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RESUMEN

Dentro de la diversidad que México posee, se
encuentran las orquideas, de las cuales el 44 %
son endémicas. Los bancos de germoplasma son
una alternativa para el rescate y preservacion de
innumerables recursos. Por ello la importancia
de establecer condiciones in vitro que permitan
rescatar, multiplicar y preservar a la orquidea
Laelia speciosa. Se evaluaron medios de cultivo
in  vitro para la micropropagacion, y
crioconservacion  mediante  encapsulacién-
deshidratacion y vitrificacion de protocormos.
Las mejores condiciones de micropropagacion
incluyo el medio basico de Murashige y Skoog
(1962) con extracto de malta (500 mg1™), el
mejor sustrato para la aclimatacién fue Tezontle
rojo + peat most. La encapsulacién de
protocormos con 3 % de alginato de sodio y 0.75
M de cloruro de calcio fue util para la
crioconservacion mediante un pre-tratamiento de
0.75 M durante 24 h, expuestas a silica gel por 5
h obteniendo un contenido de humedad de 25 %,
lo que produjo sobrevivencias del 100 % y 80 %
de regeneracion. Mediante un pre-cultivo de 0.3
M de sacarosa durante 3 d, 20 min en
tratamiento de carga y deshidratacién con PVS2
por 60 min se obtuvo 100 % de sobrevivencia y
regeneracion.

Palabras Clave: Germinacion, multiplicacion,
semilla sintética, regeneracion.

ABSTRACT

Within the diversity that Mexico has, are
orchids, of which 44% are endemic. The gene
banks are an alternative to the rescue and
preservation of countless resources. Hence the
importance of establishing in vitro conditions
that allow rescue, multiply and preserve the
orchid Laelia speciosa. We evaluated growth
media for micro-encapsulation and
cryopreservation through dehydration and
vitrification protocormos. The best conditions
micropropagation include the basic and
Murashige Skoog (1962) with malta extract (500
mg ¢ I-1), the best substrate for acclimatization
was Tezontle red + peat most. The encapsulation
of protocormos with 3% of sodium alginate and
0.75 M calcium chloride was instrumental in
cryopreservation through a pre-treatment of 0.75
M for 24 hours, exposed to silica gel for 5 hours
getting a moisture content of 25% , Resulting in
survival of 100% and 80% of regeneration.
Through a pre-cultivation of 0.3 M sucrose for 3
d, 20 minutes in treatment of loading and
dehydration with PVS2 for 60 minutes was
100% survival and regeneration.

Keyword: germination, multiplication, seed
synthetic, regeneration
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1. INTRODUCCION
México es un pais con grandes contrastes geograficos y gran diversidad de climas que
determinan una flora muy diversa, siendo cuarto lugar en biodiversidad a nivel mundial
y centro de origen de innumerables recursos bidticos. Una parte de esta diversidad son
las orquideas, cuya exoticidad, reviste interés econdmico y son consideradas las
ornamentales mas codiciadas a nivel mundial (Avila y Oyama, 2002). La amplia
distribucion del taxa hace que sea de los mas vulnerables por la destruccion de sus
habitats. Dentro de las 35,000 especies de la familia, 1,106 se encuentran en nuestro
pais, de las cuales 44 % son endémicas (Téllez, 2005). A nivel mundial existe una gran
problematica por la pérdida de recursos fitogenéticos, siendo los bancos de germoplasma

una alternativa para el rescate y preservacion de recursos. La crioconservacion es la

2l

conservacion de especies vegetales como complemento a las colecciones y bancos de
germoplasma cldsicos. Proceso que consiste en la preparacion, mantenimicnto vy
preservacion a largo plazo del material vegetal, en condiciones de temperatura de -196
°C (nitrogeno liquido).Es un método rapido, sencillo, no altera la estabilidad genética y
reduce sustancialmente el esfuerzo y costos que representa el mantenimiento de
colecciones de germoplasma vegetal in vivo, asi como el rescate de especies en peligro
de extincion. Trabajos realizados por: Engelmann (1991) y (2000), Thammasiri (2000),
Wood et al. (2000), Flachsland (2004), Ishikawa et al. Y (2004), Hirano et al. (2005),
emplean técnicas para la crioconservacion de orquideas, de los cuales se han obtenido
resultados satisfactorios. Debido a que Laelia speciosa ¢s una especie que se encuentra

en categoria de riesgo en la NOM-039-ECOL-2001, es por ello la necesidad de

conservacion de recursos endémicos de nuestro pais.



I1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Establecer las condiciones in vitro que permitan rescatar, multiplicar, preservar y

caracterizar molecularmente a la orquidea Laelia speciosa (H.B.K.) Schltr).

2.2. Objetivos particulares

1. Desarrollar un protocolo para el cultivo in vitro de la orquidea Laelia speciosa.

2. Emplear las técnicas de encapsulacion-deshidratacion y vitrificacion para realizar

pruebas de crioconservacion de protocormos de orquideas.

3. Caracterizar molecularmente a las orquideas Catleya aurantiaca y Laelia speciosa,

con la técnica de RAPDs.

2.3 Hipétesis

1. La evaluaciéon de medios de cultivo in vitro nos permiten adaptar las condiciones
ideales para el desarrollo de Laelia speciosa, debido a que se estandarizan las
condiciones para su mejor desarrollo.

2. La técnica de encapsulacion-deshidratacion se presenta como la mejor alternativa
para la conservacion de germoplasma a largo plazo de la orquidea Laelia speciosa,
por la mejor proteccion de los tejidos.

3. La técnica de RAPDs agrupar a las especies de acuerdo al género al cual pertenecen

mediante un analisis de agrupamiento.



II1. REVISION DE LITERATURA

3.1. Generalidades de la familia Orquidaceae

3.1.1. Origen

El termino orquidea se deriva del griego Orchis (testis), derivado de los tubérculos
subterrneos de ciertas orquideas silvestres nativas de la antigua Grecia. La familia
Orchidaceae, son monocotiledoneas que comprenden entre 600 y 800 géneros con unas
35,000 especies. Estan distribuidas en zonas tropicales y templadas de todo ef mundo y

se cuentan con mas de 50,000 hibridos (Téllez, 2005).

La flora orquideolégica de México comprende 1,106 especies y subespecies, distribuidas
en 159 géneros. Una de sus caracteristicas mas sobresalientes es la alta proporcion de

especies endémicas aproximadamente 444 especies o subespecies (Soto y Arenas, ! 996).

3.1.2. Importancia Econémica

Las orquideas constituyen un importante recurso para la creciente industria de flores en
nuestro pais. Holanda es el primer productor de orquideas. Tailandia fue el primer pais
en desarrollar este cultivo y Malasia el pafs que actualmente posee la mayor superficie
de produccion; por otra parte Japon es él primer importador mundial de flores cortadas,

y le sigue Europa, donde Italia ocupa el primer lugar (Téllez, 2005).

Meéxico exporté orquideas a 16 paises en el periodo de 1990-1999. Estados Unidos,

Canada, Alemania y Japon resultaron los compradores mas consistentes. Fn e periodo



de 1994-1999 la cantidad de planias exportadas disminuyd paulatinamente, por otro lado
aumentado el volumen de flores exportadas; esto es bueno pues se esta dejando de

exportar germoplasma para exportar solamente flores (Cruz et al., 2003).

3.1.3. Taxonomia y morfologia

Son plantas herbaceas, perennes, terrestres o epifitas y hasta subterraneas; es un grupo
unico de plantas, bastante diferentes vegetativamente, pero se agrupan de acuerdo con
sus caracteristicas florales (Larson, 1982). Existen dos grupos de orquideas de acuerdo
al habito de crecimiento: monopoidales, tienen un crecimiento vertical y presentan raices
aéreas para poder detenerse (Lecoufle, 1999); y simpoidales, tienen un desarrollo

horizontal, presentan rizomas y pseudobulbos que producen rizomas (Caneva, 1991).

Raiz: Son en un principio cilindricas y luego se aplanan; su epidermis estd constituida
por una sola capa de células, cubre el velamen, formado por seis o doce capas de células

alargadas en sentido radial, con espacios aéreos (Lebn, 1987).

Tallo: Puede ser un rizoma, tubérculo, seudobulbo, o cormo; pueden ser erguidos,

postrados o trepadores (Tapia, 19853).

Hojas: Son en la mayoria de las especies gruesas, pero hay delgadas y presentan una

estructura de proteccion contra pérdidas de agua (Bechtel, 1981).

Flor: Tiene un modelo estructural tnico y puede haber desde las grandes de varios

centimetros, hasta las que miden milimetros. Pueden ser solitarias o en inflorescencias



como racimos, espigas, panojas, y por su ubicacion, terminales o axilares (Alderete,
1988). El caliz esta compuesto de tres sépalos coloreados. La corola la componen tres
pétalos internos, dos de ellos laterales y simétricos y uno posterior de forma variable,
llamado labelo, que puede ser entero o lobulado, dentado o espoloneado (Caneva, 1991).
El androceo y el gineceo estan unidos y forman una columna, en cuyo éapice se localiza
la antera con la polinia, estructura donde se aglutina el polen. Por debajo de la antera se
encuentra el estigma donde se deposita la polinia durante la polinizacién. El ovario es

infero, tricarpelar, trilocular, multiovulado y de placentacion parietal (Arditti, 1992).

Semillas: Son extremadamente livianas y se producen en grandes cantidades (Figura
la). La mayoria estan en un rango de 0.05 a 6 mm de largo, con didmetro de 0.01 — 0.9
mm. Se sabe que el peso de las semillas estd en el rango de 0.31-24 pg. El numero de
semillas registrado por fruto oscila desde 20 hasta 4 millones. La testa es usualmente
transparente, con las células de las testas lisas o reticuladas (Arditti y Ghani, 2000). Los
embriones son mucho més pequefios que la testa, por lo que el volumen de la semilla
puede estar ocupado hasta un 96 % por aire (Arditti, 1992). Se calcula que en la

naturaleza sélo germina el 5 %, formando protocormos (Figura 1b) (Arditti, 1982).

Figura 1.a) Semillas y b) Protocormos de orquidea Laelia speciosa



Las orquideas practicamente se encuentran en cualquier lugar del mundo; en selvas
pluviales tropicales, sabanas, y estepas, asi como en las tierras bajas calurosas y regiones
montafiosas frias de hasta 5,000 m de altitud, pero la mayoria se concentran en zonas
tropicales y subtropicales del Oriente Asiatico, ademas de Centroamérica y Sudamérica.

En la actualidad hay mas de 35,000 especies silvestres (Ro6llke, 2002).

3.1.4. Laelia speciosa (H. B. K.) Schltr.

Es una hierba epifita que produce flores grandes de 10 a 16 cm de diametro. Se le
considera como una de las especies mas bellas del género y quiz4 una de las mas
notables de las orquideas como se muestra en la Figura 2. Hay una infinita variedad
floral poco conocida, tanto en su tamaflo, como en su forma, textura y ante todo en su
colorido. El disefio del labelo es tan variable como las huellas digitales y por tanto se
puede decir que cada flor es diferente y unica. Las flores blancas son raras, pero si se

conoce un buen nimero de ellas y muy hermosas (Avila, 1996).

Flor

Tallo o pseudobulbo

Raices ;
Hoja

Figura 2. Planta de L. speciosa, mostrando cada una de sus estructuras.



Se desarrolla en condiciones soleadas, frias y secas. Se localiza en los estados de
Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Michoacan, Querétaro,

Hidalgo, San Luis Potosi y Tamaulipas (Halbinger y Soto, 1997).

Es una planta epifita, simpoidal, que mide entre 18 a 20 cm. Las hojas miden entre 13 a
15 cm, son rigidas. Los pseudobulbos de unos 6 a 30 cm de longitud, son ovoides, v
estan claramente separados. Cada pseudobulbo desarrolla una o dos hojas céreas y
aspecto de cuero de unos 20 cm de longitud. La inflorescencia es en racimo y puede
tener una longitud de 30 cm y llevar ocho flores, las cuales son rosas ¢ purpuras con un

labelo purpura (Halbinger y Soto, 1997).

Florecen en primavera u otofio. Los miembros de este género son facilmente cultivados
y son resistentes a las sequias. El cultivo de cada especie requiere condiciones
especificas que corresponden con las de su habitat natural. Muchas de ellas se pueden
situar en placas, por lo que sus raices pueden recibir corrientes de aire y aguantar ciclos

de humedad 6 sequia (Halbinger y Soto, 1997).

En México se conocen més de 1,200 especies de orquideas (Hagsater et al., 2005). de las
cuales 181 se registran en alguna categorfa de riesgo en la Norma Oficial vigente
(NOM-059-ECOL-2001); 72 son endémicas. 58 en categoria de amenazadas, 107
requieren proteccion especial (Laelia speciosa), 15 en peligro de extincion y una extinta

en la naturaleza (Laelia gouldiana) (Diario Oficial de la Federacion, 2001).
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3.1.5 Cattleya aurantiaca (Batem.) Lindl

La Familia Orchidaceae se divide en seis Subfamilias, donde una de las mas importantes
es la Epidendroideae por ser la mas evolucionada y ademas comprende al 90 % de las
especies de las orquideas americanas. Dentro de Epidendroideae existen varias tribus y

subtribus, una de las cuales es la Subtribu Laeliinae, que incluye el género Cattleya

(Garcia, 1995).

El género cattleya es originario de las alturas medias de América Central y Sur América.
En el mundo se encuentran cerca de 65 especies diferentes (Kuan y Gonzalez, 1993).
Las especies de este género se han dividido en dos grupos: las Cattleyas labiatas o
unifoliadas, que tienen una sola hoja que sale del apice del pseudobulbo, sus flores son
grandes y pétalos anchos y vistosos. Normalmente producen dos o tres flores, que se
mantienen por 1 a 4 semanas, ocurriendo un maximo de dos floraciones al afio. Las
especies mas representativas de este tipo son C.mossaie, C. aurantica (Figura 3), C.
trianaei, C. dowiana, C. gaskelliana, C. lawranceana, C. lueddmanniana, C. mendellii,

C. percivaliana, C. schroederae, C. warnerii, C. warscewiczii, C luteola, C. maxima

(Horich, 1980).

Figura 3. Flor de Catleya aurantiaca.



El otro grupo es el de las bifoliadas, porgue tienen dos y algunas veces tres hojas, muy
diferentes al tipo labiata (Horich, 1980). Tiene flores pequefias (en racimos de veinte o
mas flores) pero frecuentemente de color mds intenso y variado que las unifoliadas,
ademas de tener mejor textura. Dentro de este grupo se puede encontrar entre otros a C.
bicolor y C. skinneri. Los hibridos entre estos dos grupos han producido flores donde se

combinan las mejores caracteristicas de ambas (Kuan y Gonzalez, 1993).

La mayoria de este grupo crece como epifitas en el lindero de los bosques o en la copa
de los drboles, donde reciben luz fuerte pero indirecta (Kuan y Gonzalez, 1993). Son
plantas perennes con rizoma corto cubierto por bracteas apergaminadas y caducas. i.as
raices son cilindricas, verdes al inicio formando un velamen de varias capas, grisiceo o
blanco verdoso en la madurez. Los pseudobulbos son redondeados, cilindricos o
fusiformes, cubiertos por bracteas papiraceas basales caducas, los cuales constituyen una
defensa contra la sequia periddica. Las hojas pueden ser lanceoladas o elipticas, obtusas,

coridceas o carnosas, lisas, sésiles (Rodriguez ef ai., 1986).

En el caso de cattleyas con inflorescencia, ésta es terminal, racimosa, subtendida por una
bractea espatacea, generalmente con pocas flores, grandes y llamativas, resupinadas. Las
flores poseen un ovario pedicelado y cilindrico. Los sépalos son iguales, libres, patentes
o ligeramente reflexos. Los pétalos son semejantes a los sépalos aunque generalmente
mas anchos. El labelo es sésil, simple o trilobulado. Los 16bulos laterales envuelven la
columna. En algunas especies los 6bulos laterales y el medio son totalmente diferentes,
en otras son continuos. La columna es fuerte, cilindrica o subclaviforme, ligeramente

arqueada, terminada en tres dientes. La antera es terminal, incumbente, operculada de



dos celdas, cada una de ellas divididas por un septo longitudinal. Los polinios son
cuatro, céreos, eliptico-ovados, paralelos y ligeramente comprimidos, con caudiculas
prominentes. El estigma es entero (Rodriguez ¢ al., 1986). Para florecer necesitan uz
abundante, pero no directa. La luz acelera el proceso de crecimiento de la planta para la
floracién (Horich, 1980). Toleran climas calientes si se les de la adecuada ventilacion y
humedad. La temperatura perfecta es entre 65 y 75° F (Horich, 1980) y la humedad

relativa de 50 % y 80 % es ideal (American Orchid Society, 1995).

3.1.6 Problematica en la familia Orquidaceae
La familia Orchidaceae es uno de los taxa mas vulnerables debido a la destruccion y
transformacion de sus habitats, aunado a ello existe una gran cantidad de extraccion

masiva de plantas silvestres, debido a su alto valor comercial (Avila y Oyama, 2002).

Cada afio se venden plantas o segmentos de €stas en las carreteras y en los mercados del
sur y centro de México (Hernandez, 1992). Se considera que el nimero de flores con
uno o dos seudobulbos, vendido en la Ciudad de México es del orden de miles, a cientos
de miles, cada temporada; en la época de méaxima floracion se estima que se venden
alrededor de 1,500 flores diarias. En el estado de Michoacan se calcula que se extraen
alrededor de 6,000 plantas o segmentos de éstas al afio, las cuales generalmente estan
destinadas a morir. La extraccion de flores ha traido severas consecuencias en la
produccion de semillas de las poblaciones silvestres, e incluso, en algunos sitios las

poblaciones estan declinando porque el reclutamiento de nuevos individuos es nulo

(Avila, y Oyama, 2002).



3.1.7 Germinacion de semillas

Las semillas de orquideas son mindsculas y contienen pocas reservas de alimento.
Usualmente estas semillas no germinan en medio naturales a menos que sean infectadas
por una micorriza, la misma que abastece a las plantas jovenes con azlicares y nutrientes
que necesitan hasta que sean lo suficientemente grandes para fabricar su propio
alimento. Cuando la semilla germina produce una masa indiferenciada de células
llamada protocormo (Figura 1b). Los protocormos de las orquideas epifitas son

comunmente verdes, lo que posibilita producir parte de su alimento (Sheena, 2000).

