. .
. — C'e UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

1 U
Pl —

_ ”/’V

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
CARRERA DE BIOLOGIA

LA DIVERSIDAD DE HONGOS MICROSCOPICOS
Y SU CARACTERIZACION FUNCIONAL, EN TANQUES
DE Tillandsia (BROMELIACEAE) EN
UN BOSQUE DE NIEBLA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

BIOLOGA
PRESENTA:

MAYRA DEL CARMEN FRAGOSO MEDINA

Directora de tesis:
M. en C. Maria Elena Huidobro Salas

(———
|| b Los Reyes lztacala, Tlalnepantla de Baz,
) ‘%g L/ Estado de México 2015

0 fesiztacala

unam



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Auténoma de México, en especial a la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala y a los profesores que contribuyeron en mi formacién
académica y personal.

A la maestra Maria Elena Huidobro Salas, por su orientacién, comprensién,
conocimientos y tiempo brindado para la realizacién de este trabajo, por la
amistad que me brindé y por ser una gran persona. Al doctor José Luis Gama
Flores por siempre estar dispuesto a compartir sus valiosos conocimientos,
acompanado de una sonrisa.

A mis sinodales, el Biél. Erick Loeza Torres y las Mtras. Irene Frutis Molina y Maria
Patricia Jacquez Rios por su motivacién, ayuda, sugerencias y acertadas

correcciones para la realizacién de este escrito.

Agradezco el apoyo brindado por parte del area de Diversidad Vegetal, en
particular al Biél. Moisés Chavez por su asesoria y paciencia en el laboratorio.

Mi mayor gratitud a mis padres Mayra Medina y José Montejo, y a la pequena
Florencia junto a su gato Merlot, porque ustedes me alientan dia a dia, confian en
mi y son la base de mis fortalezas.

“Lo que se vio una vez ya no se vuelve/ A ver igual dicen las hojas secas. / Hora
del té, tostadas, margarina. / Todo envuelto en una especie de niebla.”

Nicanor Parra






La diversidad de hongos microscopicos en tanques de Tillandsia y su caracterizacion funcional

RESUMEN

Sodod

Una de las modificaciones de las bromelias epifitas para enfrentar las condiciones
adversas del ambiente es la disposicion de las hojas, formando un tanque en donde
acumulan agua y materia orgdnica, que representa un habitat para microorganismos
como los hongos anamorfos. En este trabajo se estudid la diversidad de hongos
anamorfos dentro de los tanques de Tillandsia sp. y su posible funcion degradadora
dentro de éstos. Los muestreos se realizaron /n situ en un bosgue de niebla, de la
localidad de Nuevo Necaxa, Puebla, durante la estacion seca vy lluviosa del afio. Se colectd
parte del agua y detritus contenidas en los tanques y se evalud la calidad fisico-quimica y
nutrimental. Los aislamientos correspondieron a un total de 33 especies de micromicetos,
agrupados en Deuteromicetes y Zygomycetes. De los cuales 18 pertenecen a la estacion
secay 15 a la lluviosa. En la primera los hongos mas abundantes fueron Epicoccumsp. 1y
Epicoccum sp. 2; en la estacion lluviosa Trichosporon sp. y Geotrichium sp. fueron los
hongos mejor representados. La diversidad de micromicetos se considera de media a
baja, para ambas estaciones. En general, los grupos funcionales dominantes fueron las
poblaciones fungicas ureoliticas, amiloliticas, fosfaticas, proteoliticas, amonificantes,
celuloliticas y quitinicas.

PALABRAS CLAVE:

Hongos microscopicos, diversidad, Tillandsia, tanques, epifitas, funcion degradadora,
bosque de niebla.



La diversidad de hongos microscopicos en tanques de Tillandsia y su caracterizacion funcional

INTRODUCCION

Sodod

Las plantas epifitas son aquellas que han abandonado el habito terrestre y se han
adaptado a crecer sobre otras plantas. Vivir por encima del suelo desfavorece la captacion
de agua y minerales, sin embargo las epifitas presentan modificaciones morfoldgicas y
anatomicas como la disposicion de las hojas, formando una especie de embudo que lleva
el ligquido hacia el centro, esta estructura recibe el nombre de tanque y es una estrategia
para satisfacer los requerimientos de agua y materia organica. Ejemplo de organismos
gue presentan tanques son las orguideas, algunos helechos y principalmente las
bromelias del género Tillandsia (Granados-Sanchez et al.,, 2003).

Tillandsia deppeana, T. heterophylla y T. viridiflora son algunas de las epifitas que se
encuentran en el bosque de niebla de Necaxa, Puebla y que son de interés para este
trabajo, pues dentro de sus tanques, ademas de agua se acumula también materia
orgdnica, proporcionando condiciones ideales como temperatura estable, humedad vy
proteccidon contra depredadores (Benzing, 2000; Kitching, 2000), lo cual permite el
crecimiento y desarrollo de una gran variedad de organismos que incluyen bacterias,
hongos, algas, rotiferos, nematodos, oligoquetos, insectos, ardcnidos, crustaceos y ranas.
En este medio, también denominado fitotelmata, se producen una serie de interacciones
entre los organismos vivos y el conjunto de factores fisicos, y se dan procesos bioldgicos
como la fotosintesis, la descomposicion, la depredacion, el mutualismo, la simbiosis, etc.
(Blaustein y Chase, 2007).

Como ejemplo de lo anterior podemos mencionar que, las raices de Tillandsia sirven
Unicamente como sistemas de adhesion y no como absorcidon de nutrientes, por lo que su
sustento depende de los minerales almacenados, provenientes de la lixiviacion, de la
materia organica que queda atrapada dentro de los tanques y de la funcidon que realicen
los organismos descomponedores, como los hongos microscopicos (Beutelspacher, 1999;
Brighigna et al,, 2000; Blaustein y Chase, 2007).
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Los hongos microscopicos son aquellos cuyos espordforos miden menos de un milimetro,
éstos estan presentes en todos los phyla (Alexopoulos, Mims y Blackwell, 1996) vy al ser
guimioheterotrofos, liberan al medio enzimas extracelulares que degradan polimeros
complejos, en nutrientes simples y solubles, los cuales gquedan en el medio externo
potencialmente disponibles para todos los microorganismos (Webster, 1980; Deacon,
1988) y en este caso, también podrian ser absorbidos por la planta, a través de las
paredes celulares de los tricomas peltados presentes en sus hojas.

A pesar de que la habilidad enzimatica de los hongos microscépicos podria tener una

importante funcion ecoldgica en el ciclo de vida de las bromelias epifitas, los trabajos
relacionados con los aspectos funcionales de los hongos en estos microecosistemas son
escasos, por lo que conocer esta informacion contribuiria a entender algunos de los

mecanismos que Tillandsia utiliza para su nutricion.
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MARCO TEORICO
Grrped

LAS PLANTAS EPIFITAS

El término epifitas o epifitas se asigna a aquellas plantas que crecen adheridas a los
troncos y ramas de arboles y arbustos principalmente. El vocablo proviene del griego ep/
“sobre” y phyton que significa “planta”. El organismo sobre el que crece una epifita se

llama forofito y es utilizado sélo como medio de soporte (Benzing, 1990).

Debido a que las plantas epifitas crecen por encima del suelo, tienen una baja
disponibilidad de agua, sales minerales y luz, en comparacién con las plantas terrestres.
Para adaptarse a estas condiciones, el grupo ha tenido que experimentar diversos
cambios morfo-estructurales y funcionales que les permiten contrarrestar los factores

limitantes para su establecimiento y desarrollo (Valdivia, 1977, Cabral, 2002).

Entre las modificaciones morfoldgicas de las epifitas encontramos la formacion de
depdsitos colectores de humus, en los cuales crean su propio suelo, las modificaciones de
hojas y tallos para formar domacios, donde albergan una gran cantidad de insectos los
cuales podrian proveer de nitrdgeno a la planta. Por otro lado la suculencia en tallos y
hojas, asi como la disposicion de las hojas en forma de roseta basal o tanque les permiten
retener agua (Benzing, 2000; Granados-Sanchez et al., 2003).

Anatdmicamente hablando, entre las estrategias para evitar la pérdida de agua estan el
desarrollo de una cuticula gruesa impermeable sobre la superficie epidérmica, la cual
permite la regulacion eficaz de la evapotranspiracion. Los tricomas también son
importantes en la retencidn de agua, ademas de reflejar la luz y ofrecer proteccidon contra
los herbivoros. El velamen, un tejido especial en las raices, sirve para protegerlas de
danos mecanicos, en época de lluvias guarda agua y en temporada seca funciona como
aislante contra el calor y la desecacion (Benzing, 1990; Granados-Sanchez et al.,, 2003).

