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INTRODUCCION

La familia Orchidaceae es la mas evolucionada y compleja que existe,
constituyendo el grupo con mayor diversidad de las plantas vasculares (Banks,
2006). La sofisticada estructura de sus flores y la alta especiificidad para su
polinizaciéon son caracteristicas propias de este grupo. Todas las orquideas son
herbaceas y pueden ser: terrestres, epifitas, litofilas y saprofitas. La estructura de
las plantas y en especial de las flores varia de acuerdo al grupo o género al que
pertenezcan, hay la presencia o ausencia de seudobulbos, diferentes tipos de
tallos, raices y hojas y la enorme variedad de formas de las flores siempre
conservando una configuracién definida: tres sépalos, son coloreados y en
ocasiones similares a los pétalos, uno de los cuales recibe el nombre de labelo,
que se modifica para adquirir las mas extrafias formas. (Cabrera, 1999). De
acuerdo a Hagsater et al., (2005) existen entre 20,000 a 30,000 especies de

orquideas y cada dia se descubren nuevas.

Las flores de las orquideas producen frutos en forma de capsulas en su mayoria
conteniendo grandes cantidades de semillas como polvo fino, cada semilla posee
una cubierta seminal que encierra un embrién rudimentario indiferenciado y
simple, constituido por unas 100 a 200 células sin endospermo. Debido a la falta
de reservas alimenticias, el proceso germinativo y el subsiguiente desarrollo de
las orquideas, se encuentran supeditados a la existencia de una simbiosis con un
hongo que proporcione los elementos nufritivos necesarios para su realizacion.
Cuando el fruto abre en forma natural y las semillas son liberadas, la germinacion
dependera de que al caer entren en contacto con el hongo, el cual penetrara al
embrién a través de una gran célula suspensora. El hongo crece en el interior de
las células del embrién, éste es digerido por la orquidea que comienza a crecer
rapidamente para formar un protocormo. La primera hoja se desarrolla algun

tiempo después de la germinacion (Mitchell, 1989).



Las orquideas se han podido establecer en casi todos los ambientes de la tierra.
Algo que caracteriza a las orquideas en conjunto es la complejidad de sus
interacciones con otros seres vivos, sean estos hongos micorrizicos,
polinizadores, arboles hospederos u hormigas mutualistas, son el grupo de
plantas que ha podido colonizar con mas éxito las copas de los arboles como es
el caso de las orquideas epifitas (Hagsater ef al., 2005)

Principales usos de las orquideas

El conocimiento, uso y aprecio de las orquideas por las culturas prehispanicas no
esta documentado, pero cuando los espafioles llegaron a México en el siglo XVI
se cultivaban algunas orquideas como Stanhopea hernandezii y la vainilla (Vanilla

planifolia (Hagsater et al., 2005).

Otras formas mas alla del uso ornamental son; pegamentos, aglutinantes,
aromatizantes, saborizantes, dulces, esculturas e imagenes religiosas, ritos y
festividades religiosas asi como propiedades medicinales son diferentes atributos
que han tenido y continian manifestdndose en algunas areas de nuestro
biodiverso y pluricultural México (Moreno y Menchaca, 2006, Ossenbach, 2005).

Existe un verdadero interés por las orquideas silvestres; esto se debe
primordialmente a fines comerciales y religiosos, como ornato se usan como flor
cortada o bien plantas completas cuyos ejemplares son obtenidos de su habitad
natural de manera ilegal, aflo con afo cientos de miles de ejemplares se
concentran en los mercados regionales para su venta (Hartman, 1992).

Descripcion botanica de las orquideas

Las orquideas son plantas herbaceas perennes de la familia Orchidaceae,.
Aungue son mas abundantes en los trépicos, también existen especies en
ambientes templados, desde el nivel del mar a grandes altitudes. Se caracterizan
por que un gran nimero de ellas poseen flores muy vistosas, hermafroditas



(ambos sexos en la misma flor), zigomorfas (con 1 solo plano de simetria,
trimeras (3 sépalos y 3 pétalos) y una columna central que sustenta las
estructuras reproductivas masculinas (anteras) y femeninas (pistilo) llamada
ginostemo. Algunas viven en las ramas de los arboles (epifiticas), otras sobre
rocas (litofiticas) y algunas en el suelo (terrestres). Las raices de las epifiticas y
litofiticas estan adaptadas a vivir expuestas al aire o inmersas en materia
orgénica, ya que tienen un tejido acumulador de agua llamado velo. Tienen dos
tipos basicos de crecimiento: Simpodial, en las que el nuevo crecimiento se
produce en sentido horizontal, a partir de un ftallo subterraneo o rizoma,
generando una subunidad capaz de producir una flor o inflorescencia que puede
ser eventualmente separada de la planta (ejemplo: Cattleya). Monopodial, en las
que el nuevo crecimiento se produce en sentido vertical, con lo cual la planta

crece constantemente en altura (ejemplo: Phalaenopsis).

(http://www.orguidea.cl/queson.htm).

Epifitas jqué son?

