipico de carbono de una planta ed5% del peso seco
(Epstein 1972; 1999), aunque este porcentaje pwedar dependiendo del
organo, del estado de desarrollo y del habitat (M&eng 2004). El contenido de
carbono puede variar de 40% en especies tropicale®l% en especies
subtropicales y mediterraneas (Thomas y Martin ROER orquideas epifitas a
2000m en un bosque de Costa Rica es de 46% dencafb@ardelis y Mack
2010). Los individuos deaelia speciosan el campo y la ciudad en el presente
estudio tuvieron un contenido de carbono del 45.08%ue muestra una

correspondencia con lo encontrado en otras plapifitas.

El contenido de nitrégeno del tejido vegetal galmente es de 1.5% del
peso seco, aunque puede variar de 1.6 a 2.4% eaocotdadéneas herbaceas
(Chapman 1965; Mills y Jones 1996 Epstein 19729198qui se encontrana
variacion entre los diferentes dérganos ldeelia speciosa En particular, los
pseudobulbos mostraron el menor contenido de mibhdgdebido a que este
organo de almacenamiento, sirve principalmente coeservorio de almiddn,
aunque también puede almacenar en menor cantidd® K, (Davidson 1960;
Hew y Ng 1996; Ng y Hew 2000).
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Especies de orquideas epifitas de Veracruz,taldesMéxico, contienen
1.8% de N (Hietz et al.1999). Mientras que en CBsta el contenido de N es de
1.15% (Cardelts y Mack 2010) y en el amazonas €x8% (Mardegan 2011).
Dichas especies crecen en ambientes sonde lasdadeg industriales son
pequefas, por lo que su principal fuente de N esrellimpio. El contenido de
nitrégeno de nitrégeno draelia specios&n este estudio fue de 1.24% concuerda
con lo encontrado en otras especies epifitas yeseigjue no tienen un aporte de
nitrogeno diferente al aire limpio del campo.

El velamen es una estructura tipica de las oeqsidepifitas para la
obtencion de nutrientes y agua en el dosel y cendis varias capas de células
muertas rodeando la raiz (Madison 1977). EI magatenido de nitrégeno en las
raices de plantas que crecen en la posicion inteesta relacionado con el
contacto que las raices (velamen) establecen cemetd del dosel, el cual posee
mayor contenido de N resultado de la materia ermamegosicion que alli se
acumula y descompone. Sin embargo, el contenidoitdggeno de la materia
organica encontrada junto con las orquideas es mande estas raices, esto
sugiere que puede haber una fuente adicional néuagla aqui tal como
micorrizas. Por el contrario, las plantas de laquds exterior las cuales no tienen
acceso a la materia orgéanica que se puede acuerulas ramas mas gruesas, y
su unica fuente de nitrogeno es la atmdésfera mostt@ner menor contenido de
N, en esta posicion el velamen de la raiz no temeeso a la misma cantidad de
nitrogeno que las plantas de la posicion interAgimismo, las raices de las
plantas de la ciudad cuya fuente primordial de Naestmosfera al igual que las
plantas en la posicion exterior, y al igual queaggiresentaron un contenido de

nitrdgeno menor que el de las plantas de la posioi&rior.

2.4.2. Metabolismo fotosintético

Los valores dé*3C en 6rganos deaelia speciosan el Cerro El Olvido y
Morelia estan en un rango d&8.93%. y—15.77%., estos valores estan incluidos

en el rango establecido para plantas CAM que erhilmores de3**C entre
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—22%0 Y—12%o (Elheringer y Osmond, 1989). Las orquideastapifue habitan a
altitudes mayores a 1500 metros sobre el nivehdel presentan valores d&C
mas cercanos a plantag Que a plantas CAM (Hietz et al. 1999; Silveralet a
2009). Pero debido a la cantidad de lluvia recilgdaestas plantas en la region
de estudio cerca de 1000 mm al afio expresan fegs&rCAM que se evidencia
en sus valores d&>C (Avadhani y Arditti, 1981; Avadhani et al. 198D)el
mismo modo que otras especies del gehamlia exhiben valores d&=C tipicos
de plantas CAM pero de zonas mas bajas, como pompé, L. rubescensiene
valores de3**C de—16.6%. (Silvera et al. 2010). Al comparar los vaise’C
entre plantas mantenidas en la ciudad y del caroe mbservo diferencia ya que
estan localizadas en altitudes similares por endienl@s 1900 metros y debajo de
los 2400 metros y reciben cantidades de lluvia lamneg, por lo que estan
expuestas a las mismas limitaciones de agua redoltan la expresion de
fotosintesis CAM (Silvera et al. 2009).

2.4.3. 3N deLaelia speciosa

Las plantas que crecen cerca de fuentes contareghaomo carreteras e
industrias presentard®N positivos, pues se encuentran enriquecidas en
comparacion con las plantas de lugares donde eatdividades son
considerablemente menores (Moore 1977, Ammann 498D; Power y Collins.
2010). Consistente con este hecho 35% de plantas localizadas en Morelia
fueron positivos mientras que I@8°N de plantas provenientes del Cerro El
Olvido fueron negativos. Esto sugiere que la seftbpica del nitrégeno de la
ciudad y que es asimilado por las plantas provmmecipalmente de actividad
industrial, mientras que las plantas que habitanekerrampo asimilaron el
nitrégeno atmosférico del aire limpio del Cerro@Vido que no tiene actividad
industrial (Moore 1977; Ammann et al. 1999; Pow&ollins 2010). Lo$™N de
hojas delLaelia speciosalel Cerro el Olvido coincidieron con los dathurium
sp., Stenospermatiosp., Aechmeasp., Guzmaniasp., Streptocalyxsp., y cuatro
orquideasEncycliasp., Octomeriasp., Maxillaria sp.1 y sp.2 en La Amazonia
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Brasilera—3.90%o, los deScaphyglottisp. en un bosque de Costa Rica.9%0 a
—4.3%0) y los de Ornitocephalusinflexu Epidendrum longipetalumy E.
polyantumen un bosque de Veracruz(2%o; Hietz et al.1999; Wania et al. 2002;
Cardelts y Mack 2010; Mardegan et al. 2011). Ehbede que lo$™N de las
plantas en el campo fueron similares independiegiiéende su posicion en el
dosel sugiere que el nitrégeno que estan absoibiezsl principalmente
atmosférico. Estos resultados concuerdan con ladwmken un bosque de Costa
Rica donde orquideas, bromelias y helechos prasentd®N similares

independientemente de su posicion en el dosel @\&ral. 2002).