La germinacion se define como el momento en que la radicula rompe la testa; en
cambio, los analistas de semillas que se rigen por las Normas Internacionales de la
ISTA, la definen como el momento en que las plantulas surgidas de las semillas estén
completas y se puede apreciar la integridad de sus estructuras. Desde el punto de vista
agrondmico se considera que la germinacion termina cuando las plantulas normaies se

han desarrollado lo suficiente para emerger del terreno (Moreno, 1996).

Hay dos tipos bésicos de germinacion in vitro: simbidtica y no simbidtica (Sheena,
2000). En la germinacion simbidtica, las semillas se siembran con una pequefia porcién
del hongo micorriza apropiada. El hongo crece en el medio, coloniza a las semillas en
proceso de germinacion y se origina una relacion simbidtica que se espera alimente al
protocormo hasta que éste produzca hojas y se vuelva autotrofico. Esta técnica es usada
para la propagacion de orquideas en zonas templadas. Tiene la ventaja de usar un medio
simple, y las plantas micorrizales suelen ser més fuertes y resistentes a infecciones que

sus contrapartes cultivadas asirabidticamente (Sheena, 2000).



La germinacién asimbiética es usualmente usada en la propagacion de orquideas
tropicales, las mismas que tienden a crecer facilmente en comparacion con sus parientes
en zonas templadas. El medio usado para la germinacion asimbiotica es mas complejo
que para la germinacion simbidtica, ya que todos los nutrientes organicos e inorganicos
y los azilcares deben estar disponibles para la orquidea en una forma apropiada pues no

existe la intermediacion del hongo (Sheena, 2000).

El cultivo de tejidos in vitro ha revolucionado la propagacion vegetativa de las
orquideas, esta técnica tiene la ventaja de producir miles de plantas en lapsos maés cortos,
permite seleccionar aquellos materiales vegetales libres de enfermedades; ademas, se
tiene una mayor uniformidad y da posibilidad de una rapida multiplicacién de un

genotipo importante (Pierik, 1990).

La germinacion de las semillas tiene lugar de la siguiente forma: el embrién absorbe
agua a través de la testa aumentando de volumen. Después se inicia la division celuiar, el
embrion rompe la cubierta seminal. Posteriormente se forma una estructura de tipo
protocormo, a partir del agregado de células y sobre aquél puede distinguirse un
meristemo del vastago. Tan pronto se inicia la division de érganos, comienza un periodo
de crecimiento intenso. Con la presencia de luz el protocormo adquiere un color verde y
se desarrollan hojas. Las raices auténticas se desarrollan de forma endégena y los

rizoides pierden funcion y desaparecen (Pierik, 1990).
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3.1.8 Métodos de propagacion in virro

A partir de la obtencidn de los cuerpos protocormicos (PLBs, protocorm like bodies) que
tienen mucha semejanza (formacion de rizoides, formacion espontanea o inducida de
protocormos) a los que se forman después de la germinacion de las semillas, se produjo
una revolucidn en la propagacion de las orquideas, ya que a veces este protocormo se
divide en forma espontanea, pero ésto generalmente se consigue dividiéndolo en
porciones, de ésta forma se produjeron millares de plantas, a partir de un explante, esto

es posible dado que el protocormo se encuentra a la mitad de desarrollo (Sheena, 2000).

Por medio del cultivo de un punto de crecimiento se disecta de la planta y se cultiva en
un medio estéril especial, se forma una masa de proliferacion de tejido y se desarrollan
pequefios protocormos. Antes de que se desarrolle el tallo, el protocormo se corta en
secciones que son transplantadas a un nuevo medio con intervalos mensuales y por
medio de una seleccion consecutiva se prosigue este proceso de multiplicacion. Cuarido

un protocormo se deja de cortar, forma plantulas (Hartmann y Kester, 1971).

Se puede sembrar semillas a partir de capsulas verdes o a partir de semillas secas
(Shenna, 2000). Siembra a partir de cdpsulas verdes. El interior de las capsulas de
orquideas se mantiene estéril si las capsulas estan intactas. La veniaja de este método es
que no se requiere de la esterilizacion de las semillas. Ademas, algunas semillas tomadas
de capsulas casi maduras podrian germinar maés rapido que las provenientes de capsulas
maduras a causa de los mecanismos de dormancia. Siembra a partir de semillas secas.
Una vez que la cdpsula es abierta, las semillas dejan de ser estériles y requieren de un

proceso de esterilizacion. Comtnmente, se utiliza una solucién de hipoclorito de sodio.
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Las semillas se agitan dentro de la solucion, luego se enjuagan con agua destilada y se

siembran en el medio preparado.

3.1.9 Medios de cultivo in vitro

Esencialmente, los medios de cultivo comparten aproximadamente los mismos
elementos, sélo que en diferentes proporciones segiin las necesidades de la especie.
Estos componentes son: sacarosa, macroelementos, microelementos, vitaminas. agar,

aminoacidos y reguladores de crecimiento (Pierik, 1990).

El medio debe tener consistencia dura, ya que las semillas deben sembrarse sobre el
medio y no dentro de éste ya que se puede presentar deficiencia de oxigeno. Las semilias
de la mayoria de las especies germinan mejor a un pH de 4.5, recomendandose un rango
4.8-5.8 (Arditti, 1972). Segln investigaciones recientes, el mejor medio para la
germinacién de semillas de orquideas in vitro es Murashige y Skoog (1962) pues al
compararlo con el Knudson (1925) y Vacin y Went (1993), presenta el menor nimero de

dias para que las semillas se tornen verdes y con mayor peso seco (Zeigler, 1967).

Actualmente se utilizan algunos reguladores de crecimiento para estimular el desarrollo
de PLBs como son lo siguientes; ANA 0.1 mgl' + BA | mg1" (Serrano, 2004),
extracto de malta (500 mg"") + kinetina (0.3 mg-1™"), caseina hidrolizada (500 mg-1™y +
kinetina (0.3 mg1"), sulfato de adenina (160 mg1") + BA (0.3 mg1™"), 2.4-D (0.3 mg-I
", 2,4-D (0.1 mg1™"), BA (0.3 mg-1™"), sulfato de adenina (80 mg-I™") + BA (0.3 mg-1")

(Aguilar, 2006).
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Luz: Es el principal factor que determina la calidad de las plantulas, ya que propiciard la
fotosintesis y el crecimiento. Se recomienda usar de 12 a 16 horas de fotoperiodo, en

tubos fluorescentes a una intensidad de 1290 lux (Pierik, 1990).

Temperatura: La temperatura 6ptima para la germinacion de la mayoria de las orquideas
estd entre 20 y 25 °C. Aunque algunas especies requieren de frio durante varios

periodos, antes o después de ser germinadas (Pierik, 1990).

3.2 Semilla sintética o artificial

La idea de producir semillas sintéticas o artificiales, surge del fendmeno de
embriogénesis somatica, descrito por primera vez por Reinert y Steward (195%). Sin
embargo, un gran propulsor de su utilizacion para la propagacion a gran escala de
plantas fue Murashige (1925), quien en un simposio realizado en 1977 en Ghent
(Bélgica), presentd formalmente la idea de la produccion de las semillas sintéticas,
entendiendo como tal a un simple embrién somatico encapsulado. Esta semilla se
diferencia de la semilla verdadera en que el embrién es somatice (producido por el
fenomeno conocido como embriogénesis somatica) y no cigotico, y que si tiene
endospermo y cubierta, éstos son artificiales. Esta semilla, puesta en condiciones

adecuadas, germina y se convierte en una planta (Rey y Mroginski. 2004).

Una semilla sintética o artificial debe considerarse aquella en donde se tenga a un
embridn somatico encapsulado en estado de latencia, preferentemente con un bajo
contenido de humedad, con un endospermo artificial que contenga reservas nutritivas.

substancias e incluse microorganismos que aseguren su liberacién y manejo tecnolégico



adecuado en invernadero o en campo. Sakamoto et al. (1994) menciona que las semillas
sintéticas son definidas como embriones sornaticos encapsulados, los cuales funcionan

similarmente a las semillas y pueden desarrollarse bajo condiciones estériles.

El requerimiento mas importante para que una semilla artificial pueda ser usada en la
propagacion clonal masiva de plantas es la alta conversion, ademds de presentar
sincronizacion en la maduracién y uniformidad bajo practicas de siembra en charolas o

semilleros, en invernadero o en campo (Sakamoto ef al., 1994).

3.2.1 Tipos de semillas sintéticas

Las semillas sintéticas pueden fabricarse de diferentes maneras. Bésicamente pueden
utilizarse embriones hidratados, tal como resultan del proceso de embriogénesis
somdtica, o bien, pueden ser desecados. En algunos casos, estos embriones estan
protegidos por cubiertas protectoras (Rey v Mroginski, 2004). De esta manera se pueden

distinguir cinco tipos basicos de semillas sintéticas:

1) Semillas sintéticas con embriones desecados sin cubierta. Se trata de un sistema
muy simple donde los embriones son desecados hasta alcanzar porcentajes de humedad
del 8 al 20 % y no estan provistos de ninglin tipo de cubierta protectora.

2) Semilias sintéticas con embriones somaticos desecados y provistos de cubierta
protectora. Se utilizan embriones recubiertos con polyoxietileno y luego desecados.

3) Semillas sintéticas con embriones hidratados sin cubierta. Consiste en la
utilizacion de los embriones somaticos tal como resultan del proceso de embriogénesis

somatica, sin ningun tipo de cubierta protectora.



4) Semillas sintéticas con embriones sométicos hidratados suspendidos en un gel.
Consiste en la inclusion de varios embriones en un de tubo que contiene un gel viscoso.

5) Semillas sintéticas con embriones somaticos hidratados y provistos de una
cubierta protectora. Es el sistema mas usado. Los embriones no estan sujetos a la
desecacion, que constituye la principal causa de los bajos valores de conversion en
plantas. Una de las técnicas mas utilizadas consiste en lograr la formacion de una
cubierta protectora de alginato de calcio, compuesto que no es téxico para el embrion y
permite una rapida encapsulacién. El proceso es muy simple y consiste basicamente en
sumergir a los embriones somaticos en una solucion de alginato de sodio al 3 %,

pasandolos luego a una solucién acomplejante de 0.1 M de CaCl,.

3.2.2 Produccion de semillas sintéticas

Se han desarrollado dos sistemas para la obtencion de semillas sintéticas (Saiprasad,

2001), que son los siguientes;

a) Sistema hidratado (encapsulamiento)
e Establecimiento de embriogénesis somatica
®» Maduracion de la embrogénesis somatica
e Produccidén masiva de embriones somaticos
e Estandarizacion de la encapsulacion
e Estandarizacion del endospermo artificial
e Produccién masiva de la semilla sintética

e Establecimiento en invernadero y campo
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b) Desecacion
e Promocién de desarrollo de embriones somaticos en un medio con alta
osmolabilidad.
e Deshidratacion gradual de embriones somaticos
e Cultivo posterior después de la deshidratacion para adquirir foto-autotropismo

natural y los materiales de reserva.

3.2.3 Calidad de la semilla sintética

Otro aspecto de gran importancia tecnoldgica es el contar con semillas sintéticas que.
ademas de no generar variantes somaclonales, tengan un alto porcentaje de conversion
en plantas cuando éstas son sembradas en el suelo. Este aspecto se ve afectado por
varios factores, entre los que figuran el tipo de embrién, la calidad del endospermo
sintético, la dureza de la capsula y la proteccion contra agentes patdgenos.
Generalmente, la carencia de embriones de calidad es el factor limitante para la
produccion de semillas sintéticas. Los mismos deben poder generarse rapidamente. en
grandes cantidades. sin fusionarse entre si, ni formar callos. Deben desarrollarse de
manera sincronizada y convertirse rapidamente en plantas. Es altamente deseable que
conserven su viabilidad por largo tiempo en condiciones de laboratorio o preservados en
refrigeradores comerciales (Rey y Mroginski, 2004). El endospermo sintético tiene que
proteger y nutrir al embrién hasta que germine y pueda crecer autotrdficamente y
generalmente esta compuesto de los mismos medios de cultivo que se usan para inducir
la germinacion in vitro de los embriones. Estos medios contienen macro vy
micronutrientes, vitaminas, sacarosa y sustancias reguladoras de crecimiento (Rey y

Mroginski, 2004).
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3.2.4 Encapsulacion con alginate

El alginato es una cadena linear, hidrofilita. El principio del proceso de encapsulamiento
es que las gotas de alginato de sodio conteniendo los embriones somaticos, cuando son
puestos en una solucion de CaCl, se forman gotas redondas y firmes, esto se debe al
intercambio de iones entre el Na* en alginato de sodio con Ca” en la solucién de CaCl.
La dureza o rigidez de la capsula depende principalmente del nimero de iones de sodic
intercambiados con los de calcio. En general, 3 % de alginato de sodio en CaCl,, ha
dado dichas caracteristicas para la produccion de semillas sintéticas (Saiprasad v
Polisetty 2003). El tamafio y forma de las capsulas se controla con el diametro de la
punta de una pipeta y las concentraciones de los reactivos. Posteriormente, el embrion
encapsulado se coloca en un medio de conversidén (germinacién), para obtener una

plantula (Instituto Politécnico Nacional, 1997).

Las concentraciones tanto de alginato como de cloruro son importantes, ya que de
acuerdo con Sitakama y Pradeep (2000), altas concentraciones de alginato 6-8 % no son
convenientes porque las gotas se endurecen tanto como para causar retrazo en la
germinacion, mientras que gotas formadas usan bajas concentraciones (2 %), son muy

fragiles al momento de ser manejadas. En cuanto al CaCl,, bajas concentraciones (25-50

mM) afecta la calidad de la capsula.

La concentracion adecuada tanto para el alginato de sodio como para el cloruro de
calcio, asi como el tiempo requerido para endurecer las cépsulas, varia dependiendo de

la especie, células, tejido u érgano utilizado (Piccioni y Standardi, 1995).



3.2.5 Antecedentes en la encapsulacion de orquideas

Existen avances favorables en la encapsulacion de PLBs en Spathoglottis alicata,
Dendrobium spp., Phaius torkenvillae, Geodorum densiflorum, se ha encontrado una
buena forma de manejar y almacenar PLBs, en esta Gitima orquidea, la cual se trata de
una especie en peligro de extincion. En Geodorum sp., 30 dias después de la
germinacion, los PLBs fueron puestos en el medioc Knudson C, en una solucién de
alginato al 4 % endureciendo las gotas en una solucion de 56 mM de CaCl,, por un
tiempo de 15 a 20 min. En Dendrobium “Sonia” las mejores encapsulaciones de los
PLBs fueron en 3 % de alginato de sodio en 75 mM de CaCl, (Data et al., 1999;

Saipraisad y Polisetty, 2003).

Los PLBs encapsulados de la orquidea Geodorum contienen el medio Knudson C,
suplementado con agua de coco (15 %), peptona (2 mgl'), BAP 2 mgl") v ANA
(mg1"), mostraron induccién al crecimiento después de dos semanas.
Subsecuenterente, los PLBs emergieron rompiendo la matriz de alginato, estableciendo
contacto con el medio de cultivo, es decir un subcultivo en el mismo medio y después de
6 a 8 semanas se obtuvieron plantulas; en este estado se tuvo un 80 % de germinacién.
Estas semillas fueron almacenadas a una temperatura de 4 °C, en cajas petri, reduciendo
su porcentaje de viabilidad conforme se mantienen mds tiempo en almacenaje; en 180

dias presentaron un porcentaje de conversion del 70 % (Data et al., 1999).

La orquidea Dendronium “Sonia” en una matriz de encapsulamiento preparada con
medio MS (1/3) suplementado con 0.44 uM de BA y 0.54 uM de ANA. dio 100 % de

reconversion de PLBs a plantas después de haber sido almacenadas. Una viabilidad
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mayor de 85 % de los PLBs encapsulados se¢ puede llegar a observar a 75 dias en 4 °C en
PLBs encapsulados de Dendrobium, Oncidium, y Catleya a 4 °C llegar a mostrar un 88
% de germinacion después de 75, 60 y 30 dias, respectivamente. Todas las plantas
sobreviven agregando al medio porciones de carbon de madera o porciones de ladrillo
(Saiprasad y Polisetty, 2000). Serrano (2004) encapsulé PLBs de Phalaenopsis sp., con
alginato de sodio a 3 % y utiliza cloruro de calcio a 75 mM (11 g-I'") en un tiempo de 10
a 15 minutos. La capacidad de conversion y un tamafio compacto de las unidades
encapsuladas dan como resultado una planta bajo condiciones no estériles (Mamiya y
Sakamoto, 2001), por lo que sugieren realizar un tratamiento de pre-encapsulamiento,

agregando AIA (28.5 pM) en medio MS con 3 % de sacarosa durante una semana.

3.3 Conservacion de recursos

3.3.1 Conservacion in situ 'y ex situ

El desarrollo urbano, agricola e industrial, ha producido alteraciones en el entorno, lo
cual ha repercutido en la reduccidn de las areas de bosques en los Gitimos cuarenta afios,
por lo que es importante plantear nuevos paradigmas en educacién, conservacion,

rescate, reproduccion y uso sostenible de las orquideas (Garcia, 2000).

Los sistemas de conservacion ex situ surgen como una medida complementaria a los
mecanismos de conservacion in situ, orientados principalmente a resguardar el material
genético de las especies de importancia para el mejoramiento genético, la industriz
alimenticia, farmacéutica, maderera, etc., permitiendo la conservacion de especies
vulnerables a procesos de erosién genética. La conservacién ex situ se refiere al

mantenimiento de los organismos fuera de su habitat natural, conservando especies
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amenazadas y recursos genéticos en bancos de semillas, bancos genéticos in vitro,

bancos de genes, colecciones de campo vy jardines botanicos (Seguel, 2001).

Existen variadas estrategias de conservacion de recursos fitogenédticos, las cuales
dependeran del tipo de germoplasma y de los objetivos de la misma. La conservacion,
no se limita a la consecucion y posesion fisica de los materiales, sino que requiere
asegurar la existencia de éstos en el tiempo en condiciones viables y con sus

caracteristicas genéticas originales (Jaramillo y Baena, 2000).