Las epifitas son plantas que crecen sobre otras plantas adheridas a los troncos y
ramas de arboles y arbustos principalmente, por ello son llamadas con toda
propiedad epifitas (del griego epi que significa “sobre” y phyte “planta”). El
hospedero o “forofito” sobre el que crece una epifita es utilizado solo como
soporte sin recibir mas dafo que el que pueda provocar su abundancia dentro de
su ramaje, por tanto, una epifita difiere de una planta parasita en que esta ultima
obtiene agua y nutrientes del hospedero. Las epifitas despliegan mecanismos
muy variados y novedosos para sobrellevar no solo la sequia sino tambien la
adquisicion de nutrimentos del ambiente sin tomarlo del forofito (hospedero). Tal
especializacion requiere en ocasiones de interacciones mutualisticas con
microorganismos artrépodos y algunos grupos de vertebrados y de caracteristicas
morfoanatémicas y funcionales muy especiales; este grupo incluye organismos no
vasculares pterofitas y angiospermas que se relacionan ecologicamente con
forofitos muy diversos que se establecen en ambientes con alta humedad
atmosférica. Por ello, son responsables, en gran parte de que los bosques



humedos tropicales contengan la diversidad bidtica mas alta de todos los

ecosistemas continentales (Granados et al., 2003).

Las orquideas como recurso forestal no maderable

Los recursos naturales son satisfactores de necesidades humanas, que en el
caso de los forestales provienen de vegetacion silvestre; contra la creencia
popular, no solo son arboles, sino que también arbustos, hierbas, hongos vy
animales (Camacho, 2003). Es por ello que se dividen en recursos maderables y
no maderables. Las orquideas se consideran recurso forestal no maderable
porque la mayoria dependen de los bosques. Las orquideas epifitas viven sobre

los arboles.

Pérdida de la biodiversidad

México alberga una flora que ha sido considerada de las mas ricas y variadas del
planeta, presentando aproximadamente el 10% de la biodiversidad terrestre,
ademas no solamente se distingue por este atributo, sino también por su elevado
indice de endemismos, es decir, especies que solamente se encuentran dentro de
los limites geograficos del pais (Rzedowski, 1993, Semarnap-Ine-Conabio, 1995).
No obstante, de las especies de plantas vasculares, aproximadamente el 15% se
consideran en peligro de extincién (Vovides, 1995). La principal causa de este
problema ha sido la perturbacion y la destruccion de las comunidades naturales,
como producto del creciente impacto de las actividades humanas sobre ellas.

Para México, la familia Orchidaceae representa un ejemplo de la diversidad de
especies y de la problematica de la extincion de ellas. De acuerdo a Cabrera
(1999), en México existen alrededor de 1,200 especies, de las cuales la Norma
Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2001 reporta que 180 presentan algin
riesgo de extincion. Este riesgo se acentla debido principalmente a la conversion
de terrenos forestales para usos urbanos, agricolas o pecuarios, asi como por la
extraccion de plantas de su habitat para su venta en mercados nacionales e
internacionales, incluyendo aquéllas especies mencionadas en la norma oficial.



No existe gran informacién confiable respecto a la exportacion ilegal de
orquideas, una aproximacién se puede realizar con o reportado por Banks (2006),
quien menciona que en 1989 se exportaron a Estados Unidos 18,000 orquideas

de las cuales 8000 se encontraban amenazadas de extincion.

Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schitr. (Orchidaceae)

Es una orquidea epifita (figura 1) que vive en bosques de pino-encino siendo su
principal hospedero el encino (Quercus sp). Su habitat es diverso desde 1200 a
2000 msnm. Sus flores son grandes en forma de estrella, con los segmentos muy
extendidos, miden de 5 a 9 cm de diametro de color rosa palido o lila, su nombre
comun es “Trompillo”, 6 “Trompillo morado”. Su floracién va de mayo a junio, la
época mas larga de floracion se reporta en el Estado de México y Michoacan
(Hagsater y Soto, 2002).

Fig. 1. E. adenocaula sobre un arbol de encino



Distribucién

Hagsater y Soto (2002), reportan que esta especie se distribuye en los estados de
Nayarit, Jalisco, Michoacan, Mexico, Guerrero y rara vez en QOaxaca (figura 2). La
Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2001) la reporta como una

orquidea endémica en la categoria de amenazada.

Figura 2. Distribucion en México de Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schitr. (Orchidaceae)
Fuente: Hagsater y Soto, 2002.

Importancia de Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schitr. (Orchidaceae)

Su principal importancia es como planta de ornato. Produce flores muy atractivas
con un agradable aroma (Figura 2), lo cual provoca que en época de floracion,
afio con afo sea altamente depredada para su venta en mercados locales,
conjuntamente con la deforestacion de hoy en dia, y el cambio de uso del suelo,
conllevan a que se encuentre amenazada con posibilidades de extincion. De aqui
la importancia de buscar estrategias para conservarla y a la vez, involucrar a las
comunidades rurales que poseen este recurso promoviendo un uso sustentable
del mismo, generando programas de reproduccion, como por cultivo in vitro, que

permita la venta legal de este recurso genético.



Clasificacién taxonémica de Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schitr.

(Orchidaceae):

Reino: Plantae
Divisién: Spermatophyta
Subdivision: Angiospermae
Clase: Monocotyledoneae
Orden: Microspermae
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Epidendroideae
Género: Encyclia
Especie: adenocaula

Fuente: Dressler (1993) citado por Gil et al., 2007.

Descripcion boténica de la especie Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.)
Schitr.