En un gran numero de plantas epifitas se ha desarrollado el metabolismo acido de las
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crasulaceas (CAM), el modo de fotosintesis que conserva el agua. Otra adaptacion
fisioldgica de las epifitas es la asociacion con un hongo micorrizico, el cual les permite
aumentar la absorcion de nutrientes (Medina, 1987; Luttge, 1989).

Las epifitas ofrecen una variedad de nichos y recursos que son aprovechados por diversos
grupos de organismos, ademas son protagonistas en la economia de nutrientes y energia
de muchas comunidades forestales del tropico, que es en donde las epifitas presentan
una mayor diversidad, esto relacionado con la variedad de sustratos, posibles
polinizadores y la presencia de condiciones micro-climaticas favorables para su
establecimiento (Aguirre-Ledn, 1992; Zotz y Andrade, 2002).

Cabe resaltar que, basadas en los rasgos adaptativos y de fidelidad a la comunidad
vegetal; habito de crecimiento, tolerancia climatica, tipo de sustrato, y estrategias para
asegurar los recursos nutrimentales las epifitas pueden clasificarse en diferentes
categorias (Ver anexo y tabla 1).

CLASIFICACION DE BROMELIACEAE DE ACUERDO CON PITTENDRIGH (1948)

En particular dentro de las especies de la familia Bromeliaceae también existe una
clasificacion especifica para los miembros de esta taxa basada en su estrategia para la
adquisicion de recursos dividiéndolas dentro de cuatro categorias:

Tipo | Raiz-Suelo: comprende especies terrestres cuyo suministro de agua y nutrientes es
tomado del suelo a través de las raices (Hemiepifitas).

Tipo Il Raiz-Tanque: estas especies tienen un pequefo tanque donde pueden acumular un
poco de agua y materia organica. Poseen raices funcionales que invaden la base del
tanque (Epifitas facultativas).

Tipo Ill Tanque-Tricomas absorbentes: especies epifiticas con un tanque bien desarrollado
donde almacenan agua y materia organica. Las raices no presentan una funcion de

absorcion, sino que este proceso se lleva a cabo por tricomas los cuales estan
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principalmente localizados en la base de las hojas (Epifitas fitotelmata).

Tipo IV Atmosfera-Tricomas absorbentes: especies epifiticas con tanques pobremente
desarrollados o ausencia de éstos. Las raices son fibrosas y funcionan solamente para
asegurar el anclaje pues son los tricomas los que realizan la funcién de absorcidn, en este
caso los tricomas estan localizados en toda superficie de la hoja (epifitas verdaderas).

En una revisidon mas reciente Benzing (2000) divide la categoria Tipo Il en dos tipos, uno
predominantemente CAM perteneciendo a Bromelioideae y un segundo grupo en su
mayoria como C3 perteneciendo a Tillandsioideae.

NUTRICION EN PLANTAS FITOTELMATA

El término fitotelmata hace referencia a pequenos depdsitos de agua gue se acumulan
naturalmente en ciertas estructuras de las plantas como hojas modificadas, partes flora-
les, axilas foliares, cascaras de frutos e inclusive huecos en los troncos de los arboles
(Maguire, 1971; Montero y Barberis, 2007).

Como ya se ha mencionado en los apartados anteriores, algunas bromelias tipo tanque
pueden absorber agua y nutrientes a través de los tricomas presentes en sus hojas, es por
esto que los fitotelmata son un componente importante en la adquisicion de estos
recursos.

De acuerdo con Frank (1983) las plantas fitotelmata tienen dos tipos de nutricidon
derivados del origen de los nutrientes que absorben.

Anemofila: adquiere los nutrientes transportados por el viento y para poder absorberlos
deben competir con las algas, en estas plantas encontramos individuos consumidores de
algas como los ostracodos y quirondmidos.

Dendrofila: obtienen los nutrientes que caen de los éarboles cuya degradacion por
organismos descomponedores o detritivoros permite que puedan ser absorbidos por la
planta.
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IMPORTANCIA DE LOS HONGOS EN PROCESOS ECOLOGICOS

Los hongos son quimioheterdtrofos, liberan al medio enzimas extracelulares que
degradan polimeros complejos en nutrientes simples y solubles que de esa manera
pueden ser incorporados a su metabolismo por absorcidn (Webster, 1980).

Si el hongo obtiene su alimento directamente de otro organismo, se trata de un hongo
parasito, por el contrario si el alimento se obtiene de materia orgdnica muerta se
denomina saprofito, la mayoria de los cuales son capaces de utilizar celulosa,
hemicelulosa y lignina que son los principales componente de la materia organica vegetal.
Se conocen, sin embargo, formas intermedias: hemisaprobios y hemiparasitos capaces de
cambiar la manera de nutrirse de acuerdo con las circunstancias (Deacon, 1988).

La velocidad con la cual un recurso se descompone depende de su composicion quimica,
de factores edaficos y de la colonizacion de los recursos por organismos saprofitos. La
descomposicion es producto de la actividad enzimatica, en la cual los tipos de enzimas
requeridas dependen del tipo de sustrato.

La habilidad de diferentes especies de hongos para producir enzimas especificas dicta en
parte la sucesion de hongos. Esta colonizacion se da en funcién de la habilidad del hongo
para utilizar el recurso, su velocidad de arribar a éste ya sea por crecimiento o por
transporte de esporas, y de la competencia con especies de hongos similares
fisiologicamente (Dighton, 2003). De esta manera, la actividad de los hongos tiene
importantes repercusiones en el funcionamiento de los ecosistemas, al interferir en la
producciéon primaria, en el caso de las micorrizas; y en el reciclaje de nutrientes al formar

parte de los organismos descomponedores en las cadenas troficas (Heredia et ai., 2008).
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ESPECIES DE TRABAJO

Las bromelias utilizadas para este trabajo son organismos epifitos, con hojas rosuladas
que forman tanques al menos en edad adulta (Fig. 1). Tillandsia deppeana Steud. Esta
planta puede alcanzar 60 cm de alto, tiene hojas de color verde oscuro, con puntos
violeta o café de tamano y distribucidn variable, la inflorescencia es erecta, con 6-16
espigas arregladas en una espiral alrededor de las axilas (Hechavarria et ai., 2014). T.
heterophylla E. Morren puede alcanzar 50 cm o hasta 1.5 m de alto, sus hojas son agudas
a acuminadas, la inflorescencia es terminal erecta y puede tener entre 1-6 espigas (Cach-
Pérez, 2008). T. viridiflora (Beer) Baker. Puede llegar a medir 65 cm ¢ 1 m de alto, sus
hojas son estrechamente triangulares, y la inflorescencia es erecta, terminal y simple

(Kromer et al.,, 2012).

Figura 1. Epifitas de tanque. A) Tillandsia deppeana B) T. heterophylla C) T. viridiflora
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Tabla 1. Categorias pertenecientes a las especies de trabajo de acuerdo a diferentes clasificaciones. Ver

anexo 1.

SISTEMA DE CLASIFICACION

ESPECIE

EPIFITAS DE BENZING (1990)

Esquema | Epifitas verdaderas

Esquema Il Plantas herbaceas, Rosuladas y Colectoras de desechos
Esquema llI Homoiohidricas. Acumuladoras o Represadoras
Esquema IV Tipos solares Tolerantes a la sombra
Esquema V Relativamente independientes del forofito, con raices

solamente de anclaje

DURACION DEL SUMINISTRO

Suministro continuo (CS)

BROMELIACEAE PITTENDRIGH (1948)

Tipo lll Tanque-Tricomas absorbentes

BROMELIACEAE BENZING (2000)

Tipo IV Epifitas formadoras de tanques con metabolismo
C3

NUTRICION EN FITOTELMATA

Dendrofila y Anemofila (en menor medida)

ANTECEDENTES

Existen numerosas investigaciones

fitotelmata, estos trabajos

incluyen aspectos

Spddrd

gue han analizado la fauna que se desarolla en los

relacionados con la diversidad de

organismos, con los factores bidticos y abidticos que influyen en la estructura de la

comunidad, y con mayor frecuencia sobre la composicion de especies de mosquitos,
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debido a su relacién con la transmisidon de enfermedades (Richardson, 1999; Wittman,
2000; Armbruster et al.,, 2002; Liria, 2007).

No obstante, repecto a los estudios sobre comunidades fungicas asociadas a tanques de
epifitas Bromeliaceae la mayoria de estos se limitan a mencionar la presencia de hongos y
a situarlos como organismos descomponedores dentro de la cadena trofica de estos
microecosistemas (Beutelspacher, 1999; Brighigna et ai., 2000).

