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RESUMEN GENERAL

Laelia halbingeriana pertenece a la familia Orchidaceae y debido a su
descubrimiento relativamente reciente, no se ha caracterizado morfoldgica, cromosémica
ni molecularmente. Con la finalidad de conocer la diversidad de esta especie y su posible
relacion con L. anceps, L. superbiens y L. autumnalis, la caracterizacion molecular
mediante el analisis de RAPDs se utilizaron 16 iniciadores, cuatro iniciadores mostraron
productos de amplificacion aceptable. Se observd 60.97 % de polimorfismo que denota
gran variabilidad entre las especies de Laelia. Por otra parte se observé que el nimero
cromosomico mas comun es de 2n=36. Ademas, en un tercer estudio se desarrollo una
metodologia para la propagacion in vitro de L. halbingeriana se utilizé el medio de MS
(1962) suplementado con 6-benciladenina (BA) (0.0, 2.22 y 4.43 puM:litro™) y 3-cido
naftalenacético (ANA) (0.0, 2.60, 5.20 y 10.40 pM:litro™). Con estos medios fueron
cultivadas plantulas de 2.5 cm con tres concentraciones de sacarosa (58.43, 87.64 y 116.85
mM:-litro™) y cinco de sales minerales del medio MS (50, 75, 100, 125 y 150 %). Para el
enraizamiento, las plantulas fueron cultivadas en medio MS suplementado con cinco
concentraciones de ANA (0.0, 2.60, 7.80, 10.40 y 13.00 pM:-litro™) y cinco de &cido 3-
indolbutirico (AIB) (0.0, 4.92, 7.38, 9.84 y 12.30 uM:litro™). Se utiliz6 el disefio
experimental completamente al azar con arreglo factorial y diez repeticiones. En la etapa
de multiplicacion, el BA (2.22 pM:-litro™) increment6 el nimero promedio de hojas por
planta (3.93), mientras que la mayor longitud (1.11 cm) se logré al adicionar ANA (5.20
uM:-litro™?). La concentracién de azicar y las sales minerales no influyeron en la
organogénesis in vitro de L. halbingeriana. En el enraizamiento, el mayor nimero de raices

por planta (2.62) se obtuvo reduciendo las sales minerales a 75 %, la adicion de 7.80



uM:-litro™ de ANA incrementd el nimero de raices (2.86). Las plantulas provenientes del
cultivo de tejidos fueron cultivadas en charolas de plastico en condiciones de invernadero.
Los sustratos utilizados fueron la corteza de encino y el peat moss, con y sin enraizador, se
compard el crecimiento y desarrollo de las plantulas in vitro e in vivo. Después de 8 meses
del inicio de los experimentos, las variables evaluadas fueron: altura de planta, nimero y
longitud de hojas, numero y longitud de raices. La reflectancia de las hojas estuvo
influenciada por el contenido de sales minerales asi como las concentraciones de ANA al
medio de cultivo, ademas se cuantifico el contenido de clorofila mediante el método de N-
N-Dimetilformamida y las mediciones SPAD de hojas de diferentes tonalidades de verde.
El disefio experimental fue completamente al azar con cuatro repeticiones. Los datos
fueron sometidos a andlisis de varianza complementados con la prueba de Tukey al 5 %.
Los resultados mostraron que la corteza de encino, fue el sustrato que favorecio el
enraizamiento y supervivencia de las plantulas en la etapa de aclimatacion, ademas se
encontrd una relacién positiva entre contenido de clorofila y las lecturas SPAD, por otra
parte se observd que la supervivencia de las plantulas a las condiciones ex vitro estuvo

influenciada por la intensidad de color de los explantes. .

Palabras clave: Laelia halbingeriana, Marcadores moleculares, cromosomas,

micropropagacion, aclimatacion.



GENERAL ABSTRACT

Laelia halbingeriana belongs to the family Orchidaceae and because of its
relatively new discovery, it has not been characterized morphologically, chromosomically
nor molecularly. With the aim of knowing the diversity of this species and its possible
relationship with L. anceps, L. superbiens and L. autumnalis, for the molecular
characterization through the analysis of RAPDs, 16 primers were used. Four of them
showed acceptable amplification products. It was observed 60.97 % polimorphism, which
denotes a great variability among the species of Laelia. On the other hand, it was observed
that the most common chromosomic number is 2n=36. Moreover, in a third study, a
methodology was developed for the in vitro propagation of L. halbingeriana in which the
médium MS (1962) was used, supplemented with 6-benciladenine (BA) (0.0, 2.22 and 4.43
uM:-liter®) and 3-naftalenacetic acid (ANA) (0.0, 2.60, 5.20 and 10.40 uM-liter™). With
these media, seedlings of 2.5 cm were cultured with three sacarose concentrations (58.43,
87.64 and 116.85 mM:-liter™") and five of mineral salts of the médium MS (50, 75, 100, 125
and 150 %). Fort he rooting, the seedlings were cultured in the médium MS supplemented
with five concentrations of ANA (0.0, 2.60, 7.80, 10.40 and 13.00 uM-liter™) and five of 3-
indolbutiric acid (AIB) (0.0, 4.92, 7.38, 9.84 and 12.30 uM-liter"). A completely random
experimental design was used with factorial array and ten repetitions. At the stage of
multiplication, the BA (2.22 uM:liter™) increased the average number of leaves per plant
(3.93), while the largest length (1.11 cm) was achieved by adding ANA (5.20 pM-liter™).
Sugar and mineral salts concentration did not influence in the in vitro organogenesis of L.
halbingeriana. During rooting, the largest number of roots per plant (2.62) was obtained by

reducing the mineral salts to 75 %. Addition of 7.80 puM:-liter™ of ANA increased the
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number of roots (2.86). Seedlings coming from the tissue culture were grown in plastic
trays in greenhouse conditions. Sustrates used were oak crust and peat moss, with and
without rooter. The growth and development of seedlings in vitro and in vivo was
compared. After 8 months of the starting of the experiment, the evaluated variables were:
Height of the plant, number and length of leaves and number and length of roots.
Reflectance of leaves was influenced by the contents of mineral salts as well as the
concentration of ANA to the culture médium. Besides, the chlorophile contents was
quantified through the method N-N-Dimetilformamide and the SPAD readings of leaves
with different shades of Green. The experimental design was completely random with four
repetitons. Data was subject to a variance analysis complemented by the Tukey test at 5%.
Results showed that the oak crust was the sustrate that favored the rooting and survival of
seedlings at the aclimatization stage. Moreover, a positive relationship was found between
the chlorophile contents and the SPAD readings. On the other hand, it was observed that
the survival of seedlings to the ex vitro conditions was influenced by the intensity of the
color of the explants.

Keywords: Laelia halbingeriana, Molecular markers, chromosomae, micropropagation,

acclimation.
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INTRODUCCION GENERAL

La familia Orchidaceae es considerada como la mas grande de las plantas con
flores ya que tiene alrededor de 30 000 especies (Storm, 2006). En México se estiman entre
1106 a 1400 especies y subespecies, la mayor diversidad en el trépico de cancer (Hangster
et al., 2005); los estados de la Republica Mexicana con mas especies son Chiapas, Oaxaca,
Veracruz, Guerrero, Morelos, Jalisco, Michoacan, Quintana Roo, Puebla, Nayarit, Tlaxcala
y San Luis Potosi (Tellez et al., 2005; Hangster et al., 2005). Entre las caracteristicas mas
interesantes de esta familia es su alto grado de endemismo en Mexico se han registrado
444 especies que corresponden al 40 % del total de taxa en el pais (Espejo et al., 2002). Sin
embargo, la alteracion y destruccion de su habitat, la extraccion ilegal entre otros factores
hacen que varias especies de orquideas mexicanas estén consideradas en peligro de
extincion (SEMARNAT, 2010).

En México las investigaciones en orquideas se han enfocado a la propagacion y a la
caracterizacion morfolégica (Castillo y Engleman, 1993) y en menor proporcién de
estudios de caracterizacion molecular. Estos estudios son herramientas para el analisis
filogenético y taxondémico de orquideas mexicanas, mapeo de genomas, cuantificacion de
variabilidad génica intra e interespecifica, mejora genética, entre otros. Ademas de que con
esta técnica se ha logrado corregir errores de identificacion (Przeslawski, 1995).

Los métodos mas utilizados para definir la posicion taxonomica se basan en
caracteres morfoldgicos, sin embargo debido a la gran variacion genética de las orquideas
hace casi imposible definir su posicion taxonémica por medio de ellos. Los marcadores

moleculares pueden identificar caracteristicas especificas de cada especie, y se puede



definir la relacion existente entre cada una, sin estar influenciados por el ambiente, la edad
de la planta, entre otros.

Los marcadores de tipo RAPD se han aplicado en diversos estudios para orquideas.
En vainilla los RAPD y AFLP han servido para caracterizacion de hibridos y su progenie
(Divakaran et al., 2006; 2008). Ademas de que han servido para definir la variacion
genética entre especies de orquideas (Sun y Wong 2001). Ademas de que estos estudios
permiten desarrollar estrategias de conservacion genética y el manejo de las especies.

A pesar del gran nimero de especies existentes de orquideas, se cuenta con muy
pocos estudios a nivel molecular y citogenéticos, debido a que se enfocan principalmente
es especies comerciales y se estima que solo 10 % de las especies de esta familia han sido
analizadas cromosdmicamente (Davifia et al., 2009).

Aunado a lo anterior el lento desarrollo de las orquideas y poca sobrevivencia de
plantulas, ha provocado un decremento considerable en la poblacion. Tradicionalmente las
orquideas se han propagado asexualmente mediante division de plantas; sin embargo, se ha
demostrado que la propagacion in vitro es una técnica viable en la germinacion de semillas
(Arditti, 1993). Ademas de que se obtiene un gran nimero de plantas se reduce el tiempo
de multiplicacion, se controla la sanidad del cultivo y existe la posibilidad de multiplicar
rapidamente una especie de la cual existan pocos individuos.

La propagacion in vitro requiere de un proceso de adaptacion de las plantulas al
medio conocida como aclimatacion y es considerada como etapa critica ya que las
orquideas bajo condiciones in vitro, se encuentran con intensidad de luz y temperatura
constantes, en medios de cultivo con nutrimentos controlados y una fuente de azlcar,

ademas de baja concentracion de CO, , lo cual hace que las plantulas se desarrollen en



ambiente heterétrofo lo que limita a las plantas a realizar sus funciones, ademas la alta
humedad relativa provoca la incapacidad de las plantas de controlar la transpiracion

Se han disefiado diferentes enfoques para lograr con éxito la aclimatacion de las
plantulas micropropagadas, ademas de diferentes medios de cultivo, asi como el contenido
de sales minerales, la concentracion de agar y sacarosa en el medio, ya que tiene efecto en
el desarrollo de la planta ex vitro (Deb y Imchen 2010). Ademas, se han utilizado sustratos
alternativos (Deb y Imchen 2010) y sistemas hidropdnicos (Lopes da Silva, 2006) para
lograr mayor porcentaje de éxito durante la aclimatacion.

Laelia halbingeriana (familia Orchidaceae), no es la excepcion a lo anterior, sin
embargo, los pocos estudios que se han realizado en esta especie han sido con el fin de
asegurar su supervivencia, por lo que para este trabajo se plantean los siguientes objetivos:
Caracterizar molecularmente a L. halbingeriana mediante RAPDs y determinar el nimero
cromosdmico de L. halbingeriana; establecer un método practico y competitivo para
propagar in vitro L. halbingeriana; evaluar la eficiencia de sustratos de origen vegetal y el
uso de enraizador en explantes la influencia del color del explante y el contenido de

clorofila durante la etapa de aclimatacion de L. halbingeriana.
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CAPITULO I. CARACTERIZACION MOLECULAR DE Laelia halbingeriana



CARACTERIZACION MOLECULAR DE Laelia halbingeriana

RESUMEN

Laelia halbingeriana pertenece a la familia Orchidaceae y debido a su
descubrimiento relativamente reciente, no se ha caracterizado morfolégica ni
molecularmente, con la finalidad de conocer la diversidad de este género y su posible
relacion con otras especies. El objetivo de este trabajo fue caracterizar las especies del
género L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens y L. autumnalis el mediante el analisis de
RAPDs. Los materiales provenian del laboratorio de cultivo de genética molecular del
Colegio de Postgraduados campus Montecillos.