La especie de orquidea Encyclia adenocaula (La llave & Lex.) Schitr., es una
planta epifita subcespitosa, hasta de 50 cm de alto sin incluir la inflorescencia
(figura 3). Sus raices son flexuosas y miden de 1 a 3 mm de grosor, el rizoma es
corto y oculto; sus seudobulbos son agrupados, ovoides o conico-ovoides, miden
de 3-8 x 2-6 cm parcialmente cubiertos por vainas fibrosas hasta de 9 cm de
largo. Las hojas (2-)3 apicales, linear-liguladas, agudas u obtusas, coriaceo-
carnosas, miden de 8.5-35 x 0.7-3.3 cm. La inflorescencia apical (fig 3) es simple,
con 2-4 ramas, presentando de 4-35 flores de 30-80 hasta 100 cm de largo con
pedinculo y raquis fuertemente verrucosos, las verrugas son rigidas y
amarillentas; el pedtnculo tiene de 6 a 10 entrenudos y mide de 25 a 55 cm de
largo con 3 a 6 mm de grosor; las bracteas del pedinculo son tubulares, oblicuas,
obtusas o escariosas, miden de 5 a 21 mm de largo; el raquis es flexuoso de 1
mm de grosor. Las bracteas florales son ovadas, obtusas, concavas, escariosas
miden de 2-3 x1-2 mm. El ovario es pedicelado, engrosado apicalmente



fuertemente verrucoso y mide de 15-30 x 1.8-2.2 mm. Sus flores son grandes en
forma de estrella, con los segmentos muy extendidos, miden de 5 a 9(-10) cm de
diametro de color rosado palido o lila, el I6bulo medio del labelo con pocas 0
muchas rayas interrumpidas; los sépalos son linear-elipticos o linear-lanceolados,
agudos o acuminados y ligeramente carinados dorsalmente hacia el apice, miden
de 26-60 x 3.8 mm: los laterales algo oblicuos y curvados en el apice. Los pétalos
son angostamente elipticos o eliptico-oblanceolados, agudos o acuminados
largamente atenuados en la base, algo arqueados ligeramente carinados
dorsalmente hacia el apice; miden 27-56 x 4-7 mm. El labelo esta fusionado a la
columna y mide de 33-46 mm de largo, fuertemente trilobado con l6bulos laterales
oblicuamente oblongo-lanceolados, redondeados abrazando a la columna con los
apices reflexos. El estigma es obcordado a reniforme, viscoso de 2-3 X 2-4.2 mm.
El polinario mide 1.8 mm de largo con cuatro polinios oblicuamente obovoides. La
capsula es elipsoide (figura 4), fuertemente verrucosa mide de 35-45 x 15 mm
(Hagsater y Soto, 2002).

Fig. 3y 4. Encyclia adenocaula (La llave & Lex.) Schitr.
Inflorescencia y capsula

De acuerdo a la recomendacion del Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos
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(2004), todas aquellas especies ornamentales que sean raras, que se encuentren
amenazadas o en peligro de extincion deberén propagarse por técnicas o
métodos adecuados para lograr la preservacion de la riqueza genética en el

mundo.
Cultivo in vitro: una alternativa para propagar plantas

El término cultivo in vitro, se utiliza para denominar a los cultivos asépticos de
origen vegetal (Fay, 1994). El cultivo in vitro ofrece ventajas adicionales a las
técnicas convencionales de propagacion, como son: germinar semillas que bajo
condiciones de semillero no germinan, o bien, obtener una rapida multiplicacion a
partir de pequefias fracciones de la planta libres de patégenos (Fay, 1994). Para
lograr la propagacion de plantas por cultivo in vitro, es posible utilizar cualquier
fragmento vegetal por ejemplo; tallos, parte de la flor, secciones de hojas,
meristemos, células en suspension, entre otros; a estos materiales biolégicos se
les denomina explantes (Fay, 1994). Mediante el uso de explantes es factible
inducir la morfogénesis, término que se utiliza para denominar al conjunto de
procesos relacionados con la diferenciacién y desarrollo de érganos o tejidos para

dar una planta completa (Fhan, 1982).

La utilizacién del cultivo in vitro ha tenido un impacto en el mejoramiento de las
plantas vasculares, estableciendo nuevas y mejores alternativas como son;
rescate de embriones, hibridacion, obtencion de plantas libres de patogenos y
rapida propagacion clonal. La utilizacién de estas técnicas se justifica cuando por
los métodos tradicionales, la produccién de nuevos individuos es muy lenta y

limitada o no se ha logrado.

Los métodos de cultivo de tejidos vegetales in vitro tienen una amplia aplicacion
en el conocimiento y la explotacién de los recursos genéticos, como son: la
propagacion masiva, el intercambio de germoplasma, la induccién de la
variabilidad genética y la germinacion de semillas de orquideas fuera de su

11



ambiente natural.
Cultivo in vitro para propagar orquideas

En la naturaleza las orquideas producen pocas capsulas (érgano de la planta que
contiene las semillas) pero se compensa por la presencia de miles de semillas por
capsula, hasta uno o dos millones en algunos casos y un maximo de cuatro
millones de semillas, como en Cynoches sp recurso de suma importancia para la
conservacién y cultivo sustentable de estas plantas (Pridgeon et al., 1999).

La familia Orchidaceae requiere buscar metodologias de cultivo in vitro debido a
que las plantas tienen bajas tasas de crecimiento, ciclos de vida relativamente
largos aunado al problema que presenta la germinacion de las semillas en forma
natural ya que requieren de la asociacién con el hongo simbionte. E! cultivo in
vitro asimbiético surge en 1922, cuando Lewis Knudson encontr6 un medio
propicio para la germinacién sin la presencia del hongo (Arditti, 1990).
Posteriormente Knudson C (1946) mejor6 el medio de cultivo teniendo éxito en un
amplio nimero de especies. Desde entonces, se han desarrollado medios para
especies especificas como por ejemplo Vacin y Went (1949), Murashige y Skoog
(1962), Ichihashi y Yamashita (1977) y Dalla Rosa y Laneri (1977), entre otros.

Cultivo in vitro de Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schitr.

(Orchidaceae)

Para la germinacion in vitro, se utilizan frascos de vidrio o plastico en los que se
deposita un medio de cultivo que contiene algun gelificante, en este caso se usa
agar nutritivo, 20 gr. de sacarosa o azucar, los minerales y vitaminas propuestos
por Murashige y Skoog (1962), para que las semillas germinen y crezcan. Hay
dos tipos de germinacion in vitro: simbidtica y asimbidtica.