La excepcion a lo anterior es el trabajo de Gutiérrez (2011), en el que reportan que la
mayor parte de los micromicetes registrados dentro de los tangues son saprobios
generales y celuloliticos, la mayoria son habitantes comunes del suelo y en menor
proporcidon especies acuaticas.

Por otro lado, Gomes et al/ (2015) estudiaron la diversidad de levaduras y su actividad
enzimatica extracelular, presentes en tanques de bromelias, durante la estacion lluviosa y
la estacion seca. En total se aislaron 36 especies de levaduras la mayoria basidiomicetes
de los cuales Occultifur sp., Cryptococcus podzolicus y Cryptococcus sp. 1 fueron los
hongos mas abundantes, mientras que Candida silvae 'y Aureobasidium pullulans fueron
las especies de ascomicetes mas frecuentes. La actividad de proteasas fue la mas
ampliamente expresada seguida de xilanasa, amilasa, pectinasa y celulasa.

Debido a que las particulas de suelo transportadas por el viento, podria ser una via de
ingreso de los hongos al tanque, y dada la similitud con el drea de estudio (bosque de
niebla), se incluye la revisidon sobre el conocimiento de los hongos anamorfos saprobios
en México (Heredia-Abarca, Arias-Mota y Becerra-Hernandez, 2008).

10
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OBJETIVOS
Grdedededy

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es evaluar la diversidad de hongos microscopicos
presentes en tanques de Tillandsia deppeana, T. heterophylla y T. viridiflora ademas de
analizar la posible funcidon que estos hongos desempefian dentro de los tanques, en dos
estaciones del afo.

OBJETIVOS PARTICULARES

Para los siguientes objetivos se consideraron dos condiciones de exposicidon ambiental, asi

como las dos estaciones del ano.

a) Describir el medio interno de los tanques segun parametros fisico-quimicos vy
nutrimentales.

b) Conocer la riqueza especifica de los micromicetos presentes en los tanques.
¢) Determinar la abundancia relativa de los micromicetos.
d) Estimar y comparar la diversidad de micromicetos presentes en los tanques.

e) Identificar la funcidn degradadora de cada uno de los micromicetos dentro de los

tanques.

11
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AREA DE ESTUDIO
SHddd

El estudio se realizd en las cercanias de la presa Necaxa, en la cabecera municipal Nuevo
Necaxa, municipio de Juan Galindo, Puebla. Esta localidad se localiza en las coordenadas
20° 13" N, 98°0' O a 1, 300 msnm aproximadamente y pertenece en mayor proporcion a
la provincia fisiogréafica Sierra Madre Oriental y en menor medida al Eje Neovolcanico. El
clima del lugar es Cfw, templado subhimedo con lluvias en verano, la temperatura media
anual es 24-26°C y el rango de precipitacion es de 1,100-1,300 mm (INEGI, 2009).

Escam Gevicy
L= ]

Sitio de colecta

1 2 - 2 { 2
— — —

Figura 2. Localizacion del municipio de colecta en el estado de Puebla
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La formacion vegetal del area de estudio comprende al bosque mesdfilo de montafia el
cual se caracteriza por la presencia de nubes a nivel de la vegetacion por lo que también
es nombrado bosque de niebla (Williams-Linera, 2007).

En el dosel del bosque de niebla predominan arboles caducifolios de clima templado con
afinidad holartica, por ejemplo Liquidambar, Quercusy Pinus, mientras el sotobosque esté
conformado por especies tropicales perennifolias de afinidad neotropical, y en las copas
de los arboles destacan las epifitas (principalmente de las familias Orchidaceae vy
Bromealiaceae) las cuales alcanzan sus mayores expresiones de variedad y pueden llegar a
ser el 25% del total de las especies del bosque (Foster, 2001; Rzedowski, 2006).

El bosque de niebla es considerado el ecosistema forestal mas amenazado en México
(Challenger, 2011), y el sitio de estudio no es la excepcidn pues esta sujeto a factores de
amenazas como la urbanizacion y la explotacion de recursos forestales.

T e, A

-y
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METODOS
SHddd

Obtencion de las muestras

Se realizaron dos colectas, una en la estacion seca (marzo) y otra en la estacion mas
lluviosa (agosto) del afio 2014. El drea de estudio se dividid en sitio protegido y sitio
expuesto, donde el primero es el que presentd mayor cobertura vegetal y el segundo es
el mas cercano a la carretera, con gran cantidad de claros. Como ya se menciond en el
marco tedrico, los ejemplares que se eligieron para realizar este estudio fueron Tillandsia
deppeana, T. heterophyllay T. viridiflora las cuales comparten la caracteristica de formar

tanques.

Para facilitar la obtencidn de las muestras se utilizd una pipeta estéril de 50 mL, con la
cual se extrajo 30 mL del agua y detrito contenidos en el tanque de cada tilandsia. Estas

muestras se guardaron en tubos estériles de ensaye con rosca, para su transporte.
Reconocimiento de las colonias

Ya en el laboratorio, de cada una de las muestras colectadas se tomaron alicuotas de 50l
y se sembraron en cajas Petri con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) mezclado
con ampicilina en una concentracion de 0.5g/L, el antibidtico se anadid con la finalidad
de inhibir el crecimiento de bacterias; las cajas se incubaron a temperatura ambiente y luz
fluorescente, segun criterios estandares (Larone, 2002), se realizaron cinco repeticiones

por cada planta.

Al observar crecimiento de los hongos en las cajas Petri se describid el color, aspecto y
nimero de cada colonia diferente, con el propdsito de facilitar su reconocimiento durante
su manejo. Asimismo, estas colonias se aislaron individualmente y se resembraron en

cajas de Petri con medio PDA.

14
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Una vez conseqguida la purificacion de las cepas se realizaron microcultivos de cada una de
ellas, y las laminillas resultantes se observaron en el microscopio 6ptico. Para la
determinacion taxondmica se emplearon las claves de Barnett y Hunter (1972), Domsch,
Gams y Anderson (1980) y Larone (2002).

Para conocer la abundancia de los hongos microscopicos se contd el NUmero de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) por volumen sembrado.

Evaluacion de grupos funcionales fungicos

Para conocer la funcion degradadora de los micromicetos se realizaron las siguientes

pruebas:

a) Poblacion fungica ureolitica: Se determind la capacidad de los micromicetos de
hidrolizar la urea en dos moléculas de amoniaco por la accidon de la enzima ureasa,
mediante la prueba de ureasa la cual consistid en cultivar cada cepa en caldo nutritivo con
urea y dejar incubar a 35 °C por 8-24 horas, se tomd como resultado positivo el cambio
de color amarillo-naranja a rosa-rojo y como negativo sin cambio de color (MacFaddin,
2004).

b) Poblacion fungica amonificante: Las cepas se cultivaron en tubos que contenian caldo
nutritivo con asparragina como fuente de carbono y nitrogeno, se incubd por 20 dias a
23°C, posteriormente se detectd el amoniaco producido mediante el reactivo de Nessler.
Se tomd como resultado positivo el cambio de color amarillo-naranja al reaccionar el
amonio con el reactivo aplicado (Pochon y Tardieux, 1965).

¢) Poblacion fungica amilolitica: Para probar que los micromicetos hidrolizan el almidén
por medios enzimaticos, se cultivaron en medio de agar en placa con almiddn soluble, la
incubacion fue a 20 °C por 5 dias; para la lectura de los resultados se agregd
directamente a la placa Yodo acuoso de Lugol, se tomd como resultado positivo el medio
de color purpura-azul con un area incolora alrededor del crecimiento (MacFaddin, 2004).
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d) Poblacion fungica proteolitica: La produccidon de enzimas de tipo proteolitico que
lician la gelatina se determind al cultivar las cepas en medio de gelatina nutriente en
placa, incubando a 35 °C por 18-24 h, se interpretd como resultado positivo la presencia
de turbidez en la zona alrededor del desarrollo o la presencia de una precipitacion de
color blanco lechoso. Se considerd sin licuefaccidon cuando el medio permanecio limpio
(MacFaddin, 2004).

e) Poblacidon fungica celulolitica: Las cepas se cultivaron en caldo nutritivo conteniendo
una lamina de papel bond, posteriormente se observd al microscopio la invasion del
micelio en la lamina, para determinar la degradacién de celulosa (Brasil et al, 2004

modificacion).