Para la obtencion de los patrones RAPDs se utilizaron 16 iniciadores y las
reacciones de PCR se realizaron con el programa: un ciclo a 94 °C (1 min); 38 ciclos (30
sega94 °C,30sega35°Cylmina72°C)yunciclo final a 72 °C tres minutos. EIl ADN
gendémico presentd buena calidad y 4 de los iniciadores mostraron productos de
amplificacion aceptable. Los resultados mostraron 60.97 % de polimorfismo que denota

gran variabilidad entre las especies de Laelia.

Palabras clave: Laelia spp, orquideas, RAPD, marcadores moleculares.



ABSTRACT

Laelia halbingeriana belongs to the family of Orchidaceae and because of its
relatively new discovery, it has not been characterized neither morpholocicaly nor
molecularly with the aim of knowing the diversity of this genre and its posible relationship
with other species. The goal of this work is to characterize the species of the genre L.
halbingeriana, L. anceps, L. superbiens and L. autumnalis through a RAPDs analysis.
Materials came from the laboratory of molecular genetics culture of Colegio de
Postgraduados Campos Montecillos.

To obtain the RAPDs patterns, 16 boosters were used and the PCR reactions were
performed under the program: one cicle at 94 °C (1 min); 38 cicles (30 seg at 94 °C, 30 seg
at 35 °C and 1 min at 72 °C) and a final cicle at 72 °C three minutes. Genomic DNA
showed good quality and 4 of the boosters showed aceptable products of amplification.
Results showed 60.97% of polimorfism that confirms a great variability of the species of

Laelia.

Keywords: Laelia spp, orchideae, RAPD, molecular markers.



INTRODUCCION

Laelia halbingeriana de la familia Orchidaceae es una especie de crecimiento
epifito endémica del valle himedo de encino, en una cafiada de la reserva de la Biosfera
Tehuacan-Cuicatlan en Oaxaca. El color de los pétalos de la flor es rosa o magenta con
lineas purpuras y en el centro resalta un color amarillo, contraste de colores que le da
mayor tonalidad y atraccién. Sus pétalos son ondeados e irregulares. Esta especie,
recientemente se definié como un nuevo taxén (Hangsater et al., 2005) que es amenazado
principalmente por la reduccion de su habitat natural debido a la deforestacion, y a la
extraccion ilegal de plantas. L. halbingeriana se encuentra en proceso de descripcion
formal; es similar a L. superbiens de Chiapas y Centroamérica, pero presenta varias
diferencias morfoldgicas significativas. Mediante el uso de marcadores moleculares se
puede obtener informacion acerca de su relacion con otras especies y su ubicacion
taxondémica (Rosas, 2001) ademas, el polimorfismo detectado en el ADN puede ser usado
para la identificacion de especies y de sus hibridos. Las diferencias a nivel morfoldgico,
bioquimico y molecular; sin embargo, son clave para la caracterizacion de esta especie, por
ello la utilizacion de ADN son la mejor alternativa. Los marcadores moleculares basados
en el ADN, a diferencia de los demas marcadores moleculares, no son afectados
considerablemente por el ambiente y no varian con la edad de la planta. Pueden ser
regiones codificantes, aunque la mayoria de los polimorfismos ocurren en regiones no
codificantes.

Entre las primeras técnicas moleculares generadas utilizando PCR, se encuentra el
uso de marcadores de ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD) que Unicamente

utiliza un cebador pequefio de entre 6 a 10 pares de bases (pb), de secuencia arbitraria con



50 — 80 % del par guanina — citocina. Debido al tamafio de estas secuencias se tienen
ciertas posibilidades de encontrar varios sitios complementarios en el genoma en estudio,
originando la amplificacién simultanea de varios fragmentos. La eficiencia de la
amplificacion de los fragmentos de ADN, depende de la concentracion y secuencia de
bases en el ADN molde, de la longitud del cebador, y de la temperatura de acoplamiento
(Castro et al., 2001).

Los marcadores tipo RAPD ya han sido aplicados en diversos estudios para
orquideas. Limet al. (1999), los utilizaron para analizar especies del género Vanda
(Orquidacea) para determinar la cercania genética de varias especies. Chung et al. (1996),
en su estudio de orquideas los emplearon para detectar el virus cymbidium del mosaico.
Chan y Sun (1995), investigaron las especies Spiranthessinensis y S. hongkongensis, para
definir su diversidad genética. También, Chan y Sun (1997), usaron ADN de cloroplasto
para analizar los patrones de especiacion en el individuo. El objetivo de esta investigacion

fue caracterizar molecularmente a L. halbingeriana mediante el anélisis de RAPDs.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Plantas de L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens y L. autumnalis fueron
proporcionadas por el laboratorio de genética molecular del Colegio de Postgraduados

campus Montecillos.

Método combinado de extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN a partir de tejido foliar fresco (0.3 g) se utilizé el método
combinado MLO de Lee et al. (1991) y CTAB 3% (Ahrens y Seemdeller, 1992) modificado
por Cazares et. al., (2010). EI ADN extraido de cada una de las muestras fue almacenado a

-20°C.

Calidad del ADN

La integridad del ADN, se comprob6 mediante electroforesis en gel de agarosa (1
%), para lo cual se coloco en cada uno de los pozos la mezcla compuesta de 5 pul de la
solucion de ADN y 2.0 uL de amortiguador de carga (azul de bromofenol 0.25 %, xileno
cianol FF 0.25 % vy glicerol al 30 %). EI amortiguador de separacion del ADN fue TAE
1X (TAE 50X: Tris base 242 g; acido acético glacial 57.1 mL y EDTA 0.5 M, pH 8.0 100
mL aforado a un litro), la electroforesis se llevo a cabo a 95 Volts durante 30 min y el gel
fue teflido con bromuro de etidio (1 uL de Bromuro de etidio [10 mg mL™] por cada 100

mL de gel de agarosa).
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El ADN fue visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta Modelo Gel-Doc

2000, BIO RAD® y analizado con el programa Quantity One 4.0.3, incluido en el equipo.

La imagen que se obtuvo reflejé bandas uniformes e integras de ADN a 12000 pb,
aproximadamente. Después se procedié a diluir 1:20 del ADN con agua inyectable
estéril. Se obtuvo una concentracion final aproximada de 20 ng L™ de ADN en cada una

de las especies.

Condiciones de PCR para generar RAPD

Iniciadores para RAPD

Diferentes pruebas de estandarizacion fueron realizadas de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) para RAPD con 16 iniciadores decAmeros de secuencia aleatoria de la
serie A de Operon (01, 02, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 12, 13, 15, 16, 17 y 19) y de la serie B
(B12 y B18); estos iniciadores fueron sintetizados por el Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Auténoma de México (UNAM). Después de las estandarizacion se
seleccionaron cuatro iniciadores (OPA: A10, A15, B12 y B18) para su uso en RAPD, estos
cuatro iniciadores presentaron el mejor polimorfismo y marcaron diferencias considerables

en el bandeo, con respecto a los 12 que no se seleccionaron.
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La secuencia de estos iniciadores seleccionados se presenta a continuacion:
A 10 Secuencia (5->3"): GTG ATC GCA G
A 15 Secuencia (5->3"): TTC CGA ACCC
B 12 Secuencia (5'->3): CTT TGA CGC A

B 18 Secuencia (5'->3"): CCACAG CAG T

Para lograr la amplificacion de ADN de L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens

y L. autumnalis en PCR, los reactivos se fusionaron en una mezcla de reaccion con un

volumen final de 25uL de mezcla por tubo de PCR de acuerdo con el cuadro 1.
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Cuadro 1. Condiciones de la mezcla de reaccion para obtener RAPD en las
especies de L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens y L.

autumnalis
Volumen de reactivos  Concentracion final
Reactivo
In vitro (uL) de los reactivos
Amortiguador de reaccion 2.5 1X
MgCl, (Cloruro de
3.0 3.0mMpL?
magnesio)
2.5 mM pL?
dNTP’s 0.5
Iniciador aleatorio 2.0 10.0 pmol pL*
ADN polimerasa
0.3 1.5U pL?
(Amplificasa®)
ADN gendémico de Laelia 5.0 100 ng pL™
Agua 11.7 --
VVolumen final 25 -

Para la amplificacion mediante PCR se utilizé un termociclador BIO RAD®, serie
582BR. Las condiciones de termociclado para las técnicas empleadas se expresan en el
Cuadro 2

Los productos de amplificacion obtenidos a partir de los RAPD fueron

almacenados para su separacion posterior por medio de electroforesis a -20° C.
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Cuadro 2. Condiciones de termociclaje para amplificar RAPD
obtenidos de L. halbingeriana, L. anceps, L.
superbiens y L. autumnalis.

Ciclos Temperatura Tiempo

RAPD

1 94°C r
94°C 30”7

38 35°C 30”7
72°C 1’00’
72°C 3°00”

1
4°C A

Separacion por electroforesis y visualizacion de los productos amplificados

En cada uno de los pozos del gel (1.5 % de agarosa) se colocO una mezcla
compuesta de 10 pL de producto de reaccion y 2.0 puL de buffer de carga azul. El buffer de
separacion del ADN utilizado fue TAE 1X. Un pozo se incluy6 con 0.7 pL de marcador de
peso molecular 1 Kb (1 Kb Ladder, Invitrogen®, Figura 1) como referencia. La separacién
se llevd a cabo a 90 Volts durante 1 hora. Los geles se tifieron con bromuro de etidio y las
bandas se visualizaron bajo luz ultravioleta en un foto-documentador (Modelo Gel Doc
2000, BIO RAD®), la foto del gel se tomé con el programa QuantityOne 4.0.3, incluido en
el equipo de foto-documentacién. Los resultados se imprimieron en papel fotografico para

su posterior analisis.
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Figura 1. Visualizacion del tamafio de las bandas en pb que
proporciona el marcador de peso molecular 1 Kb
(Kilobase) Ladder, Invitrogen®. (0.7 pg/carril, en un gel
de 0.9% agarosa, tefiido con bromuro de etidio).

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se utilizd el paquete
computacional de NTSYS-pc version 2.2R (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System). Las bandas obtenidas con cada uno de los iniciadores usados se
enumeraron en orden descendente a partir de la banda de mayor peso molecular (la méas
cercana al origen) y se codificaron mediante el cddigo binario, asignando un valor
numérico: uno para denotar la presencia de la banda y cero para indicar la ausencia de
banda, conformando entonces una matriz basica de datos o matriz binaria que fue empleada

para generar la matriz de disimilitud genética mediante el coeficiente de DICE (1945) o

NeiyLi (1979), que es una medida de similitud genética, que se refiere a la comparacion de
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un par de patrones de bandeo de dos individuos, y se obtiene del doble del numero de
bandas compartidas sobre el total de bandas en ambos individuos) para de esta forma
calcular la frecuencia de aparicion de cada banda registrada.

Los dendrogramas de agrupacién de las especies de orquidea, fueron derivados de la
matriz de disimilitud con el programa SAHN (Sequential Agglomerative Hierarical
NestedCluster Analysis), Dunn and Everitt (1982), del sistema de analisis multivariado y
taxondémico numérico (NTSYS-pc 2.2R), por medio del método del promedio aritmético
no ponderado por pares entre agrupamientos, tipo UPGMA (Unweighted Pair-Group

Method, Aritmetic Averages) (Adams et al., 2000).