12



A continuacién se describe el cultivo in vitro de E. adenocaula asimbidtico
Las capsulas son el sitio donde se encuentran las semillas (fig 5) en el caso de
Encyclia adenocaula tardan de ocho a nueve meses para abrirse y liberar sus

semillas en forma natural.

Fig. 5. Capsula con miles de diminutas semillas

Siembra

La siembra de las semillas en cultivo in vitro para llevar a cabo la germinacion
asimbidtica, puede ser con semillas maduras (que ya fueron liberadas de la
capsula en forma natural) o bien utilizando semillas de la capsulas cerradas de
siete a ocho meses de crecimiento posterior a la polinizacién, cuando alcanzan
una coloracién desde verde amarillento a café amarillento (figura 6). La ventaja de
utilizar las semillas a partir de la capsula es que éstas se encuentran en
condiciones asépticas (no estan contaminadas) por lo que la desinfeccion es mas
sencilla que cuando ya fueron liberadas, en este ultimo caso se requiere de un
método mas laborioso. En este manual se describe la metodologia para la

germinacion in vitro de semillas provenientes de capsulas
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Fig. 6. Capsulas verde, y verde amarillento

Cuando las capsulas alcanzan una coloracion de verde amarillento o café
(capsulas cerradas), ya pueden ser cortadas de la planta para utilizar sus
semillas. La siembra de las semillas debera realizarse en condiciones asepticas,
para obtener buenos resultados. Es importante sefialar que las capsulas de esta
especie se toman un tiempo de 7 a 8 meses para poderlas utilizar antes de que se

abran.

La siembra puede realizarse en una campana de flujo laminar. En caso de no
contar con la campana de flujo laminar, puede hacerse en una mesa limpia y
desinfectada con alcohol colocando dos mecheros de bunsen a los lados del sitio
de la siembra, en este caso debera utilizar un cubre bocas.

Es conveniente usar una bata de laboratorio. Se colocan los frascos Gerber con el
medio de cultivo (que posteriormente se dira como hacerlo), ya estéril se toma la
capsula con una pinza, sumergirla en alcohol etilico al 75% e inmediatamente se
flamea en un mechero, esperando a que se consuma el alcohol impregnado en
ellas, se repite este procedimiento tres veces [TENER CUIDADO DE NO
INTRODUCIRLA AL ALOCHOL SI AUN TIENE FLAMA|, se coloca la capsula
sobre la caja Petri y se espera a que se enfrie, con el bisturi estéril se le cortan los
extremos, y luego se abre la capsula en forma longitudinal por medio de una de

14



sus hendiduras (fig. 7). Con una cucharilla o con la punta del bisturi, se esparce
una delgada capa de semillas en los medios de cultivo procurando que sea en
partes equivalentes para cada uno de los frascos. Es importante que cada uno de
los frascos al ser destapados, se pasen rapidamente por el mechero encendido
para eliminar microbios, se procede a depositar las semillas y se tapan
nuevamente asi sucesivamente hasta terminara la siembra. Al finalizar la siembra
de las semillas se tapan y sellan los frascos poniendo alrededor de la tapadera
papel adherente para evitar la contaminacion interior. Se deberan marcar con un
plumén de tinta permanente cada uno de los frascos, poniendo la fecha de

siembra.

Fig. 7. Capsula abierta ya desinfectada

Polinizacién

Cuando no se cuenta con capsulas pero se tienen flores, es necesaria la
polinizacién realizada por el hombre ya que las orquideas requieren forzosamente
de su polinizador. Para ello se tomara el polen de una flor de Encyclia (fig. 8) y se
coloca en otra sobre el gineceo (fig. 9). Si la flor fue fecundada, a los pocos dias
se observara la formacién de la capsula.
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Fig. 8 y 9. Polinizacién de E. adenocaula

Preparacion del medio de cultivo

Existen dos vias para la adquisicion de medios de cultivo in vitro: La via mas facil,
es adquirir el medio ya preparado que para algunas especies en particular ya los
venden en algunos laboratorios, solo se adiciona agua destilada segun venga la
presentacion, por ejemplo si es para 1 litro, se adiciona 20 gr. de sacarosa se
ajusta el pH a 5.5y 6.5 gr. de agar bacteriol6gico, pero esto resulta de costo muy
elevado. La otra via es adquirir los quimicos que se enlistan en la tabla 1 y se
preparan soluciones madre, esto es necesario ya que las cantidades a pesar son
muy pequefias y es posible equivocarse cuando se pesa, ademas generalmente
se prepara mas de un litro de medio. Debe utilizarse agua destilada para diluir los

compuestos.

De las soluciones concentradas se tomara el volumen indicado para un litro y se
mezclaran, se agregara la sacarosa 6 azucar (20 gr), se ajusta el pH a 5.7 (si no
se cuenta con un potenciémetro, puede usar papel pH) y por ultimo se adiciona el
agar bacteriolégico (6.5 gr). Se disuelve el agar mediante agitacion manual y
posteriormente se introduce un microondas por 2 minutos o a calor directo sin
dejar que hierva, y repitiendo la accién hasta su total diluciéon. Se vacian 20 ml de
medio en frascos Gerber de 100 ml, se tapan y se esterilizan por autoclave a
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121°C, 1.1 Kg/cm® durante 15 minutos (o bien puede usar una olla Express).