Existen sistemas de conservacion ex situ en donde la finalidad es preservar organismos
en un medio distinto a aquel en el cual evolucionaron. Una parte esencial en sisternas de
conservacién de germoplasma ex situ, como los bancos de semillas ¢ almacenamiento a
largo plazo, es la ejecucion de pruebas cuantitativas de germinacién y crecimiento a
partir de las cuales se establece la viabilidad y longevidad de una muestra de semillas, de
este modo se obtiene el conocimiento con respecto a la capacidad de sobrevivencia de
las mismas. Este tipo de conservacion minimiza el envejecimiento, evita la destruccion
del material, disminuye la pérdida de viabilidad y permite disponer de material para la

reproduccién de germoplasma silvestre (Santos ef al., 2006).

3.3.2 Conservacion in viiro

Otro sistema ex situ se realiza por medio del cultivo de tejidos vegetales, el cual se basa
en la totipotencialidad celular para la obtencion de plantas completas. Con estas
metodologias se pueden controlar relativamente los procesos morfogenéticos,

fisiologicos y bioquimicos de los tejidos. Ei mantenimiento de células. tejidos u drganos



ocurre in vitro, el explante desarrollara las distintas partes de la planta hasta obtener un
individuo completo. Cada cierto tiempo hay que tomar un nuevo explante y repetir el
proceso, lo que genera una técnica que requiere trabajo continuo, ademas de ser un

método caro que debe optimizarse para cada especie (Santos et al., 2006).

Al elegir el procedimiento se debe tener siempre presente la especie de que procede, su
ciclo ontogénico, la parte utilizada de la planta (semillas, tejidos, células o protoplastos),
su estado vegetativo y su futuro destino: cultivo y el tiempo que el material vegetal

tiene que permanecer conservado (Santos et al., 2006).

En el almacenamiento del material vegetal, normalmente se usan los siguientes posibles
procedimientos:

Crecimiento lento: es ampliamente aplicable, puede ser usado en tallos organizados.
Consiste en la depresion de metabolitos por medios fisicos o quimicos.

Interrupcion del crecimiento por medio de criopreservacion: su mayor éxito se alcanza
en cultivos celulares y de meristemo de tallo. Consiste en la preservacién del material
vegetal por congelacion.

Desecacion por el frio (liofilizacion), este método se usa excepcionalmente,
particularmente al polen, y es mas amplia su aplicacién en microbiologfa.

Con respecto al uso del cultivo in vitro como técnica de conservacion, la posibilidad de
que se genere variacion somaclonal, es decir, alteraciones genéticas de los materiales
conservados in vitro en relacién a la planta madre, situacion no deseada desde el punto
de vista de la conservacién de germoplasma. Algunas de estas variaciones son

heredables mientras que otras son epigenéticas, de los tipos reversibles v no hereditarios.



La variacion somaclonal puede ser atribuida a diversos factores como los medios de
cultivo, los reguladores de crecimiento, el tipo de explante y el nimero de subcultivos.
Por lo tanto, es importante manejar los factores que inducen variacion somaclonal y
evaluar posibles alteraciones, utilizando analisis citoloégicos y/o moleculares en los

materiales conservados in vitro (Seguel, 2001).

3.3.3 Principales problemas de la conservacion de recursos

Existe una infraestructura minima adecuada para la conservacion ex sifu de recursos
fitogenéticos, es decir, bancos de germoplasma de semilla, y en algunos la
infraestructura para la mantencion de colecciones in vitro. El problema comin es la falta
de recursos para desarrollar actividades propias de mantenimiento de las colecciones,

situacion que conduce a que los bancos de germoplasma sean solamente depositos de

semillas (Seguel, 2001).

3.4 Conservacién a largo plazo

La conservacion de germoplasma comienza a ser una herramienta de gran utilidad para
la conservacion de recursos fitogenéticos. Las técnicas basadas en el cultivo in vitro se
estan haciendo imprescindibles para la conservacion ex sifu. Mas de cuarenta géneros y
sesenta especies de plantas lefosas han sido objeto de intensos estudios para iograr
protocolos viables de crioconservacion. El paso mas critico para lograr un protocolo
viable es reducir el contenido de humedad del material a conservar evitando asi la

formacion de cristales de hielo (Toribio et al., 2000).
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modificaciones o alteraciones. Sin embargo, el éxito del proceso dependerd del
acondicionamiento que se le dé al material para que resista tanto el congelamiento como
el descongelamiento. El acondicionamiento consiste en provocar una deshidratacion
protectora en las células y tejidos de manera que se evite o disminuya la formacion de
cristales de hielo que provoca grandes dafios en las membranas de las células (Villalobos

y Engelman, 1995).

En plantas, la posibilidad de crioconservar desde células hasta o6rganos ha sido
demostrada ampliamente, al igual que su utilidad para la conservacion de germoplasma
y de material generado en condiciones de laboratorio (McLellen y Day, 1995;
Abdelnour, 1996). A partir de que se reportan las primeras investigaciones en
crioconservacion de tejidos vegetales resistentes a las bajas temperaturas, se han
desarrollado y aplicado estas técnicas a otras especies vegetales. El almacenamiento en
nitrégeno liquido es utilizado para conservar diferentes materiales, con caracteristicas
especificas, como puede ser, suspension de células, protoplastos, callos, polen,
embriones, apices, y para el caso de orquideas semillas o protocormos (Engeimann,
1991; Sangran-Norreel e al., 1991; Takagi, 2000). No obstante los recientes progresos
en los estudios de criobiologia de material vegetal, la crioconservaciéon de plantas no
tolerantes al frio, en especial las tropicales, ha sido menos investigada a causa de {a

sensibilidad a las bajas temperaturas y a la desecacion (Takai, 2000).

La obtencion de un protocolo ideal para criopreservar es dependiente del conocimiento
de las propiedades fisicoquimicas de la célula o ¢l tejido, puesto que este proceso estd

afectado por diferentes variables como especie, tipo y estadio de la célula a congelar.
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Las células tienen diferentes tamafios y manejan diferente composicién de solutos, v el
éxito de la criopreservacion esta correlacionado con la complejidad de los sistemas

biologicos congelados (Avila, 2006).

La crioconservacion es considerada un método alternativo para la conservacion a largo
plazo de los recursos fitogenéticos. Los resultados obtenidos en este campo han
demostrado su disponibilidad y aplicacién a muchas otras especies (Niino et al., 1998).
Esta técnica es practica y asegura el requerimiento de espacios pequefios, en donde el
material almacenado queda protegido de la contaminacién y las necesidades de
mantenimiento son muy pocas, representando una opcion de almacenamiento a largo

plazo y costos bajos (Rao, 2004).

3.4.2 Principios basicos de la crioconservacion

El método de congelacién, la deshidratacion y la utilizacion de sustancias
crioprotectoras, son los recursos existentes para reducir al méaximo los dafios que se
producen en la célula durante el proceso de congelacion. Al formarse el hielo causa por
si mismo dafios celulares, estos se agravan debido a que se produce el fenémeno de
recristalizacion, que consiste en que los cristales de hielo se forman en el interior de la
célulay durante el proceso de congelacion se derriten y vuelven a formarse dando lugar
a estructuras termodindmicamente mas estables, es decir, cristales méas grandes con un
efecto sumamente dafiino que provoca una extensa destruccion de estructuras

protoplasmaticas y la lisis celular (Westendorp y Encina, 2004).



El agua se congela a 0 °C y existe en ellas un nlicleo para la cristalizacion (particulas de
polvo, macromoléculas o la misma pared del contenedor) conocido por los criobidlogos
como nucleo heterogéneo (Meryman y Williams, 1985). En ausencia de este nicleo, el
agua puede ser sub-enfriada a -40 °C, temperatura que es conocida como temperatura de
nucleacion homogénea de hielo, esto se refiere al proceso en que, por debajo de los 40
°C, todo el agua existente en el tejido se convierte en hielo. A temperaturas mas bajas de
-40 °C, ocurren agrupaciones de moléculas de agua, formando cristales de hielo
expandiéndose por todo el material biologico. Cuando el agua se convierte en hielo
(nucleacion) se presentan eventos exotérmicos (desprendimiento de calor en forma
desordenada) los cuales liberan energia como calor latente de fusion (Meryman vy

Willims, 1985).

En el sistema de congelacion lenta, el hielo comienza a formarse desde el exterior hacia
el interior de la célula. El agua sale hacia el exterior del citoplasma y la vacuola,
provocando una diferencia de potencial osmotico que causa un aumento de
concentracion del soluto en el interior celular, y esto va en detrimento de la posibilidad
de supervivencia de la célula. En el caso del sistema de congelacion rapida ocurre lo
contrario: se forma hielo desde el interior celular al exterior. El agua entra y la diferencia
de potencial osmético provocada es menor que en el método lento, por lo que los dafios
celulares debido a una alta concentracion de solutos no son tan criticos y los dafios por el

hielo persisten (Westendorp y Encina, 2004).

Cuando la temperatura no es tan baja como para que se forme hielo en el tejido, tiene

lugar el llamado dafio por enfriamiento, relacionado con el hecho de que los fluidos
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celulares de la plantas pueden mantenerse en estado liquido a temperaturas inferiores al
punto de congelacion, fenémeno conocido como sobreenfriamiento. Los dafios por
enfriamiento incluyen lesiones generalizadas en las membranas celulares, producidas
porque los lipidos que las componen sufren una transicion de fase y pasan del estado de
liquido cristalino, que es el fisiologico, al de sélido cristalino o gel. Las alteraciones en
las membranas van acompafiadas por considerables cambios en su permeabilidad.
También se dafian las mitocondrias y compartimientos intracelulares en los que ocurre la

respiracion (Westendorp y Encina, 2004).

A temperaturas muy bajas, se forma hielo en los liquidos intra o extracelular y se
produce el llamado dafio por congelamiento. La formacién de hielo intracelular es casi
siempre letal, presumiblemente porque los cristales de hielo lesionan las membranas
internas de las células; el fendmeno, sin embargo, es poco frecuente, ya que requiere
descensos bruscos de la temperatura, que pocas veces acontecen en la naturaleza.
Generalmente, la aparicién de hielo ocurre en las soluciones acuosas del espacio
extracelular, en las cuales el hielo formado no incluye las sales, que permanecen en el
agua no congelada, con ¢l consiguiente aumento de su concentracion en ella; esto tltimo
provoca la transferencia, por 6smosis, de agua desde las células al medio extracelular ¥y
la  consecuente deshidratacion celular, causante de alteraciones metabolicas

generalizadas. La velocidad de descongelamiento, si es elevada, contribuye al dafio,

porque la célula no logra reparar a tiempo las fisuras ocasionadas por el congelamiento

(Westendorp y Encina, 2004).
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La crioconservacion de tejidos biolodgicos es posible solo si se evita la formacion de los
cristales de hielo intracelularmente, si esto no ocurre, causa dafios irreversibles a las
membranas celulares, dando como resultado una destruccion de su permeabilidad (Panis
y Lambarri, 2005). La formacién de cristales solo puede evitarse con vitrificacion, que
se refiere al proceso de transicion de una solucidn acuosa a un estado amorfo, cristalino
0 viscoso (Panis y Lambardi, 2005). Para que una célula se vitrifique debe reunir dos
aspectos que son: tasa rapidas de congelamiento y una solucién celular altamente
concentrada. Las tasas altas de congelamiento (6 °C/seg) se alcanzan normalmente
poniendo los explantes en crioviales y sumergiéndolos rapidamente en nitrogeno liquido,
mientras que las tasas de congelamiento ultra rapidas (60-130 °C/seg) se logra con el
protocole de vitrificacion de gota, en donde las muestras son inmersas directamente a -
196 °C sobre gotas de solucidn crioprotectora colocadas en laminas de papel aluminio

(Schafer y Shumacher, 1997).

De acuerdo con Mazur (1984), los periodos criticos para la supervivencia celular durante
la criopreservacion son: la fase inicial del enfriamiento y el periodo de retorno a
condiciones fisiologicas. Las membranas celulares son las estructuras que sufren mayor
dafio en los procesos de congelacion en general, debido a la pérdida de fluidez de sus
componentes lipidicos. La transicién de lipidos fluidos a sélidos se presenta a
temperaturas entre 10 y 16 °C alterando todas las funciones de la membrana y
confiriéndole un alto grado de fragilidad (Grossmann y Santalé, 1991). La bajas
temperaturas y la rapidez con la que suceden los cambios osméticos en los procesos de
congelacion y descongelacion hacen muy dificil el movimiento de moléculas a través de

la membrana mediante procesos de transporte activo (dependientes de ATP), la
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disminucidn de temperatura desde 25 °C a 10 °C reduce en un 60 % la actividad de las
bombas dependientes de ATP y la difusion facilitada o como transporte, en
consecuencia, los procesos de difusion y 6smosis son los que predominan en los

momentos de estrés osmético (Avila, 2006).

La difusion es el proceso mediante el cual las moléculas de una sustancia tienden a
alcanzar una distribucion homogénea en todo el espacio que les es accesible. La dsmosis
es el movimiento del agua desde soluciones con baja concentracion hasta soluciones con
alta concentracion de soluto; y la presion osmética es la presion hidrostatica que se
genera a través de una membrana con un gradiente de concentracion al lado y lado
(Avila, 2006). La lesion celular crio-inducida se explica en funcidn de la formacion de
hielo intracelular y el estrés osmético al que se ven sometidas las membranas celulares
durante la congelacion, Merryman propone la hipdtesis del volumen celular minimo que
relaciona el efecto de ta deshidratacion producida durante la concentracion de solutos y
la muerte celular con la vuelta a las condiciones isotonicas después de la congelacion
(choque osmotico), el volumen celular minimo se basa en que el volumen se reduce la
relacion a el aumento de la osmolaridad extracelular; a medida que la célula pierde
volumen por la pérdida de agua, la compresion del contenido citoplasmatico aumenta la
resistencia de la célula a seguir perdiendo volumen, y al excederse la resistencia fisica de
la membrana se produciran cambios irreversibles en su permeabilidad, en este casc los
crioprotectores actuarian reduciendo, la cantidad de hielo formado a una temperatura

determinada (Avila, 2006).



3.4.3 Seleccién y preparacion del germoplasma para crioconservar

La adquisicion del germoplasma es de suma importancia para poder almacenarlo a largo
plazo. Esta técnica es aplicable a semillas frescas o partes vegetativas (dpices y yemas),
tomando en cuenta su previo manejo in vitro (Benson, 1999). Se deberdn tomar en
cuenta factores como la estructura genética de la poblacion y el germoplasma disponible.
Se pueden almacenar apices, meristemos, semillas, embriones cigéticos y somaticos,
polen y células (Seguel, 2001). Debe ser seleccionado de plantas sanas y, en el caso de
proceder de material de cultivo in vitro, los parametros de cultivo se deben optimizar
antes de la crioconservacion, ya que el éxito de este proceso va a depender tanto de los
tratamientos utilizados antes de someter al material al nitrégeno liquido, como de los
utilizados una vez recuperado el material. Por lo tanto, es de suma importancia poner
especial atencion en la composicion de los medios de cultivo donde se incube el material

vegetal antes y después de introducirlo en nitrégeno liquido para su conservacion (Sakai

y Cols., 1993).

Material vegetal. Etapa fisioldgica. Las células vegetales con crecimiento exponencial
son mas tolerantes al congelamiento que aquellas obtenidas durante la etapa de
detencion del crecimiento, debido a las caracteristicas que presentan, como son: células
pequefias, contienen pocas y pequefias vacuolas, por lo que contienen menor cantidad de
agua, adquiriendo un citoplasma denso y en el que existe un alto balance entre ntcleo y
citoplasma (Withers, 1985). Origen del material vegetal. Se prefiere el material
proveniente de cultivo in vitro, debido a que los explantes estan en tamafio pequefio libre
de contaminacion (Engelmann, 1991). Periodo de cultivo in vifro. La permanencia de los

tejidos bajo cultivo in vitro por periodos prolongados antes de la crioconservacion,



reduce significativamente la sobrevivencia al congelamiento por ejemplo en apices de
papa (Harding et al., 1991). El pretratamiento corresponde a un cultivo por un corto
tiempo, bajo condiciones que preparen antes de los procesos de congelamiento
(Engelmannn, 1991). Este se aplica al explante como crioproteccion, ya que por si solo
el material bioldgico no es capaz de soportar la crioconservacion y generalmente la

sobrevivencia aumenta cuando se usan varias estrategias combinadas (Benson, 1999).

Para la crioproteccion se recurre a agentes quimicos como son los crioprotectores,
sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que disminuyen el punto eutéctico de una
solucién dada (punto en el cual una composicion solidifica como un elemento puro), €l
descenso del punto eutéctico implica que se alcanzara una concentracién dada de solutos
a una temperatura menor, de forma que la célula estara mas deshidratada y el gradiente
osmatico al que sera sometido es menor (Avila, 2006). Los crioprotectores se dividen de
acuerdo a su permeabilidad en la célula en: a) Penetrantes son de bajo peso molecular y
permeables a través de la membrana celular. Son utilizados el glicerol, el
dimetilsulfoxido (DMSO) y propanodiol (PROH). El dimetil sulfoxido es un solvente
bipolar aprético, hidrosoluble, de bajo peso molecular; desde el descubrimiento de sus
propiedades crioprotectoras por Lovelock (1959), el DMSO se ha usado como un
crioprotector. Su accion crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de
prevenir acumulacién excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de
congelamiento, y la formacion de cristales de hielo que rompen la estructura de la
membrana; su bajo peso molecular permite la entrada rapida través de la membrana

celular, modula la estabilidad y fases de la bicapa de los fosfolipidos (Avila, 2006).



b) No-penetrantes: Son sustancias de sito peso molecular, efectivas a velocidades altas
de congelacién, son importantes por ejercer su accion crioprotectora promoviendo la
rapida deshidratacion celular y suelen usarse asociados a los agentes penetrantes. Los
mas utilizados son sacarosa, glucosa y dextrosa, generalmente son polimeros que forman
puentes hidrogeno con el agua, reduciendo la actividad de agua a una magnitud mucho

mayor que la que se reduciria por su concentracion molar (Avila, 2006).

