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| Resumen

Guarianthe skinneri (Bateman) Dressler & W.E.Higgins, es una orquidea nativa de
México catalogada como amenazada por NOM-059-SEMARNAT-2010, debido a
colectas ilegales e irracionales con fines ornamentales y la reduccion de su habitat
natural. Actualmente no es facil encontrar poblaciones silvestres de esta especie
en la region del Soconusco, sin embargo en la ciudad de Tapachula es frecuente
ver individuos que embellecen los interiores de los patios particulares. Estos
individuos podrian ser una fuente de biodiversidad a emplear para su
conservacion. Los objetivos del trabajo fueron evaluar la variabilidad genética de
Guarianthe skinneri procedentes de la ciudad de Tapachula, Chiapas, México y de
cinco poblaciones silvestres de Guatemala; asi como inducir la callogénesis in
vitro en diferentes tipos de explantes de Guarianthe skinneri mediante
fitorreguladores. Para determinar la variabilidad genética se utilizo el marcador ITS
en dos poblaciones de G. skinneri. Para la induccion de callo se establecieron
explantes de hoja y médula de pseudobulbo en medio MS con los fitorreguladores
BAP, 2,4-D, Kin, la interaccion BAP/2,4-D/Kin/Sad y un testigo sin fitorregulador.
Se encontré un nivel alto de variabilidad genética dentro de las poblaciones y con
un alto flujo genético entre ellas. El explante de médula, al ser cultivado con BAP,
presenté mayor formacion de callo (18%) y menor contaminacion (28%) a pesar
de presentar 100% de oxidacion. El uso de médula es una alternativa para la
induccion de callogénesis de G. skinneri para el desarrollo de protocolos de
conservacion y propagacion in vitro.

Palabras claves: Orchidaceae, especie amenazada, conservacion, estructura

poblacional, propagacion in vitro.



Il Introduccién

Il.I Orchidaceae

La familia Orchidaceae es una de las mas diversas en el mundo con mas de
29,000 especies. La amplia variabilidad genética de esta familia vegetal se debe a
su alta tasa de hibridacion natural que ha generado en el tiempo un alto nivel de
especiacion (Angulo-Graterol et al., 2013). Las semillas de orquideas carecen de
endospermo, por lo que contienen escasos nutrimentos o reservas para realizar la
germinacion in vivo (Flores-Escobar et al., 2008). Por lo tanto, en condiciones
naturales se asocian con hongos micorrizicos que permiten que la planta se

desarrolle (Abdelnour y Mufoz, 1997).

La distribucion de orquideas depende de las condiciones climaticas y la altitud, se
han encontrado orquideas desde los cero hasta los 4800 msnm. Por lo tanto, se
han reportado orquideas en diversos habitats, lo que permite clasificarlas en
epifitas (crecen sobre los arboles), terrestres, litofiticas (crecen sobre rocas) y
trepadoras (Rivera-Duefias, 2002). Las orquideas mas abundantes en bosques
humedos son las epifitas, aunque también se han reportado en bosques secos y
estacionales (Dressler, 1993). Lo anterior se atribuye a las caracteristicas que
presentan estas orquideas, debido a que en las raices cuentan una cubierta que
las protege de la desecacidén conocida como velamen. Ademas, muchas especies
presentan pseudobulbo (tallo modificado) y/o hojas gruesas (con cuticula
encerada) que les permite almacenar agua y nutrientes (Abdelnour y Mufoz,

1997).



Dentro de la familia Orchidaceae se encuentra Guarianthe skinneri (Bateman)
Dressler & W.W. Higgins, que después de formar parte del género Cattleya se
cambio al actual a partir de estudios filogenéticos (Dressler y Higgins, 2003). La
distribucion de esta especie va desde México hasta Panama (Damon y Bertolini,
2015), en México esta especie se ha reportado las Reservas de la Biosfera El

Triunfo y Volcan Tacana del estado de Chiapas (Damon, 2010).