Para ajustar el pH se puede usar papel indicador de pH o un potenciémetro, para
ajustarlo se utilizan las soluciones 1 N 6 0.5N de acido clorhidrico o sosa

(hidréxido de potasio)

Preparacién de KOH 0.5 N. Disolver 2.8 g de KOH en 80 ml de agua destilada y

aforar (llevar) a 100 ml.

Preparacion de KOH 1.0 N. Disolver 5.611 g en 80 ml de agua destilada y aforar a
100 ml.

Preparacion de HCI 1N. Disolver 4 ml de HCI en agua y aforar a 50 ml.
Preparacién de HCI 0.5 N. Disolver 2 ml de HCI en agua y aforar a 50 ml.
Nota: causa una reaccioén exotérmica por lo que se debe vaciar lentamente

por las paredes el acido sobre el agua_nunca el agua sobre el acido.

Cuadro 1. Medio Murashige y Skoog (1962) (MS).

Compuesto Formula quimica Cantidad (g/l)
SALES
Nitrato de amonio NH4NO3 1.65
Nitrato de potasio KNO; 1.90
Sulfato de magnesio MgS04.7H.0 0.37
Sulfato manganoso MnSQ,4.H,O 0.0169
Sulfato de zinc ZnS0,4.7H,0 0.0086
Sulfato cuprico CuS04.5H,0 0.000025
Cloruro de calcio CaCk.2H,0 0.44
Yoduro de potasio Kl 0.00083
Cloruro de cobalto CoCl.6H;0 0.000025
Fosfato de potasio KH-PO, 017
Acido bérico HiBO3 0.0062
Molibdato de sodio Na;Mo0,.2H,0 0.00025
Na.E DTA N32C10H14N203.2H20 0.03724
Sulfato ferroso FeS0,.7H-0 0.02784
CsH1206 0.1
CsHsNO; 0.0005
CsH11NQs-HCI 0.0005
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VITAMINAS MS C,zH,7CIN,OS.HCI 0.0001
Inositol NH>CH,COOH 0.002
Ac. Nicotinico
Piridoxina — HCL
Tiamina — HCL
Glicina

Preparacién de soluciones madre

MS
Macroelemento mg/l g/l 10x-200
NHs NO3 1650 1.61 16.5 gr.
KNO; 1900 1.90 19.0 gr.
MgSO, 7H.0 370 0.37 3.7 gr.
KH2 PO4 170 0.17 1.7 gr.

Pesar y disolver en 80 ml aprox. Llevar a 100 ml. Etiquetar macroelementos 10X
200 ml. De esta solucion se deberan tomar 20 ml por cada litro de medio.

MS
Calcio mg/l g/l 10x-100
CaCl; 2H20 440 0.44 44qr

Pesar y disolver en 80 ml aprox. Aforar a 100 ml (usar agua destilada).
Etiquetar Calcio 10X100 ml. De esta solucién se deberan tomar 10 ml por
cada litro de medio.

MS
SOL.DE FIERRO  mgl/l g/l 10x-100
FeS047H;0 27.8 0.0278 0.278 gr.
Na,EDTA2H,0 37.3 0.0373 0.373 gr.

Disolver el EDTA en agua destilada caliente (30 ml ), en otro vaso disolver el F
en agua fria, en un matraz adicionar los dos y aforar a 100 ml. Etiquetar Sol. 0
Fe 10X-100ml. De esta solucién se deberan tomar 10 ml por cada litro de medio.
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MS
MICROS mg/l g/l g/20 (20X)
Kl 0.83 0.00083 0.0166 gr.
H:BO3 6.20 0.0062 0.124 gr.
MnSQO44H,0 223 0.0223 0.446 gr.
Nota: si es MnSO4H,0 pesal
0.338 gr.
ZnS0,47H20 8.6 0.0086 0.172 gr.
Na;MoO42H,0 0.25 0.00025 0.005 gr.
CuS045H0 0.025 0.000025 0.0005 gr.
CoCl,6H0 0.025 0.000025 0.0005 gr.

Pesar y disolver en 80 ml aprox. Aforar a 100 ml (usar agua destilada). Etiquet:
Micros 20X-100 ml. De esta solucién se deberan tomar 5 ml por cada litro d

medio.

MS
VITAMINAS mg/l g/l 20x-100
Tiamina-HCI 0.1 0.0001 0.002 gr.
Acido nicotinico 0.5 0.0005 0.01 gr.
Piridoxina-HCI 0.5 0.0005 0.01 gr.

Pesar y disolver en 80 ml aprox. Aforar a 100 ml (usar agua destilada). Etiquet:
Vitaminas 20X-100 ml. De esta solucién se deberan tomar 5 ml por cada litro d
medio.

MS
MYO-INOSITOL mg/l g/l g/10 (10X)
100 0.1 1.0gr.
Pesar y disolver en 80 ml aprox. Aforar a 100 ml (usar agua destilada). Etiquet:
Vitaminas 20X-100 ml. De esta solucion se deberan tomar 10 mi por cada litro d
medio.

Condiciones ambientales de los cultivos

Una vez realizada la siembra, los frascos sembrados se tapan y con papel
adherente se sella alrededor de las tapaderas, posteriormente deberan colocarse
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en un cuarto de incubacién con temperaturas de 20 -25 °C. Se pueden colocar en
un sitio donde haya buena luminosidad siempre y cuando se encuentre cerca del

sitio donde se desarrolle la especie que se trate.