La adicion del criopreservante per se genera estrés osmotico sobre las células porque
aumenta la osmolaridad del medio. Las células inicialmente se deshidratan para
compensar la fuerza osmoética inducida por la presencia de los ACP (agentes
crioprotectores) y después se hidrata. La definicion de los parametros biofisicos de cada
célula y el estudio de la interaccion con los ACP durante la congelacion y
descongelacion de las células deben ser definidos para establecer los limites fisicos que
aseguren la supervivencia de la célula (Avila, 2006). Para incrementar los efectos de la
utilizacion de los crioprotectores, el material vegetal puede precultivarse en un medio
que contenga altas concentraciones de azucares que reduciran el contenido hidrico de la
célula, disminuyendo asi la formacion de hielo intracelular. El trabajo preliminar para la
conservacion en cada especie es determinar su tolerancia a la deshidratacion y ajustar los
protocolos de congelacion para obtener una elevada supervivencia y viabilidad del

material crioconservado y poder manejar los bancos de germoplasma (Benson, 1999).

Se pueden identificar dos grandes grupos de procedimientos utilizados para la
crioconservacion. Los métodos clasicos, que consisten en el pretratamiento del material

con sustancias crioprotectoras como el dimetil sulfoxido (DMSO), el glicerol, la



sacarosa y el polietilenglicol, asi como mezclas de ellas durante unos minutos, horas o
dias para lograr la deshidratacion lenta de las células. El pretratamiento es seguido por
un congelamiento controlado que se lleva a cabo lentamente (0.3 a 2 °C/min) hasta -40
°C, luego se almacenan las muestras en NL (Abdelnour, 1999). Los métodos modernos
evitan la formacion de hielo durante los procesos de crioconservacion, los cuales se

basan en vitrificacion (Benson, 1999).

3.4.4 Congelamiento

Las técnicas empleadas en los mecanismos fisicos que contribuyen a proteger al material
bioldgico durante el proceso de crioconservacion se conocen como métodos clésicos o
métodos modernos. Las técnicas cldsicas implican deshidratacion inducida durante el
congelamiento, mientras que las técnicas modernas se basan en ia vitrificacion. La
mayoria de los sistemas empleados en la crioconservacion contienen altas cantidades de
agua intracelular, y éstos son mayoritariamente, muy sensibles al dafio por

congelamiento (Engelmann, 1997).

3.4.5 Congelamiento lento

El método de congelacion lento, también llamado método convencional de
precongelamiento, consiste en someter el material a un descenso gradual de temperatura
desde -10 °C hasta -30 °C 6 -40 °C antes de introducir el material en nitrogeno liquido.
Esto puede realizarse bajando la temperatura a saltos térmicos relativamente amplios (5
°C en 5 min), o bien, a saltos térmicos muy pequefios (0.5 °C en 5 min), siendo este
ltimo mas lento, y dando lugar a una baja de temperatura aparentemente continua. En el
método de congelacion rapido, el material se congela inicialmente a -40 °C, para pasarlo

posteriormente al NL (Sakai y Cols, 1991).



La mayoria de los procedimientos clasicos de congelamiento requieren del uso de un
costoso aparato de congelamiento programable para alcanzar las condiciones precisas de
deshidratacion por congelamiento. Sin embargo, no siempre es necesario un aparato
sofisticado para obtener alta sobrevivencia y una disminucion gradual de la temperatura.
Withers y Kinas (1970) desarrollaron un aparato para el congelamiento, que ofrece

condiciones reproducibles, pero un congelamiento no lineal (Withers, 1985; Engelmann,

1997).

3.4.6 Congelamiento ultra rapido

Es una técnica nueva y posee ventajas practicas frente a las técnicas clasicas, debido a su
simplicidad y su aplicabilidad, ya que es para un amplio rango de especies (Engelmann,
1997). Aunque los métodos de congelacion son variados, curiosamente casi todos los
autores coinciden en que el proceso de descongelacion debe realizarse de forma rapida
para evitar la recristalizacion, siendo el método mas habitual la inmediata introduccion
del material congelado en agua caliente a 38 o 40 °C (Westendorp y Encina, 2004). Para
la manipulacién del material es necesario utilizar recipientes de materiales resistentes a
las bajas temperaturas, como los crioviales de polipropileno, con capacidades entre 1.2 y
15.0 ml, tienen un sistema de cierre a rosca especialmente disefiado para soportar la

rapida conversion del NL a gas (Sakai y Cols., 1993).

Los procedimientos basados en vitrificacion son operacionalmente menos complejos que
los clasicos. Estos procedimientos son mas apropiados para congelamiento de érganos.
como dpices o embriones, las cuales contienen una variedad de tipos de células, cada

uno con requerimientos especificos bajo condiciones de deshidratacion inducido durante
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el congelamiento. Esta técnica posee gran potencial por su amplia aplicabilidad en
comparacion con las técnicas clasicas, puesio que se requieren modificaciones en menor

grado para optimizar los protocolos (Engelmann, 1997; Withers y Engelmann, 1997).

3.4.6.1 Técnica de Encapsulacion-Deshidratacion

Se basa en la tecnologia desarrollada para la produccion de semilla sintética; consiste en
encapsular meristemos, apices y embriones somaticos en alginato y cultivarlos en medio
liquido a concentraciones altas de sacarosa durante diferentes periodos. Antes de
congelarse en nitrégeno liquido, las capsulas son parcialmente deshidratadas bajo el
flujo laminar de aire estéril de una campana de flujo laminar o silica gel. Para la
recuperacion, las muestras se colocan en medio de cultivo estandar (Fabre y Dreuddre,
1990). Este método se sustenta en el hecho de que la encapsulacion protege a los
explantes haciéndolos mas resistentes a tratamientos que podrian ser letales (Takali,

2000; Gonzalez y Engelmann, 2006).

Esta técnica comprende las siguientes etapas: Pre-cultivo, encapsulacién, pre-
tratamiento, deshidratacion, congelamiento, descongelamiento y recuperacion.

Las plantas madre o los explantes a crioconservar deben someterse a condiciones de
tratamiento, con la finalidad de incrementar su tolerancia a los procesos de esirés
(Gonzélez y Engelmann, 2006). En especies tolerantes a frio, las plantas madre in vitro o
apices pueden mantenerse a bajas temperaturas por varias semanas (Hirai y Sakai,
2000). Los explantes se mantienen durante toda la noche en medio estdndar antes de
proceder a su encapsulacién (Gonzéalez y Engelmann, 2006). Para la elaboracién de las

semillas sintéticas, el material vegetal se deposita en alginato de sodio al 3 %, para



posteriormente, con una pipeta, absorberlas y dejar caer la gota en cloruro de calcio 0.1
M, lo que induce la polimerizacion del alginato en presencia de calcio y las capsulas
producidas de alginato de calcio incrustan los explantes. La solucion de calcio se
mantiene alrededor de 15 a 20 min después de que se ha formado la Gltima cépsula, con
la finalidad de garantizar una buena polimerizacion. La polimerizacion de las capsulas
puede examinarse a partir de las mismas capsulas, que son translucidas inmediatamente
después de su formacion. Estas son transferidas al medio de precultivo cuando estan

totalmente opacas, y se visualiza la polimerizacion (Gonzélez y Engelmann, 2006).

Después de la encapsulacion de los tejidos, estos se ponen en envases en agitacion en
medio liquido basal (Murashige y Skoog, 1962) con altas concentraciones de sacarosa
(entre 0.5, 0.75, 1 y 1.2 M) (Engelmann, 1997; Gonzalez y Engelmann, 2006). La
duracion de los tratamientos con sacarosa varia desde 16 h hasta 10 dias, dependiendo
del material vegetal (Engelmann, 1997). Los efectos principales de los pre-tratamientos
se basan en: la absorcion de la sacarosa por los explantes, lo que resulta en el incremento
de la concentracion de los solutos internos (Gonzalez y Engelmann, 2006).
Posteriormente del pre-tratamiento, las cépsulas se deshidratan con papel filtro estéril
para remover el exceso del medio de pre-tratamiento liquido y someterlos a una
deshidratacion fisica (Gonzalez y Engelmann, 2006). Se pueden emplear dos métodos
de deshidratacion: la deshidratacion bajo la campana de flujo laminar o en contenedores
sellados con silica gel; éste Gltimo es el mas empleado ya que asegura mas precision 'y
por lo tanto, tasas de deshidratacion reproducibles (Engelmann, 1997; Gonzalez vy
Engelmann, 2006). Para determinar el contenido de humedad de las capsulas al que se

congela, es necesario contar con un peso de capsulas a intervalos regulares. Para ello es



necesario graficar una curva de deshidratacion estindar usando cépsulas vacias. En
general, el contenido de agua en la capsula, que asegura la sobrevivencia mas alta, es

alrededor de 20 a 30 % (Engelmann, 1997; Gonzalez y Engelmann, 2006).

Posteriormente, las capsulas se ponen en crioviales de 1 a 2 ml para el congelamiento y
estos se sumergen en nitrégeno liquido -196 °C (Gonzélez y Engelmann, 2006). El
descongelamiento se lleva a cabo lentamente a temperatura ambiente; se sacan de los
crioviales y se colocan en cajas petri bajo el aire de la campana de flujo laminar durante
5 min, partiendo que las muestras se deshidraten antes del congelamiento, por lo que se
disminuye el riesgo de recristalizacion en el descongelamiento (Gonzalez y Engelmann,
2006). Por ultimo, las capsulas se siembran en medios de cultivo de regeneracion y se

mantienen en oscuridad durante una semana.

3.4.6.2 Técnica de vitrificacion

Consiste en el pretratamiento de las muestras con soluciones concentradas de
crioprotectores (sacarosa, glicerol y DMSO) por unos minutos; una de las mezclas mas
utilizadas es la de PVS2 (30 % w/v glicerol, 15 % w/v etilen glicol y 15 % w/v DMSO
en un medio liquido de MS con 0.4 M azucar), seguido por el congelamiento en NL para
alcanzar un estado de vitrificacion de los solutos internos. Para incrementar los efectos
de la utilizacion de los crioprotectores, el material vegetal puede precultivarse en un
medio que contenga altas concentraciones de azicar. Los azlcares, reducirian el
contenido hidrico de la célula disminuyendo asi la formacion de hielo intracelular. Como
estas soluciones son toxicas para las células, es importante controlar cuidadosamente el

tiempo de incubacion y removerlas gradualmente después de descongelar las muestras

(Sakai et al., 1990).



Segun Engelmann (1991), Engelmann (1997), Takagi (2000) y Panis et al., (2001), el
protocolo de vitrificacién, de manera mas detallada es el siguiente:

Seleccionar y preparar el material vegetal adecuado, debido a que la etapa fisiologica de
los explantes puede influenciar en la sobrevivencia. El precultivo consiste en que los
explantes son colocados en un medio sélido con altas concentraciones de sacarosa (0.3-
0.6 M). El tratamiento de carga consiste en poner los explantes en medio liquido,
conteniendo sustancias crioprotectoras (sacarosa, glicerol, etilen glicol) durante un

tiempo que va de 5 a 90 min., segln el tipo de material.

La deshidratacion se realiza mediante exposicion a una solucion de vitrificacién para
plantas a 0 0 25 °C durante 5 min. o hasta 1 h. Las soluciones vitrificadoras son mezclas
de crioprotectores que tienen la capacidad de vitrificar formando una estructura solido.
Los explantes contenidos en crioviales se enfrian rapidamente por inmersion en
nitrégeno  liquido para lograr la vitrificacion de los solutos internos. El
descongelamiento de los explantes se realiza tan rapido como sea posible para evitar la
de-vitrificacion, que puede llevar a la formacion de cristales de hielo, detrimental para la
integridad celular (Meryman y Williams, 1985). Las muestras se sumergen bafio de agua
a 40 °C para la remocion de la solucion vitrificadora, para reducir el shock osmotico,
utilizando un medio liquido suplementado con 1.2 M de sacarosa, se agrega
progresivamente para diluir la solucion vitrificadora. Por ultimo se recuperan los

explantes en medio de cultivo de regeneracion y se mantiene la primera semana en

oscuridad.
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3.4.7 Antecedentes en crioconservacion de orquideas

Thammasiri (2000), utilizo semillas de la orquidea Doritis pulcherrima Lindl, para crio-
conservarlas con la técnica de vitrificacion. Las semillas fueron deshidratadas en
crioviales de 2 ml con la solucion de vitrificacion PVS2 a 25 2 °C durante 50 min; la
solucion PVS2 fue substituida por 0.5 ml de medio de cultivo Vacin y Went modificado
con 1.2 M de sacarosa, y se mantuvo en 25 + 2 g °C durante 20 min., antes de la
transferencia al medio. El 62 % de semillas tratadas con la solucion PVS2 desarrollaron
plantulas normales, mientras sin aquel tratamiento no hubo sobrevivencia. Ponerorchis
graminifolia var. suzukiana es una orquidea terrestre, especie en vias de extincion en
Japdn, después de seis meses de polinizacion, se sembraron las semillas y en formacion
de protocormos se transfirieron a medio de cultivo Dogashima (ND) suplementado con
sacarosa 0.3 M durante 3 dias y criopreservadas por el método de vitrificacion PVS2
durante 60 min, la viabilidad después de la preservacion fue del %. Utilizando tres
procedimientos criogénicos diferentes: sumersion directa en nitrégeno liquido,
vitrificacion y vitrificacién con precultivo, se colectaron semillas inmaduras de 2 a 4
meses después de la polinizacion de la orquidea Bletilla striata, estas se precultivaron en
medio Dogashima suplementado con 0.3 M de sacarosa, durante 3 dias, los resultados

de sobrevivencia fueron de 92 y 81 % respectivamente. (Hirano ef al., 2005).

Popov et al. (2004), desarrollaron plantas juveniles del hibrido Bratonia a partir de
semillas crioconservadas, encontrando que no hay efectos en el rango de germinacion
debido al almacenamiento a -196 °C. y los protocormos de estas semillas

crioconservadas desarrollan mas rapido durante los primeros 45 dias.
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Semillas de las orquideas Dactylorhiza fuchsii y Anacamptis morio fueron encapsuladas
con alginato e hifas del hongo Ceratobasidium cornigerum. El pretratamiento dado a las
capsulas fue durante 18 h con sacarosa a concentraciones de 0.75 M, lo cual disminuyo
la deshidratacion en un flujo de aire estéril (23 °C, al 30 % RH (humedad relativa)) y
aumentd la supervivencia de semillas y del hongo hasta 16 h de deshidratacion.
Posteriormente se transfirieron a crioviales y fueron almacenadas en una gama de
temperaturas bajas hasta 30 dias. Ni el crecimiento del embrion, ni el desarrollo del
hongo fue afectado por el almacenamiento a -196 °C. Con un 20 % de humedad en las
capsulas, estas mostraron 5 y 45 % de viabilidad, respectivamente, posteriormente
fueron almacenadas a -20 °C y -70 °C durante 30 dias obteniendo los mismos valores de
sobrevivencia. Los resultados indican que existen buenas posibilidades para el empleo

de la crioconservacion (Wood et al., 2000).

En Oncidium se ha implementado la encapsulation-deshidratacion de semillas v
protocormos cultivados in vitro. Las semillas después de los 120 dias después de la
polinizacion, fueron encapsuladas contiendo medio MS al 50 % con 3 % sacarosa y 3 %
de alginato y subsecuentemente pretratado (80 rpm) en medio liquido con 1.15 M (24 h)
seguido de 0.25 M (48 h), 0.5 M (24 h) y 0.75 M de sacarosa (24 h). Las capsulas con
semillas fueron deshidratadas en silica gel durante 5 h (19.2 % HR) y sumergidas en el
NL por 1 h, descongelados a 30 °C durante 2 minutos, post-tratados usando la misma
serie de medios liquidos [0.5 M (24 h), 0.25 M (48 h), 0.15 M de sacarosa (24 h)], y en
el medio MS (1/2) con 0.1 M de sacarosa y 0.7 % agar. 4.8 % de las semillas

criopreservadas produjeron plantas completas. Protocormos cultivados in vitro son



satisfactoriamente crioconservados utilizando el mismo procedimiento obteniendo 11.3

% para la produccion de plantas (Flachsland, 2006).

Segtn Ishikawa er al. (2004), tratamientos en semillas de la orquidea japonesa terrestre
(Bletilla striata Rchb.f.) fueron germinadas y cultivadas el medio sélido Dogashima
(ND) durante 10 dias. Los embriones se cultivaron en medio ND complementado con
0.3 M de sacarosa durante 3 dias en 25 °C en oscuridad continua. Los embriones fueron
cubiertos con una mezcla de 2 M de glicerol y 0.4 M sacarosa durante 15 min en 25 °C y
finalmente deshidratados con la solucion de vitrificacion (PVS2) durante 3 h en 0 °C
antes de la inmersion en el NL por 30 min. Después los embriones fueron lavados con el
medio liquido ND complementado con 1.2 M de sacarosa durante 20 min. y sembrados

en medio ND. La regeneracion de plantas fue de 60 %.

Praweena er al. (2007), utilizo protocormos cultivados in vitro de orquidea tailandesa
Cleisostoma arietinum (Rchb.f) cultivd en el medio Dogashima solidificado (ND)
conteniendo 2 mg/l NAA y 2 mg/l BA durante dos meses. Estos protocormos fueron
usados como explantes en criopreservacion por encapsulacion-deshidrataciéon. El
porcentaje mas alto de explantes criopreservados se obtuvo al precultivar en medio
semisolido ND con 0.25 M de sacarosa en oscuridad durante 1 semana y luego
transferido al medio liquido ND contiendo 0.75 M de sacarosa durante dos dias,
finalmente deshidratado con gel de silica en corriente de aire laminar por 5 h antes de la

inmersion en el nitrégeno liquido por 1 h. El porcentaje de brotes fue del 49 %.
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3.4.8 Perspectivas

En el ambito mundial, la criopreservacion ha sido utilizada hasta ahora en
aproximadamente 100 especies, lo que permite suponer que en un futuro cercano se
convertird en la metodologia de conservacion més eficaz, segura y de bajo costo. La
crioconservacion se reconoce como la unica opcién disponible para el almacenamiento,
a largo plazo, del germoplasma de especies propagadas vegetativamente y especies con
semillas clasificadas como recalcitrantes e intermedias en cuanto al almacenamiento

(Villalobos y Engelmann, 1995).

