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RESUMEN. El objetivo del estudio fue determinar la presencia y el grado de colonizacién micorrizica en raices de la
orquidea epifita Laelia autumnalis, que crece de forma natural en bosques de encino del estado de Michoacan, México.
Se observé colonizacién micorrizica en las raices de los siete sitios de estudio, la colonizacién varié de acuerdo al tipo y
seccion de raiz muestreada, y el sitio de muestreo, siendo mayor la colonizacion en la parte basal de las raices maduras.
Las raices que crecen en materia organica, son las que presentaron mayor colonizacién con respecto a las raices que
crecen fuera de la materia organica. Este es uno de los primeros reportes donde se indica la colonizacién micorrizica
en raices de la orquidea epifita Laelia autumnalis.
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ABSTRACT. This research aimed to determine the presence and degree of mycorrhizal colonization in roots of the
epiphytic orchid Laelia autumnalis, which grows naturally in oak forests of the state of Michoacan, Mexico. Mycorrhizal
colonization was observed in the roots of the seven study sites; colonization varied according to the type and section of
root sampled, and the sampling site, with colonization being greater in the basal part of the mature roots. The roots
that grew in organic matter had greater colonization than those that grew outside the organic matter. This is one of
the first reports indicating mycorrhizal colonization in roots of the epiphytic orchid Laelia autumnalis.
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INTRODUCCION

Las orquideas presentan los sistemas es-
tructurales y funcionales mas complejos de to-
das las monocotiledéneas. Tienen una profunda
especializacién en la polinizacion, y utilizan estrate-
gias de adaptacién que les ayudan a mantener su
balance hidrico, como cuticulas gruesas en las hojas
y la presencia de pseudobulbos para almacenamiento
de agua (Yang et al. 2016). Todos los miembros
de esta familia se caracterizan por depender de hon-
gos micorrizicos para la germinacién de sus semillas
en la naturaleza, y como complemento de su ali-
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mentacién micotréfica durante su ciclo de vida hasta
la etapa adulta (Rasmussen y Whigham 2002). El
hongo participa en una relacién mutualista, pro-
porcionando alimento a las semillas para iniciar la
germinacion (Vij et al. 2002). El embrién embe-
bido es colonizado por la hifa del hongo, principal-
mente Rhizoctonia spp., que invade algunas célu-
las del embrién formando enrollamientos hifales en
su interior, llamados pelotones (Sathiyadash et al.
2012, Jiang et al. 2015). Estos pelotones son di-
geridos por las células del embrién y los nutrimentos
que obtiene se usan en el proceso de germinacién,
desencadenando la diferenciacién de 6rganos vege-
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tativos (Rasmussen 1995). La participacién de los
hongos micorrizicos es un elemento esencial en el
proceso de germinacién (Rasmussen et al. 2015).
La probabilidad de que una semilla de orquidea ger-
mine, alin en contacto con el simbionte micorrizico,
es en términos generales baja y solo germinan al-
gunas de millones de semillas (Arditti y Ghani
2000, Mukerji et al. 2002). No obstante, que la
colonizacién de la semilla es esencial para la germi-
nacién, se ha sugerido que en la etapa adulta las
orquideas no siempre estan colonizadas por hongos,
lo que puede indicar que éstas son menos depen-
dientes de la simbiosis micorrizica conforme madu-
ran (Batty et al. 2002, Bayman et al. 2002). Sin
embargo, particularmente en orquideas epifitas, se
ha observado colonizacién micorrizica continua y
generalizada (Sathiyadash et al. 2012). Aunque en
Meéxico, se encuentran alrededor de 1 260 especies
de orquideas (Soto et al. 2007), se tiene pocos es-
tudios que reporten la presencia de micorrizas en
orquideas y mucho menos los factores que la in-
fluyen (Beltran-Nambo et al. 2010). Los estu-
dios realizados se centran en especies terrestres del
género Bletia (B. roezlii, B. punctata, B. purpu-
rata) o en especies epifitas como Epidendrum stam-
fordianum, Stelis quadrifida y Erycina crista-galli
(Bertolini et al. 2014).