Caracteristicas del cuarto de crecimiento

Instalacion eléctrica (110 'y 220 v)

Aire acondicionado para mantener una temperatura de 27 °C
Colocar balastras fuera del cuarto de cultivo

Fotoperiodo por nivel (control automatico)

Lamparas (Grolux, Solar, Dro-tes o Power Grove), buscar que se cubra todo el
espectro de luz

Los cultivos se deberan mantener con un fotoperiodo de 16 horas luz por 8 de
oscuridad, una temperatura constante de 25°C y una intensidad luminica de 2000
lux. La germinacién dara inicio aproximadamente a los 27 dias (figs. 10 y 11). Si
no se cuenta con el cuarto de cultivo y la especie es del lugar donde se cultivo se
puede poner cerca de una ventana evitando la luz directa del sol.

Fig. 10 y 11. Germinacién de semillas
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Subcultivo

A los 60 dias aproximadamente, todas las semillas que estaban viables deberan
haber germinado y se habra notado un crecimiento de las plantulas. Se procede
entonces a subcultivarlas en un medio fresco, separandolas para que tengan un

buen desarrollo (fig. 12).

Fig. 12. Plantulas de 60 dias

Cuando las plantulas hayan alcanzado 4-6 mm de altura (fig. 13), es el momento
de buscar su adaptacién al medio ambiente natural, para lo cual hay que obtener

un sustrato adecuado y condiciones climaticas adecuadas para la especie.

Fig. 13. Orquideas para transplante
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Adaptacién de las plantulas al invernadero

Un sustrato adecuado puede ser una mezcla de tezontle triturado, cascara de
coco molida y corteza de encino en una proporcion 1:1:1 (fig. 14). Es importante
considerar que la adaptacion de las plantulas del laboratorio al invernadero
debera ser en forma paulatina; como se indica a continuacion:

1. Trasladar los frascos del laboratorio al invernadero y quitar el plastico
adherente

2. Aflojar las tapaderas de los frascos sin quitarlas y dejarlos un dia. Se deberan
ir destapando gradualmente los frascos.

3. Esterilizar las charolas donde se colocara el sustrato, utilizando alcohol o
cloro.

4. Depositar el sustrato en las charolas.

5. Se sacan del frasco las plantulas y eliminar los restos del agar de las raices
con agua destilada (no debera quedar ningun residuo de agar ya que puede ser
fuente de contaminacion).

6. Sumergir las plantulas en un recipiente que contenga fungicida (Captan).

7. Sumergir las raices en una mezcla que contenga un producto enraizador.

8. Transplante de las plantulas en el sustrato.

9. Cubrir las charolas con plastico para conservar la humedad relativa.

10. Considerar que la temperatura ambiente en el invernadero al momento del
transplante no sea muy elevada.

11. Dar seguimiento de manejo a las plantulas para favorecer su mayor

crecimiento.

Fig. 14. Orquideas transplantadas
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Menchaca y Moreno (2006) recomiendan que lo ideal para el desarrollo de las
orquideas epifitas es colocarlas en pedazos de troncos de encino de unos 20 6 30
centimetros de largo y diametro superiores a cinco centimetros, las plantas
deberan sujetarse al tronco con hilos o pedazos de tela de algodén o bien hilo de
ixtle 0 henequén. Todo material utilizado para la fijacién de las plantas en el
tronco debera ser degradable para evitar que obstruya o ligue el crecimiento del
pseudobulbo y la raiz. Es recomendable colocar musgo entre la planta y el tronco,

y mantenerlo siempre verde lo cual nos servira como indicador de la humedad.

Fig. 15. Orquideas transplantadas en un tronco de encino.
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GLOSARIO

Asepsia: conjunto de métodos destinados a preservar de gérmenes infecciosos el
Material biolégico, el instrumental y el equipo.

Clon: en general, grupo de organismos genéticamente idénticos debido a que han
sido producidos por algun tipo de reproduccion asexual.

Epifita: es una planta que crece naturalmente sobre otra planta, pero que no
depende de ella para su nutricién u obtencion de agua.

Fotoperiodo: nimero de horas de luz en cada ciclo de 24 horas; duracién relativa
del dia y la noche (luz u oscuridad), especialmente en relacion con la iniciacién de
la floracién.

In vitro: Designa a los procesos bioldgicos o a las investigaciones que se realizan
fuera de los organismos vivos, tradicionalmente en tubos de ensaye.

Inflorescencia: es un grupo de flores dispuesto en un mismo tallo.

Labelo: es un pétalo inferior de una flor de orquidea especializado para ayudar en
la polinizacion de la planta por insectos. Tiene una forma distinta, generalmente
mas grande, de los otros pétalos.

Litofitica: es una planta que crece sobre rocas.

Medio basico: medio de cultivo formulado con macro y micronutrientes (sin
reguladores del crecimiento).

Medio nutritivo: medio de cultivo empleado para iniciar, desarrollar o enraizar
diferentes inoculos; esta formulado con macro y micronutrientes, azucar y
reguladores del crecimiento.

Meristemo apical: meristemo que se encuentra en el apice de un brote o raiz.

Monopodial: es una planta que tiene un solo tallo que crece verticalmente o en
altura y que produce hojas y flores a lo largo de él.

Pseudobulbo: es una porcién engrosada de la parte basal del tallo de muchas
orquideas, encargada de almacenar agua y nutrientes.

Raices adventicias: son raices que se producen a partir de yemas ubicadas en
los tallos de la planta y que no provienen de la raiz original del embrion.

Raices aéreas: son aquellas raices que crecen por sobre el medio de
crecimiento.
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Rizoma: es un tallo que crece horizontalmente, en forma indefinida, a partir del
cual se forman raices adventicias, hojas y/o ramas.

Saprofitas: Las plantas saprofitas son las que viven de materia descompuesta.
No pueden producir su propio alimento.

Simbiosis: Asociacién de dos o mas individuos de distintas especies, en la que
todos salen beneficiados.