La confiabilidad del dendrograma se prob6é mediante el método de remuestreo en
las matrices de datos con Bootstrapping con un a=0.05, en el modulo
“Transformation/Resample” y “Transformation/Summary” con 2000 remuestreos y por
medio de una matriz de comparacion entre la matriz de similitud generada de la matriz
basica de datos y de una matriz promedio generada con el remuestreo con Bootstrap,
realizada con el modulo “Graphics/Matrixcomp. Plot”, todo con el paquete de NTSYS-pc

2.2R.
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RESULTADOS

Anélisis molecular
Extraccion, cuantificacion y calidad de ADN

En la extraccion de ADN de L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens y L.
autumnalis fue posible obtener fragmentos de ADN de buena calidad, adecuadas para la
realizacion de las metodologias del presente trabajo.

La evaluacion cualitativa se realizo en gel de agarosa al 1 %, observando una banda
uniforme y bien definida de aproximadamente 12 000 pb que demuestra el grado de
integridad del ADN extraido, por lo que en la Figura 2, se muestran algunos de los

resultados de la extraccion.
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Figura 2. Gel de agarosa 1 % que muestra los perfiles de ADN de L. halbingeriana, L.
anceps, L. superbiens y L. autumnalis

Anélisis de Marcadores Moleculares amplificados por PCR
Los analisis de los marcadores moleculares se basaron en el uso de la técnica de
PCR: RAPD y en las amplificaciones realizadas se aprecié que algunos de los iniciadores
utilizados no amplificaron el ADN de todas las especies, en estudio. Esto pudo deberse a
que las secuencias de los iniciadores no reconocieron ningun sitio blanco en el genoma de

estas variedades (Figura 3).
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Figura 3. Gel de agarosa (1.5%), que muestra los patrones polimorficos de ADN
amplificado al azar (RAPD), generados por los iniciadores aleatorios OPA 8, OPA
12, OPA 15 Y OPA 18 usado en especies de L. halbingeriana, L. anceps, L.
superbiens y L. autumnalis

En algunos de los iniciadores utilizados en la técnica, por ejemplo; el caso del
iniciador OPA 15 (Figura 4), utilizado en RAPD se pudieron apreciar bandas polimdrficas
distintivas entre especies, es decir a simple vista en el gel, se pudieron observar las

agrupaciones de las especies.
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Figura 4. Gel de agarosa (1.5%) que muestra los patrones polimoérficos de ADN
amplificado al azar (RAPD), generadas por el iniciador aleatorio OPA 15, evaluado
de L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens y L. autumnalis

Comparacion entre las especies de Laelia con perfiles de RAPD

En cada uno de los perfiles de electroforesis se logré observar una separacién bien
definida de las bandas generadas con cada uno de los iniciadores aleatorios (OPA 10, OPA
15, OPA 12 y OPA 18) en las especies de Laelia.

Con los cuatro iniciadores aleatorios utilizados en RAPD se obtuvo un total de 123
bandas, de la cuales 75 fueron polimdrficas, lo cual representa un 60.97 % de polimorfismo

(Cuadro 3)

21



Cuadro 3. Iniciadores polimorficos elegidos para realizar el andlisis de las especies de
Laelia y porcentaje de polimorfismo detectado por medio de los RAPD

Iniciador Secuencia Ndmero de  Numero de bandas NUmero de
(5°-3) bandas monomorficas bandas
polimorficas
A 10 GTGATCGCAG 32 19 13
Al5 TTCCGAACCC 23 4 19
B12 CTTTGACGCA 33 16 17
B18 CCACAGCAGT 35 9 26

Proporcion de polimorfismo 60.9 %

Con los marcadores utilizados, el nimero de marcadores por Iniciador y el
porcentaje de marcadores polimdérficos dentro de las especies de Laelia evidencian una
alta variabilidad intraespecifica (Cuadro 3).

En la figura 5 se muestra el polimorfismo existente en los patrones de amplificacion
de las especies de L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens y L. autumnalis, obtenidos

con los iniciadores A10, A15, B12 y B18.
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Figura 5.

Iniciador B12 y D: Iniciador B18
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En la figura 6 se presentan los dendrogramas de las especies de L. halbingeriana, L.
anceps, L. superbiens y L. autumnalis obtenidos mediante el analisis de los patrones
RAPDs. En la figura 6 se observan dos agrupamientos el iniciador lo forman L.
halbingeriana, L. anceps y L. superbiens con un coeficiente de similitud de del 91 % el

otro grupo lo forma L. autumnalis.

Al10 Al5

B12 - B18

Figura 6. Dendograma generado de la matriz de similaridad promedio, una vez realizados
los remuestreos para las especies de Laelia.
El dendrograma de la figura 6 muestra dos grupos definidos entre los individuos de
L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens y L. autumnalis, lo que coincide con las
caracteristicas de las especies. En la figura 6 se observa el agrupamiento de los individuos
de L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens de forma compacta en un grupo con un

coeficiente de similitud de 93.7 % vy los individuos de L. autumnalis en otro grupo.
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El dendrograma de la figura 6 presenta la definicion de dos grupos en uno se agrupa
claramente L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens con un porcentaje de similitud de
66.7 % y el otro grupo lo forma L. autumnalis

Cabe sefialar que L. autumnalis no mostrdé ningun tipo de polimorfismo con los

cebadores utilizados.
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DISCUSION

La familia Orquidacea es una de las méas extensas en generos y especies del mundo.
Su complejidad para definir limites entre los géneros y especies origina debates entre los
cientificos que estudian esta familia. Los estudios actuales realizados en esta familia se
apoyan en multiples técnicas, entre ellas la biologia molecular. Este estudio demostré que
la técnica RAPDs fue util para evaluar la diversidad genética a nivel intraespecifico. En
términos generales con los marcadores RAPDs se evidencia la diversidad genética entre las
especies de Laelia. Por los agrupamientos obtenidos se observo que L. halbingeriana, L.
anceps, L. superbiens estdn mas emparentadas que L. autumnalis, lo que coincide con la
literatura. Avila y Oyama (2007), encontraron 76 % de diversidad genética en poblaciones
naturales de L. speciosa. En otras especies como vainilla los marcadores RADPs han

servido para identificar gran diversidad genética Schlter et al. (2007).
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CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares permitieron identificar por sus patrones RAPD a cada
especie estudiada, las especies presentaron un patrén de bandeo diferente, obteniéndose
con ello la huella genética de 3 de las especies de Laelia. Se determiné el porcentaje de
polimorfismo de la L. halbingeriana, L. anceps, L. superbiens y L. autumnalis. Los
marcadores moleculares RAPD sirven de herramienta para priorizar las especies de

orquidea a ser conservadas con base en su variabilidad genética.
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NUMERO CROMOSOMICO DE Laelia halbingeriana
RESUMEN

Laelia halbingeriana actualmente amenazada por la reduccion de su habitat,
pertenece a la familia Orchidaceae y es endémica de la cafiada de Oaxaca. Las
investigaciones referentes a la caracterizacion de esta especie son escasas por lo que en esta
investigacion se tratd de identificar su nmero cromosoémico que se desconocia. Apices de
raices de plantulas obtenidas in vitro fueron utilizadas para hacer la preparacion de
cromosomas que consistio en realizar dos pretratamientos: a) colchicina 0.5% maés 8-
hidroxiquinoleina 0.002 M a 23 °C y b) 8-hidroxiquinoleina 0.002 M a 4 °C ambos
pretratamientos durante 4, 6 y 7 horas. Para las observaciones citologicas se empleé la
técnica de tincion con el reactivo de Shiff y para el aplastado orceina propiénica 2 %. Se

observo que el nimero cromosémico mas comun fue de 2n=36.

Palabras clave: Laelia halbingeriana, cromosoma, endémica, Orquidea
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ABSTRACT

Laelia halbingeriana is currently threatened by the reduction of its habitat. It
belongs to the family of Orchidaceae and it is endemic of the Oaxaca glen. Previous
research’s related to the characterization of this species are rare, the reason why in this
work the goal was to identify its chromosomic number, previously unknown. Root apices
of seedlings obtained in vitro were used to make the chromosomic preparation which
consisted in performing two pre-treatments: a) colchicine 0.5% plus 8-hidroxiquinoleina
0.002 M at 23 °C and b) 8-hidroxiquinoleina 0.002 M at 4 °C, both pre-treatments during 4,
6 and 7 hours. For the cytological observation, the staining technique with Shiff reactive
was used and for the smashed, propionic orceine 2 %. It was observed that the

chromosomic number most commonly found was 2n=36.

Palabras clave: Laelia halbingeriana, chromosom, endemic, Orchidea
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INTRODUCCION

Laelia halbingeriana (familia Orchidaceae), considerada una especie en vias de
caracterizacion, es una planta epifita endémica de la cafiada de Oaxaca, en la reserva de la
Bidsfera Tehuacan-Cuicatlan. Estda amenazada por la reduccion de su habitat debido
principalmente a la deforestacion, cambios en el uso de suelo y extraccion ilegal de plantas
(Hangsater et al., 2005) lo que aumenta el riesgo de su desaparicién. Se estan llevando a
cabo algunos estudios con el fin de asegurar su supervivencia. A pesar del gran nimero de
especies existentes de orquideas, se cuenta con muy pocos estudios citogenéticos, ya que se
estima que solo 10 % de las especies de esta familia han sido caracterizadas
cromosomicamente (Davifia et al., 2009) y, por lo anterior, el objetivo fue determinar el

namero cromosémico de L. halbingeriana.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Plantulas de L. halbingeriana cultivadas in vitro fueron proporcionadas por el Dr.
Raymundo Enriquez del Valle provenientes del Laboratorio de Cultivo de Tejidos del
Instituto Tecnoldgico Agropecuario de Oaxaca (ITAO). Estas plantulas se micropropagaron
a fin de obtener los apices radiculares necesarios para determinar el nimero cromosémico
de la especie.

Reactivos

Colchicina (Sigma C-9754), alcohol etilico absoluto (Merck 405111), &cido acético
glacial (JT Baker 9507-05), cloroformo ACS (EMD CX1055-9), fucsina b Bésica (Merck
15937), meta-bisulfito de sodio (JT Baker 3552-20), orceina propidnica (Sigma 0-7380),

xileno ACS (JT Baker 9490-02), y balsamo de Canada (Fisher Scientific Company B-10).

Determinacién del nimero cromosémico

Dentro de una caja petri de vidrio se colocé papel filtro nimero 2 humedecido con
8-hidroxiquinoleina 0.002 My se conservé a 4 °C. Sobre el papel filtro se colocaron apices
de las radiculas y se mantuvieron en estas condiciones durante 4, 5, 6 y 7 horas para
después fijarlos sumergiéndolos en una solucidn de Carnoy (alcohol etilico absoluto, acido
acético glacial y cloroformo, 3:1:1) donde fueron conservadas hasta el aplastado. Los
apices, antes del aplastado, se hidrolizan en &cido clorhidrico 1N a 60 °C durante 10
minutos, pasado este tiempo se retira el acido clorhidrico y los &pices se sumergen en el
reactivo de Schiff preparado recientemente (0.1 g de fucsina basica, 0.3 mL de &cido

clorhidrico concentrado, 4 g de bisulfito de sodio, 0.5 g de carbon activado, 100 mL de
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agua destilada) durante 5 minutos a 60 °C. Los apices se en frian a temperatura ambiente.
Después de 40 minutos se toma una pequefia porcion del apice radical y se coloca en un
porta objetos de vidrio, se agrega una gota de orceina propionica (2%) se coloca un cubre
objetos de vidrio sobre el apice para aplastar con el dedo pulgar con fuerza suficiente hasta
gue los cromosomas se extiendan. Las preparaciones son selladas con una mezcla de cera 'y
parafina 1:1 para posteriormente congelarlas a -80 °C durante 24 horas. A continuacion, el
sello de parafina y cera se retira rdpidamente junto con el cubre objetos para sumergir la
preparacion en alcohol etilico absoluto durante 2 horas a temperatura ambiente y, después
de este tiempo, las placas se extraen, se permite que se evapore por completo el alcohol y
se sumergen entonces en xileno durante 10 minutos. Las preparaciones son secadas a
temperatura ambiente, para posteriormente colocar sobre los portaobjetos en el lugar donde
se encuentra impregnado el apice, una gota de balsamo de Canada diluido con xileno, se
cubre con un cubre objetos nuevo y se seca en una plancha térmica a 30 °C durante 3 dias.
Las preparaciones son colocadas en el microscopio éptico Carl Zeiss, para observar y

contar el nUmero de cromosomas de 100 células.
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RESULTADOS Y DISCUSION

NUmero cromosdmico

De la observacion de células somaticas en metafase, se determin6 que el nimero
cromosomico L. halbingeriana es 2n= 36 (Figura 1), la familia Orchidaceae presenta una
gran variacion en el nimero cromosémico (Félix y Guerra 2010; Davifia et al., 2009). Esta
familia esta integrada por aproximadamente 800 géneros con 1500 especies (Dole 2004).
El género Laelia cuenta con 11 especies (White, 1996; Lee et al., 2007) de las cuales se
han reportado un nidmero cromosémico variable desde 20 (Félix y Guerra, 2010) hasta 60

(Kamemoto, 1950).
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Figura 1. Cromosomas de L. halbingeriana en metafase.