El género Laelia (Orchidaceae) se compone
de 22 especies, de las cuales 11 se encuentran en
México. En general, estas orquideas crecen en los
bosques de encinos (Halbinger y Soto 1997). Las
orquideas Laelia spp. se cultivan en huertos fa-
miliares por sus hermosas flores, por lo que las
poblaciones naturales se han visto afectadas por la
destruccion de su habitat y la extraccién excesiva
de plantas (Beltran-Rodriguez et al. 2012, Bertolini
et al. 2012), aun cuando se encuentran protegidas
en la norma NOM-059-2010 (SEMARNAT 2010).
Particularmente para especies epifitas del género
Laelia, no hay informacién sobre la colonizacién
micorrizica, que pudiera sugerir la importancia de
esta asociacién en la nutricién, y por lo tanto en el
crecimiento y desarrollo de estas especies. Por lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
la presencia y el grado de colonizacién micorrizica,
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en diferentes tipos de raices de la orquidea epi-
fita Laelia autumnalis, desarrolladas en ambientes
naturales de zonas de bosque de encino del estado
de Michoacan, México.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacidén del area y especie de estudio

La poblacién de Laelia autumnalis estudiada
fue proporcionada por el banco de germoplasma
del Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos
(SINAREFI). Las plantas se colectaron en siete
sitios de bosque de encino de dos localidades en los
municipios de Tzintzuntzan y Uruapan, Michoacan.
Cada muestra fue georeferenciada mediante GPS
\% (GARI\/IIN®) (Tabla 1). La colecta se realizé
entre los meses de marzo y diciembre, en arboles de
Quercus como planta hospedera.

Raices y procesamiento de las muestras

Las plantas muestreadas se colectaron junto
con las ramas y troncos de la planta hospedera (fo-
rofito) y se colocaron en bancales que contenian
tezontle, el cual se regaba todos los dias para pro-
porcionar las condiciones de humedad, en un inver-
nadero de cristal de dos aguas con malla sombra al
60% para evitar exceso de radiacién, temperatura
promedio de 25 °C y humedad relativa promedio
del 70%. De cada individuo colectado se tomaron al
azar y con ayuda de un bisturi raices en diferentes es-
tadios: 1) raices jévenes (en desarrollo), localizadas
en la parte aérea (adventicias); 2) maduras (comple-
tamente desarrolladas); 3) vieja (lignificadas); tam-
bién se consideraron las raices que estaban den-
tro de materia organica o fuera de la materia
organica. Las muestras se procesaron de acuerdo
con la metodologia propuesta por Ortega-Larrocea
(2008) con modificaciones, que consiste en lavado
con agua de pozo y agua destilada, esterilizado con
hipoclorito de sodio al 1% y corte trasversal.

La micorrizacion se evalué a partir de cortes
transversales realizados de forma manual. Para lo
cual, se tomé una muestra de 1.5 cm de la parte
basal, media y apical de cada tipo de raiz, cada seg-
mento se envolvié en Parafilm® MR para facilitar
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Tabla 1. Descripcién de los sitios de colecta de las muestras de Laelia autumnalis.

Sitio Localidad Municipio Latitud Longitud Altitud (m)
1 Ucasanastacua  Tzintzuntzan  19° 37' 18.77 101° 37’ 29.4” 2073
2 Ucasanastacua  Tzintzuntzan  19° 37' 18.9" 101° 37’ 29.5” 2067
3 Ucasanastacua  Tzintzuntzan  19° 37" 17.5" 101° 37’ 29.5" 1981
4 San Lorenzo Uruapan 19° 31' 10.3" 102° 06’ 50.2” 2115
5 San Lorenzo Uruapan 19° 31" 12.0" 102° 06' 45.7" 2086
6 San Lorenzo Uruapan 19° 30’ 40.1" 102° 07’ 08.4" 2103
7 San Lorenzo Uruapan 19° 30" 40.8" 102° 07’ 06.1" 2082

su corte. De cada segmento de la raiz se tomaron
seis secciones, los cuales se montaron en portaobje-
tos, que se tifieron con fucsina acida (0.01%, w/v
en acido lactico-glicerol-agua destilada, 14:1:1), y
se observaron en un microscopio 6ptico a 40x.

La micorrizacién se evalud en plantas de siete
sitios de muestreo, cinco tipos de raices (jovenes,
maduras, viejas, dentro de materia organica, y fuera
de materia organica), tres secciones de la raiz (basal,
media y apical), y cuatro repeticiones con seis ob-
servaciones. Para la intensidad de colonizacién
micorrizica se consideré en cada observacién la
presencia o ausencia de pelotones e hifas, dando
el valor de uno o cero en caso de presencia o ausen-
cia de pelotones e hifas (Figura 1a y 1b).