Simpodial: es una f Asociacién de dos o mds individuos de distintas especies, en la
que todos salen beneficiados. orma de crecimiento de las plantas en sentido
horizontal o lateral, a lo largo de un rizoma.

Sustrato, medio: material en el cual se hace crecer una planta; puede ser
organico, como corteza de arbol, o inorganico, como piedras de lava.

Velo o Velamen: es el tejido que cubre las raices aéreas de las orquideas
epifiticas, encargado de abosorber agua y de evitar la evaporacion excesiva de
agua desde el tejido radical.

Yema: (botén) pequefo abultamiento en el tallo de una planta; da origen a una
rama, a una flor o a varias hojas.
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VARIABILIDAD GENETICA DE Encyclia adenocaula
(La Llave & Lex.) Schitr (Orchidaceae) UN RECURSO
FORESTAL NO MADERABLE

Ruiz-Bello C’f';,‘; Laguna-Cerda A%, Iglesias-Andreu LG, Damon-A*, Marin-
Hernéndez TNJ® Azpiroz-Rivero HS® y Moreno-Martinez JL!

Universidad Auténoma de Chiapas. Facultad de Ciencias Agricolas. Entronque Carr.
Costera- Huehuetdn. Huehuetin, Chiapas. México. E-mail: carubel 1 6@yahoo.com.mx
2Universidad Auténoma del Estado de México. 3Universidad Veracruzana. “Ecosur-
Unidad Tapachula. SInstituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y

Pecuarias.
Resumen

En México existen alrededor de 1200 especies de orquideas, muchas de las cuales se
encuentran en peligro de extincién debido al cambio de uso de suelo y a la
comercializacién ilegal de las mismas. Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schltr.,
es una orquidea epifita que vive sobre los Encinos (Quercus sp) por lo que es
considerada como un recurso forestal no maderable. Es una planta endémica en México.
Se distribuye en los estados de: Nayarit, Jalisco, Michoacdn, México, Guerrero y
Oaxaca. Por su amplia utilizacién comercial como planta de ornato es altamente
depredada, la Norma Oficial Mexicana (Nom-059-SEMARNAT-2001) la reporta como
amenazada. Con el uso de marcadores moleculares puede conocerse la variabilidad
genética existente, con la finalidad de establecer bancos de germoplasma que permitan
su conservaciéon asi como llegar a generar lineas de interés comercial. Esta
investigacién plante6 como objetivo: conocer la variabilidad genética existente de
Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schltr. en dos sitios del municipio de
Temascaltepec, México. La metodologia efectuada fue: 1) Recorridos de campo en el
municipio de Temascaltepec, Edo., de Méx., en busqueda de la especie, 2) Se
seleccionaron los sitios El Pefién y Rio Chilero, 3) Se obtuvieron muestras de hojas para
extraccién de ADN, 4) Se utilizé la metodologia de ISSRs para el estudio de
variabilidad. Se tomé tejido vegetal de cada planta (19 plantas de El Pefion y 20 de Rio
Chilero) colocédndolo en tubos eppendorf y transportdndose en nitrégeno liquido 2
laboratorio donde se conservaron a una temperatura de -80°C. Se realizo la extraccion de
ADN conservandolo a una temperatura de -20°C. Se iniciaron las pruebas de los primers
para la identificacién de polimorfismo. Hasta el momento se cuenta con el estudio
concluido de dos primers debiendo continuar con otros tres mas.

Palabras claves: Variabilidad genética, Encyclia adenocaula, ISSRs.

Libro de Resimenes ISBN: 5’6,8"/45‘3'31'I
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familias mas grandes del Reino Vegetal, comprende

entre 25,000 a 30,000 especies, distribuidas en todos
los sitios del planeta donde es posible la vida (Cabrera,
1999).

En México se reportan 127 géneros y 803 especies de las
cuales 22 estan en peligro de extincién y 57 amenazadas
(SINAREFI, 2004; de acuerdo con la NOM-059-ECOL.). Hay
un verdadero interés por las orquideas silvestres; esto se
debe primordialmenté ‘a fines comerciales, religiosos y
como plantas de ornato para corto y determinado tiempo.

Afo con afo cientos de milesde ejemplares se concentran
en los mercados regionales‘para su venta, arrancados
del arbol vivo, destruyendo asi Vas posibilidades de
sobrevivencia de las poblaciones silvestres de innumerables
géneros de orquideas (Hartman, 1992). ‘

Existe una pérdida irreversible de biodiversidad de esta
familia, causada por fenémenos meteoroldgicos, pérdida
de hébitat, falta de tecnologias adecuadas para conservar
sus semillas y la baja germinacién de las mismas porque
debido a que carecen de endospermo, requieren entrar en
una relacién simbiética con algiin hongo micorrizico, que

I afamilia Orchidaceae esconsiderada como unade las

Agroentorno

le proveera los nutrimentos necesarios para su desarrollo;
aunado al constante saqueo de plantas en los ecosistemas.

Para las especies en peligro de extincién, es urgente llevar
a cabo programas encaminados a la preservacién de la
variacién existentey a lavez establecer programas efectivos
de conservacién de estos valiosos recursos. Esto permitira
contribuir a los trabajos de conservacién en esta familia
y obtener a futuro lineas que tengan las caracteristicas
deseables para su posible comercializacion.