Al llevar a cabo la etapa de pre-tratamiento del material vegetal en la mezcla de

colchicina con 8-hidroxinoleina, se tuvo dificultad para visualizar los cromosomas y para

contarlos debido a que se observaban muy pocas células en division, sin embargo, con solo

colocar las raices en 8-hidroxinoleina se obtuvieron un mayor nimero de células en la
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etapa de division requerida aunque a las 5 horas la dispersién y contraccién de los
cromosomas no eran suficientemente visibles.

La mayor dificultad para la observacion de los cromosomas de L. halbingeriana
estuvo determinada por el tiempo de exposicién a la solucion de 8-hidroxinoleina, ya que a
3y 4 horas de permanencia las raices en ella no mostraban division alguna, asimismo con
un tiempo de exposicion mayor de 5 horas se obtuvo un efecto negativo en la dispersion de
los cromosomas. Con un tiempo de exposicién de 5 horas fue posible obtener las mejores
preparaciones ya que los cromosomas se pudieron observar mejor que en los otros casos.
Otro aspecto a destacar es la influencia en el tiempo de tincion, puesto que se observo que
la tincion realizada entre un tiempo de 20 a 30 minutos, se obtuvo una tincion pobre y no se
tifieron todas las células de manera uniforme, a diferencia de cuando la tincion se llevo a
cabo durante una hora 0 méas y asi logro la tincion apropiada que permitio la observacion
mas clara, que puede atribuirse al hecho que el tejido es duro y ceroso lo que obstaculiza la
penetracion adecuada del colorante.

De un total de 100 células en metafase observadas, se encontrd que en la mayoria de
las células el ndmero cromosémico fue de 2n=36. Para L. marginata el nimero de
cromosomas determinado es de 40, mientras que en L. albida va desde 40 hasta 63 y en L.
gouldiana el nimero cromosdémico va de 40 a 60. EI nimero cromosdémico determinado en
L. halbingeriana puede deberse a su aislamiento geografico o porque es una especie Unica

y endémica de una region de la cafiada de Oaxaca.
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Estos resultados contribuyen a la caracterizacion de L. halbingeriana, al utilizar
como criterio el namero cromosdmico, resultado que es importante ya que pocas especies
de orquideas han sido caracterizadas de esta manera. La propagacién de planta de orquidea,
en los programas de hibridacion, se realiza mediante cultivo de tejidos y para demostrar
que el proceso biotecnolégico de micropropagacion es seguro, es factible determinar en

estas plantas su nUmero cromosémico.
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CONCLUSION

Se determiné que el nimero cromosémico de L. halbingeriana es 2n=36
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PROPAGACION in vitro DE Laelia halbingeriana

RESUMEN

Laelia halbingeriana (Orchidaceae) es una planta epifita endémica de la cafiada de
Oaxaca amenazada por la reduccién de su habitat debido a deforestacion, cambios de uso
de suelo, extraccion ilegal de plantas. Se desarroll6 una metodologia en el Colegio de
Postgraduados en 2010 para su propagacion in vitro como estrategia de conservacion
usando el medio de MS (1962) suplementado con 6-benciladenina (BA) (0.0, 2.22 y 4.43
uM:litro™) y 3-4cido naftalenacético (ANA) (0.0, 2.60, 5.20 y 10.40 uM:litro™). Con estos
medios fueron cultivadas plantulas de 2.5 cm con tres concentraciones de sacarosa (58.43,
87.64 y 116.85 mM:-litro™) y cinco de sales minerales del medio MS (50, 75, 100, 125 y
150 %). Para el enraizamiento, las plantulas fueron cultivadas en medio MS suplementado
con cinco concentraciones de ANA (0.0, 2.60, 7.80, 10.40 y 13.00 puM:-litro™) y cinco de
4cido 3-indolbutirico (AIB) (0.0, 4.92, 7.38, 9.84 y 12.30 uM:litro™). Se utiliz6 el disefio
experimental completamente al azar con arreglo factorial y diez repeticiones. En la
multiplicacion, el BA (2.22 puM:litro™) incrementd el nimero promedio de hojas por
planta (3.93), mientras que la mayor longitud (1.11 cm) se logré al adicionar ANA (5.20
uM:litro™). La concentracién de azlcar y las sales minerales no influyeron en la
organogénesis in vitro de L. halbingeriana. En el enraizamiento, el mayor nimero de raices
por planta (2.62) se obtuvo reduciendo las sales minerales a 75 %, la adicion de 7.80
uM:-litro™ de ANA incrementd el nimero de raices (2.86).

Palabras clave: Orchidaceae, sales minerales, fitoreguladores
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ABSTRACT

Laelia halbingeriana (Orchidaceous) is an epiphyte plant endemic from the Oaxaca
glen which is threatened by the reduction of its habitat due to deforestation, changes in the
use of soil and illegal extraction of plants. A methodology was developed at Colegio de
Postgraduados in 2010 for its in vitro propagation as a preservation strategy using the MS
medium (1962) supplemented with 6-benciladenine (BA) (0.0, 2.22 and 4.43 pM:liter™)
and 3-naftalenacetic acid (ANA) (0.0, 2.60, 5.20 and 10.40 uM-liter™). With those media,
2.5 cm seedlings were grown with three sucrose concentrations (58.43, 87.64 and 116.85
mM:liter™) and five of mineral salts of the MS medium (50, 75, 100, 125 and 150 %). For
the rooting, seedlings were grown in the MS medium supplemented with five
concentrations of ANA (0.0, 2.60, 7.80, 10.40 and 13.00 pM:liter") and five of 3-
indolbutiric acid AIB ) (0.0, 4.92, 7.38, 9.84 and 12.30 puM:liter). A completely random
experimental design was used with a factorial array and ten repetitions. At multiplication
stage, BA (2.22 uM:-liter™) increased the average number of leaves per plant (3.93), while
the largest length (1.11cm) was achieved by adding ANA (5.20 pM:-liter™). Sugar and
mineral salts concentrations did not influence the in vitro organogenesis of L.
halbingeriana. At rooting stage, the largest number of roots per plant (2.62) was obtained
by reducing the mineral salt concentration at 75%. Addition of 7.80 puM-litre™ of ANA

increased the number of roots (2.86).

Key words: Orchidaceous, mineral salts, plant growth regulators
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INTRODUCCION

Laelia halbingeriana (familia Orchidaceae) es una planta epifita endémica de la
cafada de Oaxaca, en la reserva de la Biosfera Tehuac&n-Cuicatlan, amenazada por la
reduccion de su habitat debido a factores como la deforestacion, cambios en el uso de
suelo y extraccion ilegal de plantas (Hangsater et al., 2005) lo que aumenta el riesgo de su
desaparicion. Existen muy pocos estudios acerca de su reproduccion. En este tipo de
plantas, la reproduccion sexual de forma natural es limitada debido a la naturaleza de la
semilla  (tamafio pequefio con poca o nula materia de reserva) por lo que la germinacion
asi como los estados de desarrollo subsecuentes dependen de la relacién simbidtica con un
hongo micorrizico (Rhizoctonia solani) (Mosquera-Espinosa et al., 2010; Otero et al.,
2007; Suarez et al., 2006). Porras et al. (2007) sefialan que cada especie tiene una

especificidad por el hongo micorrizico.

La germinacién de semillas in vitro es una alternativa de reproduccién viable pues
es posible sustituir la accion de los hongos micorrizicos con el medio de cultivo (Gil et al.,
2007; Otero y Bayman 2009). Mediante este método se logra, ademas, incrementar la
variabilidad genética de la especie. Para la propagacion de orquideas, se han estudiado los
medios de cultivo minimos, la constitucion de reguladores de crecimiento asi como la
accion benéfica de la peptona y el carbdn activo entre otros aditivos (Ouyang et al., 2006);
sin embargo, la respuesta morfogénica de los tejidos dependen del tipo y concentracion de
los reguladores de crecimiento. Para la propagacién de orquideas se han empleado
principalmente las citocininas naturales 2-isopenteniladenina (2iP) y la zeatina y las

citocininas sintéticas N6 —benciladenina (BA) y la cinetina (6-furfuril-aminopurina), en

44



concentraciones de 0.01 a 10 mg L™; donde esta tltima es la menos eficiente de las cuatro.

También se ha postulado que la concentracidn de sales minerales y de sacarosa son
factores determinantes en el proceso de organogénesis in vitro de estas plantas (Sorace et
al., 2008). La mayor formacion de plantulas in vitro de L. speciosa fue lograda por
Sarabia et al. (2010), al adicionar al medio de cultivo ANA (0.5 mg L™) y 4cido giberélico

(AG;) (0.1 mg L™ quienes obtuvieron 70 % de supervivencia al ser aclimatadas.

Aungue ya se han establecido metodologias para propagar in vitro plantas de
orquidea de diferentes géneros, existen pocos estudios en L. halbingeriana, por lo que es
factible modificar las condiciones conocidas para mejorar los resultados de la
micropropagacion como una estrategia inicial para asegurar posteriormente la conservacion
en su ambiente natural. Basados en lo expuesto previamente, el objetivo de la presente
investigacion fue establecer un método practico y competitivo para propagar in vitro L.

halbingeriana.
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MATERIALES Y METODOS

Multiplicacion de plantulas

Plantulas de L. halbingeriana cultivadas in vitro fueron proporcionadas por el Dr.
Raymundo Enriquez del Valle provenientes del Laboratorio de Cultivo de Tejidos del

Instituto Tecnoldgico Agropecuario de Oaxaca (ITAO).

Medios de cultivo

El medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS, 1962) fue utilizado como base de
los medios preparados. Todos los medios de cultivo contenian 2.96 uM de tiamina, 5.55
uM de mio-inositol, 6 g L™ de agar (Merck®) y el pH fue ajustado a 5.7 + 0.1 antes de
agregar el agar. EIl medio se esterilizé a 121 °C (1.05 kg por cm?) durante 17 minutos.
Todas las cantidades expresadas en la composicién de los medios estan dadas por litro de

medio, a menos que otra cosa sea indicada.

Las plantulas fueron originalmente cultivadas en una serie de 12 medios (Cuadro 1)
para determinar la condicién mas favorable para multiplicar el nimero de plantas. Todos
los cultivos fueron conservados durante 60 dias en un cuarto de incubacion a 25 +2°C, 16
h de fotoperiodo con intensidad luminica de 76 umol m? s producida por lamparas de
luz blanca fria fluorescente. Se determino el desarrollo de las plantulas durante un periodo

de 60 dias.
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Cuadro 1. Composicion quimica de los medios de cultivo. Los medios contenian la
concentracion de sales minerales del medio de cultivo MS al 100 % y 87.64 mM de
sacarosa.