3.5 Diversidad genética

La variacion o diversidad genética se representa con las diferencias en la constitucion
génica de los individuos de una poblacion. La diversidad genética que se presenta en las
poblaciones naturales permite entender como es que las especies se adaptan y
evolucionan. Por lo tanto, la pérdida de esta variacion puede reducir la capacidad de una
poblacion a adaptarse a los cambios de su ambiente. Entre los principales factores de la
variabilidad genética estd la distribucion geogréafica, los sistemas de reproduccién, las
formas de vida y las caracteristicas de dispersion del polen y de las semillas; todos ellos
influyen fuertemente en la estructura genética de las poblaciones naturales (Santos ef al.,
2006). Algunos de los métodos para evaluar la variacion genética se basan en la
observacion de las caracteristicas morfologicas, o bien, en los cambios en proteinas con

actividades enzimaticas especificas (isoenzimas), entre otros (Santos et al., 2006).



3.5.1 Marcadores moleculares

Desde la prehistoria, el hombre ha seleccionado y mejorado especies vegetales, animales
y microbianas basandose en el fenotipo. Las mejoras genéticas eran posibles gracias a la
variabilidad genética, a la heredabilidad del caracter que se queria aislar, a la eficacia e
intensidad de la seleccién aplicada, y al tiempo necesario para realizar un ciclo de
seleccion. Sin embargo, quedan muchos aspectos desconocidos, como son el nimero y
efecto de los genes implicados en la expresion de un caricter, la localizacion de éstos
genes, y su funcion fisiolégica. La aparicion de los marcadores moleculares estd
ayudando a eliminar tanto los inconvenientes de una seleccion basada en el anélisis
exclusivo del fenotipo, como la identificacién de especies y variedades de una forma

mas rigurosa (Nonnatus, 2001).

Un marcador molecular es cualquier diferencia fenotipica controlada genéticamente vy
utilizada en el andlisis genético, por lo que es un locus marcado que tiene que ser
polimoérfico. Como marcador puede utilizarse con una doble finalidad, para marcar o
sefialar el locus que controla la diferencia fenotipica y/o para marcar otro locus proximo
que controle algun caracter de interés (Nuez ef al., 2000). Son biomoléculas que se
pueden relacionar con un rasgo genético. Las biomoléculas que pueden ser marcadores
moleculares son las proteinas y el ADN. Cuando varios marcadores moleculares se
asocian inequivocamente con un rasgo genético forman un QTL (loci de rasgos

cuantitativos o cuantificables) (Sun y Wong, 2001).

Los marcadores moleculares permiten tener una gran cantidad de informacion sobre la

diversidad genética y las relaciones filogenéticas en el germoplasma utilizado por el
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mejorador; ayudando a dilucidar las clases genéticas presentes y las similitudes
genéticas entre ellas, asi como cuantificar la diversidad presente en dichas clases y sus
relaciones evolutivas con sus parientes silvestres. El conocimiento de las relaciones
genéticas entre genotipos es de gran utilidad en los programas de mejoramiento de
plantas debido a que permite la organizacion del germoplasma, incluyendo lineas élite, y
una seleccion parental mas eficiente, permitiendo la proteccion legal del germoplasma
de una region o pais (Picca et al, 2002). Un marcador molecular monomorfico es
invariable en todos los organismos estudiados, pero cuando presenta diferencias en el
peso molecular, actividad enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es

polimérfico. A veces el grado de variacion es tal que se denominan hipervariable

(Nonnatus, 2001).

3.5.2 Marcadores moleculares de ADN

Los avances de la tecnologia del ADN recombinante han permitido el desarrollo de los
marcadores moleculares basados en el ADN, consiguiendo estabilidad en la
identificacion de especies y variedades. La PCR es una de las técnicas esenciales para la
preparacion de huellas dactilares, si bien no vale para elaborar marcadores por si sola.
La reaccion basica de la PCR comienza con la desnaturalizacion del ADN molde para
separar las cadenas, continiia con el alineamiento de un par de oligonucleétidos con su
ADN molde, y termina con la polimerizacion para sintetizar un nuevo ADN entre los

dos oligonucledtidos. De aqui se vuelve a la desnaturalizaciéon para comenzar un nuevo

ciclo (Nonnatus, 2001).
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3.5.3 Marcadores moleculares RAPDs
El sistema RAPD (ADN polimérfico amplificado al azar) consiste en amplificar en
forma aleatoria segmentos de ADN templado a partir de una sola secuencia de diez

nucledtidos y funciona para la amplificacion de cadenas de ADN (Santos ef al., 2006).

Es una de las técnicas mas versatiles desde que se desarrollo, en el afio de 1990. Se usa
una coleccion de decanucleodtidos para amplificar por PCR areas especificas distribuidas
al azar por el genoma. Su pequefiez y la baja temperatura de alineamiento (36 °C)
aseguran que se una a infinidad de secuencias en el genoma para conseguir amplificar
muchos fragmentos de ADN. Estos fragmentos se pueden separar en geles de agarosa
para obtener perfiles electroforéticos que variaran segln el polimorfismo de los distintos
individuos o grupos de individuos y proporcionaran una huella dactilar caracteristica. Es
muy comoda, rapida, requiere poco ADN que, ademas, no necesita estar muy puro, no
presupone conocimientos previos sobre la secuencia, y se pueden distinguir rapida y
simultdneamente muchos organismos. Sus inconvenientes son que los fragmentos
amplificados no suelen corresponder a ADN ligado a alglin caracter y no da informacion
sobre el namero de copias que el ADN gendmico contiene de la secuencia amplificada
(Sun'y Wong, 2001). Los RAPD se heredan de manera Mendeliana y la técnica tiende a
producir marcadores dominantes. Los individuos que contienen dos copias
(homocigoticos). No se puede diferenciar de aquellos que solo tienen una copia
(heterocigoticos). Ocasionalmente se detecta algin RAPD codominate, lo que puede
ocurrir cuando hay una insercion o delecion dentro del fragmento a amplificar sin

alteracion del lugar de hibridacion (Williams et al., 1990).

47



Demeke et al. (1992), encontraron que los RAPDs son atiles en la clasificacion de
especies en peligro de extincion. Un ensayo de diagnostico basado en ADN, con RAPD
identifica genotipos directamente y puede ayudar a mitigar complicaciones derivadas de

los estudios citologicos y morfoldgicos (Saw et al., 1999).

3.5.4 Antecedentes en Orquideas

De los diferentes marcadores de ADN desarrollados recientemente para la investigacion
sobre plantas, RAPD se ha convertido cada vez mas popular en los estudios de
poblaciones de plantas naturales. Sin embargo, las principales ventajas del analisis
RAPD superan a sus inconvenientes: andlisis RAPDs puede proporcionar
potencialmente un nimero mucho mayor de loci reproducible y altos niveles de

polimorfismo (Sun y Wong, 2001).

La variacion genética y la estructura de la poblacion para tres especies de orquideas,
Zeuxine gracilis, Z. strateumatica y FEulophia sinensis muestran contraste con alto
polimorfismo a nivel de especies en andlisis RAPD, asi como en algunas grandes
poblaciones. Existe una alta diferenciacion genética entre las poblaciones, lo que sugiere
que la estructura de la poblacion es determinada principalmente por la dindmica de
colonizacion. Efectos de deriva genética en poblaciones pequefias desempefian un papel

en determinar el patron de diversidad genética de la especie (Sun y Wong, 2001).

En una reciente revision de Nybom y Bartish (2000 citado por Sun y Wong, 2001), ha
puesto de manifiesto que los parametros genéticos estimados sobre la base de RAPDs

muestran aproximadamente la misma asociacion con rasgos de historia de vida, las
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estimaciones entre la diversidad de la poblacion también son considerablemente mas
elevados que los isoenzimas basados en estimaciones segiin Hamrick y Godt (1989

citado por Sun'y Wong, 2001).

El valor de RAPDs para la investigacion genética de la estructuracién de las poblaciones
se basa en la disponibilidad de loci polimérficos. Por ejemplo, la falta de diversidad de
isoenzimas en dos orquideas; E. sinensis y Z. strateumatica, puede dar lugar a
deficiencias en las conclusiones a las que las poblaciones son genéticamente uniformes.
Por el contrario, estimaciones basadas en RAPD indican un alto nivel de diferenciacion
de la poblacion de ambas especies, lo cual es coherente con lo esperado para la

estructura de la poblacion colonizadora (Sun'y Wong, 2001).

Los marcadores RAPD pueden ser informativos para evaluar la diferenciaciéon de la
poblacion. La reproducibilidad de RAPDs ha sido a menudo cuestionada, que sin duda
puede dificultar su aplicacién en estudios de poblacion. Este problema se debe en gran
parte a la conocida sensibilidad de la PCR, de reactivos y las concentraciones, pH y
otros parametros de reaccion. Ademas de las condiciones de amplificacion, la

generacion de patrones RAPDs reproducibles y comparables de bandeo depende de la

calidad del ADN (Sun y Wong, 2001).

De un total de 131 bandas que van en tamafio desde 200 a 1,400 bp fue generada usando
12 praimers, de ellos, 73.3% (96 en total) fueron polimérficos entre 161 individuos, es
decir, el porcentaje de bandas polimérficas (P) de esta especies es de 73.3%. La

diversidad genética varia mucho entre las poblaciones con los valores P que van desde el
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28.4% a 58.2%. Para evaluar la distribucion global de la diversidad genética, se utilizo el
programa ANOVA para analizar la matriz de distancia, mostrando diferenciacion
genética significativa (p <0:001) entre las poblaciones. Una gran proporcion de la
variacion genética (79.69%) residia en las poblaciones, mientras que sélo el 20.31%

residian en las poblaciones (Li er al., 2002).

Mediante el uso de RAPDs, solo 9 de cada 19 bandas ha permitido la deteccion de
polimorfismo de ADN entre las especies de orquideas. El total de 88 bandas se ha
generado con un rango de 150-2000 bp. Sélo 2 iniciadores (OPA-20 y OPH-04) pueden
generar marcadores singularmente entre tres especies de orquideas. El analisis de
clusters de la distancia genética llevo a cabo el dendrograma en el que se indica
claramente que las tres especies de orquideas se agrupan en tres diferentes categorias

(Asawatreratanakul and Asawatraratanakul, 2005).

Goodyera procera es una orquidea en peligro de extincion en Hong Kong. La
informacion sobre su biologia reproductiva y el patron de variacion genética es necesaria
para desarrollar estrategias de conservacion eficaces. Mediante el uso de isoenzimas y
RAPDs se evaluo la variacion genética y la estructura de 15 poblaciones de G. procera.
Los datos revelaron que con isoenzimas existe baja variacion en la poblacion y especies,
sin embargo, RAPDs mostr6 variacion relativamente alta a nivel de poblacion, y a nivel
de especie (Wong and Sun 1999). Anteriormente, las clasificaciones se basaban
generalmente en la morfologia y citologia. Mientras el analisis RAPD es (til para
determinar la relacion de los taxones que se encuentran en duda. Se recomienda & los

andlisis RAPD como una herramienta adicional para clasificar a la familia Orquidaceae

(Lim et al., 1999).



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion de la fase experimental

La presente investigacion se desarrollo en dos etapas, la primera consistid en establecer
las condiciones de manejo irn vitro y adaptar los protocolos para la conservacion a largo
plazo de la orquidea L. speciosa los cuales fueron realizados en el laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales y la segunda fue, la de caracterizacion molecular de dos especies
de orquideas y esta se llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Agricola, ambos

del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Auténoma Chapingo.

4.2 Manejo in vitro

Para poder desarrollar el protocolo del manejo in vitro de la orquidea L. speciosa se
trabajé con cada etapa, iniciando con la germinacion, multiplicacion y aclimatacion
como se observa en la Figura 4. En cada una de ellas se evaluaron diversos medios de

cultivo con la finalidad de obtener el mejor en cada caso.

4.2.1 Pruebas de germinacion

Se utilizaron cépsulas cerradas de las orquideas L. speciosa proporcionadas por el
Orquidario (Dr. y Gral. Alberto Oviedo Mota) el cual se localiza en Morelia Mich. De
acuerdo a la metodologia empleada por Sheena (2000) se sembraron las semillas en el
medio de culﬁvo basal (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con mio-inositol 100
mgL™', piridoxina 0.5 mgL™', 20 mgL! de aziicar y 8 mgL™"' de agar. Se ajusto el pH a
5.7. Evaluandose los siguientes aditivos y reguladores de crecimiento, los cuales se

mencionan en el Cuadro 1.



. Extracto de malta 500 mgl.™
. Sulfato de adenina 100 mg L
. BA 0.2 mgL"

. Kinetina 2 mgL™

AIA 2 mgL™

= Vitaminas WS 10 %

Cuadro 1. Combinaciones de aditivos y reguladores de crecimiento empleadas en la

germinacion de semillas de L. speciosa.

TRATAMIENTO COMBINACIONES
T1 BA 0.2 mgI" + Kinetina 2 mg1’’
T2 BA 0.2 mg-1" + AIA 2 mg!”
3 BA 0.2 mg" + Vitaminas WS 10%
T4 Kinetina 2 mg:l" + AIA 2 mg’
TS AIA 2 mgI" + Vitaminas WS 10%
T6 Extracto de malta 500 mg-1™
T7 Sulfato de adenina 100 rag:1”

Se sembraron las semillas en cada tratamiento. Las condiciones de incubacién fueron a
25 £ 1 °C bajo un fotoperiodo de 16/8 h (dia/noche) con una intensidad luminica de 68

Z . .
umol.m™s™, provista por lamparas fluorescentes blancas.

Las variables a evaluar se tomaron a partir de los 30 y hasta los 50 dias después de la
siembra, realizando evaluaciones correspondientes cada 5 dias,

= Hinchamiento del embrion (HE)



= Germinacion (G)
= Protocormo con una hoja (P1H)

= Protocormo con dos hojas (P2H)

Tomando en cuenta que la germinacion se evalud al momento en que la radicula rompe

la testa (Moreno, 1996), se realizaron observaciones durante 5 fechas en 7 medios de

cultivo in vitro.

Para determinar el porcentaje de germinacion, se realizé un conteo de 100 semillas en
cada unidad experimental a los 50 dias después de la siembra, obteniendo asi un
promedio de la germinacion en cada uno de los tratamientos. El andlisis estadistico de
las variables evaluadas se realizé mediante un modelo probabiiistico binomial, en donde
se tuvieron siete tratamientos y cinco repeticiones en cinco fechas de evaluacion; se

analizaron las proporciones y se compararon utilizando el estadistico Z con un nivel de

significancia de a=0.05.

4.2.2 Medios de multiplicacion

Para esta fase se establecieron cuatro medios de cultivo, utilizando como medio base,
Murashige y Skoog (1962), con las siguientes variantes indepéndientes: Medio a) 2.4-D
0.5 mg-I" + kinetina 2 mg'l"', b) Estracto de malta 500 mg-1" + kinetina 0.3 mg1™" y ¢)

Caseina hidrolizada 500 mg-1"' + kinetina 0.3 mg-1™".

h
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Se establecieron tres medios de cultivo con cuatro repeticiones para la fase de
multiplicacién de la orquidea, en los cuales se sembraron protocormos con dos hojas
después de los 50 dias de siembra.

Durante dos meses se registraron semanalmente las siguientes variables:

. Numero de brotes (NB)

= Longitud de brotes (LB)

= Vigor de brotes (VB)

. Numero de raiz (NR)

= Longitud de raiz (LR)

= Nuamero de hojas (NH)

4.2.3 Aclimatacion
Para la aclimatacion se emplearon plantulas con un tamafio de 5 cm de altura y por lo
menos tres raices; se transplantaron a charolas con las siguientes combinaciones de

sustratos: 1) Tezontle rojo, 2) Tezontle + peat most (1:1), 3) Corteza de pino + peat most

(1:1), 4) Peat most + vermiculita (2:1).

Las plantulas transplantadas se mantuvieron con la charola cubierta durante dos
semanas, a partir de la tercera semana se destaparon durante la mafiana y se taparon en la
tarde, lo que se mantuvo durante dos meses, tiempo en que se completd la aclimatacion.
Las variables fueron evaluadas cada dos semanas.

= Altura de planta (AP)

. Nuamero de hojas (NH)

= Nuamero de raices (NR)



. Longitud de raices (LR)

. Vigor de la plantula (VP)

. Color de la plantula (CP)

En la etapa de multiplicacion y aclimatacion se utilizé el analisis estadistico de Kruskal
y Wallis, debido a que los datos no presentaban normalidad y homocedasticidad

(dispersion de valores), se realiz6 una asignacion de rangos y comparacion multiple

utilizando un a=0.05.

Figura 4. Cultivo in vitro de la orquidea Laelia speciosa. a) Siembra de semillas. b) Germinacion. c)
Multiplicacion. d) Desarrollo. ) Aclimatacion.
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4.3 Pruebas de crioconservacion

4.3.1 Encapsulacion-deshidratacion

Después de 50 dias de siembra, se obtuvieron protocormos (0.4-0.6 ml) con dos hojas,
los cuales fueron utilizados para las pruebas de crioconservacion, en este caso la de

encapsulacion-deshidratacion como se observa en la Figura 5.

Los protocormos fueron sometidos a condiciones de pre-tratamiento durante 24 horas en
medio basal Murashige y Skoog 0.3 M de sacarosa. Para la elaboracién de las semillas
sintéticas, el material vegetal se deposit6 en alginato de sodio al 3 % en medio basal MS,
utilizando el método de gota: el cual consiste en que se absorbe y se dejar caer la gota en
cloruro de calcio 0.1 M, lo cual induce la polimerizacién del alginato en presencia de
calcio y forman las capsulas. Se mantiene en la solucién de calcio alrededor de 15 a 20
min. después de que se ha formado la Gltima cdpsula, lo cual se puede comprobar
cuando éstas tienen una tonalidad translucida, inmediatamente después de su formacion,

posteriormente son transferidas al medio de precultivo.