f) Poblacion fungica lignolitica: Las cepas se cultivaron en caldo nutritivo conteniendo un
trozo de madera de pino, posteriormente se detecté la actividad de lacasas al afadir
guayacol a las muestras y observar el cambio de coloracién debido a la oxidacion de éste
(Crawford, 1978 modificacion).

g) Poblacion fungica quitinica: Las cepas se cultivaron en caldo nutritivo conteniendo
exoesqueleto de camardn para determinar la degradacidon de quitina, se tomd como
lectura positiva cuando los trozos de quitina vistos con un microscopio Optico,

presentaban invasion por micelio (Escobar-Sierra et al., 2013).

h) Poblacion fungica fosfatidica: Para determinar la capacidad de los micromicetos de
producir la enzima fosfatasa se cultivaron las cepas en caldo con difosfato de
fenolftaleina (PDP) y se incubaron a 35 °C por 18-24 h (con las tapas de los tubos hacia
abajo), donde se tomod como positivo el caldo coloreado de rosa-rojo brillante y negativos
cuando el caldo permanecid claro o blanco (MacFaddin, 2004).
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Comparacion de la diversidad y funcion degradadora

Para evaluar la diversidad de deuteromicetes se obtuvo el indice de Shannon-Wiener y se
contrastd el valor obtenido en la estacion seca con lo obtenido en la lluviosa; también se
compard el nUmero gue se obtuvo en los puntos muestreados, para lo cual el drea de
estudio se dividid en sitio protegido y sitio expuesto, donde el primero es el que presentd
una mayor cantidad de cobertura vegetal y el segundo es el de mayor cercania a la
carretera, con una mayor cantidad de claros.

Para comparar la funcidon degradadora de los hongos anamorfos presentes en los tangues
de Tillandsia, se utilizd la misma division del area de estudio.

Medicion de parametros fisico-quimicos y nutrimentales

Inmediatamente después de la colecta, se midid la cantidad de amonio (NH4) vy
ortofosfatos (PO4) (equipo Hanna Instruments, modelo HI83203), el pH (tiras
colorimétricas), la temperatura y la humedad (higrdmetro) del tanque de cada tillandsia,
estos dos ultimos parametros también se midieron en el sitio donde se encontré cada
planta.

Analisis estadistico

La rigueza (S) de micromicetes se tomd como el nUmero total de especies aisladas y se

S—1

evaludé mediante el indice de Margalef Dyg= In(n) para la estacion seca y para la estacion

lluviosa. Con los datos de la rigueza y la abundancia de hongos de cada tanque de

tilandsia se calculé el indice de diversidad de Shannon-Wiener de acuerdo a la ecuacion

H'= >(p) (Inp: ). El valor de equitabilidad de la abundancia de los micromicetos en la
o

comunidad se calculé usando el indice de Pielou J'=InS Se aplico el coeficiente de
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c
a+b—c

Jaccard /= para medir la similitud de las comunidades de hongos entre las
diferentes estaciones. Se utilizd la prueba t-Student para determinar si existian diferencias
significativas en las medias de los indices calculados, segun cada estacion (Magurran,
1988). Los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas fueron datos

semicuantitativos.

Métodos

En el siguiente cuadro se resume el disefio metodoldgico implementado:

Figura 4. Diagrama concerniente a los métodos de acuerdo al momento de realizacion
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RESULTADOS
frafrafrafrdr

MEDIO INTERNO DE LOS TANQUES DE Tillandsia deppeana, T. heterophylla y T.
viridiflora

De acuerdo a las condiciones ambientales del tanque, la temperatura se mantuvo céalida
independientemente del sitio y la temporada. Este patron fue diferente en lo
concerniente a la humedad del tanque de la epifita, donde los mayores valores se
registraron en los sitios protegidos, para ambas estaciones. En relacion al pH, este
parametro no mostré cambio alguno en su condicion de acidez, ni espacial ni
temporalmente (tabla 2).

En cuanto a los factores nutrimentales, hay una mayor cantidad de nitratos, amonio y
fosfatos en la temporada de lluvias, independientemente de la distribucion espacial (tabla
2).

Tabla 2. Factores fisico-quimicos y nutrimentales del medio acuéatico de los tanques (SP: sitio protegido
y SE:sitio expuesto). Con excepciones, los nimeros son el promedio de los datos de cada especie

NO3 NH4

Estacin Temperatura (°C) Humedad (%) pH (mg/L) (mg/L) PO4 (mg/L)
SP SE SP SE SP SE SP SE SP SE SP SE
Seca 27.60+2.4 29.80+1.6 53+1.4 36+1.3 5 5 0.02 0.02 0.55 0.21 30.50+6.3 >50
Lluviosa 23.30+1.6 28.40+2.4 87 62 5 5 8.30 8.53 0.93 0.98 98.8 71.3
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RIQUEZA

En total, de los dos muestreos se obtuvieron 33 morfotipos. Taxondmicamente
comprendidos en dos subdivisiones, cuatro clases y cinco familas (tabla 3). Cabe sefialar
gue los micromicetos fueron determinados Gnicamente hasta el nivel de género, donde la
mayoria de las especies pertenecen en su mayoria a la clase Hyphomycetes. En la estacion
seca, se encontraron 9 especies en el sitio protegido (SP) y 9 en el sitio expuesto (SE).
Durante la estacion lluviosa se obtuvieron 11 especies de hongos en el SPy 4 en el SE (fig.
5).

®m Lluvias
m Secas

Ndmero de sp.

Protegido Expuesto

Sitio

Figura 5. Riqueza de hongos segun la distribucidon espacial y temporal
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Tabla 3. Riqueza taxondmica de acuerdo a la clasificacion en Herrera y Ulloa (1998), basado en el

sistema saccardiano y sus modificaciones en el caso de los deuteromicetos

No. Division Subdivisiéon Clase Familia Nombre cientifico
1 Eumycota  Deuteromycotina Blastomycetes Cryptococcaceae Trichosporon sp.
2 Hyphomycetes Agonomycetacea Papulaspora sp. 1
3 Agonomycetacea Papulaspora sp. 2
4 Moniliaceae Acremonium sp.
5 Moniliaceae Ambliosporium sp.
6 Moniliaceae Botrytis sp. 1
7 Moniliaceae Botrytis sp. 2
8 Moniliaceae Botrytissp. 3
9 Moniliaceae Chrysosporium sp.
10 Moniliaceae Cylindrocaroon sp. 1
11 Moniliaceae Cylindrocaroon sp. 2
12 Moniliaceae Cylindrocarpon sp. 3
13 Moniliaceae Geotrichum sp. 1
14 Moniliaceae Geotrichum sp. 2
15 Moniliaceae Geotrichum sp. 3
16 Moniliaceae Gliomastix sp.
17 Moniliaceae Idriella sp.
18 Moniliaceae Torulomyces sp.
19 Moniliaceae Trichoderma sp.
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20

21

22

23

24
25

26

27

28

29

30

31

32

33

Phycomycotina

Coelomycetes

Zygomycetes

Moniliaceae

Moniliaceae

Moniliaceae

Moniliaceae

Dematiaceae
Dematiaceae

Tuberculariaceae

Tuberculariaceae

Tuberculariaceae

Melanconiaceae

Melanconiaceae

Mucoraceae

Mucoraceae

Mucoraceae

Trychophyton sp. 1
Trychophyton sp. 2
Verticillium sp.
Wallemia sp.

Aureobasidium sp
Cladosporium sp.

Epicoccum sp. 1
Epicoccum sp. 2
Fusarium sp.
Chaetomidium sp.
Pestalotiopsis sp.
Absidia sp.
Mortierella sp.

Rhizomucor sp.

ABUNDANCIA

Los resultados de la abundancia absoluta de cada especie, para cada época y cada sitio se

muestran en la figuras 7 y 8. En cuanto a la abundancia relativa para la estacion seca y el

SP el hongo mas representativo fue Epicoccum sp.2 con el 38.5% de las UFC/50uL y en el

SE fue Epicoccum sp.1 con el 37.8% de las UFC/50uL. Mientras que para la estacion

lluviosa y en el sitio protegido el hongo mas abundante fue Trichosporon sp. con 69.23%

y en el sitio expuesto fue Cladosporium sp. con 55.56% de UFC/50WL.
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Estacion seca

Papulaspora sp.2 N
Papulaspora sp.1 IS
Fusarium sp. IS
Epicoccum sp. 1 I —
Cylindrocarpon sp. 3 I
Cylindrocarpon sp. 2 IR
Cylindrocarpon sp. 1 IR
Chaetomidium sp. N
Ambliosporium sp. R
Trichoderma sp.
Gliomastix sp.
Geotrichium sp.
Epicoccum sp.2
Chrysosporium sp.
Botrytis sp. 3
Botrytis sp. 2
Botrytis sp. 1
Aureobasidium sp.