Medio MS: BA (UM) ANA (uM)  Medio MS: BA (M) ANA (UM)

1 0 0 7 2.22 5.20
2 0 2.60 8 2.22 10.40
3 0 5.20 9 4.43 0

4 0 10.40 10 4.43 2.60
5 2.22 0 11 4.43 5.20
6 2.22 2.60 12 4.43 10.40

Para evaluar el efecto de la concentracion de sales minerales y sacarosa en el
desarrollo de las plantulas in vitro de L. halbingeriana fueron seleccionados nuevos
explantes de aproximadamente 2.5 cm de longitud y se sometieron a 15 tratamientos
conformados por tres concentraciones de sacarosa (58.43, 87.64 y 116.85 mM),
combinadas con cinco concentraciones de las sales minerales totales del medio MS (50,

75, 100, 125 y 150 %) como se indica en el Cuadro 2.

En el tercer ensayo, brotes vigorosos de aproximadamente 3.0 cm de longitud se
seleccionaron para cultivarlos en una serie de 25 medios que contenian 87.64 mM de
sacarosa. En este caso fue evaluada la combinacion de ANA (0.0, 5.20, 7.80, 10.40 y 12.30
pUM) con AIB (0.0, 4.94, 7.38, 9.84 y 12.30 pM) para inducir el enraizamiento in vitro de

las plantulas (Cuadro 3). A cada frasco de 100 ml de capacidad sé adicionaron 25 mL de
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medio de cultivo, fueron sembrados 10 explantes para generar un total de 30 explantes por
tratamiento. Los explantes se mantuvieron por 60 dias en el cuarto de incubacion a 25 * 2
°C, 16 h de fotoperiodo con intensidad luminica de 76 pumol m? s* producida por
lamparas de luz blanca fria fluorescente. El  disefio experimental utilizado fue
completamente al azar con arreglo factorial 3 x 4,5 x3y5 x5 en el primero segundo y

tercer experimento, respectivamente.

Cuadro 2. Composicion quimica de los medios de cultivo. Los 15 medios contenian 2.22
UM de BA y 5.20 uM de ANA asi como la concentracion de sales del medio MS
y las cantidades de sacarosa indicadas.

Medio Concentracion Sacarosa Medio Concentracion Sacarosa

MS: de sales (%) (mM) MS: de sales (%0) (mM)
13 50 58.43 21 125 87.64
14 75 58.43 22 150 87.64
15 100 58.43 23 50 116.85
16 125 58.43 23 75 116.85
17 150 58.43 25 100 116.85
18 50 87.64 26 125 116.85
19 75 87.64 27 150 116.85
20 100 87.64

Variables evaluadas y analisis estadistico

Las variables evaluadas en todos los casos fueron: numero y longitud de hojas,

altura de plantula, nimero de raices, longitud de raices. Con los datos obtenidos se hizo un
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analisis de varianza y se llevé a cabo una prueba de comparacion de medias Tukey a una

P<0.05 con el paquete estadistico SAS version 9.1 (SAS, 2003).

Cuadro 3. Composicion de una serie de 25 medios que contenian la concentracion 100 %
de sales minerales MS y 87.64 mM de sacarosa. Los medios contenian las
cantidades de ANA y AIB indicadas.

Medio MS: ANA (UM) AIB (UM) Medio MS: ANA (UM)  AIB (uM)

28 0 0 41 7.80 9.84
29 0 4.94 42 7.80 12.30
30 0 7.38 43 10.40 0
31 0 9.84 44 10.40 4.94
32 0 12.30 45 10.40 7.38
33 5.20 0 46 10.40 9.84
34 5.20 4.94 47 10.40 12.30
35 5.20 7.38 48 13.00 0
36 5.20 9.84 49 13.00 4,94
37 5.20 12.30 50 13.00 7.38
38 7.80 0 51 13.00 9.84
38 7.80 4.94 52 13.00 12.30
40 7.80 7.38
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del tipo y concentracion de fitohormonas en la etapa de multiplicacion in vitro

de plantulas de L. halbingeriana

Se observaron diferencias estadisticas significativas en la respuesta de las plantas
respecto a los tratamientos. Con la adiciéon de 2.22 uM de BA se obtuvieron hasta 3.93
hojas en promedio, mientras que al duplicar dicha concentracién la formacién de hojas se
redujo en 13 % (Figura 1 A). EI nimero de hojas no se vio afectado por la presencia de
ANA en el medio de cultivo (Figura 1B). En cuanto a la longitud de las hojas se encontrd
que con la adicion de BA no se observaron diferencias entre los tratamientos para esta
variable (Figura 1C). En el hibrido de Brassocattleya ~ Pastoral "x Laeliocattleya "Amber
Glow'mientras Araujo et al. (2006), encontraron en esta especie que la adicion de bajas
concentraciones de BA incrementaron el numero de brotes. Estos resultados coinciden con
los encontrados por Saravia-Ochoa et al. (2010), quienes con la adicion de BA obtuvieron
la mayor formacion de callo asi como la mejor calidad del mismo en L. speciosa; Sin
embargo, se logré estimular la longitud de hojas al utilizar ANA en el medio de cultivo,
pues con 5.20 uM:litro™ de ANA se incrementd la longitud de las hojas hasta 1.45 cm vy al
reducir su concentracién a 2.6 pM:-litro™ la longitud se redujo en 31 % (Figura 1 D). Estos
datos contrastan con los registrados por Coello et al. (2010) quienes en Guarianthe
skinneri (Bateman) Dressier & W.E.Higgins obtuvieron el mayor numero de brotes (10.6)
al utilizar concentraciones de 16.1 y 0,0023 uM de BA. En el estudio realizado por Suarez-
Quijada et al. (2010) encontraron que la adicion de BA tiene mayor influencia que el
ANA en la propagacion de in vitro de Euchile mariae.
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Figura 1. Efecto de la concentraciéon de BA (A 'y C) y concentracién de ANA (B y D) en el
nimero y longitud de las hojas formadas in vitro de L. halbingeriana en un
periodo de cultivo de 60 dias.

La ausencia de BA en el medio de cultivo influyo negativamente en el crecimiento

de las plantulas desarrolladas in vitro, ya que solo alcanzaron 1.96 cm de altura (Figura 2

A), sin embargo, al adicionar 4.43 pM:litro® de BA se incremento la altura de planta (2.19

cm). Se encontrd una respuesta similar al adicionar ANA al medio de cultivo ya que a 5.20

uM:-litro™ se obtuvo la mayor altura por explante (2.24 cm), y cuando se redujo hasta 2.60

uM:-litro™ la altura de las plantulas disminuyé en promedio (1.97 cm), ademas se observé

que tanto la ausencia de ANA en el medio como la concentracion de 10.40 uM:litro™

presentaron el mismo efecto inhibitorio en la altura promedio de las plantulas.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de BA (A) y ANA (B) en la altura de plantas
formadas in vitro de L. halbingeriana en un periodo de 60 dias.

El proceso de rizogénesis también fue afectado por los dos tipos de fitohormonas
utilizadas (Figura 3). La presencia de BA influyo en el nimero de raices ya que al
adicionar 2.22 y 4.43 uM:litro® se obtuvieron 1.82 raices en promedio sin ser
estadisticamente diferente al testigo sin BA en el cual inicamente se obtuvieron 1.55 raices
en promedio por plantula. En cuanto a la longitud promedio de las plantulas, la adicién de
4.43 uM-litro™" de BA numéricamente fue mejor al obtener una longitud de 1.14 cm sin ser

estadisticamente diferentes a las plantas de los otros tratamientos utilizados.
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longitud de las raices formadas in vitro de L. halbingeriana a los 60 dias de
incubacion

Con el regulador de crecimiento ANA la respuesta de las plantulas fue negativa ya

que al no adicionar esta fitohormona el nimero de raices fue mayor (1.89) y al adicionar

10.40 pM:-litro™ se inhibe la formacién en 20 %:; la longitud de raices tuvo un efecto

similar al encontrarse que numéricamente es mejor en ausencia de ANA en el medio (1.12

cm) mientras que la adicién de 10.40 uM:litro™ sélo se obtuvo un incremento promedio de

1.02 cm.
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Efecto de la concentracion de sacarosa y sales minerales en la propagacion de

plantulas de L. halbingeriana

La concentracion de sacarosa no afectd la organogénesis in vitro de L.
halbingeriana (Cuadro 4). Sin embargo, la concentracién de 87.64 mM:litro™ favorecié su
crecimiento debido a que el potencial osmético que generd esta cantidad de sacarosa
permitio a la pléntula absorber agua y nutrientes. En cambio, el adicionar 116.85
mM:-litro™ de sacarosa al medio de cultivo disminuyé considerablemente el potencial
osmotico lo que dificulta la absorcion de agua y nutrientes hacia el interior de las plantulas,

por lo que el crecimiento de las hojas fue limitado.

Cuadro 4. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la organogénesis in vitro de Laelia
halbingeriana a los 60 dias de incubacién.

Sacarosa NUmero de Longitud de Numerode Longitudde longitud del
mM:litro™ hojas Hojas (cm) Raices Raices (cm) explante
(cm)
58.43 3.59 a¥ 0.98b 1.95a 0.78 a 0.82a
87.64 3.77 a 1.07a 191a 0.82a 0.88 a
116.85 3.69a 1.00 ab 211a 0.80 a 0.87 a
DMS 0.24 0.07 0.57 0.23 0.07

“ Medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente al 0.05 de

probabilidad segun la prueba de tukey. * media de 30 observaciones en cada tratamiento
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La concentracion de sales minerales en el medio no afect6 el namero ni la longitud
de hojas, resultados que contrastan con los obtenidos por Romero-Tirado et al. (2007)
quienes sefialan que al utilizar sales minerales a 50 y 100 % de su concentracion se obtiene
una mayor cantidad de plantulas desarrolladas in vitro de L. anceps. EIl proceso de
rizogénesis fue afectado por la concentracion de las sales minerales ya que tanto las altas
concentraciones como las bajas concentraciones de sales minerales (150 y 50 %),
disminuyen la formacion de raices (1.65) en promedio, mientras que una concentracion de
75 % promueve su formacion (2.62) raices por planta en promedio. Sin embargo, la
concentracion de sales minerales no afecto el crecimiento de las raices (Cuadro 5). Estos
datos contrastan con los obtenidos por Romero-Tiarado et al. (2007) quienes determinaron
que en los medios MS al 50 % y al 100 % no existen diferencias en el enraizamiento de L.

anceps subsp. Anceps.
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Cuadro 5. Efecto de la concentracion de sales minerales MS sobre la organogénesis in vitro
de L. halbingeriana los 60 dias de incubacion.

Sales minerales Numero de Longitud de Numerode Longitudde longitud del

% hojas Hojas (cm) Raices Raices (cm) explante
(cm)
150 3.82a 1.03 a 1.68Db 0.85a 0.88 a
125 3.70a 0.98 a 1.78 ab 0.83a 0.89a
100 3.85a 1.06 a 2.15ab 0.87 a 0.90 a
75 3.52a 0.99a 2.62 a 0.74 a 0.83 a
50 3.56a 1.04a 1.65b 0.66 a 0.79a
DMS 0.36 0.10 0.85 0.34 0.10

“ Medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente al 0.05 de

probabilidad segun la prueba de tukey. ¥ media de 30 observaciones en cada tratamiento

Se observaron diferencias en el promedio de formacion de hojas por efecto de la
interaccion entre concentraciones de sacarosa y sales minerales contenidas en el medio de
cultivo. En la figura 4 A se muestra que el medio con 150 % de sales minerales y 116.85
mM:-litro™ de sacarosa, favoreci6 la formacién de hojas por planta (4.03), mientras que al
disminuir el porcentaje de sales minerales a 50 % de concentracién, con la misma cantidad
de sacarosa, se observo una disminucion del promedio de produccién de hojas por plantula
a 3.13. Estos datos contrastan con los resultados obtenidos por Sorace et al. (2008) quienes
sefialan que al adicionar 116.85 mM- litro™ de sacarosa y 50 % de la concentracion de sales
minerales en el medio MS se obtiene mayor desarrollo de plantulas de Oncidium baueri.
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El tratamiento que contenia 50 % de sales minerales y 87.64 mM:-litro™ de sacarosa
favoreci6 la longitud de las hojas (1.12 cm de longitud); mientras que 58.43 mM:-litro™ de
sacarosa Yy 75 % de sales minerales disminuyeron la longitud de las hojas (0.84 cm) (Figura
4 B). Estos resultados coinciden con los de Tirado et al. (2005) quienes al adicionar 58.43
mM:-litro® de sacarosa propiciaron un mayor crecimiento foliar en hibridos de

Phalaenopsis.