1.1l Variabilidad genética

La variabilidad genética se basa en la composicion de genotipos y alelos que
portan los individuos de una poblacion, y su prevalencia depende del ambiente en
el que ésta se desarrolla (Rahim et al., 2010). La variacion genética puede ser
descrita con base en las diferencias entre las secuencias de ADN de fragmento
del genoma de varios individuos; y esta media permita inferir el potencial evolutivo
de las especies, en particular la posibilidad de adaptacion a los cambios
ambientales (Frankham et al., 2004; Allendorf y Luikart, 2007; Lundgvist et al.,
2008). Los procesos evolutivos que determinan con mayor frecuencia los patrones
de variacion genética son la deriva génica y la seleccion natural (Hartl y Clark,
1989). Mientras que la deriva génica es un proceso aleatorio en la que el efecto en
las poblaciones es impredecible (Martinez-Palacios et al., 1999), la seleccion
natural puede ser direccional con resultados que provocan una disminucion de la

variacion genética y la adaptacion al ambiente (Hartl y Clark, 1989).



La genética de poblaciones es una rama de la Biologia que se encarga del estudio
tedrico y experimental de la variabilidad genética, ayuda a comprender como las
poblaciones evolucionan y se adaptan (Eguiarte y Pifiero, 1999). Griffiths et al.
(2002) indican que la variacion genética entre y dentro de las poblaciones en las
especies ocurre por la existencia de varios alelos (dos o0 mas formas diferentes de
un gen) de diferentes loci (posicion relativa del gen en el cromosoma). La variacion
de alelos y genotipos forman la diversidad genética de la especie y son la base de

su adaptacioén y potencial evolutivo (Garner et al., 2004).

Los marcadores moleculares son la principal herramienta para los estudios de
genética de poblaciones, éstos se basan en amplificar regiones de ADN lo que se
logra con primers u oligos cuya secuencia es conocida y sintetizada in vitro, y que
se usan para obtener el ADN blanco del organismo en estudio, mediante la técnica
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por su acrénimo en inglés Polymerase
Chain Reaction). En plantas se ha reportado el uso de espaciadores internos de
transcritos (ITS por su acréonimo en inglés: internal Transcribed Spacer) que son
marcadores nucleares que en conjunto con los genes ribosomales y otras regiones
espaciadoras conforman el ADN ribosomal nuclear o ADNrn (Aguilar-Ramirez,
2002). Hillis y Dixon (1991) indican que el arreglo del ADNrn en un genoma
eucariota esta conformado por cientos de copias repetidas en tandem y en el caso
de plantas cuenta con tres subunidades de ADNrn conocidas como 18S, 5.8S y
26S (Aguilar-Ramirez, 2002). Estos primers han sido utilizados en estudios de

variabilidad genética entre especies, sin embargo llegan a revelar variacion dentro
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de una especie a otra, pero llegan a ser muy conservadores dentro de la misma

especie (Redecker, 2000).

Entre los principales métodos analiticos descritos para estimar la variabilidad
genética de poblaciones sobresalen la elaboracion de redes de haplotipos, arboles
filogenéticos, estimadores de diversidad, estructura, flujo y diferenciacion génica.
La red de haplotipos se emplea para obtener informacién sobre la historia y la
estructura genética intrapoblacional, asi como, inferir procesos de diferenciacion,
homoplasia, recombinacion y modos de especiacion (Posada y Crandall, 2001).
Los arboles filogenéticos se emplean para identificar grupos de organismos

genéticamente relacionados.