La orquidea Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schitr,,
que se distribuye en los estados de: Nayarit, Jalisco,
Michoacan, México, Guerrero y muy rara vez en Oaxaca
(Hagsater y Soto, 2002) de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (Nom-059-SEMARNAT-2001) se encuentra
amenazada, lo que la hace vulnerable, con riesgo de llegara
extinguirse. Es una orquidea epifita, su principal hospedero
es el arbol de encino (Quercus, sp.), su habitat es diverso
desde 1200 a 2000 msnm. Florece en los meses de mayo y
junio, sus flores son grandes en forma de estrella. Su nombre
comiin es “trompillo morado” su color es rosado pélido o lila.
Debido a una sobrecolecta se considera que esta especie,
debe tener una proteccién especial (Hagsater y Soto,




2002). Por la bellezay
aroma de sus floreses
utilizada como planta
de orpato y afo tras
afo es altamente
depredada para su
venta en “mercados

Jocales. (FOTOS: 1,.2

y3) .
Con la . finalidad
de  contribuir - a
la conservacion
y manejo  mas
adecuado de esta
especie de orquidea
se inicié el proyecto
“Conservacion in
vitroy caracterizacién
molecular de
Encyclia adenocaula
(La Llave & Lex)
Orchidaceae”. Con
este fin se efectuaron
colectas de plantas
en el municipio de
Temascaltepec,
Estado de México;
destacado por su alta
diversidad de orquideas. Las plantas colectadas se establecieron

en invernadero, de las cuales se obtuvieron cuatro capsulas,
mismas que fueron desinfestadas y disectadas para efectuar la
siembra in vitro de sus semillas, obteniendo un gran nimero de
plantulas. (FOTOS: 4y 5).

Con fines de establecer un banco de germoplasma que
permita su conservacion por minimo crecimiento actualmente
se evalia el efecto de cuatro diferentes temperaturas (5,
10, 15 y 20 grados centigrados), sobre el crecimiento de las
vitroplantulas obtenidas (FOTOS: 6y 7).

Para observar variabilidad genética de la especie, mediante
marcadores moleculares, se escogieron dos sitios del municipio
de Temascaltepec: Rio Chileroy El Pefién, dondefueron tomadas
las muestras que se tienen bajo condiciones de conservacion
en un ultracongelador a -80° C, en espera de que se realice su
caracterizacién molecular mediante el andlisis del polimorfismo
de fragmentos amplificados (AFLPs). (FOT0S: 8,9, 10y 11).

Este proyecto tiene como finalidad ensenar a los integrantes
del Ejido El Pendn formas alternativas de propagacion y
conservacion del recurso, que tienen en dicha comunidad, y
lograr un manejo sustentable para salvaguardar este valioso

i
recurso genético, asi como también observar la variabilidad
genética existente en los dos sitios seleccionados.

' Universidad Auténoma de Chiapas (Correo electrénico:
carubel16@yahoo.com.mx) ? Universidad Autonoma del
Estado de México.? Universidad Veracruzana. * ECOSUR-Unidad
Tapachula. * Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,

Agricolas y Pecuarias.
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CONSERVACION IN VITRO Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE Encyclia
adenocaula (LA LLAVE & LEX.) SCHLTR. (ORCHIDACEAE)

.Carmen Ruiz Bello*, Antonio Laguna Cerda, Lourdes Georgina Iglesias Andreu,
‘Anne Sabih Damon Teresita del Nifio Jests Marin Hernéandez y Hilda Susana
Azpiroz Rivero

* Universidad Autonoma de Chiapas. carubel16@yahoo.com.mx

En México existe amplia diversidad de especies de orquideas en peligro de
extincién que se ven seriamente afectadas por su comercializacion ilegal y por el
cambio de uso del suelo, ademas que para lograr su germinacién requieren de la
presencia de un hongo simbiético debido a que las semillas tienen unas cuantas
células de reserva con las cuales no pueden germinar. La utilizacion de las
‘téchicas biotecnoldgicas del cultivo ' in vitro, ayuda a reducir- {as’ coléctas en el
campo con fines comerciales y puede servir como fuente de recursos econémicos
al establecer sistemas de propagacién controlados, ademas de que esta técnica
ofrece ofra alternativa de conservacion de germoplasma valioso. Para el logro de
este Gltimo es necesario conocer la variabilidad genética de sus poblaciones y ver
que tan representadas estan cuando se conserva in vitro. La investigacion que se
presenta, planteé buscar una metodologia para la germinaciéon, conservacion y
preservacion genética de Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schitr. Esta
orquidea de acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT, se encuentra amenazada. Los
objetivos fueron: 1) seleccionar entre cuatro medios de cultivo, la germinacion in
Vitro, 2) desarrollar la metodologia de minimo crecimiento para conservacion in
vitro de germoplasma de Encyclia adenocaula (La Llave & Lex.) Schitr y 3)
caracterizar via molecular la especie en dos diferentes sitios del Municipio de
Temascaltepec, Edo. de México, mediante identificacion de marcadores que
revelen polimorfismo para obtener perfiles genéticos y sentar bases para su
conservacion, y ademas 4) comparar genéticamente las poblaciones estudiadas y
las plantas obtenidas in vitro con la finalidad de ver la representacion de estas
poblaciones en las vitroplantas obtenidas. Hasta el momento se presenta la
metodologia que incluye:.colecta de cépsulas, germinaciéon de semillas en cuatro
medios de cultivo, para su implementacion se usé un disefio completamente al
azar utilizando el ANOVA para el andlisis de resultados. Se dara seguimiento por
minimo crecimiento con diferentes efectos de temperatura y modificando el medio
de cultivo. La caracterizacion molecular se realizara mediante AFLP. Se realizd la
colecta del material vegetativo en los dos sitios para iniciar las pruebas
preliminares en el laboratorio de biotecnologia del INIFAP en el CENID-COMED
con sede en Coyoacan, México.

Memoria de Restimenes. Sociedad Mexicana de Fitogenética