Analisis estadistico

Los datos en porcentaje se transformaron a
logaritmos naturales, para realizar el analisis de
varianza y la comparacién de medias de Tukey (p
< 0.05), con el programa estadistico SAS para win-
dows 9.1 (SAS 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

La orquidea L. autumnalis presenté colo-
nizacién micorrizica (Figura 1b, ¢ y d) en todas
las raices muestreadas en los siete sitios de estu-
dio. Pero la intensidad de la colonizacién varié de
acuerdo al sitio de muestreo, tipo y seccién de la
raiz (Tabla 2), siendo mayor la colonizacién en la
zona basal de las raices maduras, donde predomi-
nan los pelotones digeridos. Esto coincide con Ras-
mussen y Whigham (2002) y Bertolini et al. 2014
quienes mencionan que la cantidad de pelotones se
incrementa al aumentar la madurez de la raiz, y
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el contacto con la materia organica. Lo que tam-
bién indica que la orquidea epifita L. autumnalis
es una especie infectada y colonizada por hongos
micorrizicos en la etapa adulta, y sugiere depen-
dencia de la orquidea con los hongos micorrizicos
durante su ciclo de vida. Tal vez debido a que esta
orquidea epifita vive a la sombra de los arboles, con
poca irradiacién solar y por lo tanto baja fotosin-
tesis, lo que ocasiona dependencia de carbono, que
es suministrado por la asociacién micorrizica. Al
respecto Osorio-Gil et al. (2008) mencionan que los
ambientes donde se desarrollan las plantas epifitas
son pobres en nutrientes, por lo que estas han tenido
que desarrollar estrategias para mejorar su nutri-
cién. En este sentido, es factible que la orquidea
epifita L. autumnalis use su asociacién con hongos
micorrizicos para mejorar la absorcién de nutrientes
y por ende su crecimiento.

La muestra seis procedente de San Lorenzo,
Uruapan tuvo la mayor presencia de hifas con por-
centajes mayores al 80%, independientemente del
tipo y seccién de raiz. Mientras que la muestra
siete de San Lorenzo, Uruapan tuvo poca presencia
de hifas con porcentajes menores de 15.3%. Tam-
bién se observé que todas las raices de L. autum-
nalis tuvieron en la zona del cortex colonizacién
micorrizica con presencia de pelotones (Tabla 2).
Siendo la muestra dos procedente de Ucasanas-
tacua, Tzintzuntzan de bosque de Quercus la que
presenté los mayores porcentajes (57 al 76.4%)
de pelotones, independiente del tipo o seccién de
raiz, mientras que la muestra del sitio siete de San
Lorenzo, Uruapan presenté porcentajes menores (15
a 22%) de pelotones. Resultados similares fueron
reportados por Sathiyadash et al. (2012) quienes
indican que de 22 especies de orquideas epifitas
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Figura 1. Colonizacién micorrizica de raices de Laelia autumnalis. a) Cilindro central
sin presencia de pelotones, ni hifas a 40x, b) corte transversal con presencia de pelotones,
c) Pelotones e hifas tefiidos con fucsina acida en diferentes estados de digestion, d) acer-
camiento de pelotones a 100x.

analizadas para colonizacién micorrizica, todas tu-
vieron colonizacién entre 34 y 79%, lo que su-
giriere la importancia de los hongos micorrizicos
como parte de la nutricién de las orquideas. So-
bre lo mismo Rasmussen y Whigham (2002) encon-
traron alta colonizacién micorrizica en estado adulto
de cinco especies de orquideas.

Se encontré que la colonizacién micorrizica se
favorece por el desarrollo de las raices dentro de la
materia orgéanica, con diferencias en hifas o pelo-
tones. Las raices j6venes y maduras, dentro de la
materia organica, por lo general presentan alta colo-
nizacién. Es posible inferir que cuando las raices en-
tran en contacto con el sustrato, la colonizacién au-
menta, mientras que las raices viejas poseen menor
colonizacién. Por lo que se puede concluir que el
porcentaje de colonizacién de Laelia autumnalis es
afectado por la materia organica. Al respecto Ri-
vas et al. (1998), Suéarez et al. (2006) y Mu-
rugan et al. (2010) mencionan que las zonas de
mayor colonizacién ocurren en los sitios donde la raiz
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tiene contacto con el sustrato y que raices aéreas se
han encontrado libres de colonizacién. Asi mismo
Bertolini et al. (2014) indican que la variacién de
la colonizacién micorrizica en la raiz estd influen-
ciado por la extensién y la distribucién del detri-
tus organico en el dosel arbéreo. Mientras que
Osorio-Gil et al. (2008) sugieren que la variacién
en la colonizacién micorrizica de la orquidea epifita
Lonopsis utricularioides puede ser afectada por fac-
tores abidticos como humedad, temperatura, pH,
radiacién y sustrato, asi como por competidores se-
mejantes a organismos patégenos o fungivoros. Es-
tos factores probablemente varian con el tiempo y
en pequefias areas, creando diferentes microhabi-
tats que afectan la distribucién y composicién de
la comunidad fangica de alrededor de la raiz de la
orquidea y de la colonizacién micorrizica.