Después de la encapsulacion de los protocormos, las cépsulas se ponen en envases en
agitacion en medio liquido basal (Murashige y Skoog, 1962) con altas concentraciones
de sacarosa (entre 0.5, 0.75, 1 y 1.2 M) durante 24 horas. Posteriormente las capsulas se
deshidratan con papel filtro estéril para remover el exceso del medio de pre-tratamiento
liquido y se deshidratacion fisicamente en contenedores sellados con silica gel, entre 3 y

5 h, con un contenido de humedad entre el 20 al 30 %.



Posteriormente las capsulas se depositaron en crioviales de 2 ml y se sumergieron en
nitrégeno liquido (-196 °C) durante 30 y 60 min. El descongelamiento se llevé a cabo
lentamente a temperatura ambiente; se sacaron de los crioviales y se colocaron en cajas
petri bajo el aire de la campana de flujo laminar durante 5 min. Las cépsulas se
sembraron en medios de cultivo de regeneracion y se mantuvieron en oscuridad durante

una semana, por ultimo las se pasaron a la sala de incubacion.

Para determinar el contenido de humedad de las capsulas al que se congela, se realizaron

pruebas con cépsulas vacias, obteniendo el peso de cépsulas a intervalos regulares y

posteriormente se procedié a graficar una curva de deshidratacion estandar.

Figura 5. Protocolo de Encapsulacion-deshidratacion. ) Pre-cultivo. b Encapsulacion. c) Pre-tratamiento.
d) Recuperacion. e) Congelamiento. f) Deshidratacion.
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4.3.2 Vitrificacion

Al igual que el método de encapsulacion, protocormos de 50 dias después de la siembra
se precultivaron en un medio solidé con altas concentraciones de sacarosa (0.3-0.6 M)
durante 24 y 48 h. El tratamiento de carga consistié en poner los protocormos en una
soluciéon de 2 M de glicerol y 0.4 sacarosa durante 20 min. La deshidratacion se realizd
mediante una exposicion a una solucion de vitrificacion para plantas de 5 min hasta 1 h.
La solucioén vitrificadora empleada fue PVS2 (30 % de glicerol, 15 % de DMSO, 15 %
etilen glicol y 0.4 M sacarosa). LLos protocormos fueron depositados en crioviales
conteniendo 600 pL la soluciéon PVS2, donde estuvieron expuestos durante 30 y 60 min.,
transcurrido ese tiempo se sumergieron rapidamente en nitrogeno liquido durante 30 y
60 min. Posteriormente las muestras se sumergieron en un bafio de agua a 40 °C, durante
5 min. La remocién de la solucién vitrificadora se hizo utilizando un medio liquido
suplementado con 1.2 M de sacarosa, que se agregd progresivamente para diluir la
solucion vitrificadora. Por ultimo, se recuperaron los explantes en medio de cultivo de
regeneracion y se mantuvieron la primera semana en oscuridad, después se pasaron a

condiciones de incubacion, el protocolo lo podemos observar en la Figura 6.

Las variables evaluadas en las pruebas de crioconservacion se registraron dos semanas
después de la siembra en medios de regeneracion, esto es, una semana después de estar
en condiciones de oscuridad y una semana después de estar en la sala de incubacion,

evaluandose las siguientes variables de sobrevivencia (8) y Regeneracién (R).

El analisis estadistico de las variables evaluadas en crioconservacion se realizo mediante

un modelo probabilistico binomial, en donde se compararon nueve tratamientos en tres



etapas de desarrollo, para el caso de encapsulacién-deshidratacion y tres tratamientos y
cinco etapas de desarrollo para el caso de vitrificacion; se analizaron las proporciones y

se compararon utilizando el estadistico con un nivel de significancia de 0=0.05.

Figura 6. Protocolo de Vitrificacion. a) Pre-cultivo. b) Deshidratacién con PVS2. c¢) Congelamiento d)
Recuperacion. d) Descongelamiento

4.4 Caracterizacion molecular

4.4.1 Purificaciéon de ADN

La extraccion de ADN de plantulas de orquideas se hizo con Catleya aurantiaca y
Laelia speciosa, siete meses después de la siembra, cuando las plantulas alcanzaron un
peso aproximado de 300 mg. A partir de la plantula completa, se tomaron 0.3 mg de
tejido fresco para macerarlo en nitrégeno liquido; el tejido pulverizado se pasé a tubos

de 1.5 ml, conteniendo 600 pl de amortiguador de extraccion con el que se mezclo,
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agitando por unos segundos; se incubd a 60 °C por 10 min, con inversion ocasional de
los tubos; se adiciono 200 pl de acetato de potasio 5 M, manteniéndolo en agitacion por
inversion y se dej6 30 min., después se centrifugo a 15,000xg durante 10 min. a
temperatura ambiente, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo con 700 pl de isopropanol
frio. Se mezcld por inversion y se dejo a -20 °C durante 30 min; en seguida se centrifugd
por 5 min a 10,000xg a temperatura ambiente. Después de lo cual se elimino el
sobrenadante y el precipitado fue disuelto en 200 pl de solucion para diluir.
Posteriormente se afiadio 2 pl de ARNasa y se incubo a 37 °C por una h, se agreg6 20 ul
de acetato de sodio 3 M y 200 pl de isopropanol; se mezcld por inversion y se dejo a -20
°C por 2 h. Después se centrifugd por 5 min a 10,000xg a temperatura ambiente y el
sobrenadante se elimino. El precipitado se lavo con 300 pl de etanol al 70 % y se dejo
separar la pastilla, la cual se disolvio después en 100 pl de TE y se almacen6 a 4 °C. En
el cuadro 2, hace referencia a los reactivos empleados en la extraccion de ADN y

concentraciones a los cuales deben estar para llevar a cabo la de extraccion de ADN.

Cuadro 2. Reactivos empleados en la preparacion de amortiguadores.

REACTIVOS AMORTIGUADORES
Amortiguador de Tris-HCl 100 mM, EDTA-Na; 50 m, NaCl 500 mM, 2-
extraccion Mercaptoetanol 10 mM, SDS 1.3 %, pH 8.0.

Solucién para diluir  Tris-HC1 50 mM EDTA-Na, 10 mM, pH 8.0.

ARNasa 10 mg/ml EN Tris-HCI 10 mM, CaCl, mM, glicerol 50 % Ph 7.0.

Antes de usar, hervir en bafio de agua por 30 min.
Acetato de potasio 5M

Acetato de sodio 3M

Isopropanol frio -20°C
Etanol 70 % (v/v)
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4.4.2 Evaluacion de la cantidad y calidad del ADN

Cuantificacion de ADN

Utilizando ADN purificado de plantas, se hizo una dilucion de 1:200. Una mezcla de 5
ul de ADN original con en 995 ul de agua bidestilada esteril dispuesto en un tubo
eppendorf, se colocéd en un espectrofotometro Jenway 6305 UV/vis, previamente
calibrado a 260 nm, posteriormente se limpid la celda con agua estéril y se procedio a
colocar las muestras correspondientes y a medir la absorbancia de cada una de ellas.
Con base en la concentracion determinada del ADN se determind la concentracion en

pgpl.

(Abs,6)(200)(501ig.1d ™)

Concentraciéon de ADN (ug-ul) = —

Donde:
Absysp= Absorbancia en nandmetros
200= Factor de dilucion
50 pgrpl'= 1D.O.1

D.O= Densidad 6ptica

Una vez cuantificado el ADN, se verific6 su integridad y calidad en un gel de agarosa al
0.8 % (p/v). para lo que se siguid el procedimiento siguiente:

Para saber cuantos pl de ADN original se necesita para cargar 1 pg en el gel se realizé el

calculo con la siguiente férmula:

_ (lug -144deADN)(1 ul)
(4DNlenpg - ™)

ul de ADN original para cargar 1 pg;



Realizados todos los calculos, se procedio a preparar el gel de calidad bajo la siguiente
metodologia:

Para la preparacion de un gel de agarosa al 0.8 %, se colocd en un matraz con
amortiguador de corrida TAE 1X (cuadro 3), que calento en un horno de microondas
para fundir la azarosa; se dejo enfriar hasta unos 50 °C y se vacié en el portagel.
Posteriormente se coloco el peine y se dejo enfriar hasta que solidificase. Se quité el
peine y se mezcld el ADN con el colorante de carga, se coloc6 cada muestra en los
pozos del gel y se corrid la electroforesis a 100 V durante 10 min, permitiendo la entrada
de las muestras al gel. Luego se ajusto el voltaje a 60 V, hasta finalizar la electroforésis.
Finalmente el gel se extrajo de de la camara de electroforesis y se tifié con una solucion

de bromuro de etidio y se documentarlo.

Cuadro 3. Soluciones utilizadas para tefiir geles de agarosa

SOLUCIONES | REACTIVOS

Amortiguador Tris-base 40 mM (pH 7.8), acetato de sodio 20 mM,
EDTA 2 Mm (pH 8.0)
Amortiguador de carga 0.2 % azul de bromofenol (p/v)
0.2 % xileno cianol (p/v)
25 % glicerol (v/v)
5 Mm EDTA
50 M Tris-HCI (pH 8.0)

Bromuro de etidio 0.5 pg-ul™ en TAE 1X
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4.4.3 Obtencion de los patrones RAPD

Para la obtencion de los patrones RAPD se probaron 20 iniciadores de la serie A
(Operon Technologies inc. Alameda, California, USA), de los cuales se seleccionaron
los 16 que mejor patrén de bandeo mostraron. Posteriormente se realizaron reacciones
de PCR, donde la dilucion correspondiente fue de 1:9 (iniciador:agua) de la que se
preparé la cantidad requerida para cada reaccion y llevadose a cabo las reacciones. Se
realizé un gel de prueba con una cantidad de 30 ml de TE al 0.5 % al 0.8 % de agarosa,

y se someti6 a 77 V y 30 miliamp para la separacion de las muestras.

4.4.3.1 Mezcla de reaccion de la PCR para la obtencion de los patrones RAPDs

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se agregaron 2 pl. de ADN concentrado, al cual se le
adiciono la cantidad de agua bidestilada estéril calculada con la formula. Volumen de
agua para obtener una dilucién de ADN a 10 ng'ul” = (ng-pl”' de ADN de la muestra
original * 2 ul de ADN de la muestra original/10ng, para obtener una dilucion a 10 ng de
ADN por | pl). La dilucion preparada se utiiizo para hacer las reacciones de PCR con
los iniciadores seleccionados, se colocaron en un tubo eppendorf de 0.2 ml, adicionando
5 pl del ADN diluido a 10 ng y en un tubo de 1.5 ml se prepard la mezcla de reaccion

para un volumen total de 25 pl.

§
Con los reactivos referidos en el Cuadro 4, se realizé una mezcla para 15 reacciones en

el cual se agregé la cantidad en pl indicada en cada caso, adicionando al final la enzima,
se le da un vortex (mezcla en forma de remolino) y se agrega en cada tubo de reaccidn la

cantidad de 21 pl, conteniendo 4 pl del ADN correspondiente. Se incubaron los tubos



eppendorf en el termociclador y se ilevo a cabo la reaccion de polimerizacion bajo las

condiciones que se indican en el Cuadro 5.

Cuadro 4. Mezcla de reaccion PCR para obtencion de los patrones RAPDs.

REACTIVOS 1 X (nL)
Agua bidestilada estéril 4
dNTPs (500 uM) 10
Amortiguador 10 x 2.5
MgCl, (50 mM) 1
Iniciador (10 pmol/pl) 3
ADN (10 ng/pl) 4
Enzima (Taq ADNpol, 5 u/pl) 0.5

Se observaron los patrones RAPDs lliego de realizar electroforesis en un gel de agarosa
a 1.2 % y tefiido con bromuro de etidio. Los productos se separaron por electroforesis en
geles de agarosa, tefiidos con bromuro de etidio y se documentaron. La comparacion
entre los genotipos se hizo evaluando las similitudes y las diferencias en los patrones de
bandeo, asignando el valor de 0 a la ausencia y 1 a la presencia de una banda. Se
cuantificd el nimero de bandas producto de la amplificacion para cada iniciador,
asignandose un nimero de acuerdo con la distancia de migracion en el gel. Se realizé un
registro de los patrones RAPD obtenidos con los 17 iniciadores para las dos especies y

con esa informacion se construyo la matriz basica de datos (MBD).
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Cuadro 5. Programa térmico de PCR

FASE TEMPERATURA (°C)
Pre-desnaturalizacion 94
Desnaturalizacion 94
Alineamiento 37
Extension 72
Extension final 72

4.4.4 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los patrones de RAPD, se utilizaron los patrones de bandeo
generados por los productos de los iniciadores, se construyd la matriz basica de datos
(MBD), donde, en las columnas se colocaron las 195 bandas producto de los 17
iniciadores y en las filas a los dos genotipos con 15 muestras de cada uno de ellos. A
partir de la MBD se calcul6 una matriz de similitud utilizando el coeficiente de Jaccard
(1908), la cual se utilizdé para la construccion de un dendrograma y la elaboracion de
1000 remuestreos (bootstraping) para finalmente llegar a obtener un dendrograma de

mayor robustéz, con el uso del programa de NTSYS-Pc versién 2.2.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Micropropagacion in vitro de la orquidea Laelia speciosa

5.1.1 Germinacion in vitro

El proceso de germinacion comprende diversas etapas, lo cual esta en funcion de la
especie (Arditti J. 1977). Para el caso de L. speciosa, se tomaron en cuenta cuatro €tapas,
las cuales corresponden a las cuatro primeras variables estudiadas (hinchamiento del
embrién, apertura de la testa, protocormo con una hoja, protocormo con dos hojas.
germinacion total y semillas sin germinar). Miyoshi y Mii (1995) evaluaron el proceso
de germinacion en Calanthe discolor, dividiéndolo en cuatro categorias:

1. Estado no germinado, en esta etapa no ocurre crecimiento del embrion.

2. Estado de pregerminacion, los embriones se hinchan y se amplia la cubierta.

3. Estado de germinacion, en esta etapa el embrion emerge de la cubierta.

4. Estado de protocormo, el embrién es completamente liberado de la cubierta.

Con base en la informacion anteriormente presentada se tomaron en cuenta cuatro etapas
durante el proceso de geminacién de semillas, las cuales son las que se consideraron

para el estudio de L. speciosa, concluyendo con la tormacion de protocormes y el

desarrollo de prirmeros primordios foliares.

5.1.1.1 Hinchamiento del embrion

La primera etapa considerada durante el proceso de germinacidn fue el momento en el
cual el embrién absorbe agua a través de la testa aumentando en volumen, esto es,

cuando los embriones comienzan a hincharse (Pierik, 1990). Durante las evaluaciones
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correspondientes, los siete medios de cultivo in vitro influyeron diferencialmente en el
hinchamiento de embrion, en las cinco fechas de evaluacion (Cuadro 6). Las
condiciones: BA + Vitaminas, AIA + Vitaminas y Extracto de malta indujeron
favorablemente el mayor hinchamiento de embriones, en la quinta fecha de evaluacion;
en otros tratamientos la proporcion de hinchamiento del embrion fue de 0.52 a 0.62. Al
parecer, la adicion de complementos (vitaminas, reguladores de crecimiento y aditivos) a

los medios de cultivo influye favorablemente para inducir la absorcion de agua.

Cuadro 6. Comparaciéon de las proporciones en la etapa de hinchamiento (HE) del
embrion de siete tratamientos y cinco fechas de evaluacion durante el proceso de

germinacion de semillas de L. speciosa.

Tratamientos HE-1 HE-2 HE-3 HE-4 HE-5
1. BA + Kinetina 0.06 ¢ 0.10¢c 0.18¢c 0.34c 0.52d
2. BA + AIA 0.06c 0.18 ¢ 0.30c 0.36¢c 0.50d
3. BA + Vitaminas 0.44 a 0.60a 0.70 a 092 a 1.00 a
4. Kinetina + AIA 0.02¢c 0.14c 0.28c 0.46¢c 0.62d
5. AIA + Vitaminas 0.34 a 052 a 0.64 a 0.84 a 096 b

6. Extracto de malta 0.46 a 0.64 a 0.78 a 0.88 a 1.00 a

7. Sulfato de adenina 0.16b 0.32b 046 b 060b 0.76 ¢c

* Los promedios de cuatro repeticiones corresponden al porcentaje de ocurrencia del evento. HE1 hasta

HES5 corresponde a las cinco fechas de toma de datos. Valores con la misma letra son iguales
estadisticamente con un a de 0.05.
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5.1.1.2 Apertura de la testa
Las condiciones: BA + Vitaminas, AIA + Vitaminas y Extracto de malta, favorecieron
en la ultima toma de datos la mayor apertura de testa (0.94-0.96) respecto de otras

condiciones ensayadas (0.36-0.42) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacion de proporciones en la etapa de apertura de la testa (AT) de siete
tratamientos y cinco fechas de evaluacién durante el proceso de germinacidn de semillas

de L. speciosa.

Tratamientos AT-1 AT-2 AT-3 AT-4 AT-S
1. BA + Kinetina 0.00 ¢ 0.02c¢c 0.08 ¢c 0.24c 042c
2. BA + AIA 0.00c 0.08d 0.18b 024c 0.36¢
3. BA + Vitaminas 028 a 0.42 a 0.56 a 0.80 a 0.94 a
4. Kinetina + AIA 0.00c 0.02d 0.18b 0.32c 0.50c
5. AIA + Vitaminas 022 a 0.28b 0.50 a 0.68a 094 a
6. Extracto de malta 0.32 a 0.48 a 0.64 a 0.78 a 0.96 a
7. Sulfato de adenina 0.08 b 0.20¢c 0.28b 0.48b 0.64b

* Los promedios de cuatro repeticiones corresponden al porcentaje de ocurrencia del evento. AT1 hasta
ATS5 corresponde a las cinco fechas de toma de datos. Valores con la misma letra son iguales
estadisticamente con un a de 0.05.

Considerando que el hinchamiento del embridn y la apertura de la testa de semillas de L.
speciosa se estimulan mejor con la presencia de reguladores de crecimiento, vitaminas y
extracto de malta en el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962), resulta claro que
ambas condiciones quimicas: medio dé cultivo y aditivos tienen un papel decisivo en las

primeras fases de la germinacion. Al respecto en otros trabajos se ha mostrado que el
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medio MS es el mejor para la germinacion de semillas de orquideas (Zeigler, 1967).
Para el caso de L. speciosa se reporta que el medio basal MS es mejor que cuando se
adicionan reguladores de crecimiento (Avila y Salgado-Garciglia, 2000) Con estos
antecedentes y los encontrados de esta etapa del trabajo hay duda de que la adicion de

vitaminas y extracto de malta son estimuladores de la germinacion de L. speciosa.