Los parametros que se emplean en el analisis de diversidad genética son
diferencias nucleotidicas (K), diversidad de haplotipos (h) que es definida como la
probabilidad de obtener al azar dos secuencias diferentes en la misma muestra y
diversidad de nucledtidos (1) que es la probabilidad de obtener al azar dos
nucleodtidos homologos distintos de la muestra (Nei, 1987). El analisis de varianza
molecular (AMOVA) se realiza para evaluar si las poblaciones se encuentran
estructuradas genéticamente a distintas escalas geograficas (Excoffier et al.,
1992). El parametro de flujo génico (Nm) sugiere el movimiento relativo de genes
de una poblacion a otra en una generacion (Nei, 1982), mientras que la
diferenciacion genética (Fsf) permite determinar el grado de diferenciacion
genética entre localidades o subpoblaciones (Hudson et al., 1992). Si los valores

de Fst son igual a cero indican que no hay diferenciacién genética entre ambas

11



localidades, pero si los valores son diferentes a cero indican que existe

diferenciacion poblacional (Tripp, 2009).

El indice D de Tajima (1989) consiste en la deteccidén de las diferencias entre los
estimadores de diversidad genética (1) y el numero de sitios variables en una
secuencia (8). Un valor de D negativo indica la presencia de mutaciones
deletéreas, mientras que un valor positivo indica que algunos alelos se encuentran
bajo seleccion positiva. Sin embargo, cuando el valor de D es cero no hay
diferenciacion entre ambos estimadores y se asume equilibrio neutral (Eguiarte et

al., 2007).

ILIII Cultivo in vitro

El cultivo in vitro es una herramienta de biotecnologia vegetal que engloba un
conjunto de técnicas mediante las cuales se pueden obtener células, tejidos o
plantas completas libres de patdégenos en un menor tiempo comparado con la
propagacion tradicional (Cardoza, 2008; Kumar y Reddy, 2011; Us-Camas et al.,
2014). Por lo tanto, mediante el uso de estas técnicas se puede micropropagar
clonalmente individuos élite de especies de interés, conservar especies en peligro
de extincion, y obtener metabolitos secundarios; entre otras aplicaciones (Hussain

et al., 2012).

El principio tedrico de las técnicas de cultivo in vitro se basa en la totipotencialidad

que presentan las células vegetales, debido a que cuentan con una copia del
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material genético de la planta donadora de explantes, esto las convierte en células
madre y por ende son capaces de regenerar una planta completa (Calva Calva y
Pérez Vargas, 2005; Cardoza, 2008). Cardoza (2008) y Hussain et al. (2012)
indican que las técnicas de cultivo in vitro consisten en emplear semillas o un
fragmento de la planta (hoja, apice, yema, entre otros) que se conoce como
explante, para introducirlos en un medio nutritivo (semisélido o liquido) que puede
contener fitorrequladores del crecimiento para manipular el crecimiento y
desarrollo in vitro. Asi mismo, es necesario considerar las condiciones ambientales
optimas controladas para la especie de interés (pH, temperatura de incubacion,

condiciones de luz, entre otros).

Kumar y Reddy (2011) indican que los fitorreguladores son compuestos organicos
que regulan el metabolismo durante el crecimiento y desarrollo de las plantas.
Estas moléculas se han sintetizado artificialmente para su aplicacién en cultivo in
vitro, con el fin de perseguir objetivos especificos (callogénesis, embriogénesis u
organogénesis). Dentro de los fitorreguladores mas utilizados en el cultivo in vitro
se encuentran las auxinas, citoquininas y giberilinas (Cardoza, 2008), el tipo y la
concentracion de estos dependera del tipo de explante, ruta de desarrollo y de la
especie vegetal que se desee propagar (Hussain et al., 2012). Las auxinas
estimulan la formacion de raices, mientras que las citoquininas inducen la division

celular y el desarrollo de brotes (Huan et al., 2004; Cardoza, 2008).
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ILIV Problema de investigacion

Actualmente, G. skinneri es una especie amenazada mencionada en la Norma
Oficial Mexicana “NOM-ECOL-059" (SEMARNAT, 2010). Lo anterior como
consecuencia del saqueo y la venta clandestina de esta especie que florece en la
época de enero y febrero, fechas en que se festeja la Candelaria (histéricamente
esta especie se ha empleado para adornar altares). Sin embargo, en los ultimos
afnos la venta ilegal ha ido aumentando, y puesto que las colectas son poco
racionales, se ha originado una escasez del recurso silvestre (Bertolini,
comunicacion personal). La especie tiene como area de distribucién natural la
misma planicie de la ciudad de Tapachula (Damon y Bertolini, 2015), en donde las
colectas ilegales se han ambientado facilmente en los patios particulares,

generando asi una poblacién artificial dentro del complejo urbano.