Especies

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Abundancia (UFC/50ulL)

Figura 6. Abundancia absoluta de los hongos anamorfos. SP: DSE: .
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Estacion lluviosa

Rhizomucor sp.
Geotrichum sp.
Cladosporium sp.
Acremonium sp.
Wallemia sp.
Verticillium sp.
Trycophyton sp.2
Trycophyton sp.1
Trichosporon sp.
Torulomyces sp.
Pestalotiopsis sp.
Mortierella sp.
Idriella sp.
Geotrichum sp.
Absidia sp.

Especies

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abundancia absoluta (UFC/ulL)

Figura 7. Abundancia absoluta de los hongos anamorfos. SP: D SE:.

DIVERSIDAD

La diversidad de micromicetos en los tangues de bromelias, espacialmente (SP y SE), de
acuerdo con el indice de Shannon-Wiener para la estacion seca, es semejante. Teniendo
para el sitio protegido un valor de 2.07 bits/ind y para el sitio expuesto un valor de 1.86
bits/ind. Mientras que en la estacidon lluviosa, espacialmente si es diferente, siendo la
diversidad de hongos en el sitio protegido casi el doble de lo registrado en el sitio
expuesto (H'=2.11 bits/ind y H'= 1.15 bits/ind, respectivamente).

De acuerdo a la prueba t-Student, no existen diferencias significativas entre las estaciones
seca y lluviosa, en relacion a los valores obtenidos para los indices de Shannon-Wiener,
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Margaleff y equitatividad de Pielou (P<0.05), ni entre los indices (tabla 4). Los valores
estimados para el Coeficiente de Similitud de Jaccard fueron nulos (fig. 6y 7).

Tabla 4. a. Riqueza especifica b. indice de diversidad de Shannon-Wiener c. indice de diversidad
Margaleff d. Indice de equitatividad de Pielou. Segun estacién seca y lluviosa. Los datos son el
promedio del SP y SE y la desviacion estandar (DS).

Estacion S H*® D€ J4
Seca 18 1.96+0.14 2.36x0.38 0.89+0.07
Lluviosa 15 1.63+0.67 2.20+1.18 0.85+x0.04

FUNCION DEGRADADORA

Las poblaciones relacionadas metabdlicamente constituyen agrupaciones denominadas
grupos funcionales, en este trabajo son mas dominantes los hongos ureoliticos,
amiloliticos, proteoliticos y con actividad de fosfatasas, sequidos de las poblaciones
amonificantes, celuloliticos y con presencia de quitinasas (figs. 8-11). En la estacién seca,
las actividades enzimaticas dominantes son amilasas, ureasa, proteasas y fosfatasas,
mientras que los carbohidratos complejos son escasamente degradados (figs. 8 y 9). El
patron anterior es diferente tanto espacial como temporalmente en la época de lluvias.
Cabe sefnalar que existen ciertas similitudes en la actividad enzimatica independiente del
sitio, donde la degradacion de la celulosa es dominante y el proceso de amonificacidon es
el menos registrado (figs. 10y 11).

Taxondmicamente, los micromicetos Papulaspora sp. 1, Papulaspora sp.2, Trichoderma sp.
(época de secas) y Torulomyces sp. (época de lluvias) fueron los hongos que presentaron
una mayor actividad enzimatica al degradar todos los sustratos. De los ocho sustratos
evaluados, las especies de hongos degradaron en promedio 6.22 sustratos en la época de
secas y 4.86 en la época de lluvias (figs. 12y 13).
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Figura 8. Analisis binario de la comunidad de hongos dentro de los tanques, en la estacidn seca y sitio

protegido.
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Figura 9. Analisis binario de la comunidad de hongos dentro de los tanques, en la estacidn seca y sitio

expuesto.
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Figura 10. Analisis binario de la comunidad de hongos dentro de los tanques, en la estacion lluviosa y

sitio protegido.

4.5
ESCASAS | DOMINANTES Almiddn
44 Fosfatos 9
5351
=5 Celulosa
o 31 @
S
=
325
=
a
= 24
Urea
1.54
Amonio
14 @ Gelatina
Lignina
0.5 Quitina RARAS | ABUNDANTES
G T ] T I | T
20 30 50 6O 70 80 80 100

Frecuencia (%)

Figura 11. Andlisis binario de la comunidad de hongos dentro de los tanques, en la estacion lluviosa y

sitio expuesto.
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Estacion seca

100
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= 60
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g
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Ureasa Amilasa Celulasa Quitinasa
Enzimas
Figura 12. Porcentaje de actividad enzimatica de acuerdo al tipo de sustrato.
Estacion lluviosa
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Figura 13. Porcentaje de actividad enzimatica de acuerdo al tipo de sustrato.
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DISCUSION

Spddrd

Los estudios sobre comunidades fungicas en tanques de bromelias son escasos, por lo
gue también se tomaron como referentes aquellos trabajos relacionados con la diversidad
de hongos en suelos forestales, incluidos los suelos que se forman en los estratos
superiores, o con la diversidad funcional en los tangues, asi como otros sobre fauna

fitotelmata en donde también se incluyen a los hongos.

MEDIO INTERNO DEL TANQUE

Las condiciones ambientales dentro del tanque de las tilandsias es adecuado para el
crecimiento de hongos microscopicos, pues estos organismos, por lo general, se
desarrollan en temperaturas que van de los 20-30 °C; la mayoria proliferan en ambientes
con humedad relativa a partir de 60%, pero también hay otros que puden hacerlo en
condiciones mas secas. El pH acido del medio también es idéneo para el crecimiento
fungico, (Heredia et al, 2008) y se ha reportado esta misma condicion en trabajos

anteriores sobre bromelias epifitas de tanque (Pittl et a/. 2010).

La cantidad de nitrégeno en forma de nitratos y amonio es similar a lo reportado por
Gutiérrez-Esquivel (2011) y por Pittl et a/. (2010), a excepcidon de la estacion lluviosa
donde los nitratos son mas altos. Los niveles de fosfatos son considerablemente mas altos
que lo reportado por Gutiérrez-Esquivel, lo que podria deberse a que es un componente
de las particulas de detritus.

RIQUEZA

La riqueza especifica fue mayor en los sitios protegidos que en los expuestos, esto podria
atribuirse a que en los primeros sitios las tilandsias estudiadas estan cubiertas por las
capas del dosel, cuyos restos vegetales podrian incluir micelio y esporas de hongos
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microscopicos. En relacion al numero total de especies, éste es similar al que se reporta en
el trabajo de Gomes et a/ (2015), en el que también se colectd en la estacion secay en la
estacion mas lluviosa del afo. Algunos géneros como Acremonium, Cladosporium,
Idriella y Epicoccum han sido registrados en troncos herbéaceos, inflorescencias y hojas
muertas de materiales colectados en bosques mesoéfilos de montafia del estado de
Veracruz (Arias, Heredia y Mena-Portales, 2010).

Géneros como Absidia, Acremonium, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Mortierella y
Trichoderma también han sido descritos como parte de la micobiota edafica de bosques
de coniferas (Sharma, 1981). En el caso de Cylindrocarpon, fue encontrado en selvas de
Tabasco (Becerra-Hernandez et al,, 2008). Por otro lado, Fierro-Toscazo y colaboradores
(2007) encontraron hongos de suelo asociados a hojas de Tillandsia, destacando
Epicoccum y Trichoderma, géneros que también se encontraron dentro de los tanques de
T. deppeana, T. heterophyllay T. viridiflora.

Dadas las condiciones dentro del tanque, donde la acumulacion de agua pareceria un
sustrato mas importante que el detrito, se esperaria la presencia de hongos microscépicos
tipicamente acuaticos. Sin embargo, la mayoria de los micromicetos registrados son
saprofitos de restos vegetales, aunque algunos géneros como Aureobasidium,
Geotrichum, Trichosporon y Trycophyton también tienen la capacidad de habitar en
ambientes dulceacuicolas. Aunque la riqueza encontrada es semejante a la reportada en
otros trabajos, cabe la posibilidad de que esta sea mayor, por lo que se recomienda para
futuras investigaciones que también se utilice el cultivo en medio Agua-agar, propicio
para hongos acuaticos (Romani et al.,, 2009).