Los "N de tejidos de las plantas resultan del llamadocfonamiento
isotopico durante la absorcién y asimilacion délagieno y els™N de la fuente
(Handley y Raven, 1992; Evans, 2001). El fraccioeato isotopico entre la
planta y su sustrato depende de los rasgos fistni®gle la planta, de la forma
guimica del nitrogeno y de la concentracion extedeaN (Robinson 2001).
Debido a que no se encontraron diferencias entsesteN de las hojas,
pseudobulbos y raices deaelia speciosaen la ciudad se concluye que el
fraccionamiento isotépico durante el proceso destoracién entre 6rganos es
muy bajo o ausente; estos resultado sugieren daeospiidea no discrimina en
contra del™N al momento de la absorcién de nitrégeno con facentracion

actual de nitrogeno atmosférico en Morelia.

2.4.4. Proporcion de carbono nitrogeno (C/N)

La proporcion C/N indica la relacion entre la ma@e carbono y la masa
de nitrégeno presente en un compuesto, es un dalicpe ayuda a entender la
cantidad de nitrégeno presente en un tejido. Ram@p una proporcion C/N de
10:1 significa que hay diez unidades de carbonccpada unidad de nitrégeno en
la sustancia. La proporcién C/N en hojas de or@sdpifitas de la Amazonia
Brasilera alcanzan valores de 56 (Mardegan etCGllOR Mientras que los de
especies de Costa Rica son de 43.6 (Cardelus y RRK). Dichos valores son

similares a los encontrados en hojasL@elia speciosaen este estudio. Sin
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embargo, la proporcion C/N de los pseudobulboslai®gs del campo fue mayor
gue en los de plantas de la ciudad, esto sugiereulaulacion del nitrégeno extra
recibido del depédsito de nitrogeno de la ciudad lem pseudobulbos. La
proporcion C/N encontrada en musgos de las dogipnss concuerda con lo
encontrado en plantas epifitas de Costa Rica eoukags los valores de C/N en
cuatro posiciones del dosel fueron 24 (Wania et2@02). Lo que supondria
mayor sensibilidad por parte de la orquidea al sigpdde nitrégeno que el
musgo, apreciable con la proporcion de nitrogenlmepseudobulbos.

2.4.5. Historia del depdsito de nitrégenoldelia speciosa

En las series de pseudobulbos de las plantamentes del sitio de
rescate en el campo que fueron mantenidas en dacidurante varios afos, se
observé que los pseudobulbos mas antiguos originadal campo conservaron
los 8'°N propios de orquideas que asimilaron nitrégenegrente de aire limpio
similares a los que se observaron en los pseudobdé las plantas del Cerro El
Olvido. Sin embargo, con el traslado de las plaaté&sciudad, la abundancia de
>N de los nuevos pseudobulbos aumenté hasta alcaalzaes positivos tipicos
de plantas que crecen en centros urbanos. Estoslaasn el poco nitrdgeno
atmosférico que se deposita en la ciudad de Morelia

De acuerdo a los datos se puede afirmar que absn& de los 10
pseudobulbos fueron producidos en la ciudad. Lasegwos pseudobulbos
formados después del traslado a la ciudad no padeerN tipico de la ciudad,
sino que tienen una combinacién &N del campo y de la ciudad. De este modo
se puede apreciar como los pseudobulbos méas veasgynan el poco nitrégeno
a aquellos que estan en proceso de formacién gtercaso asignan el nitrégeno
adquirido en el campo combinandolo con el nitrégabeorbido en la ciudad,
pero después de varios afos y varios pseudobulbosgr@eno del campo es
agotado quedando unicamente el absorbido en lacaiud
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2.4.6. La proporciéon de C/N en el cambio de hébigdtaelia speciosa

La acumulacién de nitrégeno en plantas debidonalemento en el
suministro de este nutriente ha sido ampliamengerda, asi por ejemplo en
musgos sometidos a dosis crecientes de N en uregtadle depdsito atmosférico
presentan una proporcibn C/N distintiva de acuesdola concentracion
atmosférica del lugar donde se encuentran (Solga 2005; Wilson et al. 2009;
Power y Collins 2010). La disminucion en la prop@ncC/N en los pseudobulbos
formados en la ciudad es el resultado de la sunue et aporte de N de
pseudobulbos méas antiguos y el aporte de N queasirailado del depdsito
atmosférico de Morelia como lo sugieren los reslaléade is6topos de nitrdgeno
(Whigham 1984). Adicionalmente estos pseudobulbagstnan un proceso de
acumulacién de N proveniente del depésito atmasiéde Morelia en los dos
pseudobulbos més recientes. Como resultado dgéicad de almacenamiento
de estos organos (Hew y Ng 1996; Ng y Hew 2000).

37



2.5.

Conclusiones

La principal fuente de nitrdgeno pdraelia specios&n el campo y en la
ciudad fue el depdsito atmosférico, aunque la ssd&bpica varia segun

el tipo de actividad humana del sitio donde habitan

La posicion en el dosel no tuvo efecto sobre lati€le nitrdgeno que usa
Laelia specios&n el campo. El contenido de carbono y nitrogensenee
influenciado por la posicién en el dosel, a exa@pae las raices de la

posicién interior.

Laelia speciosapresent65'*C tipicos de plantas CAM, dichos valores
fueron constantes en cada uno de los sitios y ipogis del dosel, con lo

que la posicién en el dosel no es un factor queradna loss**C.

La historia del depdsito de nitrégeno registraddosmseudobulbos de
speciosamuestra que estas plantas absorben el nitrogdnlugbe que
habitan y que los pseudobulbos de la ciudad estdmwando nitrogeno
atmosférico proveniente de las actividades indalssien Morelia a pesar

de su baja magnitud.

8™N es una indicador efectivo para comparar las &sede nitrégeno que
usalaelia speciosan los diferentes ambientes que habita y su estrech

relacién con el con tipo de actividad humana cexcan
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Capitulo 3

Efectos fisioldgicos del depdsito de nitrégeno

simulado sobréaelia speciosa

“El momento elegido por el azar vale siempre mas eumomento elegido por
Nnosotros mismos.”.

PROVERBIO CHINO

“Amat victoria curam.”.

ANONIMO
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3.1. Introduccion

El nitrogeno (N) es un elemento esencial en laicioh vegetal. Las
especies de muchos ecosistemas terrestres esttadataa condiciones de baja
disponibilidad de N, una condiciébn que a menudodaoe a comunidades de
plantas con alta diversidad de especies (Bobbinkl.et1998). EI N que es
empleado por los ecosistemas se deriva de tredefugrincipales: fijacion
biolégica, mineralizacion y depdsito atmosféricoipBink et al. 2010). Antes de
la agricultura intensiva y de la revolucion indigtrel depdsito atmosférico de
nitrégeno era de alrededor de 15 Tg Nh#ao 1860, sin embargo éste aumenté a
156 Tg N afid en 1995 y mas recientemente a 187 Tg N'ai 2005 siendo

una de las fuentes preponderante de N (Gallowaly 2008).