El proceso de rizogénesis en L. halbingeriana no fue afectado por la combinacion
de sales minerales y sacarosa en el medio de cultivo, Moreno y Menchaca (2007)
observaron que al adicionar pulpa de platano al medio de cultivo se aumenta el nimero de
raices formadas in vitro, asi como la formacion de pseudobulbos en Stanhopea tigrina

Bateman.

La concentracion de sales minerales de 150, 125, 100, 75 % en interaccion con
116.85 mM'litro™ de sacarosa, indujeron mayor altura de planta (0.95 cm de altura) (Figura
4 C) este mismo resultado se observo en la interaccion de 100 % de sales minerales y 87.64
mMlitro™. Por el, contrario, la reduccion de las sales minerales a 50 % con 116.85
mMlitro’de sacarosa afectdé negativamente el crecimiento de las plantulas de L.
halbingeriana ya que sdlo se obtuvo 0.65 cm de altura de planta. Estos resultados
contrastan con los de Sorace et al.(2008) quienes utilizaron la concentracion de sales
minerales al 100 % del medio Knudson C para crecer in vitro el hibrido de Dendrobium

nobile; esta concentracion favorecio el crecimiento de la parte aérea del hibrido.
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Efecto de la fuente y concentracion de auxina en la rizogénesis in vitro de L.

halbingeriana

En la figura 5 A se observa que en ausencia de ANA disminuye el nimero de raices,

y su aplicacion lo incrementa, aunque no se encontraron diferencias significativas con dosis

entre 5.20 y 13.00 uM:litro ™ de ANA.

3.5 4

Numerode raices

0.5 A1

cm

Longitud de raices

2.5 4

1.5 A

1.2 -

0.8 4

0.6 1

0.4 4

0.2 4

OANA
(e} 5.20 7.80 10.40 13.00
uM-litro-1 DMS=0.40
a
] ab
bc
— c
¢
OANA
(0] 5.20 7.80 10.40 13.00
uM-litro-1 DMS=0.14

Longitud de raices

Ndmero de raices

ab

OAIB
4.94 7.38 9.84 12.30
pM:litro-1 DMS=0.40
a
a
b
b
OAIB
4.94 7.38 9.84 12.30
rMEliteo-1 DMS=0.14

Figura 5. Influencia de la concentracion de ANA (A 'y C) y concentracion de AIB (B 'y D)
sobre el nimero y longitud de las raices formadas in vitro de L. halbingeriana a
los 60 dias de incubacion.
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Se observo que tanto la ausencia como la concentracion alta de ANA (13.00
uM-litro™) produjeron plantulas con raices de menor longitud, 0.67 y 0.75 cm
respectivamente (Figura 5 C) en contraste Pardo et al., (2008), encontraron que el nimero
de raices de brotes en Billbergia rosea se incrementan (8.95) con una concentracion de
ANA 1.0 mg:litro™,

El AIB afectdé marginalmente la rizogénesis ya que tanto su ausencia como la
adicion de 7.38 pM'litro™ promovieron la formacién de raices, en concentraciones de 2.98
y 2.86 puM:-litro™ respectivamente. Sin embargo, con 9.84 uM:litro* de AIB disminuy6 en
22 % la formacion de raices (Figura 5 B). En la Figura 5D se observa el efecto de la
concentracion de AIB en la longitud de las raices. Los resultados mostraron, que para una
mayor longitud de raices la adicién de 7.38 'y 12.30 uM:litro™ de AIB, asi como la ausencia
de ella, promovieron el tamafio de las raices (0.9 cm), esto se puede deber al contenido
endégeno de auxinas de los explantes, sin embargo al adicionar 12.30 uM:litro™ de AIB la
longitud de las raices disminuye 41 %. Al adicionar 13.00 uM:litro™ de ANA al medio, se
obtuvo el maximo nimero de hojas (3.8 hojas por planta) sin embargo, con 5.20 uM:litro™
de ANA se obtuvo la mayor longitud de 1.25 cm. En la figura 6 A 'y C se observa que la
ausencia de la hormona produjo el menor nimero de hojas por planta (3.1) y longitud (1.07

cm) de hojas.
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dias de incubacion.

Por otro lado, la concentracion de 7.38 pM:-litro™de AIB fue mas favorable, ya que

se obtuvieron en promedio 3.67 hojas por planta, y al incrementar la concentracion hasta

9.84 pM-litro™ disminuy6 el nimero de hojas en 10 %. Con respecto a la longitud de las

hojas, 0.0 y 7.38 pM:-litro™ produjeron hojas mas largas en 1.25 y 1.31 cm respectivamente.

Sin embargo, se afectd negativamente hasta en un 20 % la longitud de las hojas cuando la

concentracion de AIB fue de 12.30 pM:-litro™ (Figuras 6 B y D).
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Con respecto a la altura de planta, la concentracion alta de ANA de 13.00 uM: litro™
produjo las plantas mas altas, de 1.13 cm en promedio, sin embargo, en ausencia del
mismo, solo alcanzaron 86 % de este crecimiento (Figura 7 A). EI AIB produce un valor
méximo de altura de planta a la concentracién de 7.38 uM:litro™ valores superiores o

inferiores disminuyen esta variable respuesta hasta en 20 % (Figura 7 B).
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Figura 7. Efecto de la concentracion de ANA (A) y de AIB (B) en la altura de plantas
formadas de L. halbingeriana in vitro a los 60 dias de incubacion.

62



CONCLUSIONES

Con base en los resultados de este trabajo, para la propagacion in vitro de Laelia

halbingeriana se logré establecer un método préctico.

Para la formacién de hojas el mejor promotor fue BA en una concentracion de 2.22 uM

litro™ en el medio de cultivo MS (1962).
De manera general la concentracion de sales minerales en el medio y la concentracion de
azucar no influyeron en la formacion de hojas y raices generadas in vitro de Laelia

halbingeriana.

En la fase se enraizamiento in vitro la adicion de ANA al medio de cultivo promovi6 el

enraizamiento.
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CAPITULO V. Determinacién de clorofila durante la aclimatacion de Laelia

halbingeriana
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DETERMINACION DE CLOROFILA DURANTE LA ACLIMATACION DE
Laelia halbingeriana
RESUMEN

En la micropropagacion de Laelia halbingeriana la aclimatacion es una de las
etapas en las que presentan mayores dificultades debido al bajo porcentaje de
supervivencia. El presente trabajo tuvo como objetivos evaluar la eficiencia de sustratos de
origen vegetal y el uso de enraizador en explantes de L. halbingeriana asi como la
relacion entre color del explante y el contenido de clorofila durante la etapa de
aclimatacion. Las plantulas provenientes del cultivo de tejidos fueron cultivadas en
charolas de plastico en condiciones de invernadero. Los sustratos utilizados fueron la
corteza de encino y el peat moss, con y sin enraizador, se compar0 el crecimiento y
desarrollo de las plantulas in vitro e in vivo. Después de 8 meses del inicio de los
experimentos, las variables evaluadas fueron: altura de planta, nimero y longitud de hojas,
numero y longitud de raices. La reflectancia de las hojas estuvo influenciada por el
contenido de sales minerales asi como la concentraciones de ANA al medio de cultivo,
ademas se cuantifico el contenido de clorofila mediante el método de N-N-
Dimetilformamida y las mediciones SPAD de hojas de diferentes tonalidades de verde. El
disefio experimental fue completamente al azar con cuatro repeticiones. Los datos fueron
sometidos a andlisis de varianza complementados con la prueba de Tukey al 5 %. Los
resultados mostraron que la corteza de encino, fue el sustrato que favorecié el
enraizamiento y supervivencia de las plantulas en la etapa de aclimatacion, ademas se
encontrd una relacion positiva entre contenido de clorofila y las lecturas SPAD.

Palabras claves: Laelia, orquideas, SPAD, determinacién de clorofila.
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ABSTRACT

Fort he micropropagation of Laelia halbingeriana, aclimatization is one of the
stages which present most difficulties because of the low survival percentage. The present
work has as a goal to evaluate the efficiency of the sustrates of vegetal origin and the use of
rooter in explants of L. halbingeriana as well as the color of the explant and the
chlorophile content during the aclimatization stage. Seedlings coming from the tissue
culture were grown in plastic trays under greenhouse conditions. The used sustrates were
oak crust and peat moss, with and without rooter. The growth and development of the
seedlings was compared in vitro and in vivo. After 8 month of the starting of the
experiments, the evaluated variables were: height of the plant, number and length of leaves,
number and length of roots. Reflectance of the leaves was influenced by the contents of
mineral salts as well as the concentrations of ANA in the culture medium. Besides, the
chlorophile contents was quantified through the method of N-N Dimetilformamide amd yje
SPAD measurements of the leaves of different shades of Green. The experimental desing
was completely random with four repetitions. Data were subjected to variance analysis
complemented by the Tukey test at 5%. Results showed that the oak crust was the sustrate
that favored the rooting and survival of seedlings in the aclimatazion stage. Moreover, it

was found a positive relationship between the chlorophile contents and the SPAD readings.

Keywords: Laelia, orchideae, SPAD, determination of chlorophile.
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INTRODUCCION

Aclimatacion y aclimatizacion son términos que describen la adaptacion de
organismos a nuevos ambientes; el primero de ellos a un ambiente natural; mientras que,
aclimatizacion se refiere a un ambiente es regulado por el hombre (Conover y Poole,
1984).

Durante el proceso de micropropagacion de orquideas la aclimatacion es una etapa
critica, pues por multiples factores, como las caracteristicas morfofisiologicas propias de
las vitroplantulas hasta el dafio fisico durante la manipulaciéon, suele ocurrir que un nimero
relativamente bajo de plantulas logran adaptarse a las nuevas condiciones ambientales
(Torres et al 2006; Deb y Imchen 2010). Majada et al. (2000). Kadlecek et al. (2001) han
encontrado que las plantulas durante el periodo de aclimatacion disminuyen su desarrollo y
rendimiento fotosintético debido al cambio de las condiciones particulares de alta humedad
relativa, baja intensidad luminosa y baja concentracion de CO, en que se desarrolla el
cultivo in vitro a las condiciones de invernadero. El entendimiento de la manera en que el
ambiente de desarrollo in vitro y la aclimatacién afectan la anatomia y la fisiologia de las
microplantas ayudara a reducir el porcentaje de plantulas que no se adaptan a las nuevas
condiciones, por lo que este conocimiento es necesario para disefiar practicas de manejo

maés eficaces (Torres et al., 2006).
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Se han disefiado diferentes enfoques para lograr con éxito la aclimatacion de las
plantulas micropropagadas, que van desde el cultivo in vitro, en los cuales se han probado
diferentes medios de cultivo, asi como el contenido de sales minerales, la concentracion de
agar y sacarosa en el medio, ya que tiene efecto en el desarrollo de la planta ex vitro (Deb e
Imchen 2010), y en la coloracion de los explantes, que esta determinada por el contenido
de clorofila. Ademas se han utilizado sustratos alternativos (Deb e Imchen 2010) y sistemas
hidroponicos (Lopes da Silva, 2006) para lograr mayor porcentaje de éxito durante la
aclimatacion.