Ademas las limitantes naturales que presenta la especie para la propagacion in
vivo y las alteraciones a su habitat como consecuencia de las actividades
antropogénicas (colecta, talas, entre otros), que conllevan a la disminucion de las
poblaciones naturales (Jiménez-Bautista, 2009; Damon, 2013). Esto implica
indirectamente un descenso de la variabilidad genética de la especie; sin
embargo, hasta ahora se desconoce la variabilidad que tiene la poblacién natural,
asi como la conformada artificialmente por colectas clandestinas. Aunque se
desconoce la procedencia de los individuos que crecen en los patios o jardines
privados de Tapachula, se puede suponer que proceden de poblaciones diferentes
de la regioén (poblaciones silvestres); y pueden contener una variacién genética de

importancia para los programas de conservacion de esta especie, asi como
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emplearse como comparativo con poblaciones silvestres de otras areas de
distribucion natural. De esta manera si los individuos que crecen en los patios o
jardines privados de Tapachula tienen alta variabilidad genética, se pueden
considerar como banco de germoplasma de la especie y representar una buena
fuente de variabilidad genética para fines de propagacion masiva y/o

conservacion.

Una de las alternativas para la propagacién masiva y/o conservacion de G.
Skinneri es el uso de las técnicas de cultivo in vitro. Sin embargo hasta el momento
se desconoce un protocolo de propagacion clonal 6ptimo para la especie, ademas
la bibliografia revisada reporta que a partir del uso de explantes procedentes de
campo se obtienen elevados porcentajes de contaminacion. Por lo tanto, se
carece de un protocolo eficiente para obtener material aséptico y con capacidad

de regenerar una respuesta morfogénica in vitro, como la formacion de callo.

IV Justificacion

Los factores que influyen en la alteraciéon de las poblaciones de G. skinneri
conllevan a cambios en la variabilidad genética y estructura de la poblacion; sin
embargo, no existen estudios relacionados a su reproduccion, desarrollo y
variabilidad genética con fines de conservacién de la especie. Por lo tanto, es
recomendable realizar estudios que proporcionen informacion sobre la situacion
actual en la que se encuentra la especie a nivel genético y que permitan planificar

acciones de manejo y/o conservacion apropiada para la especie. Una alternativa
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para la conservacion y propagacion de la especie es el uso de técnicas de cultivo
in vitro que permiten desarrollar protocolos de propagacion masiva clonal. De esta
manera, se podria disminuir la colecta y venta clandestina de la especie, lo que
permitiria la conservacion de las poblaciones silvestres, ademas de las técnicas de

conservacion in vitro y de crioconservacion.

ILVI Antecedentes

Se han realizado estudios genéticos en diversas especies de orquideas
empleando diversos marcadores moleculares para conocer la situacion de
diversidad genética poblacional. Por ejemplo en Laelia speciosa (Kunth) Schltr., se
ha reportado valores moderados de consanguinidad (0.216) con base en
marcadores enzimaticos (Avila-Diaz y Oyama, 2007), en contraste con lo
reportado por Vargas et al. (2006) que encontraron valores altos de endogamia en
Myrmecophyla christinae Carnevali & Gémez-Juarez var. christinae (0.306-0.383).
El grado de consanguinidad de moderada y alta en epifitas se atribuy6 al grado de
fragmentacion y aislamiento de las poblaciones por causas antropogénicas

(Vargas et al., 2006; Avila-Diaz y Oyama, 2007; Pifiero et al., 2008).