El factor principal que produce el cambio en elacglobal del nitrégeno
es el incremento anual en la liberacion de nitrégeractivo (Nr) debido a la
produccion y consumo de alimentos y energia (Galowet al. 2004). El
nitrégeno reactivo (Nr) incluye todas las formasoldgicamente activas,
guimicamente reactivas y compuestos de N activosaeatmosfera y en la
biosfera. Asi, el Nr incluye formas reducidas de (NHs;, NH;"), formas
inorganicas oxidadas (NOHNGO;, NO,, NOs) y compuestos organicos como
urea, amidas, aminoacidos y proteinas (Bobbink @040). Las mayores fuentes
del NO, son la quema de combustibles fosiles y biomasadoay lefia); mientras
gue las actividades agricolas (produccion de ifmatites y abono) son las

principales fuentes de NHGalloway et al. 2004).

Las consecuencias del cambio en el ciclo y depd$#t nitrogeno en
ecosistemas han sido documentados en Europa y Norégica donde distintas
comunidades han sufrido pérdida de especies, grapasicion es similar a los de
sitios con alta disponibilidad de N (Bobbink etE398; 2010).

El nitrogeno puede presentar efectos positivosocetnaumento de la
produccién primaria neta, pero puede causar efewbgmtivos a largo plazo

cuando el N satura los sistemas naturales, siasdfotmas reducidas (amoniaco
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y amonio) las que pueden presentar mayores efenttss plantas que crecen en
ambientes bajo grandes aportes de nitrogeno (Roetal. 1996; Kleijn et al.
2008; Wei et al. 2012). Una vez que se incrementdidponibilidad de amonio,
este compuesto puede ser toxico para las plasjascialmente para aquellas que
habitan en lugares donde el nitrato habia sidooland dominante. Como
resultado, se observa un desarrollo muy pobre ieegg brotes, sobre todo en
especies sensibles de habitats con un pH entge65(Bobbink et al. 2010).

Las epifitas son algunas de las especies mas kensib cambios
ambientales y son biomonitores particularmente iBkss a la contaminacion
atmosférica por N (Benzing 1998; Stewart et al. 2otz y Bader 2009). Por
ejemplo las epifitas de zonas cercanas a centb@nos y cultivos han mostrado
efectos negativos a menudo asociados a altas deacienes de N atmosférico
(Pearce y Van der Wal 2008). Altas concentraciodesNH; o NO; puede
producir cambios en la quimica de la corteza dedlanuésped, modificando la
estructura de especies de dicho habitat epifito ffamtas que crecen Unicamente
en lugares ricos en compuestos de nitrogeno abie)lae incrementando o
eliminando especies acidofiticas (plantas que arecesitios acidos; Bobbink et
al. 2010). Por ejempld,obaria pulmonariauna especie epifita de liquen que fue
estudiada en un area con magnitudes de depdshtiogde iban desde 10 a 50 kg
de N h& afio’, mostré que prefiere los lugares con tasas desitepdenores a
20 kg de N hd afic* (Mitchell et al. 2004).

Hasta el momento los trabajos en depoésito degat@ se han llevado a
cabo en paises Europeos y en Estados Unidos d880¢e(Mitousek et al. 1997,
Emmet et al. 1998; Ying-Chun et al. 2010), y maser@emente en China (Li et
al 2003) enfocados principalmente en el efectodaglosito de nitrégeno en la
composicion de comunidades de bosques y arbussdsgomo el efecto del
deposito de nitrégeno en el crecimiento y fotosistele arboles (Nakaji et al.
2001; 2002; Li et al. 2004) y musgos (Van Der Heidgg al. 2000; Arroniz-
Crespo et al. 2008; Granath et al. 2009). Sin egthao se reportan estudios del
efecto del deposito de nitrdgeno en orquideastapifen particular para México.

Dado que el nitrogeno es un factor limitante emkyoria de los ecosistemas
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terrestres el aumento en la concentracion de Estessto tendria como resultado
un desequilibrio fisioldgico de las plantas soneid este. Este capitulo examina
el impacto de la adicion progresiva de nitrégeneledesempefio fisioldgico de
Laelia speciosgKunth) Schiltr.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Material biolégico

El experimento fue llevado a cabo en las instates del Centro de
Investigaciones en Ecosistemas de la UNAM campuesehdo donde individuos
de Laelia speciosgKunth) Schltr(Orchidaceae) de 4 afios de edad, provenientes
de cultivo in-vitro, fueron sembrados en macetagpldstico que contenian rocas
de tezontle (una roca volcanica, inerte y porosajirea casa de sombra durante
dos afios, en donde se simularon las condicionészdg temperatura del dosel
propio de lugares donde estas plantas crecen. Bearonh 120 plantas

seleccionadas al azar y divididas en 6 grupos de 20

3.2.2. Soluciones nutritivas

Se establecié un periodo de aclimatacién de daesneCada planta fue
regada semanalmente con 12.5 ml de una soluciélodgland No. 2 modificada
para que no contuviera compuestos nitrogenadosg(&iog Arnon 1950; Nobel
y de la Barrera 2002), dicho volumen es equivalentla precipitacion que
recibirian las plantas en su habitat natural. S&ienon de esta solucion los
compuestos nitrogenados con el fin de variar las@atraciones de N sin afectar

la concentracion de las otras sales (Nobel y @ateera 2002).

Transcurridos los dos meses de riego con la swlude macro y

micronutrientes se adiciond NNO; a los 12.5 ml de macro y micronutrientes
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por planta, permaneciendo los macro y micronuteergin cambio (todas las
soluciones fueron preparadas usando agua destildda)composicion y
concentracion final de las soluciones simularors shferentes escenarios de
depodsito de nitrégeno, como se indica a continmaditn control que simulé un

depésito de 0 kg de N Hafio' y:

1.) 2.5 kg de N haafio* 2.) 10 kg de N Haafid*
3.) 20 kg de N haafio® 4.) 40 kg de N hhafio!
5.) 80 kg de N haafio.

Este experimento fue llevado a cabo durante 2&Gsas) desde diciembre
de 2011 hasta junio de 2012, lapso que comprengergldo de crecimiento y
floracion de esta orquidea (Hernandez-Apolinar 1¥a#to-Arenas 1994; Soto-
Arenas y Solano Gomez 2007). Al finalizar el riege midieron varios
parametros fisiologicos con el fin de determinareétcto del depdsito de

nitrdgeno simulado sobteaelia speciosaestos parametros fueron:

3.2.3 Fenologia

Al finalizar las 26 semanas de riego con las difezs dosis de N se midio:
el numero de hojas y de pseudobulbos producidadicto periodo. Las flores
fueron contadas cada semana durante todo el pededoego para llevar el

registro del total producido ya que estas tienetaaturacion.