Durante la aclimatacion de orquideas se han realizado investigaciones para
determinar los sustratos con los que se aumenta la supervivencia de Euchile mariae (Suarez
Quijada et al. 2007), Laelia speciosa (Avila-Diaz et al. 2009), Cattleya maxima x nobilior
(Diaz et al. 2010), Cattleya harrisoniana y PUR Laelia Purata (Seidel y Augusto, 2011).
Entre los sustratos mas utilizados se encuentran los tallos triturados de helecho
arborescente, corteza de arbol asi como algunos musgos; sin embargo, el uso de estos
materiales cada vez es mas restringido por el dafio ecoldgico que causa su extraccion, por
lo que se ha recurrido al uso de la fibra de coco, el polvo de coco (Colombo et al., 2005,
sefialan que para la aclimatacion de Cattleya el mayor porcentaje de sobrevivencia, hasta
98%, se encontrd con polvo de coco mientras que Unicamente 72% se logrd con la turba),
la corteza de pino, la fibra de palmas y de origen mineral existen algunos como la arcilla, la
vermiculita, la grava (Dematté y Dematté, 1996; Kampf, 2000). La caracteristica fisica del
sustrato determina la cantidad de agua que retiene, el pH, etc. que tiene relacién con las
condiciones ambientales, la especie y de tamafio plantula de orquidea que se desea

aclimatar. (Cooke, 1999; Sorace et al., 2007).
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La orquidea Laelia halbingeriana es una especie endemica de Oaxaca considerada,
segun la legislacion Mexicana, en la categoria de “especie amenazada” de la cual ya existe
un protocolo de microporpagacion (Raya et al., 2009). Sin embargo, son pocos los estudios
sobre su aclimatacién por lo que el propoésito del presente trabajo fue proponer un método
de aclimatacion considerando el tipo de sustrato, el tamafio de plantula y uso el de

enraizador para su aclimatacion.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetativo

De las plantulas micropropagadas de Laelia halbingeriana 2.5 cm de altura
aproximadamente con diferente tonalidad de verde; desde verde muy oscuro hasta verde
claro.

Preparacion de las plantulas

Las plantulas fueron retiradas de los frascos, se lavaron para eliminar el medio de
cultivo adherido a las raices, se colocaron en una solucién fungicida a base de 0.6 g L™ de
benomyl durante aproximadamente 30 segundos y se elimino el exceso de solucion. Las
plantulas se dividieron en dos lotes: uno de ellos se sembr6 en peat moss con y sin
enraizador y el otro en corteza de encino con y sin enraizador que ambos sustratos habian
sido previamente esterilizados en autoclave durante 17 minutos a 121 °C. Se colocaron 50
plantulas en charolas de plastico de 24 x 26 cm por sustrato, utilizdndose cuatro charolas
por sustrato, éstas fueron transferidas al invernadero. Los riegos se efectuaron dependiendo
de las necesidades de cada sustrato; sin embargo, cada 15 dias se aplicé una solucién
bactericida a base de 6 g L™ de Sulfato de estreptomicina, durante la permanencia de los
explantes en los sustratos, con el objetivo de prevenir ataque por bacterias, asi como
fertilizante foliar en una concentracion de 1 mL L™ de Byfolan®

Variables evaluadas

Las variables respuesta fueron registradas: nimero de hojas, longitud de las hojas
(cm), namero de raices, longitud de raices (cm) y longitud del explante (cm) que fueron
evaluados a los ocho meses después del trasplante a invernadero. La tasa de supervivencia

se determind contando las plantulas sobrevivientes, al final de la fecha de evaluacion se
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empled un disefio experimental completamente al azar con cuatro repeticiones con arreglo
factorial. Los resultados se analizaron mediante anélisis de varianza y comparacion de
medias con la prueba de Tukey mediante el programa SAS (SAS 2002) versién 9.1.

Captura de iméagenes digitales

Para la captura de las imagenes digitales se seleccionaron plantulas que provenian
de la propagacion in vitro desarrolladas tratamientos que contenian diferentes
concentraciones uno de ellos con concentraciones de sacarosa de 58.43, 87.64 y 116.85
mM:-litro™ y sales minerales MS al 50, 75, 100, 125 y 150 % de su concentracion, Yy otro

tratamiento con diferentes tipos y concentraciones de hormonas de ANA (0.0, 5.20, 7.80, 10.40 y
12.30 uM) con AIB (0.0, 4.94, 7.38, 9.84 y 12.30 uM).

Se construyo una caja de madera de 50 x 50 cm. En su interior se colocaron tres
lamparas fluorescentes General Electric® de 76 pumol m? s* , dos en un costado y
posteriormente una en la parte superior, que iluminaron las plantas segun el plano de
captura de la imagen. Con una cdmara Cannon® modelo EOS DIGTAL REBEL XT en
modo manual. Se tomaron cinco iméagenes digitales por tratamiento.

Espacios de color

Con el programa en Visual Basic v. 6.0° se obtuvieron los valores de los canales del
modelo de color RGB de 32 fragmentos de 25 x 25 pixeles de cada tratamiento,
seleccionados de las imagenes capturadas. A partir de este modelo se hicieron
transformaciones al modelo CIE- XYZ (Poyton, 1996; 1999), requerido para obtener los

espacios CIE-Lab (CIE, 1978; Robertson, 1977), Hunter—Lab (Konica Minolta, 2003).
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Determinacion de clorofila a, b y total con N, N-Dimetilformamida y SPAD

Con un medidor portatil de clorofila (MINOLTA SPAD 502) se obtuvieron lecturas
SPAD de las plantulas con diferente tonalidad de verde por cada tratamiento. Para extraer y
determinar el contenido de clorofila presente en las hojas, se tomaron 12 discos de cada
una de las hojas, mediante una perforadora de 3 mm de didmetro que se colocaron en
frascos color &ambar con 5 mL de N-N-Dimetilformamida y se almacenaron en oscuridad a
4 °C durante 24 horas. Después de este tiempo, se tomo una muestra de 3 mL de solvente y
se colocO en una celda para medir su absorbencia en el espectofotdémetro (JENWAY
6320D) utilizando el N, N-Dimetilformamida como blanco. Las longitudes de onda
utilizadas y donde las clorofilas tienen un méximo de absorcién fueron: 664 nm para la
clorofila a'y 647 nm para la clorofila b.

Los datos de absorbancia para cada una de las longitudes de onda se usaron para
calcular la concentracion de cada una de las clorofilas (a, b y total), para ello se utilizaron
las siguientes ecuaciones:

Clorofilaa =12.70 (Agss)- 2.79 (Ass7)

Clorofila b = 20.70 (Ags7)- 4.62 (Agps)

Clorofila total = 17.90 (Ags7)+ 8.08 (Agsas)

En donde Ags Y Ass; SOn los valores de absorbencia obtenidos en el
espectofotometro en cada una de las longitudes de onda. Los resultados obtenidos en cada
una de las ecuaciones son los valores de la concentracion de las diferentes clorofilas

expresados en mg L™,
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RESULTADOS Y DISCUSION
En la etapa de aclimatacidn las plantulas de L. halbingeriana respondieron de forma
diferente en la formacion de érganos al ser trasplantadas en los diferentes sustratos (Cuadro
1). A los ocho meses de haber sido trasplantadas en corteza de encino el porcentaje de
supervivencia fue hasta de 80 %, mientras que en peat moss solo se logré 40 % de
supervivencia. Cabe destacar que el periodo de adaptacion de las plantulas a las
condiciones ex vitro fue de 8 semanas aunque la tasa de crecimiento fue muy lenta. A partir

de esa fecha y hasta los ocho meses se nota un incremento en las variables estudiadas.

Cuadro 1. Efecto del sustrato en el nimero y longitud de hojas, nimero u longitud de raices

y longitud del explante.

Sustrato NUmero Longitud de NUmero  Longitud de Longitud del
de hojas (cm)  deraices raices(cm)  explante
hojas (cm)

Peat moss 451b" 1.21b 341b 1.40b 1.64a

Corteza de encino 526a 1.87a 4.60 a 1.79a 1.60b

DMS 0.40 0.16 0.37 0.17 0.12

* Medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente (Tukey 0.05)

La aplicacién de enraizador no influy6 en el nimero y en la longitud de las hojas
(Cuadro 2). Sin embargo, si afectdé la formacion de raices. La adicion del enraizador
promovié en 12 % la formacion de raices; la longitud de las raices no mostro diferencias

estadisticas significativas (Cuadro 2). En cuanto a la longitud de las plantulas la adicion de
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enraizador aumentd su tamafio (1.70 cm) comparado con las plantulas sin enraizador que

solo alcanzaron en promedio 1.55 cm.

Cuadro 2. Efecto del enraizador en el nimero y longitud de hojas, nimero y longitud de

raices y longitud del explante.

Enraizador Numero de Longitud de Numero Longitud de Longitud del
hojas hojas (cm)  deraices raices (cm)  explante
(cm)
Con enraizador 4.95a 1.60a 4.23 a 1.63 a 1.70a
Sin enraizador 4.85a 1.47 a 3.78b 1.57 a 1.55b
DMS 0.40 0.17 0.38 0.16 0.12

* Medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente (Tukey 0.05)

Se observaron diferencias en el porcentaje de formacion de hojas por efecto de la
interaccion entre el sustrato y la adicion de enraizador. En el Cuadro 3 se muestra que en
corteza de encino con enraizador se favorecid el nimero de hojas en promedio por planta
(5.4), mientras que peat moss sin la aplicacion de enraizador se reduce el nimero de hojas
(4.5 en promedio).

La interaccion que favorecié la longitud de las hojas fue la corteza de encino con el
enraizador; mientras que las plantulas en el peat moss sin enraizador disminuyeron la

longitud de las hojas en 41 % (Cuadro 3)
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Cuadro 3. Efecto de la interaccion entre el sustrato y el enraizador en el nimero y longitud

de hojas, nmero y longitud de raices y longitud del explante.

Sustrato 'y Numero de Longitud de Numero de Longitud de Longitud de

condicion hojas hojas (cm) raices raices (cm) la pléantula
(cm)

Peat moss 4.50b 1.14b 3.16b 1.40b 157 a

sin

enraizador

Peat moss 5.13ab 1.80a 4.40 a 1.71ab 152a

con

enraizador

Corteza de 4.53b 1.27b 3.67b 1.40b 1.72a

encino  sin

enraizador

Corteza de 5.4a 194 a 4.80 a 1.86 a 1.68 a

encino  con

enraizador

DMS 0.74 0.29 0.69 0.31 0.22

* Medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente ( Tukey 0.05)

El proceso de rizogénesis estuvo mas influenciado por la presencia o ausencia del

enraizador que por el tipo de sustrato ya que estadisticamente estos tratamientos no
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mostraron diferencias entre si (Cuadro 3); La corteza de encino con enraizador presento en
promedio la mayor formacion de raices (4.80), mientras que en peat moss sin enraizador la
formacion de hojas disminuyo en 34 %. Un comportamiento similar se observé en la
longitud de las raices ya que la longitud mayor se obtuvo en corteza de encino con
enraizador (1.80 cm en promedio), mientras que la menor longitudes promedio se observo

en los tratamientos sin enraizador (1.40 cm).