Se reporta la presencia de colonizacién
micorrizica en raices de la orquidea epifita Laelia
autumnalis. Con presencia de hifas y pelotones
en todas las raices de los siete sitios de muestreo,
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Tabla 2. Anilisis de varianza y comparacién de medias de Tukey para las variables presencia de hifas y
pelotones en raices de la orquidea Laelia autumnalis en siete sitios de estudio de bosque de Quercus.

Tipo de raiz Hifas Media Tipo de raiz Pelotones Media
Pr < F (0.05) Pr < F (0.05)
Sitio 1 Ucasanastacua, Tzintzuntzan
Dentro de materia organica 0.0602 69.44% Dentro de m.o. 0.0161 55.56%
Fuera de materia organica 81.94¢ Fuera de m.o. 36.11°
Joven 0.6477 75.00¢ Joven 0.0348 38.892b
Madura 75.69¢ Maduras 45.83¢
Vieja 80.56% Viejas 27.78
Sitio 2 Ucasanastacua, Tzintzuntzan
Dentro de materia organica 0.5749 72.22¢ Dentro de m.o. 0.1945 66.67%
Fuera de materia organica 76.39¢ Fuera de m.o. 76.39¢
Joven 0.5600 75.00¢ Joven 0.0964 65.282
Madura 74.31¢ Maduras 71.53¢
Vieja 63.06¢ Viejas 56.94¢
Sitio 3 Ucasanastacua, Tzintzuntzan
Dentro de materia organica 0.2050 65.28¢ Dentro de m.o. 0.1808 22.22¢
Fuera de materia organica 75.00¢ Fuera de m.o. 31.94¢
Joven 0.6191 76.39¢ Joven 0.3019 18.06¢
Madura 70.14¢ Maduras 27.08¢
Vieja 70.83¢ Viejas 22.229
Sitio 4 San Lorenzo, Uruapan
Dentro de materia organica 0.0686 30.56 Dentro de m.o. 0.0053 48.611%
Fuera de materia organica 18.06% Fuera de m.o. 27.778
Joven 0.0018 45.83% Joven 0.0957 51.39¢
Madura 24.31% Maduras 38.19¢
Vieja 23.61° Viejas 36.11¢
Sitio 5 San Lorenzo, Uruapan
Dentro de materia organica 0.1114 46.30¢ Dentro de m.o. 0.5412 46.30¢
Fuera de materia organica 61.11¢ Fuera de m.o. 40.74¢
Joven 0.7422 59.26 Joven 0.0015 31.48°
Madura 53.70% Maduras 43,520
Vieja 57.41¢ Viejas 62.962
Sitio 6 San Lorenzo, Uruapan
Dentro de materia organica 0.0007 100.00¢*  Dentro de m.o. 0.0064 52.083%
Fuera de materia organica 81.48° Fuera de m.o. 25.926°
Joven 0.6811 90.74% Joven 0.0001 59.26¢
Madura 90.74¢ Maduras 38.24%
Vieja 94 .44 Viejas 20.37%
Sitio 7 San Lorenzo, Uruapan
Dentro de materia organica 0.542 6.94¢ Dentro de m.o. 0.677 18.06¢
Fuera de materia organica 9.72% Fuera de m.o. 20.83¢
Joven 0.2288 8.332 Joven 0.5627 15.28¢
Madura 8.33¢ Maduras 19.442
Vieja 15.28% Viejas 22.22¢
lo que sugiere una relacién mutualista entre hon- esta influenciada por el contacto con el sustrato o
gos micorrizicos y L. autumnalis en su estado materia organica.

adulto. La intensidad de colonizacién micorrizica
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