3.2.4. Conductancia estomatica

La conductancia estomatica fue medida duranteeasiogn de 24 horas
cada dos horas dos veces, en 5 plantas por cada dosiitrogeno (nimero
méximo de hojas producidas en la dosis de 80 Ky tie* afio’ que fue el que
menos hojas produjo de los tratamientos). En latanmientos restantes fue
seleccionado este mismo numero de plantas al azaesar de haber producido
mas hojas, estas mediciones fueron llevadas ausdralo un porometro de hoja
(Decagon Devices, modelo SC-1, WA EE.UU).
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3.2.4. Fluorescencia de la clorofila

Para evaluar el posible dafio al fotosistema bdpcto del estrés por la
simulacién de diferentes escenarios de depdsitonitt®geno; el maximo
rendimiento del fotosistema Il (Fv/Fm fluorescencrariable/fluorescencia
maxima),fue medido usando un fluorometro (OPTI-SCIENCE 0p-&E.UU.).
Las mediciones se realizaron en 5 plantas por desistrégeno, las cuales fueron
adaptadas a la oscuridad durante 20 minutos.

3.2.5. Contenido de clorofila

La concentracion tisular de clorofila a, b y tosal midio de acuerdo a
Lichtenthaler (1987). Se seleccionaron las hojad qe#antas al azar por cada
dosis de nitrogeno. La extraccion de la clorofigallsvo a cabo macerando las
hojas con un mortero y un pistilo en frioc 3 en una solucién acuosa de acetona
(80% v/v) y se llevo hasta un volumen final de 20 $® midié la absorbancia a
663 y 646 nm con un espectrofotometro EZ 301 (Reiimer, Waltham,
Massachusetts, EE.UU). Se determiné el contenidelai®fila (gramos 1)

mediante las siguientes formulas por Lichtenth@le87).

Clorofilaa (G) = 12.2%ss3— 2.7%Ps4s

Clorofila b (§) = 21.5846 — 5.1A¢63
Clorofila Total ( =C.+ G

3.2.6. Andlisis quimicos: Contenido de carbonapginod*C y §*N.

Se colectaron las hojas de 5 plantas por cada diesinitrogeno, que
fueron lavadas con agua destilada hasta elimimar toateria externa al tejido de
la orquidea, fueron secadas durante 24 horas@ &0 un horno de conveccién
por gravedad. Las muestras se trituraron durantaitQtos a maxima velocidad
hasta conseguir la textura de un polvo fino en otino de bola (Retsch MM300;

Retsch, Vienna, Austria) y se colocaron 4 miligrarea una capsula de estafio la
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cual fue doblada hasta conseguir la forma de umaeséera e introducida a un
espectrometro de masas (IRMS por su siglas ensin@arlo Erba EA 1110
EE.UU).

Las proporciones isotépicas de las muestras spresaxdas usando la

formula:
0%o0 = (RmuestrzéResténdar_ 1) x 1000

donde R es la relacién entre el isétopo pesaddiyiaho (por ejempld>C/**C),
Rmuestra€S la proporcion en la muestra ys®ga€S la proporcion en el material

estandar de composicion conocida y Unica paraisatizpo.

Adicionalmente se determing la discriminacionégpita que acompafio la

absorcion y asimilacion de NNO3z; mediante la siguiente formula:
A =8"Ns— "N,

dondeA es la discriminaciori™Ns es eldN del sustrato (solucion de NYY’N,,
es els™N del producto, la planta (Evans et al. 1996; E\x20i1).

3.2.7. Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo eb programa
SigmaPlot 12.0 (Statistical Analyses Inc. EE.UU POLUn ANOVA a una via
fue efectuado, con el fin de comparar el efectdadediferentes dosis de N. El
método Holm-Sidak fue empleado como prueba postdmg datos se presentan

como promedio + e.e. (n = 5 individuos).
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3.3. Resultados

3.3.1. Fenologia

La produccion de hojas y pseudobulbos no presetitérencia
significativa entre el control y las dosis 2.5 y k§ N ha' afié* con una
produccién de 1.01 + 0.06 hojas. Las plantas qabiezon la dosis de 20 kg N
ha' afio' produjeron 1.35 + 0.1 hojas y las de 40 y 80 kgaN &fic* produjeron
0.7 = 0.05 hojas, siendo significativamente difegsrestos promedios entre gi (
< 0.05, Figura 3.1). A su vez la producciéon de dgsbulbos en las plantas sin
nitrégeno y las de 2.5, 10 y 20 kg N'tafid* fue en promedio de 0.95 + 0.02; las
plantas que recibieron 20 kg N hafio' produjeron en promedio 1.3 + 0.1
pseudobulbos; la produccion promedio de pseudobudb@lantas que recibieron
40 y 80 kg N h3 afio fue de 0.67 + 0.02p(< 0.05). Finalmente, las plantas sin
nitrégeno vy las de 2.5, 10 y 40 kg N'hafic* produjeron en promedio 0.3 + 0.05
flores, las plantas de 20 kg N“hafié" produjeron el mayor numero de flores
0.85 + 0.1 p < 0.05), mientras que no se presento producciguiartas regadas
con 80 kg N ha afic* (p < 0.05; Figura 3.1).
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Figura 3.1. Produccion de hojas (en blanco), pseudobulbo®agindiagonales a la
derecha) y flores (diagonales a la izquierda) entpk dd aelia speciosalos datos son
mostrados como promedio + e.e (n = 20 plantas psisil Las letras: mindsculas (hojas),
mayusculas (pseudobulbos) indican diferencia saatifa entre dosip < 0.05.

3.3.2. Conductancia estomatica

Laelia speciosainicamente presenté actividad estomatica diumagipalmente
entre las 6:00 h y las 18:00 h, alcanzando su n@axzitas 12 horas (Figura 3.2).
La conductancia estomética maxima fue registradaediodia en plantas que
recibieron la dosis de nitrégeno equivalente a @INkha' afié*, siendo esta de
41.825 + 0.88 mmol is’ y (p < 0.001) con plantas sometidas a otras dosis de N
(Figura 3.3). Las plantas que recibieron la dosisitrogeno equivalente a 80 kg
N ha' afig* mostraron los valores méas bajos de conductantiaésica de 20.2
+ 1.27 mmol nf s* al mediodia (Figura 3.3).
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Figura 3.2. Conductancia estomatica mmol’ra* durante 12 horas en plantas regadas

con diferentes dosis de N. Los datos son mostreolo® promedio + e.e (n = 5 plantas

por dosis). Las letras indican diferencia signtfi@entre dosisp(< 0.05).
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Figura 3.3. Conductancia estoméatica maxima mmof st al medio dia de plantas
sometidas a riego con diferentes dosis de nitragkns datos son mostrados como
promedio * e.e (n = 5 plantas por dosis). Las sefmdican diferencia significativa entre
dosis f < 0.05).