Un aspecto que explica la presencia de micromicetos asociados a restos vegetales y del
suelo, es la manera de ingreso de esporas al tanque, a través del arrastre de la materia
organica presente en los tallos y ramas del forofito, del aporte de hojas en diferentes
estados de descomposicion, de las particulas de suelo transportadas por el aire, asi como
de material fecal de la fauna asociada a las bromelias (Brighigna et a/., 2000).
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Otro hecho que confirma el origen de los hongos saprobios de restos vegetales, es que en
los ecosistemas acuaticos en general, las entradas de detrito forman una fuerte cadena
trofica entre la produccidon vegetal, los microorganismos detritivoros, los organismos
descomponedores y sus depredadores, por lo que incluso se le ha considerado (detrito)
como la base de las cadenas tréficas en estos sistemas (Loreto et al,, 2015). Por otro lado,
Brouard et a/ (2012) encontraron que organismos descomponedores como hongos y
bacterias aumentaron en densidad a medida que disminuyod el tamafo de las particulas

de materia organica y aumento la superficie del area de colonizacion.

ABUNDANCIA

Las morfoespecies Epicoccum sp.1 y Epicoccum sp. 2 tuvieron el mayor nimero de
UFC/50mL, durante la estacion seca, este género es conocido por su uso en actividades
de biocontrol de fitopatdgenos, ya que presenta un metabolismo secundario altamente
desarrollado capaz de inhibir hongos de la podredumbre parda (De Cal et a/.,, 2009).

En la estacion lluviosa, los micromicetos mejor representados fueron Trichosporon sp. 'y
Cladosporium sp., las especies que pertenecen al primer género tienen un amplio
espectro de sustratos, como el suelo, agua, vegetales, animales y también se han
encontrado como parte de la micobiota del contenido intestinal de murciélagos y en los
excrementos de aves (Ulloa et al, 2006; Tapia, 2009). Por otro lado, las especies del
género Cladosporium se han registrado dentro de los hongos mas abundantes en las
hojas recién caidas de bosques mesoéfilos de montana de Veracruz, estos micromicetos
son considerados como parasitos débiles que colonizan las hojas senescentes hasta los
primeros estados de descomposicion foliar (Arias, Heredia y Mena-Portales, 2010).

De acuerdo con Valenzuela et a/ (2001) los hongos saprofitos primarios incluyen a
aquellos hongos que se encuentran en las hojas senescentes antes de su caida y que son
los colonizadores iniciales sobre los sustratos mas abundantes como celulosa,
hemicelulosa, lignina y almiddn. Ejemplos de estos son los géneros Epicoccum,

31



La diversidad de hongos microscopicos en tanques de Tillandsia y su caracterizacion funcional

Mortierella y Cladosporium que son especies encontradas en este trabajo, lo cual también
explica su abundancia registrada.

DIVERSIDAD

De acuerdo con los diversos indices utilizados, la diversidad es una medida de los
tamanos poblacionales de las especies de la comunidad y esta medida en sentido estricto
es la equitatividad entre las diversas especies. De acuerdo con eso, se encontrd que no
hay diferencias en la diversidad de acuerdo a los diversos indices aplicados. La diversidad
encontrada se considera media-baja en general, de acuerdo con Moreno (2001). El valor
mas bajo se reqgistrd en el sitio expuesto, de la estacion lluviosa ( H'=1.15). Si bien, la
diversidad encontrada es considerada de media-baja, es superior a lo reportado por
Gomes et a/ (2015) (estacion seca H'=0.98, estacion lluviosa H'=0.91).

En general, el valor bajo de la diversidad, puede ser atribuido al crecimiento de especies
predominantes y competitivas en este trabajo, como Epicoccum sp.1'y Epicoccum sp. 2,
durante la estacion seca, y Trichosporon sp. y Cladosporium sp. durante la estacion
lluviosa. Las especies abundantes suelen influir en la estructura y la diversidad de las
comunidades. Esto esta relacionado con el valor encontrado, segun el indice de
equitatividad de Pielou (Magurran, 1988). En este trabajo, un factor que pudo haber
influido se encuentra dentro de las condiciones fisico-quimicas y nutrimentales del
tanque y es la perturbacion nutrimental de acuerdo con la relacion Redfield (Reynolds et
al,, 2002), cuyo valor (N:P<1) indica limitacién de nitrégeno.

Finalmente, se empled el Coeficiente de Similitud de Jaccard para expresar el grado en el
gue las dos estaciones del afio, son semejantes por las especies presentes en ellas. El
intervalo de valores para el indice de Jaccard va de 0O, cuando no hay especies
compartidas entre ambas estaciones, hasta 1, cuando dos estaciones tienen la misma
composicidn de especies (Magurran 1988; Moreno, 2001).
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Las especies de micromicetos encontrados en los tanques de tilandsias, son totalmente
diferentes entre estaciones, este hecho coincide con lo reportado por Gomes et a/ (2015),
donde al analizar las comunidades contenidas en las bromelias, estas mostraron una baja
similitud, mostrando una clara separacion entre las estaciones seca y lluviosa. Nuestros
resultados confirman que hay una heterogeneidad de la composicidon de las comunidades
de micromicetos encontrados dentro de los tanques, independientemente de la estacion.
En relacion a la heterogeneidad de los tanques de bromelias, Guimaraes-Souza et al .
(2006) sugieren que, cada bromelia se ve influenciada por su posicion, en relacién a la
vegetacion circundante, lo cual afecta parametros limnoldgicos como la temperatura, el
pH, los sélidos en suspension, nitratos, amonio, entre otros, en toda la columna de agua.
Esto también se confirma con los resultados de los factores fisico-quimicos vy
nutrimentales encontrados en este trabajo (tabla 2). Lo anterior, implica que las
comunidades encontradas estan en reemplazo continuo por las que apareceran segun
cambien las condiciones del ambiente.

FUNCION DEGRADADORA

En general, la actividad enzimatica de los micromicetos juega un rol importante en la
descomposicion, el ciclo de nutrientes y la acumulaciéon de estos, siendo esta funcidn
similar, tanto en los ecosistemas terrestres como en los acuaticos (Dighton, 2003).

Adicionalmente, se ha demostrado que los hongos saprofitos son responsables de
alrededor del 86% de la inmobilizacion del nitrogeno en la superficie de los restos
vegetales (Beare et al ., 1992), esto explica la dominancia de la actividad enzimatica de
los hongos ureoliticos y amonificantes, registrados en este trabajo (figs. 10 y 11). Asi
mismo, en las fitotelmata de las bromelias es frecuente la presencia de detritus a base de
almidon, que debe ser degradado por las poblaciones fungicas amiloliticas, también
predominantes en los tanques estudiados (Gomes et al, 2015). Las enzimas
extracelulares proteoliticas, podrian facilitar la penetracion de las capas protectoras

celulares, incrementando los sitios disponibles para la colonizacidon de otros organismos
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degradadores como las bacterias (Obispo,1992).

La actividad enzimatica se determind de manera cualitativa y puntual, por lo que no es
posible ser concluyente al respecto. Un trabajo a futuro donde se registrara la actividad
enzimatica y proporcion a la cantidad, calidad del sustrato y su variacion temporal, daria
informacién mas precisa de la dindmica funcional de las comunidades.

Por otra parte, es sabido que las bromelias de tangue suelen tener bajas cantidades de
nutrientes, y el crecimiento de estas plantas es muy lento, incluso en condiciones 6ptimas,
por lo que la accién enzimatica de la comunidad microfingica en los tanques de las
tillandsias, podria promover su crecimiento, incrementando la disponibilidad de
nutrientes, los cuales son absorbidos a través de tricomas peltados (Winkler y Zotz, 2009).
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CONCLUSIONES
rafrafrafrdp

Dentro de los tanques de Tillandsia diferentes grupos de organismos interactian de forma
compleja, por lo que analizar la diversidad microflingica en conjunto con sus actividades
extracelulares es una forma de contribuir también sobre la funciéon de las poblaciones
microbianas presentes en estos sistemas. Finalmente, los resultados de este estudio
muestran que:

* Las condiciones fisico-quimicas del medio interno de los tangues de tilandsias, son

adecuadas para el establecimiento y proliferacion de micromicetos.

* La acumulaciéon de detritus en el tanque influye en la composicidon de la comunidad

de hongos microscopicos encontrada.

* Las especies mas abundantes son hongos de amplia distribucion.

* Se observa una marcada dindmica de reemplazo en la composicion de la

comunidad microfungica.

* Hay una variacion de las actividades enziméaticas en funcion de las condiciones

ambientales.
* La actividad enzimatica extracelular de los micromicetos contribuye en el reciclaje

de la materia orgéanica en los fitotelmata estudiados, e influye en el desarrollo de
las especies de Tillandsia al facilitar la disponibilidad de nutrientes.
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ANEXO

SISTEMA DE CLASIFICACION DE EPIFITAS DE BENZING (1990)
Cabe destacar que de acuerdo con un conjunto de criterios, se podria ajustar la misma
identidad a distintas categorias cuando se la compara en otros aspectos.