Respecto a rompimiento de testa a los 60 dias después de la siembra, en 4 etapas de
evaluacion, se produjo el rompimiento de la testa con un resultado total de 38 semillas
que rompieron la testa de un total de 40, la razon fue que la testa al ser una estructura
reticulada que cubre al embrion y esta compuesta por células indiferenciadas con
cuerpos lipiditos y proteinas y al entrar en contacto con el medio de cultivo comienzo a
desarrollarse y activarse, lo que ocasiona el rompimiento de testa, para posterior formar
protocormos y después plantulas. Este resultado tiene relacion con lo afirmado por
Pierik 1989, cuando menciona que el proceso de rompimiento de testa es rdpido y se da

por las condiciones ambientales controladas.

5.1.1.3 Protocormo con una hoja
Las condiciones: BA + Vitaminas y Extracto de malta se presentan como las mejores
condiciones para inducir la formacion de hojas en la quinta toma de datos (0.92-0.96),

con respecto a las otras condiciones ensayadas (0.24-0.26) (Cuadro 8).

La adicién de vitaminas, reguladores de crecimiento como BA y extracto de malta
adicionadas al medio de cultivo Murashige y Skoog (1962), presentan condiciones

ideales para la formacion de brotes (desarrollo de hojas), incluyendo el desarrollo de
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raicillas. Comparado con otros trabajos realizados en donde mencionan que las auxinas
(ANA) y citoquininas (BAP) actian directamente en el desarrollo de las plantulas, hojas
e induce la salida de raices, gracias a que las hormonas actGlan en los procesos

fisiologicos y metabolicos especificos dentro de un érgano (Arditti, 1990).

Cuadro 8. Comparacion de las proporciones en la etapa de protocormo con una hoja
(PIH) de siete tratamientos y cinco fechas de evaluacion durante el proceso de

germinacion de semillas de L. speciosa.

Tratamientos P1H-1 P1H-2 Pl1H-3 Pl1HH4 P1H-5
1. BA + Kinetina 000a 000c 0.04b 0.14c 026 ¢
2. BA + AIA 0.00a 0.02c 0.08 b 0.14c 0.24c
3. BA + Vitaminas 012 a 0.28 a 042a 068 a 0.92a
4. Kinetina + AIA 0.00 a 0.00c 0.10b 020c 0.30c
5. AIA + Vitaminas 0.08 a 010b 026D 0.58 a 0.84a
6. Extracto de malta 0.20 a 0.36 a 0.50a 0.68 a 0.96 a

7. Sulfato de adenina 0.02a 0.10b 0.18b 0.38b 0.58 b

* Los promedios corresponden al porcentaje de ocurrencia del evento en cada tratamiento, con cuatro
repeticiones. P1H1 hasta PIH5 corresponde a las cinco fechas de toma de datos. Valores con la
misma letra son iguales estadisticamente con un a de 0.05.

5.1.1.4 Protocormo con dos hojas

La adicion de extracto de malta adicionado al medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962), favorece en la formacion y desarrollo de hojas, siendo este, el que presenta el
valor mas alto (0.96), con respecto a los demas ensayos que presentan los valores mas

bajos obtenidos (0.14) (Cuadro 9). El extracto de malta presenta buenas caracteristicas
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para el desarrollo de protocormos, debido a que el medio de cultivo MS suplementado
con dicho aditivo se reporta como el mejor en el desarrollo de protocormos para otras

especies de orquideas (Aguilar, 2006).

Cuadro 9. Comparacion de las proporciones en la etapa de protocormo con dos hojas
(P2H) de siete tratamientos y cinco fechas de evaluacion durante el proceso de

germinacion de semillas de L. speciosa.

Tratamientos P2H-1 P2H-2 P2H-3 P2H-4 P2H-5
1. BA + Kinetina 0.00 a 0.00c 0.00d 0.04c 0.14d
2. BA + AIA 0.00 a 0.00c 0.00d 0.06 c 0.14 d
3. BA + Vitaminas 0.02 a 0.18 a 0.32a 0.58 a 0.84 b
4. Kinetina + AIA 0.00 a 0.00c 0.04c 0.10¢ 0.14d
5. AIA + Vitaminas 0.00a 0.00c¢c 0.14b 0.46 a 0.74 b
6. Extracto de malta 0.06 a 0.24 a 040 a 0.58 a 0.96 a
7. Sulfato de adenina 0.00 a 0.04 b 0.08 ¢ 0.28 b 0.50¢

* Los promedios corresponden al porcentaje de ocurrencia del evento en cada tratamiento, con cuatro
repeticiones. P2H1 hasta P2HS corresponde a las cinco fechas de toma de datos. Valores con la misma
letra son iguales estadisticamente con un o de 0.05.

Es bien conocido que la adicion de auxinas:citocinas a las plantas, influye en el
desarrollo de las mismas, es por ello que actualmente se utilizan algunos reguladores de
crecimiento o aditivos para estimular el desarrollo de PLBs como son los siguientes;
ANA 0.1 mg'l + BA 1 mg'l (Serrano, 2004), extracto de malta (500 mg-1") + kinetina

0.3 mg'l"), caseina hidrolizada (500 mg-‘;'l) + kinetina (0.3 mg-l'l), sulfato de adenina
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(160 mg'") + BA (0.3 mgT?), 2,4-D (0.3 mgl™), 2,4-D (0.1 mg-1™), BA (0.3 mg1™),

sulfato de adenina (80 mg1") y BA (0.3 mg1™) (Aguilar, 2006).

5.1.1.5 Semillas germinadas y sin germinar

El sulfato de adenina influyo mas en la germinacion (6.32) (Cuadro 10) con respecto a
las demas condiciones quimicas, por lo tanto, se presenta como el mejor medio en
cuanto a germinacion de semillas. En algunos casos la combinacion regulador de
crecimiento + regulador de crecimiento, favorece el proceso de PLBs pero en otros es la
combinacion regulador de crecimiento + extracto de malta, regulador de crecimiento +

caseina hidrolizada. En L. especiosa, solo el medio basal MS con reguladores de

crecimiento se estimula los PLBs.

Cuadro 10. Comparacién de proporciones del total de la semilla germinada (G) y sin

germinar (SG) de siete tratamientos en L. speciosa.

Tratamientos G SG
1. BA + Kinetina 478 d 522 a
2. BA + AIA 420d 580a
3. BA + Vitaminas 5.64 Db 436¢
4. Kinetina + AIA 5.28¢ 472b
5. AIA + Vitaminas 520c 480b
6. Extracto de malta 530¢ 470b

7. Sulfato de adenina 8.32a 3.68d

* Los promedios de cuatro repeticiones corresponden al porcentaje de ocurrencia del evento. Valores con
la misma letra son estadisticamente iguales con un a de 0.05.
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Las proporciones altas de semillas sin germinar correspondieron a las combinaciones
BA + kinetina y BA + AIA, seguidas de kinetina + AIA, esto refleja que los reguladores
de crecimiento no juegan un papel decisivo en inducir la germinacion, pero si en el

desarrollo de las plantulas.

: & ,
Figura 7. Proceso de germinacién de semillas de L. speciosa. a) Semillas sin germinar. b) Semillas en
etapa de hinchamiento del embrion. c) Semillas en etapa de germinacion. d) Semillas en
desarrollo de protocormos. €) Protocormos con dos hojas e inicio de formacion de la raiz.

El porcentaje de germinacion estd en funcion de diversos factores, la viabilidad de la
semilla, lo que a su ves, esta influenciado por la madurez de las cdpsulas al momento de
colectarlas. Lee y Lee (1991) reportan que la germinacion en semillas de orquideas
cultivadas in vitro a partir de cépsula varia dependiendo de la madurez de ésta y del tipo
de orquidea; sin embargo, se indica que germinan entre 30 y 60 dias de cultivo. La etapa
de germinacidn de semillas de L. speciosa concluy6 a los 50 dias con un promedio de 55
% de semillas germinadas en general, debido a que se emplearon cépsulas verdes y éstas

presentan un porcentaje mejor de semillas viables.
5.1.2 Multiplicacion in vitro

La fase de multiplicacion consistid en establecer el mejor medio de cultivo que

proporcionara las condiciones ideales para la induccién de nuevos brotes, a partir de la
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siembra de un solo explante. El efecto de los tratamientos en las variables evaluadas
muestra, de manera general, que no existen diferencias significativas en lo que respecta a
longitud de brotes, longitud de raiz, nimero de hojas y vigor de la plntula; pero el

niimero de brotes y de raices si fueron influidos por las condiciones quimicas ensayadas.

Para la variable nimero de brotes: la adicion de 2,4-D + kinetina agregado al medio de
cultivo Murashige y Skoog (1962), presento el mayor numero de brotes (39 brotes),
mientras que con caseina + kinetina se registro la respuesta mas pobre (10 brotes). Contrario a
esta tendencia, el mayor numero de raices se logro con la adicion de caseina + Kinetina y el
ntmero de ellas disminuyo en la condicién en la que hubo mas brotes (Cuadro 11). Estos
resultados nos reflejan el efecto favorable para una variable pero desfavorable para otra
por lo que es de suma importancia evaluar las concentraciones a las cuales se adicionen
al medio de cultivo y evaluar el efecto de las mismas, asta encontrar aquellas en donde

se presenten favorables para la multiplicacion.

Cuadro 11. Estadistico T de Kruskal-Wallis para efecto de tres tratamientos de

multiplicacion de L. speciosa para seis variables.

Tratamientos NB ILB(em) NR LR(ecm) NH

1. 2,4-D + Kkinetina 385a 19.0a 2.1 a 16.0a 2.1a

2. Extracto de malta + kinetina 295a 320a 19a 29.0a 3.6a

3. Caseina hidrolizada + kinetina 10.0b 27.0a 3.8b 33.0a 21a

L s

Variables: numero de brotes (NB), longitud de brotes (LB), numero de raiz (NR), longitud de raiz (LR)y
numero de hojas (NH). Valores con la misma letra son estadisticamente con un o de 0.05.
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Figura 8. Multiplicacion in vitro de la orquidea L. speciosa. a) Después de los seis meses de siembra. b)
Desarrollo de plantulas in vitro después de los 8 meses de siembra.

La adicién de auxina:citocinina (en una relacion 1:2) se utiliza para promover la divisién
celular, para inducir y acelerar el proceso de formacion de cuerpos protocérmicos. Las
auxinas tienen la capacidad de producir un agrandamiento y alargamiento celular; sin
embargo, se ha encontrado al mismo tiempo que promueven la divisién celular en el
cultivo de tejidos (Krikorian, 1991a). Las citocininas son generalmente utilizadas para
estimular el crecimiento y el desarrollo; promueven division celular, especialmente si
son adicionadas junto con una auxina (Pierik, 1987). Lo anterior nos permite
comprender el efecto que se obtuvo en la combinacién de 2,4-D + kinetina lo que indujo
alto numero de brotes, pero también se encontrd un efecto favorable en la combinacién
de extracto de malta y kinetina para la induccién de protocormos, especialmente el
empleo de extracto de malta no se tiene reportes de su efecto en la expresion de los
explantes a la formacion de nuevos protocormos, por su parte la kinetina es una
sustancia estimuladora de la division celular (Krikorian, 1991a), por lo que se emplea en

las tres condiciones quimicas de cultivo.
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5.1.3 Aclimatacion
En las variables vigor y color de plantula, no se detectaron diferencias significativas,

pero se registraron efectos significativos en las variables: AP, NR y LR.

De los sustratos empleados en aclimatacion tezontle + peat most, tezontle rojo, corteza
de pino + peat most, favorece que las plantas sean altas, aunque en tezontle rojo el
numero de hojas es mayor; mientras que tezontle + peat most el desarrollo radicular
(numero y longitud de raiz) es mucho mejor, esto se debe principalmente a la porosidad
del sustrato, lo cual proporciona una mejor disponibilidad de humedad al momento en el
cual las plantulas lo requieren y sin ocasionar exceso que pueden afectar
considerablemente, ya que las orquideas son en particular muy sensibles a excesos de
humedad, es por ello que los sustratos que nos proporcionen una adecuada retencion de

humedad son los adecuados para la fase de aclimatacion de plantulas.

Cuadro 12. Estadistico T de Kruskal-Wallis para efecto de cuatro tratamientos en la

etapa de aclimatacién de L. speciosa y seis variables.

Tratamientos AP (cm) NH NR LR(m) VP
1. Tezontle rojo 54b 70b 550 40a 294
2. Tezontle rojo + peat most 6.4b 49 a 80c 82¢ 29a

3. Corteza de pino + peat most 5.4 b 33 a 28a 53b 2.1a

4. Peat most + vermiculita 37a 58ab 4.5b 34a 29a

Variables: AP: altura de la planta, NH: numero de hojas, NR: numero de raiz NR, LR: longitud de raiz,
VP: y vigor de la plantula VP. Valores con la misma letra son estadisticamente con un o de 0.03.
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Existe efecto en el tipo de sustrato empleado para el transplante de plantulas de L.
speciosa debido a que algunos de éstos presentan caracteristicas de mayor retencion de
humedad, lo cual es muy importante en los primeros dias del transplante ya que es una
etapa critica en la cual las condiciones deben ser muy controladas principalmente la
humedad y la disponibilidad de agua en las raices. Se obtuvieron porcentajes de
sobrevivencia del 80 %, para el caso en el que se empled como sustrato tezontle rojo y
en la combinacion de peat most y vermiculita debido a la buena retencidén de agua que
éstos presentan. En el caso de L. speciosa, la sobrevivencia es hasta de un 98%, debido a
que las plantulas in vitro se mantienen por 20 dias en condiciones de invernadero previo

a su transplante (Avila, 2006).

5.2 Pruebas de Crioconservacion de la Orquidea Laelia speciosa

5.2.1 Encapsulacién-Deshidratacion

Curva de deshidratacion estandar para dos concentraciones de sacarosa

En la Figura 9 se observa la curva de deshidratacién de cépsulas sometidas a pre-
tratamiento de 0.75 M y 1 M de sacarosa, las cuales presentaron mejores resultados

durante el proceso de deshidratacion.

De la curva de deshidratacion se observa que a mayor concentracién de sacarosa el peso
es menor, esto se debe a que el efecto del azicar se ve reflejado como la eliminacion de
mayor contenido de agua de las capsulas, aspecto favorable para el congelamiento de las

mismas y disminuye el riesgo de dafio en los tejidos.
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Figura 9. Curva de deshidratacion estandar de capsulas

La deshidratacion de la semilla tiene como finalidad reducir el contenido de humedad de
la misma para que a su ves reducir, por un lado, la posibilidad de contaminacion de la
semilla (por hongos), y por otro lado, la de evitar dafios (por ruptura celular) por la
entrada y salida de agua en el embrién durante el periodo de almacenamiento
(Ossenbach et al., 2006). De acuerdo con la gréfica, el porcentaje de humedad que se
requiere se encuentra entre 20 y 30 %, lo cual se alcanza a las 4 y 7 h de desecacion en
botes sellados con silica gel para 0.75 M de sacarosa, mas concretamente a las 5 h
obteniéndose un 25 % de humedad, ideal para congelar; para el caso de 1 M de sacarosa,
entre las 5y 6 h se obtuvo el 21 y 25 % de humedad. Estos datos, dan un margen de

tiempo en el cual se ponen las capsulas en silica gel y alcanzan la humedad requerida.
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Sobrevivencia en la técnica de encapsulacién-deshidratacion

Después de congeladas las capsulas se procedieron a sembrarlas en un medio so6lido de
regeneracion de orquideas, y se pusieron ¢n compieta oscuridad durante una semana,
transcurrido el tiempo se procedi6 a tomar los datos de sobrevivencia de cada uno de los
tratamientos. Mediante el estadistico Z de una binomial, se compararon los porcentajes
de sobrevivencia de los nueve tratamientos (Cuadro 13). En la fase de pre-tratamiento
con 0.75 M de sacarosa di6 el mas alto valor de sobrevivencia (100 %) y el tratamiento

que utiliza 1 M de sacarosa present6é un 30 % de sobrevivencia siendo éste el valor mas

bajo obtenido.

Cuadro 13. Comparacion de proporciones de sobrevivencia en nueve tratamientos y tres

etapas de la técnica de encapsulamiento-deshidratacion de protocormos de L. speciosa.

Tratamientos Pre-cultivo Deshidratacion +NL(Nitrogeno liquido)
1. 0.5 M sacarosa. 0.50"b 1.0b 0.80 a
2. 0.75 M sacarosa. 1.00 e 1.0b 1.00 ¢
3.0.75 M sacarosa. 0.80d 1.0b 0.80 a
4. 1.0 M sacarosa. 0.30 a 02a 0.90b
5. 1.2 M sacarosa. 0.50b 1.0b 0.90b
6. Oscuridad 0.40 a 1.0b 0.80a
7. Luz 0.40 a 1.0b 0.70 a
8. ANA 0.60 ¢ 1.0b 0.85a
9. BA 033a 1.0b 0.90b

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba de Kruskal y Wallis con
a de 0.05.
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En la fase de deshidratacion de cépsulas con 1 M de sacarosa da un porcentaje de
sobrevivencia de 20 % siendo el valor mas bajo obtenido, y muestra que los demas
tratamientos se obtuvieron un porcentaje de 100 % de sobrevivencia, lo que indica que
3 y 5 h de deshidratacion en silica gel es favorable para la sobrevivencia de capsulas. Al
realizar el tratamiento con nitrégeno liquido, se presenta una sobrevivencia de 100 % en
el tratamiento 0.75 M de sacarosa, aunque de manera general todos los tratamientos

muestran un porcentaje de sobrevivencia aceptable entre 80 y 100 %.