3.3.3. Fluorescencia de la clorofila

La fluorescencia de la clorofila Fv/Fm para péantontrol y las dosis de
nitrégeno de 2.5, 10 y 20 kg N hafié* fue en promedio de 0.81 + 0.01 |y €
0.05) con plantas sometidas a las dosis de 40 kg8N ha' afic’ siendo la
Fv/IFm de estas un 23.4% menor alcanzando valorés6@e+ 0.025 de Fv/Fm
(Figura 3.4).
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Figura 3.4. Fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm) en plantdapadas a la oscuridad por
20 minutos y expuestas a riego con un control gdisdde nitrégeno durante 26 semanas.
Los datos son mostrados como promedio = e.e (nplabtas por dosis). Las letras

indican diferencia significativa entre dogis<{0.05).

3.3.4. Contenido de carbono y nitrégeno

El contenido de carbono deaelia speciosaaumentd con la dosis de
nitrégeno, alcanzando su maximo en 20 kg N &@o" con un 46.2 + 0.25 % del
peso seco, siendo significativamente diferepte 0.05) a los valores alcanzados
por las plantas sometidas a dosis de 0, 2.5 y 19 kg" afié* (Figura 3.5A). No
se encontré diferencia significativa entre el coitte de carbono de plantas que
recibieron las dosis de 40 kg N'hafio' y80 kg N h&d afic. El menor contenido
de carbono fue encontrado en plantas que recibidmsis de 2.5 kg N Haafio"
gue alcanzaron 44.4 £ 0.13% del peso seco (Figbr).3

El contenido de nitrogeno ehaelia speciosamostro una relacion
directamente proporcional con la dosis de nitrogéd® este modo, el minimo
contenido de nitrdgeno se encontré en plantas aolats cuales no recibieron
nitrégeno (1.17 + 0.03% de peso seco), sin preséiferencia significativa con

plantas regadas con 2.5 y 10 kg N'feio® (Figura 3.5B). Por el contrario las
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orquideas que fueron regadas con dosis de 80 laj Mfto' mostraron el mayor
contenido de nitrégeno con 1.76 + 0.0234>(0.05, Figura 3.5B).
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Figura 3.5. Contenido de carbono (A) y nitrégeno (B) como potaje de peso seco en
hojas de plantas deaelia speciosal.os datos son mostrados como promedio + e.e (n =5
plantas por dosis). Las letras indican diferenigaificativa entre dosisa(< 0.05).

3.3.5. Contenido de clorofila

El contenido de clorofila b no mostro diferencigngficativa entre dosis
de N > 0.05), a su vez la clorofila a exhibié su maximopéamtas de 20 kg N
ha' afio' siendo esta concentracion la optima en producd®rclorofila. La
clorofila total delaelia speciosaaumentd con el incremento en la dosis de

nitrogeno alcanzando el maximo en plantas que iezoitv una dosis de 20 kg N
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ha' afic* las cuales tuvieron 0.66 + 0.03 ¢°nfp < 0.05; Figura 3.6). Por el
contrario las concentraciones mayores a esta @ausana reduccion del
contenido de clorofila total que alcanzé 0.41 +08.Qy m’ en plantas que
recibieron dosis de 80 kg N hafio® (p < 0.05; Figura 3.6).
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Figura 3.6. Contenido de clorofila a (cuadro), clorofila bréeilo) y clorofila total
(triangulo) de plantas deaelia speciosal finalizar tratamiento, con un control y 5 dosis
de nitr6geno durante 26 semanas. Los datos somadostcomo promedio + e.e (n =5

plantas por dosis). Las letras indican diferenigjaificativa entre dosip < 0.05.

3.3.6. 8'C, 5"N y la discriminaci6n isotépica deaelia speciosa

Los5'%C deL. speciosano mostraron diferencia significativa entre planta
que recibieron las diferentes dosis de N, incluso € control que no contenia
nitrégeno que en promedio fueron-dit.67 + 0.17%.. De este modo IBEC no

fueron influenciados por la dosis de nitrogeno @as.1).

Cuadro 3.15"C en hojas dé.aelia speciosasometida a un control y seis dosis de N
durante 26 semanas Los datos son mostrados comegim+ e.e. (n = 5 plantas).
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Dosis de N en kg N Aaafic* 8°C%o

Control (0) -15.506 + 0.0762
2.5 -14.623 £ 0.0842
10 -14.46 + 0.0292
20 -14.65 + 0.0682
40 -14.377 £ 0.0712
80 -14.449 + 0.0582

Los™N de plantas sometidas a riego con diferentes coramones de N
mostraron una discriminacion activa en contra de e®topo a medida que la
concentracion de N aumentd. Ya que al comparardfdd de la solucion
suministrada de NHNO; de 1.09 + 0.1%o; con I0$™N de las plantas que fueron
regadas con esta solucion se aprecia que el aureank® concentracion de N
significé un descenso en 165N, asi: en plantas que no recibieron nitrégeno los
8N fueron de 1.35 + 0.11%o y de aquellas con 2.5 KgglNafio' fue de 1.07 +
0.03%o (Figura 3.7). Lo$™N de plantas regadas con 20 y 40 kg N béo"
fueron significativamente diferentes de las ressufi< 0.05) de igual modo las
plantas regadas con una dosis de 80 kg Nafi@" mostraron lo$™N mas bajos

alcanzaron -3.14 + 0.2%p & 0.05; Figura 3.7).

5N (%)
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Figura 3.7.Composicion isotopica d&°N deL. speciosala linea punteada indica el
8N de la solucién en plantas sometidas a riego deredites dosis de N. Los datos son
mostrados como promedio + e.e (n = 5 plantas psisfid_as letras indican diferencia

significativa entre dosig < 0.05

El aumento en la discriminacion isotdpicg Mostrd una relacién directa
con el incremento en la dosis de N; ya gneriiinima fue observada en plantas
sometidas a riego con dosis de 2.5 kg N h&io' alcanzado valores de 0.01 +
0.03%o, por otra parte la maxima)(se observo en plantas con dosis de 80 kg N
ha' afié* siendo esta de 4.23 + 0.2%,< 0.05 entre dosis de N; Figura 3.8).
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Figura 3.8. Discriminacion isotdpica durante la absorcion iyndacion de NHNO; al
finalizar 26 semanas de riego con diferentes dissN. Los datos son mostrados como
promedio + e.e (n = 5 plantas por dosis). Lasdatrdican diferencia significativa entre

dosisp < 0.05.
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3.4. Discusion

3.4.1. Fenologia

Se observé un incremento en la productividad deplantas expuestas a
las dosis mas bajas de N (2.5 y 10 kg N h&d?), En comparacion, las plantas
regadas con una dosis de 20 kg N ladic’ que recibieron un aporte extra de
nutrientes produjeron en promedio 30% mas pseubobign 26 semanas. Por el
contrario dosis mayores a esta produjeron un defiionen la produccion de
hojas, pseudobulbos y flores como resultado deflestos toxicos por exceso de
N. Lo que concuerdan con lo encontrado en plantagil verde Phaseolus
vulgaris sometidas a diferentes dosis de N (Sanchez &08D). Una adicion
constante de N a largo plazo junto con limitaciénottos nutrientes restringe la
capacidad de algunas plantas para incrementarda folar (Asner et al. 1997,
Aber et al. 1998). La adicion de N en plantas dgpeciosanostro incrementar la
productividad cuando las dosis son menores o igual20 kg N ha afic', sin
embargo al incrementarse esta dosis la productivitla estas plantas se ve
reducida.