Iméagenes digitales

La concentracion de sales minerales en el medio de cultivo donde fue desarrollada L.
halbingeriana influyd en la reflectancia de las hojas (Cuadro 4). Las hojas que se
desarrollaron con 75 % de sales minerales reflejaron la mayor cantidad de luz en las bandas
azul (B) y roja (R) y del mismo modo la mayor luminosidad (CIE-L) se observé con 75 %
de sales minerales. El valor de HUE nos indica que entre mas alta es la concentracién de

sales minerales en el medio mayor es la intensidad del color verde.
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Cuadro 4. Efecto de la concentracion de sales minerales del medio de cultivo en la

reflectancia de las hojas de L .halbingeriana propagadas in vitro

Sales minerales R G B CIE- CIE-A CIE-B CRO HUE
(%) en el medio L M
de cultivo
50 93ab” 10lab 16ab 40ab -15a 42ab 45ab  109b
75 101 a 109 a 21a 43a -15ab 44 a 46 a 109 b
100 65cC 78 b 11b 31b -15ab 35¢ 38b 114 a
125 70bc 85 ab 9b 34b -17b 38abc 42ab 114a
150 68 C 83b 11b 32b -16ab 36bc 40ab 115a
DMS 24.12 24.34 8.51 9.89 2.29 7.83 8.00 2.17

* Medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente ( Tukey 0.05)

De manera general la concentracion de azucar en el medio de cultivo no influy6 en

la reflectancia ni luminosidad de las hojas desarrolladas in vitro (Cuadro 5). En el valor de

HUE se puede observar que el menor contenido de azucar propicia la coloracién verde

mas intensa lo que se puede traducir en mayor contenido de clorofila.
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Cuadro 5. Efecto de la concentracion de azucar en el medio de cultivo en la reflectancia de

las hojas de L. halbingeriana propagadas in vitro

AzUcar R G B CIE- CIE-A CIE- CRO THE HUE
mM-L"* L B M
58.43 75a 89 a 13a 35a -17Db 38 a 41 a -66a 1l4a
87.64 82 a 92a 13a 36a -15a 39a 42a -68b 111D
116.85 8la 93 a 13a 37a -16 ab 40 a 43 a -68b 112b
DMS 1596 16.11 563 6.54 151 5.18 5.29 1.43 1.43

* Medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente (Tukey 0.05).

La concentracién de ANA en el medio de cultivo influyd en la reflectancia de las

hojas desarrolladas in vitro, las bandas de R y G del modelo de color RGB son las que

presentaron diferencias estadisticas significativas en cuanto a la luz que reflejaron mientras

que la luz azul no mostré diferencia (Cuadro 6). La menor cantidad de luz reflejada y la

luminosidad de las hojas se observé en ausencia de ANA.
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Cuadro 6. Efecto de la concentracién de ANA en el medio de cultivo en la reflectancia de

las hojas de L. halbingeriana propagadas in vitro

ANA R G B CIE-L CIE-A CIE-B CROM  HUE
puM L*

0.0 83¢c  94c 15a 37c¢ -15b  39¢ 42 ¢ 112 a
2.60 107a 114a 17a 46a -15b 47a 49 a 108 b
7.80 93abc 99 bc 16 a 40bc -13a 42 be 44 be 108 b
10.40 99ab 110ab 18a 44ab -16b  45ab  48ab 110 a
13.0 86bc 98bc 14a 39bc -16b  42bc  45hc 112 a
DMS 1387 1355 6.08 540 137 4.12 4.17 1.59

* Medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente (Tukey 0.05).

El AIB influyé de manera diferente que el ANA en la reflectancia de las hojas
desarrolladas in vitro, la concentracién de 7.38 pM L™ de AIB presenté la menor cantidad
de luz reflejada en las tres bandas del modelo de color RGB (Cuadro 7), sin embargo, en la
estimacion de la cantidad de clorofila por medio del HUE se obtiene que el contenido de

clorofila aumenta en concentraciones de 7.38 uM L™ de AIB.
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Cuadro 7. Efecto de la concentracion de AIB en el medio de cultivo en la reflectancia de

las hojas de L. halbingeriana propagadas in vitro

AlB R G B CIE- CIE-A CIE-B CROM HUE
puM Lt L

0.0 99a 108a 18a 43a -15a 45a 47 a 109 b
4.92 98a 107a 18ab 43a -15a 44 a 47 a 109 b
7.38 78 b 90b 12b 37b -15a 39b 42 b 112 a
9.84 89ab 99ab 15ab 39ab -15a 42 ab 45 ab 110 b
12.30 102a 110a 19a 44a -15a 45a 48 a 109 b
DMS 13.87 1355 6.08 540 1.37 4.12 4.17 1.59

* Medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente (Tukey 0.05)

Determinacion de clorofila a, b y total
La concentracion de clorofila extractable utilizando N,N-Dimetilformamida mostrd
valores mayores conforme aumentaron las unidades SPAD. En la Figura 1 se observa que el
contenido de clorofila a en funcién de las unidades SPAD se ajustd a un modelo de
regresion lineal. El incremento de cada lectura SPAD aumenta en 0.118 ml L el

contenido de clorofila a en el tejido vegetal
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Figura 1. Correlacién entre clorofila a extractable y unidades SPAD en plantulas de L.
halbingeriana
El contenido de clorofila b en funcion de las unidades SPAD se puede estimar con
el modelo CB=0.23+0.04LS+0.0005LS?, el cual presenta un coeficiente de determinacion

de R?=0.72 (Figura 2).

clorofilab

L 2
3 A CB=0.23 + 0.04LS + 0.0005LS?

R?=0.704

Clorofilab mL L?
(o]

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Lecturas SPAD

Figura 2. Correlacion entre clorofila b extractable y unidades SPAD en pléantulas de L.
halbingeriana
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En la Figura 3 se observa que el contenido de clorofila total en funcién de las
Lecturas SPAD se ajusté a un modelo de regresion lineal. El incremento de cada unidad

SPAD aumenta en 0.492 ml L™ el contenido de clorofila total en el tejido vegetal.

Clorofila total

. 10+

:' 9 CT =-0.49+184LS *

E 8 - R?2=0.84

T 7

2 5.

o

5 2

s 4

G 3 -

3 2 -

3 1-

g 0 T T T T T T T 1

€

S 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Lecturas SPAD

Figura 3. Correlacion entre clorofila total extractable y unidades SPAD en plantulas de L.

halbingeriana

La correlacion positiva observada representa una ventaja ya que con las lecturas

SPAD se puede sustituir el método tradicional sin tener que destruir la muestra ademas de

que se ahorra tiempo al realizarla.

85



CONCLUSIONES

Con base en los resultados de este trabajo, para la aclimatacion de Laelia halbingeriana se

concluye que:

La cortea de encino es el mejor sustrato para la aclimatacion.
La concentracion de sales minerales asi como el ANA influyen en la reflectancia de las
hojas

Mayor contenido de clorofila favorece la aclimatacion.
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DISCUSION GENERAL

CARACTERIZACION MOLECULAR DE Laelia halbingeriana

Existen dos clases de marcadores genéticos: los morfoldgicos y los moleculares
(Tanksley 1983). El uso de marcadores morfoldgicos en las plantas tiene muchas
limitantes, pues su expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenoldgicos. Con
frecuencia estos marcadores solo es posible evaluarlos a nivel de toda la planta y cuando
esta llega a su estado adulto. Por otro lado, gracias a los avances en la biologia molecular
se han desarrollado métodos de identificacion y caracterizacién basados en el uso de
marcadores moleculares que superan, en la gran mayoria de los casos, las limitaciones de
los métodos tradicionales Estos marcadores moleculares son fenotipicamente neutros,
presentan mayor segregacion o polimorfismo que los morfoldgicos, son aplicables a
cualquier tipo de material vegetal. Dentro de los marcadores moleculares se menciona la
existencia de dos tipos: las proteinas (principal- mente las isoenzimas) y los marcadores de
ADN. Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el analisis de las
diferencias en pequefias secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas empleadas para
ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de marcadores, los cuales
pueden ser de caracter dominante o codominante (Karp y Edwards 1998). Algunos
ejemplos de ellos son: Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP), Amplificacion aleatoria del ADN polimérfico (RAPD), Polimorfismo en la
longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), Microsatélites o Secuencias simples
repetidas (SSR), Amplificacion aleatoria del polimorfismo de microsatélites (RAMPO) etc.
(Rallo et al. 2002).

90



El género Laelia, con un total de once especies, es endémico de nuestro pais, y se
encuentra en una gran variedad de nichos ecoldgicos. La diversidad genética que se
presenta en las poblaciones naturales permite entender como es que las especies se adaptan
y evolucionan, entre los principales factores de la variabilidad genética estan la distribucion
geografica, los sistemas de reproduccién, las formas de vida y las caracteristicas de
dispersion del polen y de las semillas; todos estos influyen fuertemente en la estructura
genética de las poblaciones naturales de plantas. Laelia halbingeriana es una especie
endémica de Oaxaca la cual es considerada como hibrido natural entre L. anceps y L.
superbiens. Al realizar la caracterizacion molecular de L. halbingeriana se encontr6 60.97
% de polimorfismo en promedio y el dendrograma obtenido con los marcadores tipo RAPD
definié do grupos entre las especies estudiadas. Los marcadores moleculares permitieron
identificar por su patrones RAPD a las 4 especies de Laelia, las cuales presentaron un
patron de bandeo diferente, obteniéndose con ello su huella genética. La variabilidad
genética existente entre las cuatro especies de Laelia denota un mayor grado de parentesco
entre las especies de L. halbingeriana, L. anceps y L. superbiens que con L. autumnalis.
Lo que demostr6 que el uso de marcadores moleculares RAPD permite identificar
polimorfismos inter e intraespecifico, por lo que los resultados obtenidos son de gran

utilidad debido a que ayudaran a explicar la diversidad de las orquideas mexicanas.
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NUMERO CROMOSOMICO DE Laelia halbingeriana

La familia Orchidaceae presenta una gran variacion en el nimero cromosomico
(Félix y Guerra 2010; Davifia et al.,, 2009). Esta familia esta integrada por
aproximadamente 800 géneros con 1500 especies (Dole 2004). El género Laelia cuenta con
11 especies (White, 1996; Lee et al., 2007) de las cuales se han reportado un nimero
cromosomico variable desde 2n=20 (Félix y Guerra, 2010) hasta 2n=60 (Kamemoto,1950)
El nimero cromosémico determinado en L. halbingeriana puede deberse a su aislamiento
geografico o porque es una especie Unica y endémica de una regidén de la cafiada de
Oaxaca. Estos resultados contribuyen a la caracterizacion de L. halbingeriana, al utilizar
como criterio el nimero cromosoémico, resultado que es importante ya que pocas especies

de orquideas han sido caracterizadas de esta manera.
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PROPAGACION in vitro de Laelia halbingeriana

Se logro establecer un método practico la propagacion in vitro de L. halbingeriana,
al relacionar los incrementos de la plantulas en los diferentes tratamientos, se observéd que
para la etapa de multiplicacién la influencia de BA ((2.22 pM L™) promueve el desarrollo
de hojas coincidiendo estos resultados con los de Suérez-Quijada et al. (2010) quienes
sefialan que el BA en el medio de cultivo tiene mayor influencia que el ANA en la etapa de
multiplicacion in vitro de Euchile mariae. La concentracion de sales minerales y de azucar
no son factores que afecten la organogénesis in vitro de L. halbingeriana, sin embargo
Romero-Tirado et al. (2007) sefialan que al utilizar sales minerales a 50 y 100 % de su
concentracion se obtiene mayor cantidad de plantulas desarrolladas in vitro de L. anceps.
Para el enraizamiento in vitro la adicién de ANA (5.2 uM L). permite mayor desarrollo
radical, lo que coincide con Pardo et al., (2008), en el nimero de brotes en Billbergia rosea

se incrementa (8.95) con 1.0 mg:litro™ concentracion de ANA.
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DETERMINACION DE CLOROFILA DURANTE LA ACLIMATACION DE Laelia

halbingeriana

Por otra parte, se encontraron correlacione positivas entre el contenido de clorofila
a, b y total vy las lecturas SPAD. El aumento en la concentracion de clorofila se traduce en
incremento de fotosintesis que conduce a la produccion de alimentos que la planta necesita
para sobrevivir a las condiciones de invernadero por lo que esta correlacion positiva
observada representa una ventaja ya que con las lecturas SPAD se puede sustituir el método

tradicional sin tener que destruir la muestra ademas de que se ahorra tiempo al realizarla.
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