ESQUEMA |

En este grupo se ubican aquellas especies segun su relaciéon con el forofito. Existen las
siguientes modalidades:

A.- Autodtrofas. Estas se caracterizan por Unicamente apoyarse en forofitos lefiosos, sin
extraer nutrientes de su tejido vascular. La interaccion puede ser:

1. Accidental. Estas especies no presentan ninguna adaptacion a la vida en el dosel
aéreo, incluso raramente maduran ahi, excepcionalmente lo hacen en cavidades
donde se encuentra lo tipico del suelo. Son especies cuyas diasporas (anemo-
coras, ornitdécoras) arriban ahi circunstancialmente.

2. Facultativa. Este grupo se caracteriza por habitar tanto en el forofito como en el
suelo. El grupo es muy tipico en condiciones de mucha humedad ambiental que
origina tapetes de briofitas, liguenes y restos de materia organica los cuales re-
tienen lo necesario para el establecimiento de una epifita facultativa. Aunque
también es posible encontrarlas en lugares secos, solo sucede con menor pro-

babilidad, donde se producen las condiciones necesarias.
3. Hemiparasita.

a) Primaria.
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Estranguladoras: algunas son estranguladoras al principio, después desarro-
llan raices que llegan al suelo y entonces son mas vigorosas. Con el tiempo el
forofito llega a quedar inmerso por las raices, que lo anastomosan y enton-

ces puede llegar a morir.

No Estranguladoras: también inician su vida sobre el forofito pero a diferen-

cia de las estranguladoras sus raices no causan opresion.

b) Secundaria: son hemiparasitas gue siguen el camino inverso, primero estan
en el suelo y luego empieza a trepar a lo largo del forofito hasta alcanzar la
partes aéreas. Una caracteristica importante de este grupo es la capacidad
de renovacion vascular mediante el engrosamiento del tallo el cual favorece

el habito de lianas entre especies de dicotileddneas.

4. Epifita verdadera: este grupo pasa su vida completa sobre el forofito, sin tener
contacto con el suelo ni con el tejido vascular del huésped. El grupo contiene los
habitantes mas especializados del dosel aéreo, aguellos cuyos suministros de agua
y iones minerales con frecuencia se obtienen a través de formas de vidas y fisiolo-

gia inusual.

B. Hetero6trofas.
Ellas se distinguen de todos los grupos anteriores, por el parasitismo, via
haustoria, como el caso de los muérdagos, algunos conservan capacidad
fotosintética pero otros obtienen todos los fotosintatos del huésped.
ESQUEMAII
En este sequndo esquema se categoriza a las epifitas por su habito de crecimiento, tipo
de nutricion y economia del agua. La caracteristica principal es el crecimiento secundario
lo cual a su vez con frecuencia se asocia con el tamafo y en cierto grado con la

longevidad.
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A. Arboles

B. Arbustos
C. Sublefiosas a herbaceas

Las modalidades de epifitas que se encuentran en este esquema pueden ser:
1.

6.

Tuberosas
a. Almacenaje: lefiosa o herbacea

b. Mirmecofitica: principalmente herbaceas

. Ampliamente rastreras: lefiosa o herbacea

. Rastrera estrecha: principalmente herbaceas

Rosuladas: herbaceas
Marafa de raiz y hojas: herbaceas

Colectora de desechos: herbéaceas

ESQUEMAIII

La humedad y la luz son los factores decisivos que determinan la localizaciéon de las

epifitas.

A. Poikilohidricas o plantas de resurreccion: Muchas briofitas y plantas inferiores,

numerosos helechos y muy pocas angiospermas.

B. Homoiohidricas:

1) Hygrofitas

2) Mesofitas

3) Xerofitas

a. Tolerantes

b. Evasoras
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4) Acumuladoras o represadoras
ESQUEMA IV

La luz como factor decisivo en la ubicacion vy la localizacion de las epifitas en gradiente
gue va desde totalmente expuestos a los ambientes totalmente sombreados.

A. Tipos de exposicion: prolongada, total o casi total.
B. Tipos solares: tolerantes, media sombra.
C. Tolerantes a la sombra: tolerantes a la sombra intensa.

ESQUEMA V
Las epifitas pueden ser divididas en categorias en base a como se adaptan al medio
provisor y/o a su asociacion con el forofito.
A. Son relativamente independientes del forofito (obtienen humedad y recursos por
diversos medios de otras fuentes)

1. Formas atmosféricas con un anclaje minimo (sin desarrollo radi-
cular).

2. Ramillas/corteza (solamente raices de anclaje).

3. Las especies que crean un sustituto de suelo (acumuladoras) o
atraen colonias de hormigas; especies mirmecofiticas.

B. Tienden a utilizar un medio especifico de enraizamiento para obtener nutrientes
iones y humedad (albercas).

1. Adaptadas al humus.

a. Tipos generales que se asientan en mantos de humus superficiales (raices
adventicias).
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b. Tipos que se asientan en mantos de humus profundos (raices lefiosas).

¢. Nidos de hormigas jardineras y habitantes de plantas atrapadoras (son sus-

trato-especificas). Nidos endémicos y tanques.
2. Muérdagos (las raices penetran en la vasculatura del hospedero via haustoria).

CLASIFICACION DE ACUERDO A LA DURACION DEL SUMINISTRO

Otra forma de visualizar a las especies del esqguema V y en base a la duracion del
suministro se puede distinguir dos grandes grupos.

Las especies con suministro continuo (CS) como las bromelias de tangue que son trampas
de detritus; la mayor parte de las epifitas en bosque lluvioso, las cuales pueden tener
aportes nutritivos y humedad frecuentes. Y las formas PS o de suplementacion pulsada
qgue incluyen formas xeromorficas de bromeliaceae y se caracterizan por recibir recursos
en forma pulsada. Estas son tipicas de ambientes del tropico seco.

El epifitismo se distribuye tanto en las plantas no vasculares como en las vasculares y su
diversidad taxondmica es muy abundante, incluyendo familias como Cactaceae,
Ericaceae, Gesneriaceae, Melostomataceae, Piperaceae, un gran niumero de Pteridofitas y
familias de monocotileddneas como Araceae, Orchidaceae y Bromeliaceae en mayor
medida (Benzing, 1990).

BROMELIACEAE

Las plantas de esta familia son originarias del continente americano, generalmente son
hierbas con hojas perennes y rara vez arbustos; han colonizado diferentes ambientes las
hay terrestres, rupicolas o epifitas. El tallo usualmente es muy corto y cubierto por vainas,
algunas veces largo como en muchas especies de Tillandsia o raramente columnar. Las
raices son funcionales pero en muchas especies epifitas sirven meramente como discos de
adhesién, ambas estan reducidas estructural y funcionalmente (Benzing, 1980; Escobedo-
Sarti, 2013).
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Las bromelias se pueden reconocer por la manera en la que sus hojas estan arregladas en
espiral, usualmente rosuladas o distribuidas a lo largo de un tallo, disticas en pocas
especies, en una amplia variedad de colores, formas, tamanos y texturas, simples con
margen entero o serrado-espinoso o serrulado, generalmente la vaina de la hoja mas
ancha que la cuchilla, casi siempre producen estructuras multicelulares diminutas
llamadas escamas peltadas o tricomas que sirven para absorber humedad y nutrientes,
algunas veces peludas, o parecen estar cubiertas por una cera polvosa epicuticular
(Mondragon-Chaparro et ai., 2011).

La Inflorescencia es terminal, raramente lateral o pseudolateral, escaposa o sésil, simple o
compuesta, paniculas, racimos, espigas, cabezuelas, o flores pseudolaterales solitarias,
usualmente tienen bracteas conspicuas de colores brillantes, esta coloracidon puede
desaparecer en unos pocos dias o durar meses (Wanderley et ai., 2009).

Las flores son diurnas o nocturnas, sésiles o pediceladas, perfectas o algunas veces
funcionalmente unisexuales, normalmente trimeras. El perianto es heteroclamideo, 3
sépalos estan girados a la izquierda y tres pétalos hacia la derecha, libres o connados
formando un tubo basal de longitud variable; algunas veces en la superficie interior tiene
crestas longitudinales dobles o ligulas localizadas en la base de los pétalos generalmente
membranaceos o carnosos. El androceo presenta 6 estambres en dos series, los interiores
opuestos a los pétalos y los exteriores opuestos a los sépalos. Los filamentos son
redondeados o delgados, libres o unidos a los pétalos o el uno al otro, las anteras son
basifijas o dorsifijas. El gineceo se compone de un solo pistilo de un ovario trilocular, con
un estigma trifurcado usualmente en espiral-conduplicado; el ovario puede ser supero o
infero, con 3 carpelos y 3 l6culos (Ibidem).