3.4.2. Conductancia estomatica

Diferentes factores afectan la capacidad fotosoatéy la conductancia
estomatica, como el déficit de presibn de vapamptratura, estrés hidrico,
cantidad de luz y el contenido de N (Lambers e2@08). Pero, ya que en este
estudio estos factores fueron mantenidos igualea padas las plantas a
excepcion del contenido de N, ademas el nitrégsneanecomponente importante
de las proteinas de los tilacoides (Rubisco y frsbb piruvato carboxilasa) y del
ciclo de Calvin, 6rganos en los cuales se repraseiat mayor proporcion de N
(Evans 1989), los resultados del presente estudieren que el exceso de N
afectd estos componentes celulares representatio amductancia estomatica

de L. speciosa,siendo ésta promovida por el aumento en el sutronide
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nitrdgeno alcanzando su maximo en plantas regamfatacdosis de 20 ké.or el
contrario, las plantas que fueron regadas con doaigores a ésta, presentaron
una reduccion del 55.5% en este parametro fisiobdgia que el nitrogeno puede
actuar como un agente sefializador para la apeytwerre de estomas, un
desbalance en su suministro puede significar uromé®l en este sistema,
particularmente bajo grandes dosis de este elenfRateen 2002). Esto sugiere
que las orquideas regadas con dosis mayores a 2@ Ry afid pueden estar
experimentando un desequilibrio nutricional comsulado del exceso de
nitrégeno ya que las concentraciones de fésforo agnesio se pueden ver
reducidas en plantas sometidas a grandes dosiqMaNsdji et al. 2001; Wortman
etal. 2012).

3.4.3. Fluorescencia de la clorofila

La disminucion de Fv/Fm es un indicador de esyr@sjue cuando la tasa
de transporte de electrones (ETR) es bloqueadalgon factor a nivel del sitio
de oxidacion del PSII, los niveles de la fluorest@misminuyen (Poorter 2000;
Maxwell y Jonson 2000; Baker 2008; Hogewoning y Hbitason 2007;
Lichtenthaler et al. 2007; Calatayud et al. 2008jdcy Degl’'Innocenti 2008;
Massacci et al. 2008). Los valores normales de rivBha hojas de plantas
saludables de la mayoria de especies son de a@oaimente 0.83 (Bjorkman y
Demmig 1987). En el presente estudio, las plardasesdas a bajas dosis de N
presentaron valores de fluorescencia de cloroélaanos a 0.8, mientras que en
plantas regadas con dosis mayores al 6ptimo dey20 ka' afic* se produjo un
descenso en este pardmetro. Esto sugiere que datapldelLaelia speciosa
sufrieron estrés como resultado de las altas diesi¥. Debido a que la mayoria
de los estreses induce en la plantas dafio oxiddgvias estructuras celulares
(Biswal y Biswal 1999; Arroniz-Crespo 2008), la siacion del depoésito de
nitrogeno en este estudio puede estar causandodesie enL. speciosa
representado en la disminucion de Fv/Fm ya que ditsis de N producen una

disminucion en la cantidad de hidratos de carboswesarios para proveer del
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sustrato a los procesos de carboxilacion (Bauat. 2004). El dafio oxidativo es
causado por el incremento en la produccion de espeeactivas de oxigeno
(ROS) a consecuencia del incremento en el trasp@asmergia hacia moléculas
de G formando una serie de complejos que alteran atusstedox del estroma y
de la membrana tilacoidal, lo cual causa una bajalae eficiencia de los

fotosistemas, disminucion en el fijacion de LL@érdida del uso eficiente del

agua, entre otras (Murata et al. 2007).

3.4.4. Contenido de carbono y nitrégeno

El contenido de carbono en plantasldepeciosaeaumenté a medida que
la dosis de nitrégeno fue incrementada hasta lok® ha' afié*, pero al
rebasar esta dosis Optima el contenido de carb@miryd levemente, este
patron puede ser relacionado con la eficiencia tawgmel PSIlI (Fv/Fm). Este
descenso en la fijacion de gPuede significar que la planta no puede prevenir
los efectos toxicos derivados del exceso de N (Maga et al. 1992).

Uno de los efectos derivados del riego con grartess de N es el
aumento en la concentracidbn de aminodcidos y an{ilbsn y Raven 1987;
Blacquiere et al. 1988, Chaillou et al. 1991; Mayeicz et al. 2000). EI aumento
en la concentracion de aminoacidos esta relaciomadola exposicion de la
planta a grandes dosis de N en forma de'Nadicionalmente muchas especies
de plantas han mostrado el uso preferencial pos” Nibre NQ@ (Cruz et al.
1993; Majerowicz et al. 2000; Nakaiji et al 2001))uEo preferencial del ion NA
es a causa de que la planta invierte menor cantidaghergia en el proceso de
asimilacion (Persson y Nasholm 2002), de este nebdamento del contenido de
nitrogeno en las orquideas regadas con diferemtgis de N puede ser atribuido
al incremento del N intercelular lo que puede producir una falla eeraima
encargada de la fijacién del NQ(nitrato reductasa) como fue descrito en musgos
expuestos a altas concentraciones de N (SoareargdPel997; Liu et al. 2011).
Estos productos nitrogenados pueden ser almacepadascélula, especialmente

en la vacuola debido a su enorme capacidad paraceirar metabolitos y
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productos de desecho (Blumwald 2000; Andreev 20Qbd).que explica el

aumento en el contenido de nitrégeno pero la digandm de la clorofila.
3.4.5. Contenido de clorofila