El tratamiento con 0.75 M de sacarosa present el mejor porcentaje de sobrevivencia en
las tres etapas de la técnica de encapsulacion-deshidratacion, debido a que al someter las
capsulas a esta concentracion proporciono buena proteccion de protocormos, evitando
dafios al tejido. El pretratamiento de las capsulas fue durante 24 h con sacarosa a 0.75M,
lo cual disminuy6 la deshidratacion (20 °C, al 30 % RH) y aument6 la supervivencia de
semillas. Posteriormente fueron transferidas a crioviales y almacenadas a -196 °C, con
un 20 % de humedad, las capsulas mostraron 5 % y 45 % de regeneracion,
respectivamente; posteriormente fueron almacenadas a -20 °C, -70 °C durante 30 dias
obteniendo los mismos valores de sobrevivencia (Wood et al., 2000). Los resultados

indican oportunidades para el empleo de la crioconservacién para diversos taxa.

Regeneracion en la técnica de encapsulacién-deshidratacién
Utilizando el mismo anélisis estadistico, se compararon las proporciones de
regeneracion de los tratamientos en las dos etapas de encapsulacion-deshidratacién que

son precultivo y deshidratacion (Cuadro 14).
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La regeneracion de las cépsulas fue una fase mds complicada en ambas técnicas de
crioconservacién, por lo que sélo se contempla pre-cultivo y deshidratacion ya que en
nitrégeno liquido la regeneracion fue nula. En la fase de deshidratacion, se observo que
el utilizar 0.5 M, 1 M y 1.2 M de sacarosa se obtuvo el 100 % de regeneracion, mientras
que para otros tratamientos la regeneracion de las cdpsulas fue disminuyendo. Para la
deshidratacién utilizar 0.75 M de sacarosa fue la condicidn que presentd un mejor
porcentaje de regeneracion, Flachsland (2006) emplea protocormos cultivados in vilro
de Oncidium bifolium para crioconservar, obteniendo el 11.3 % para la produccion de
plantas y Praweena ef al. (2007) utilizando protocormos de orquidea tailandesa,

Cleisostoma arietinum (Rchb.f), obtienen un 49 % de regeneracion.

Cuadro 14. Comparacion de proporciones de regeneracion en nueve tratamientos y dos

etapas de encapsulacion-deshidratacion de protocormos de L. speciosa.

Tratamientos Pre-cultivo  Deshidratacion
1. 0.5 M sacarosa. 1.0" d 0.33a
2.0.75 M sacarosa. 0.75¢ 0.80c
3.0.75 M sacarosa. 1.0 d 0.80 ¢
4. 1.0 M sacarosa. 0.1 a 0.33a
5. 1.2 M sacarosa. 1.0d 0.50b
6. Oscuridad 0.72 ¢ 0.40 a
7. Luz 0.72 ¢ 0.40 a
8. ANA 0.72 ¢ 0.60b
9. BA 0.5b 0.33a

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba de Kruskal y Wallis con
un o de 0.05.
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Figura 10. Técnica de encapsulamiento-deshidratacién. a: Encapsulamiento de protocormos, b:
Deshidratacion de capsulas, c¢: Regeneracion de protocormos encapsulados

5.3.1 Vitrificaciéon
La técnica de vitrificacion permite eliminar la humedad de los tejidos para que al

someterlos a congelacioén no se formen cristales de hielo en las células y dafie el tejido.

Sobrevivencia en la técnica de vitrificacion
De acuerdo con los resultados presentados al Cuadro 15, el tratamiento de carga al cual
se somete los tejidos antes de ponerlo en la solucién vitrificadora, no tiene efectos

negativos en la sobrevivencia de los tejidos, ya que presentan una sobrevivencia de 95 y

100 %.
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Cuadro 15. Comparacion de proporciones de sobrevivencia en tres tratamientos y tres

etapas de la técnica de vitrificacion en protocormos de L. speciosa.

Tratamientos  TC PVS2 (30 min) PVS2 (60 min) + NL(30 min) + NL(60 min)
1.0.3 M sacarosa-  10.0" a 8.0b 10.0 ¢ 6.5 b 8.0 b
Obscuridad

2. BA + ANA 10.0a 158 80 b 50 a 7.0 a

3. 0.3 M sac-luz 95b 80b 20 a 10.0¢c 10.0 ¢

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba de Kruskal y Wallis con
un o de 0.05. TC: Tratamiento de carga, PVS2: Solucion vitrificadora de plantas 2, +NL:
Sumersion en Nitrogeno Liquido.

Se encontraron diferencias en cuanto al tiempo al cual se exponen los tejidos a la
solucion vitrificadora ya que, para el caso de ésta especie de orquidea, al someterlos mas
tiempo (60 min) a la solucidn, presentan mayor porcentaje de sobrevivencia hasta un
100 % con respecto a 30 min, que en dos, de los tres tratamientos fue de 80 %. Esto
tambien se ve reflejado al momento de poner los tejidos a NL, ya que los mejores
porcentajes de sobrevivencia se obtuvieron con 60 min de exposicion a PVS2, con
valores superiores al 70 %. Protocormos de Doritis pulcherrima Lindl, crioconservados
utilizando PVS2, presentan viabilidad del 86 % después de ia preservacion (Hiranc er
al., 2005). El efecto de la sacarosa se muestra como el mejor para inducir los tejidos al

progresivo estrés al cual se someten para la crioconservacion.

Regeneracion en la técnica de vitrificacion
Los porcentajes de regeneracion fueron menores con respecto a la técnica anterior, el

efecto del tratamiento de carga no fue muy significativo, ya que se muestra similares en
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ambos casos, entre €l 85 y 90 %; los porcentajes de sobrevivencia fueron muy bajos (20

y 30 %) al someterlos a la solucién vitrificadora durante 30 min (Cuadro 16).

Pero al someter los tejidos por un mayor tiempo a la solucién vitrificadora (60 min), se
obtienen mejores porcentajes de regeneracion 60 y 100 %. Protocormos de D.
pulcherrima, se crioconservaron utilizando PVS2 mostraron viabilidad de 62% después

de la preservacion (Hirano et al., 2005).

Cuadro 16. Comparacion de proporciones de regeneracion en vitrificacion de

protocormos de L. speciosa.

Tratamientos TC PVS2 (30min) PVS2 (60min)
1. 0.3 M sac.-Obscuridad 8.5*% a 3.0b 10.0c
2. BA+ ANA 9.0b 20a 6.0 b
3. 0.3 M sac-luz 8.0a 30b 15 a

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales con un a de 0.05. TC (Tratamiento de carga),
PVS2 (Solucion vitrificadora de plantas 2).

Figura 12. Vitrificaciéon de protocormos de la orquidea L. speciosa. a y b: Protocormos después de
someterlos a crioconservacion.
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5.3 Caracterizaciéon Molecular de C. aurantiaca'y L. speciosa
5.3.1 Cuantificacion de ADN
Después de realizar la extraccion de ADN se procedié a la cuantificacion de las 30

accesiones para verificar la cantidad de ADN en pg-ul y su calidad, mediante un

espectrofotometro.

En el Cuadro 17 y 18, se encuentran los valores de absorbancia, los cuales presentan una
buena cantidad de ADN (0.20-0.89 pg-ul) y de calidad aceptable solo en un caso
tenemos un valor de 0.200 y los demas resultados van 0.026-0.089 en absorbancia a 260

nm., lo cual se presentan como aceptables para llevar a cabo las reacciones de PCR

necesarias.

Cuadro 17. Valores obtenidos de absorbancia de cada muestra de ADN para C.

aurantiaca.
Catleya aurantiaca  Abs. 260nm pg-pl* 2 pg** 10 ng-2pl ***
1 0.075 0.75 2.66 150
2 0.086 0.86 233 172
3 0.089 0.89 2.25 178
4 0.200 0.20 10 40
5 0.026 0.26 7.69 52
6 0.033 0.33 6.06 66
7 0.028 0.28 7.14 56
8 0.032 0.32 6:25 64
9 0.028 0.28 7.14 56
10 0.029 0.29 6.89 58
11 0.033 0.33 6.06 66
12 0.039 0.39 5.13 78
13 0.033 0.33 6.06 66
14 0.037 0.37 5.41 74
15 0.031 0.31 6.45 62

* Concentracién (DNA) pg/ mi = DO260 X F dilucion X50

1000

** Cantidad en pL de cada muestra para cargar en el gel 2 jig de ADN.
*** Diluciones: cantidad de agua para tener una concentracion final de 10 ngen 2 pL.
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Cuadro 18. Valores obtenidos de absorbancia de cada muestra de ADN para L. speciosa.

Laelia speciosa  Abs. 260nm  pg-ul* 2 pg** 10 ng-2pl ***
1 0.063 0.63 3.17 126
2 0.057 0.57 3.51 114
3 0.094 0.94 2.13 188
4 0.056 0.56 3.57 112
5 0.066 0.66 3.03 132
6 0.072 0.72 2.77 144
7 0.073 0.73 2.74 146
8 0.082 0.82 2.44 164
9 0.046 0.46 4.34 92
10 0.055 0.55 3.64 110
11 0.053 0.53 3.1 106
12 0.062 0.62 3.22 124
13 0.045 0.45 4.44 90
14 0.060 0.60 3.33 120
15 0.052 0.52 3.85 104
* Concentracion (DNA) pg/ ml = DO260 X F dilucion X50
1000

** Cantidad en pL de cada muestra para cargar en el gel 2 pg de ADN.
#*#* Diluciones: cantidad de agua para tener una concentracion final de 10 ng en 2 ulL.

5.3.2 Verificacion del gel de calidad
Después de realizar la cuantificacién de ADN, se preparo el gel de calidad con la

finalidad de observar la presencia de ADN en las extracciones de C. aurantiaca 'y L.

speciosa.

En la Figura 13 se observa el gel de agarosa de las 30 muestras, las primeras 15
corresponden a C. aurantiaca y las 15 posteriores a L. speciosa, al inicio y al final se
colocd un marcador de peso molecular de 1kb (3uL). Las muestras de ADN son de alto

peso molecular y no estan degradadas.
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Figura 13. Gel de calidad de las 15 acceciones de C. aurantiaca y 15 acceciones de L. speciosa. M:
marcador de peso molecular (1 kb).

5.3.3 Analisis RAPD

La diversidad genética se representa como las diferencias en la constitucion génica de
los individuos de poblaciones naturales lo cual nos permite entender como es que las
especies se adaptan y evolucionan. Por lo que, la pérdida de esta variacion puede reducir
la capacidad de una poblacién a adaptarse a cambios de su ambiente e influyen
fuertemente en la estructura genética de las poblaciones naturales (Santos et al., 2006),
para el caso de C. aurantiaca'y L. especiosa, de acuerdo a los andlisis realizados estos

muestran poca variabilidad genética.

El analisis de los patrones RAPDs, nos permite determiﬁar la similitud y disimilitud
existente entre especies y dentro de una misma especie, obteniendo de ello un marcador
molecular monomorfico es invariable en todos los organismos estudiados, y cuando
presenta diferencias en el peso molecular es polimorfico {Nonnatus, 2001).

En la Figura 14 se observan cuatro patrones RAPDs, donde se muestra tanto la

variabilidad, y en la mayoria de los casos la similitud, en cuanto al patrén de bandeo.
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De los 20 iniciadores probados de la serie A (Operon Technologies inc. Alameda,

California, USA), 16 (Cuadro 18) mostraron amplificacion de por lo menos 5 bandas
para las dos especies de orquideas, es por ello que fueron las que se seleccionaron para

realizar las reacciones de PCR y se compararon los patrones de bandeo para cada caso.
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Cuadro 19. Iniciadores empleados de la serie A (Operon Technologies inc. Alameda,

California, USA), y sus secuencias

INICIADOR SECUENCIA (5°-3")
OPA-01 CAG GCCCTTC
OPA-02 TGC CGA GCT G
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-04 AAT CGG GCT G
OPA-05 AGG GGTCTT G
OPA-07 GAA ACGGGTG
OPA-08 GTG ACGTAGG
OPA-09 GGG TAACGCC
OPA-10 GTG ATC GCA G
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-13 CAGCACCCAC
OPA-14 TCT GTG CTG G
OPA-17 GACCGCTIGT
OPA-18 AGGTGACCGT
OPA-19 CAAACGTCGG
OPA-20 GTT GCG ATCC

De los 20 iniciadores probados de la serie A, 16 mostraron un polimorfismo menor de
70 % para C. aurantiaca 'y menor del 50 % para L. speciosa de acuerdo con los datos
que se muestran en el Cuadro 19. Li ef al, 2002, compara 16 genotipos los cuales
mostraron 73.3% de polimorfismo por lo que se encontr6 una gran diversidad genética
entre poblaciones. El uso de RAPDs ha permitido la deteccion de polimorfismo de

ADN entre las especies de orquideas (Asawatreratanakul and Asawatraratanakul, 2005).

De un total de 188 bandas amplificadas, el 44.16 % mostraron polimorfismo. De los 16
iniciadores empleados, 45 corresponden a C. aurantiaca. y 39 corresponden a L.

speciosa, con un polimorfismo de 24.92 % y 19.23 % para C. aurantiaca y L. speciosa,
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el polimorfismo dentro de la especie es menor, lo que nos muestra que L. especiosa es

mas estable en comparacion con C. auratiaca (Cuadro 19).

El porcentaje de bandas monomorficas fue de 75.07% para C. aurantiaca mostrando una

mayor variabilidad genética, por lo que se muestra que es un a especie menos estable, y

80.76% para L. speciosa (Cuadro 20), mostrando mayor estabilidad genética. Li et al.,

2002 encontrd una gran proporcion de la variacion genética (79.69%) que residia entre

las poblaciones, mientras que sé6lo el 20.31% residian dentro de la poblacion.

Cuadro 20. Namero de bandas amplificadas con los iniciadores de las series A en C.

aurantica 'y L. speciosa.

Iniciador Productos amplificados % de polimosfismo % de bandas
monopolimorficas
Totales Polimorficos C. aurantiaca L. speciosa C. aurantiaca L. speciosa
C. aurantiaca L. speciosa
OPA-01 6 4 0 66.67 0.0 33.33 100.0
OPA-02 15 5 7 33.33 46.67 66.67 53.33
OPA-03 9 0 4 0.0 44.44 100.0 55.56
OPA-04 10 5 2 50.0 20.0 50.0 80.0
OPA-05 13 4 1 30.77 7.69 69.23 92.31
OPA-07 13 2 3 15.38 23.08 84.62 76.92
OPA-08 14 3 1 21.43 7.14 78.57 92.86
OPA-09 10 0 0 0.0 0.0 100.0 100.0
OPA-10 15 0 3 0.0 20.0 100.0 80.0
OPA-11 16 9 7 56.25 43.75 43.75 56.25
OPA-13 12 0 0 0.0 0.0 100.0 100.0
OPA-14 9 0 1 0.0 11.11 100.0 88.89
OPA-17 8 < 1 50.0 125 50.0 87.5
OPA-18 12 5 2 41.67 16.67 58.33 83.33
OPA-19 12 4 4 33.33 33.33 66.67 66.67
OPA-20 14 0 3 0.0 21.43 100.0 78.57
Totales 188 45 39 24.92 19.23 75.07 80.76
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El uso de técnicas de ADN de huellas genéticas ha demostrado ser un instrumento dtil,
rapido y de enfoque preciso para el estudio de las variaciones inter e intra-especificas de
orquideas (Shan et al., 2002). RAPDs es el analisis de encuestas de loci miltiples de la
totalidad de su genoma simultdneamente con cada primer y detecta diferencias de
nucledtidos entre los aislamientos.
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Figura 15. Dendrograma construido usando el coeficiente de similitud de Jaccard con los patrones de
bandas RAPD de C. aurantiaca'y L. speciosa
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El andlisis de clusters de la distancia genética llevo a cabo el dendrograma en el que se
indica claramente que las tres especies de orquideas se agrupan en tres diferentes
categorias (Asawatreratanakul and Asawatraratanakul, 2005). En el dendrograma
(Figura 15) existe una buena separacion de las dos especies de acuerdo con el género al
cual pertenecen, esto es, todos aquellos individuos que pertenecen a C. aurantiaca se
encuentran dentro del primer grupo con valores de similitud entre 0.89 y 0.99, y el
segundo se encuentra formado por aquellos que pertenecen a L. speciosa agrupado entre
0.86 y 0.99 el coeficiente de Jaccard agrupa a las dos especies en 0.49 de similitud. La
técnica de RAPD es de utilidad para indicar la proximidad genética de especies de
orquideas e hibridos de manera rapida y eficiente y, por lo tanto, ayuda a predecir el
resultado de una cruza sobre la base de informacion genotipica. Demeke, Chibbar y
Adams (1992), citados por Saw et al. (1999), encontraron que los RAPDs son ttiles en

la clasificacion de especies.



VIi. CONCLUSIONES
Micropropagacion
Las mejores condiciones de micropropagacion de Laelia especiosa incluye el medio
basal Murashige y Skoog (1962) adicionado con extracto de malta (500 mg:1") durante
todo el proceso de germinacion e induccion de brotes y el Tezontle rojo + peat most
(1:1) se presento como el mejor sustrato para la aclimatacion.
Crioconservacion
La encapsulacion de protocormos de orquideas con 3 % de alginato de sodio y 0.75 M
de cloruro de calcio es util para la crioconservacion, en un pre-tratamiento de 0.75 M
durante 24 h y expuestas a silica gel durante 25 h con un contenido de humedad de 25
%, presentando una tasa de 100 % de sobrevivencia y 80 % de regeneracion (hasta la
fase de deshidratacion). La tasa de sobrevivencia (100 %) y regeneracion (100 %) (hasta
la fase de deshidratacion) se logro con un precultivo de los protocormos en 0.3 M de
sacarosa durante 3 dias, un tratamiento de carga por 20 min. Y una deshidratacion con
PVS2 a temperatura ambiente durante 60 min.
Caracterizacion molecular de Catleya aurantiaca y Laelia speciosa
El protocolo utilizado para la extraccion de ADN permitié obtener ADN con buena
calidad, el cual fue utilizado para realizar reacciones de PCR con 16 iniciadores de la
serie A. De un total de 188 bandas amplificadas, 44.16 % mostraron polimorfismo,
24.92 % y 19.23 % y bandas monomorficas de 75.07 % para C. aurantiaca y 80.76%
para L. speciosa respectivamente, esta ultima presenta mayor variabilidad genética. El

dendograma muestra una clara separacion de las especies de acuerdo al género.
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