El fruto es una capsula, septicial o indehiscente pero entonces duro y nunca pulposo,
bayas flacidas y a menudo dulces. Las semillas son aladas y plumosas con un apéndice en
la base o apice o desnudas, el embridn es pequefio y estd situado en la base del
endospermo, las semillas generalmente son abundantes, asi como también la presencia
de vastagos (Benzing, 1980).
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Con base en andlisis filogenéticos actualmente Bromeliaceae se divide en ocho
subfamilias:  Tillandsioideae, = Bromelioideae,  Brocchinioideae, Lindmanioideae,
Hechtioideae, Puyoideae, Navioideae y Pitcairnoideae (Givnish et al,, 2007). Se reconocen
aproximadamente 3,346 especies organizadas en 56 géneros.

TRICOMAS

Una estructura caracteristica de Bromeliceae son los tricomas peltados o escamas, que
pueden incluso ser utilizados como caracter diferencial entre géneros (Benzing, 1980;
Mosti, et al., 2005). Las escamas o tricomas absorbentes son estructuras multicelulares
compuestas de un campo de células vacias (muertas) las cuales responden al movimiento
higroscopico y un tronco de varias células (vivas) localizadas en una concavidad en la
epidermis foliar. Los tricomas absorbentes constan de 3 partes fundamentales: una
cabeza discoidal rodeada de células periféricas, una gran cantidad de células que
conforman el ala de la escama y un pedunculo formado por células de absorcion y de
paso (Mosti, et al., 2008).

Fig. 14. Vista general de la escama de un tricoma peltado. a) Células del ala b) Células de la cabeza
discoidal ¢) Células de la periferia del disco. *Imagen tomada de Hornung-Leoni (2011).
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Debido a que las células del disco estan recubiertas por una capa de cuticula gruesa, el
agua y nutrientes disueltos pasan entre las alas del disco y luego a las células periféricas y
de alli hacia las centrales en su porcidon sin cuticula por fuerza capilar, pasando luego a la
célula de absorcidon y células de paso (no cubiertas por cuticula) mediante la dsmosis

(absorcion activa) y finalmente dirigiéndose hacia la célula del pedunculo para llegar a las

células del parénquima (Hornung-Leoni, 2011).

Fig. 15. Corte transversal de la

escama.
a) Célula del disco

b) Célula del pedunculo
¢) Célula del ala

Imagen tomada de Hornung-Leoni
(2011)

En Tillandsia dichos tricomas son particularmente interesantes pues tienen la capacidad
de absorber agua y nutrientes disueltos en ella y son la clave para entender el epifitismo
en los organismos de este género. Cuando la planta estd seca los tricomas mantienen sus
partes moviles (el ala) hacia arriba, dando a la hoja una coloracidn gris claro. Cuando la
planta esta humeda, las alas descienden adhiriéndose a la superficie de las hojas la cual
recupera su color verde brillante (Derwidueé y Gonzélez, 2010).

Ademas de la absorcidon de nutrientes los tricomas realizan otras funciones (Mosti, et ai.,
2008).las cuales son:

e |a capacidad de colectar humedad atmosférica, ya sea en forma de lluvia,
niebla o escarcha y distribuirla en la superficie de la hoja, reduciendo la pér-
dida de agua por evaporacion.
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e La proteccidn contra la radiacidon solar por el incremento en la superficie re-

flectante.

e |a coleccion y el blogueo mecanico de nutrientes minerales y particulas or-

ganicas en las hojas que luego se transportan dentro de la hoja.

e Elalojamiento de microflora filosférica de degradacion como bacterias y
hongos y cianobacterias fijadoras de nitrégeno.

Esta plasticidad adaptativa de las tillandsias les permite desarrollarse en diferentes habi-
tats y crear relaciones simbidticas con pequenos invertebrados.

HONGOS MICROSCOPICOS

Los hongos son organismos eucariotes, la mayoria de ellos estan formados por filmentos
denominados hifas que crecen en sus extremos dando como resultado una red que se
denomina micelio. Se reproducen tanto sexual como asexualmente, formando esporas en
ambos casos como producto final. Las esporas de todos los hongos son microscopicas, asi
gue lo que determina la condicidon microscopicas de las especies es el tamano del
espordforo, menor a un milimetro. En todos las divisiones del Reino Fungi exiten especies
microscopicas, siendo Deuteromycotina la subdivision con la mayor diversidad de

micromicetos (Herrera y Ulloa, 1998).
DEUTEROMICETES

La subdivision Deuteromycotina comprende las especies de hongos que se reproducen
por mecanismos asexuales, por lo comUn son denominados “hongos imperfectos”. A
excepcion de los Blastomycetes, los Deuteromycotina tipicamente forman un micelio
septado y ramificado, con los compartimentos generalmente multinucleados. Los septos,
en la mayoria de las especies, tienen un poro central que permite el paso de nucleos y
organelos citoplasmaticos de un compartimento a otro (Alexopolus y Mims, 1980).
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La mayoria de los Deuteromycotina se reproducen por medio de esporas asexuales
conocidas como conidios. Los conidios adoptan casi todas las formas; pueden ser hialinos
0 pigmentados, secos o con una cubierta mucilaginosa, unicelulares o multicelulares,
producidos individualmente o en grupos, usualmente se forman en el dpice o en la parte
lateral de una célula fértil especializada llamada célula conididgena (Deacon, 1988).

Los conididforos son hifas simples o ramificadas con una o mas células conididgenas.
Estos pueden ser formados individualmente, agruparse en estructuras especializadas
llamadas sinemas y esporodoquios, o ser producidos en fructificaciones conocidas como
acérvulos y picnidios (Herrera y Ulloa, 1998).

Un sinema o coremio consiste en un grupo de conididforos erectos, generalmente unidos
en la base y en parte de su longitud. En un esporodoquio, los conididforos se originan de
un estroma en forma de cojin, formando paquetes erectos mas cortos que los de un
sinema. Un acérvulo es una fructificacion, en forma de plato, de donde crecen
conidiéforos generalmente cortos que producen conidios embebidos en mucilago de
diversos colores. Un picnidio es una fructificacidon globosa o en forma de botella, y que al
madurar se rompe a través del cual se liberan las esporas (Herrera y Ulloa, 1998).

Figura 16. Estructuras de
reproduccién deuteromicetes.
a) sinema b) esporodoquio
c) acérvulo d) picnidios
Herrera y Ulloa, 1998
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Los Deuteromycotina son considerados una clasificacion artificial debido a que cuando se
conocen las formas sexuales o teleomorficas de estos organismos pueden pertenecer a
diferentes phylum (Ulloa y Hanlin, 2012). Sin embargo, frecuentemente pueden ser
clasificados de acuerdo a la presencia o no de las estructuras mencionadas anteriormente,

separandolos en tres clases: Blastomycetes, Hyphomycetes y Coelomycetes.

En una revisidon mas reciente (Kirk et ai., 2008) no se considera a los deuteromicetes en
un grupo taxondmico sino que son considerados como las formas asexuales o los estados
conidiales (el anamorfo) de ascomicetes y de basidiomicetes. El estado anamorfo es la
forma asexual y el estado teleomorfo es la forma sexual (Ulloa y Hanlin, 2012).

ZYGOMYCETES

Los zigomicetes son hongos cuyas esporas sin flagelos se llaman aplanosporas, y se
forman dentro de esporangios. En ciertas formas, los esporangios se comportan como
una espora y reciben el nombre de conidios. La germinacion de las esporas se da
directamente por medio de tubos que después forman el micelio. Las hifas que lo
conforman no tienen septos y se denominan cenociticas; aunque en ocasiones las hifas si
estan septadas. Los zigomicetes son hongos eucarpicos, en los que se distinguen muy
claramente las hifas vegetativas y las reproductoras ( Herrera y Ulloa, 1998).

La clase Zygomycetes se divide en tres 6rdenes:

Mucorales. Los cuales efectiian la reproduccion asexual por aplanosporas contenidas en
esporangios y generalmente son saprobios.

Entomophtorales: La reproduccion asexual se lleva a acabo por esporangios que se
comportan como esporas, la mayoria son parasitos de insectos.

Zoopagales. Los conidios fusiformes, filamentosos o globosos son los encargados de
efectuar la reproduccidon asexual; generalmente son pardsitos, depredadores de
protozoarios o de nematodos.
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