El contenido de clorofila total es proporcionalcahtenido de nitrégeno
en la hoja (Evans 1989), siendo este conteniddodefita tipicamente de 0-40.5
g m? en plantas €y C,, ademas de la cactacea hemiepifita CAlylocereus
undatus(Nobel 1999; Nobel y de la Barrera 2002). Nuestessiltados muestran
gue las hojas de las plantas daelia speciosaque no recibieron nitrogeno
tuvieron un contenido de clorofila total similapkantas Gy C,, sin embargo a
medida que la dosis de N fue incrementada el catdeaatal de clorofila también
se incremento sufriendo una drastica disminuciaragores dosis. Este resultado
concuerda con lo encontrado en la orqui@asasetum fimbriatunsultivada in-
vitro en la cual el contenido de clorofila aumentd la dosis de N y sufrié un
descenso a mayores concentraciones de N (Majeratiaz 2000). Resultados
gue también fueron encontrados en abetos de 1 rafloseque se observd un
aumento del contenido de clorofila total de 1200kgga 1600 mg kg cuando
recibieron dosis de 12 g N “mafié*, pero mostraron una reduccién en el
contenido de clorofila total de 1600 mg'ka 1100 mg kg al aumentar la dosis a
48 g N n afie* (Ying-Chun et al. 2010). Lo que evidencia quesaliasis de
nitrégeno inducen a la disminucion del contenidopigmentos fotosintéticos
(Baxter et al. 1992; Lin et al. 2007). Esta redacoen el contenido de clorofila
total puede ser explicada por el desequilibrio iowtnal producido por el
descenso en magnesio (componente central de lacutelée clorofila) en la
proporcion N:Mg de la planta a consecuencia delesuien la dosis y contenido
de N (Nakaji et al. 2001; Wortman et al. 2012). Ban puede ser explicada por
la toxicidad producto del exceso de nitrégeno &riar de las células como
resultado del descenso en el pH por la liberacérpmtones (B que puede
impedir la produccion de pigmentos fotosintéticasno la clorofila (Britto y
Konzucker 2002).
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3.4.6. Contenido d&*C, 5N y la discriminacion isotopica deaelia speciosa

La conductancia estomatica mostr0 que estas plam@antienen
intercambio gaseoso durante el dia, indicando @ueerizima carboxilante
(Rubisco) fue la encargada de la fijacion de,(#3ta enzima es la responsable de
los §**C de plantas £que presenta un rango tipico de —33%o. a —22%. (Eiber
y Osmond 1989). Sin embargo, BSC delLaelia specios@n este estudio fueron
mas cercanos al rango de las plantas CAM de —-22%4280 (Elheringer y
Osmond 1989). Varios estudios en fijacion de;@@n sugerido que las orquideas
de hojas delgadas presentan fotosintegigrizntras que las orquideas de hojas
gruesas y suculentas exhiben fotosintesis CAM (Aaadet al. 1982)Laelia
speciosacuenta con hojas gruesas y suculentas (datos ntrachos) lo que
sugiere, ademas de |ds°C que esta orquidea cuenta con algin grado de
fotosintesis CAM. Esta diferencia entre ®SC y la conductancia estomatica
puede ser el resultado de varios factores: prinl@ropnductancia estomatica fue
medida en hojas ya desarrolladas las cuales remibigego constante durante
varias semanas y se ha observado en otras plaAtdsqe al ser sometidas a
riego constante cambian de fijacion nocturna &ifja diurna de CQ(Silvera et
al. 2005) y segundo, 108"°C en el rango de las plantas CAM pueden ser el
resultado de la translocacion de carbohidratosgmientes de los pseudobulbos
mas antiguos que fueron formados cuando la plgatafel CQ en la noche y en
consecuencia 108'*C de estos son diferentes. Otras orquideas deéosrap
Cattleya, Brassavoly Sophronitistambién han sido reportadas como plantas
CAM (Avadhani y Arditti 1981; Avadhani et al. 1983ilvera et al. 2005).

La discriminacién isotdpica en contra d&{ aumenta con el incremento
en la concentracion externa de N (Evans 2001; §leral. 2011). Patron que fue
observado en plantas dle speciosadel presente estudio. La nutricion con NO
eleva los valores d&"N, por el contrario cuando la fuente de N es,NHl
efecto es inverso especialmente cuando las plastas sufriendo de toxicidad
por nitrégeno (Ariz et al. 2011). La disminuciénles valores d&°N de las hojas

de L. speciosgunto con el aumentd en la discriminacion isot@psagieren que
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estas plantas absorbieron preferencialmentg” MHnayores dosis de nitrogeno.
Resultados que concuerdan con lo encontrad@a&psicum annuungue fue
regado con una solucién que contenia ambos iones WINO;~ y cada uno
contribuyd con el 50% de N, estas plantas mostranandiscriminacion isotépica
de 2.60%0 + 0.08 (Flores et al. 2011). Por otra eéat discriminacion no fue
diferente de 0%. pard.ycopersicon esculenturoreciendo con 50 puM NHA
(Evans et al 1996). Mientras que fue de 0.9 a 56%ginus sylvestrison una
dosis de 4.6 mM de NF (Hogberg et al. 1999). A su vez @myza sativafue de
4.1%0 a 1.4 mM de NI y 12.6%0 a 7.3 mM de NH (Yoneyama et al. 1991).
Finalmente la discriminacidn isotopica €rapa japonicadurante la absorcion de
NH," fue de aproximadamente 2.0%. cuando la concentratadN fue de 80 ppm
(Maniruzzaman y Asaeda 2012). Es plausible, engynpee la acumulacion de
nitrégeno es principalmente WHcuando es suministrado en dosis altas de
NH4NO; aL. speciosa
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3.5. Conclusiones

El deposito de nitrégeno simulado a concentrasignenores o iguales a 20
kg N ha' afio' puede actuar como fertilizante ¢melia speciosapor el
incremento en la produccidon de o6rganos, pero pusele toxico en
concentraciones mayores disminuyendo el numeroofes hpseudobulbos y

flores.

Laelia speciosgpuede estar sujeta a vulnerabilidad si el depdtoitrogeno
de las &reas en las cuales habita alcanza unantmwén de 40 kg N Ha
afio’ ya que esta concentraciéon representa el puntizocrén el cual el

desempefio fisiologico de esta planta se ve afectado

El contenido de nitrogeno en hojas ldeelia speciosamostro un aumento
significativo acompafiado de un descenso en el cmlatede carbono a

grandes dosis de nitrégeno.

Cuando las dosis de nitrégeno aumentaftNetlisminuye y la discriminacion
isotopica aumenta, en estrecha relacion con lareibsgpreferencial de iones
NH4".

Los 8'°C de las orquideas que recibieron diferentes disisitrogeno no
fueron afectados por la dosis de N siendo estedlfactor irrelevante en la

abundancia d&€'C enL. speciosa.
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Capitulo 4

Discusion general

La siguiente etapa esta al doblar la esquina.
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4.1. Discusion general

En este trabajo se determind la fuente de nitroggre la orquidea epifita
Laelia specioseemplea para su nutricion en dos lugares con diferaso de
suelo del estado de Michoacan, asi mismo se detérios efectos que el
deposito de nitrégeno simulado tiene en la fisi@ode esta orquidea a partir de
un experimento de invernadero. La fuente de nitrogde L. speciosaen el
campo fue casi en su totalidad el aire limpio, &itGn que se ha mantenido
durante al menos los Ultimos 10 afios de acuerdss 4'IN de las series de
pseudobulbos. Por su parte las plantas que fueestadadas de un sitio de
rescate en el campo a la ciudad y mantenidas aliinte los ultimos 8 afios
obtuvieron su nitrégeno principalmente del airdadeiudad, dicho aire contiene
trazas de contaminacién por actividad industrialehicular, esto pudo ser
detectado mediante la sefial isotopica registraddgsoplantas. Las orquideas
sometidas a diferentes cantidades de nitrogenaranostque las dosis menores o
iguales a 20 kg de N Haafid" les sirve como fertilizante ya que incrementarion e
namero de d6rganos producidos, asi como la condtiataestomatica y el
contenido de clorofila. Por el contrario las dosesyores o iguales a 40 y 80 kg

de N h& afic" tuvieron efectos téxicos sobre las plantas.

Laelia speciosamostré ser especialmente sensible a los cambida en
disponibilidad de nitrogeno dada su fuerte depetidede fuentes atmosféricas
para la obtencion de nutrientes en el ambienté@pisto se evidencia cuando al
aumentar la dosis de nitrégeno sobre los 20 kg d&idt la fisiologia de la
orquidea se vio afectada, de manera similar a éosguobserva en los musgos
Braunia secunda, Pseudoscleropodium purum, Rhg#dnus squarrosus,
Thuidium delicatulum,el pino Pinus densifloray el abeto Cunninghamia
lanceolata(Nakaji et al. 2001; Arroniz-Crespo et al. 2008z 2009; Ying-
Chun et al. 2010). En contraste dos especies dmdhes epifitasTillandsia

recurvatay T. usneoidesno se detecta ningun efecto aun cuando la dlzsiaza
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los 40 kg de N afib(Barrios 2009), ni el cedro Japor@s/ptomeria japonical
que aplicaron dosis de hasta 340 kg de N'gRi@kaiji et al. 2001).

A pesar de los efectos fisiolégicos adversos dqumed aelia speciosa
supone el aumento en la disponibilidad de nitrogehdyajo contenido de este
nutriente en las orquideas que crecen en la cindasktra que el deposito de
nitrdgeno en Morelia no fue suficientemente altapzonsiderarse toxico para las
planas que lo reciban. Y ya que el parque vehialdgaMorelia apenas alcanza
9.7% de los 2,118,096 automoviles que circulanae@itdad de México donde,
en combinacion con una intensa actividad indusitelsan un deposito de
nitrégeno de hasta 46 kg de N'hafio’, se estima que el depésito de nitrégeno
no debe rebasar los 5 kg de N'hafio' (Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales 2010; Calidad del aire en ld&iule México Informe 2010).

El depésito de nitrégeno actual en el area dehlision del.. speciosano
representa un riesgo para esta orquidea, como sfepoesentan otras
circunstancias tal como la extraccion masiva densegps de platas y la pérdida
del habitat (Soto-Arenas 1994). Adicionalmenteinliss escenarios de cambio
climatico estiman un aumento de la distribucién aenunidades tropicales,
restando terreno a bosques templados de conifelaggcinos, mas aluercus
deserticola principal forofito de L. speciosapor su limitada distribucion
desapareceria en los proximos afos (Conde et 8b; Millers-Ruiz y Trejo-
Vazquez 2000; Sala et al. 2000).

Ya que este estudio fue llevado a cabo a pequef@édaesn una ciudad
mediana con poca industria, futuras investigacioleeen considerar el efecto del
depésito de nitrogeno atmosférico sobre la veg@tagroxima a regiones
altamente pobladas con un desarrollo industrialama@y de Morelia, como el
valle de México. También se deben considerar lasemiencias de la cercania a
zonas de agricultura intensiva como el Valle deljfa donde se gestd la
revolucion verde. En dichos ambientes se puedeuavaéntre otros, la
distribucion y la magnitud del depodsito de nitrGgesn el paisaje, que puede

mostrar el riesgo al que estarian sujetas las iespée plantas que hacen parte de
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los diferentes ecosistemas en el area de influeteciestas actividades humanas.
El area de influencia puede ser estimada con lalaayle la direccion de los
vientos que en el caso particular de la Ciudad d&xidd se tiene bien
caracterizada, donde se podria implementar undeeadonitoreo del depdsito de
nitrdgeno usando organismos indicadores como apifiasculares y musgos para

determinar la magnitud del depdsito de nitrogenwi¢fa 2010).

La magnitud del depdsito de nitrogeno cambia deerao a la distancia
con la fuente y con ella cambian la composiciéregsilad de especies (Pitcairn
et al. 1998; 2002). Se espera la desaparicion peces nitrofilicas cuando el
producto liberado sea NHo NH;", mientras que la desaparicion de especies
acidofilicas estaria facilitada por la liberacié@ O, o NG;', y la aparicion de
otras especies en las zonas mas cercanas a la figsfd evidente. A medida que
la distancia aumenta y la influencia del depdsié nitrégeno disminuye, la
producciéon primaria aumentaria debido a la fedadign por dichos compuestos
nitrogenados.

Con el aumento en la liberacion de nitrogeno emeaipo a nivel global
que, paso de 15 Tg N afien 1860 a 187 Tg N afieen 2005 (Galloway et al.
2008), la huella isotopica, la magnitud, la fuepta distribucién del deposito de
nitrégeno pueden ser comparadas en las diferep@sag histéricas mediante
muestras de plantas de herbario provenientes d®tas que en la actualidad son

influenciadas por fendmenos antropogénicos (Stestatt 2002).

La orquidea epifithaelia specios@aomo el nitrogeno principalmente de la
atmosfera y en menor medida del suelo del dos&b. ii8dgeno puede provenir
de diferentes fuentes tal como el aire limpio gaecaracteristico del campo o
también puede tomarlo del aire de la ciudad quéermalos desechos liberados a
la atmdsfera como resultado de las actividadesigsage los centros urbanos.
Esto fue detectado con la ayuda de isotopos establga abundancia relativa
indica la procedencia del nitrégeno. En particldasefial isotopica del nitrégeno

fue positiva en Morelia y negativa en el Cerro Bli@. La posicién en el dosel
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no fue un factor determinante en la cantidad ytiele nitrégeno que asimilaron
las plantas. El depdésito de nitrégeno de Morel@ bajo; sin embargo, su sefial
isotdpica fue facilmente rastreable en las plagias lo tomaron como Unica
fuente de nitrégeno. En magnitudes bajas, comadasg estimé en Morelia, el
depodsito de nitrégeno puede tener un efecto fatite. Caso contrario fue
observado en las plantas que recibieron dosis de8®kg de N ha afio’, las

cuales tuvieron de efectos toxicos, probablemeatesaros por la asimilacion

preferencial de iones NHsobre N@'.

Los hallazgos de este estudio muestran las diesdnentes de nitrogeno
gue pueden ser usadas peelia speciosgara su nutricibalependiendo del sitio
donde habitan y del tipo de actividad humana qliesal realice Este estudio
también muestra el efecto que el depdsito de mitrdgsimulado tiene sobre la
fisiologia de esta orquidea epifita y las implicaes para su persistencia en el

futuro.
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