Qian et al. (2013) reportaron baja diversidad genética a nivel poblacional, pero alta
a nivel especie en Calanthe tsoongiana Tang & F.T. Wang mediante el uso de
marcadores moleculares de secuencias simples repetidas (ISSR por su acrénimo
en inglés Inter Simple Sequence Repeats), el coeficiente de diferenciacion

genética obtenido entre poblaciones (Gst= 0.55) indica que el 55% de la variacion

16



genética fue entre poblaciones y el 45% dentro de las poblaciones; asi mismo el
flujo génico entre poblaciones fue bajo (Nm= 0.408). También Pinheiro et al.
(2012) reportaron altos niveles de diferenciacién dentro de las poblaciones de
Cattleya labiata Lindl.; sin embargo, encontraron baja variabilidad genética entre
las poblaciones. En el dendrograma UPGMA realizado con el indice de Jaccard,
Pinheiro et al. (2012) obtuvieron que los individuos no se agrupan de acuerdo al
origen de colecta, por lo que determinan que la estructura genética de la especie

es compleja.

En el caso de experiencias previas de introduccion de G. skinneri in vitro,
Alvarado-Ulloa (2000) introdujo explantes de apices de brotes laterales en medio
MS (Murashige y Skoog, 1962) y Knudson (Knudson, 1946) con la combinacion de
los fitorreguladores ANA (acido naftalenacético) y Kin (Kinetina) y agua de coco,
los resultados indicaron que del 20% de sobrevivencia a consecuencia de la
contaminacion y oxidacion; el 66.67% indujo formacion a cuerpos protocdérmicos.
Coello et al. (2010) realizaron un experimento ortogonal para germinacion in vitro
de G. skinneri, emplearon medio MS (Murashige y Skoog, 1962) y evaluaron la
combinacion de los fitorreguladores GA (acido giberélico), BAP (Bencil amino
purina), ANA (acido naftalenacético) y AIA (acido indolacético) a diferentes
concentraciones; reportaron que la combinacion de ANA a 16.1 uM, AlA a 17.1 uyM
y BAP a 4.9 yM indujo un mayor numero de brotes nuevos (10.2) y raices (3.7) por

planta.
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Si bien se ha reportado la propagacién clonal para diversos tipos de orquideas
producidas de forma comercial, las mas propagadas a nivel in vitro son
Phalaenopsis, Dendrobium, Laelia, entre otras, debido a su potencial de ornato
mundialmente reconocido (Tiza-Arias, 2010; Raya-Montafio et al., 2011; INEGI
2011, 2012). En estas especies los explantes mas utilizados son hojas, yemas,
semillas y plantulas, para la induccion de callo, hojas, brotes y germinacion in vitro
(Chen et al., 2000; Young et al., 2000; Tiza-Arias, 2010; INEGI 2011, 2012). Sin
embargo, la propagacién clonal de G. skinneri ha sido poco estudiada, de tal forma
que no hay registros para el proceso 6ptimo de desinfeccion y del mejor tipo de

explante para la especie.

IL.VII Pregunta de investigacion

¢Los individuos de Guarianthe skinneri que conforman la poblacion de Tapachula,
Chiapas presentan una variabilidad genética apta para ser empleados en la
propagacion sustentable de la especie mediante técnicas de cultivo in vitro con

fines de conservaciéon?

ILVIII Hipotesis

“Si la variabilidad genética de los individuos que conforman la poblacion de
Guarianthe skinneri de Tapachula, Chiapas es apta para emplearse en técnicas de
cultivo in vitro, entonces sustentablemente se pueden producir plantulas de la

especie para conservar las poblaciones silvestres”
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ILIX Objetivo

General

Evaluar la variabilidad genética de Guarianthe skinneri procedentes de la zona
urbana de Tapachula, Chiapas, México y de cinco poblaciones silvestres de
Guatemala. Asi como inducir la callogénesis in vitro en diferentes tipos de

explantes de Guarianthe skinneri mediante fitorreguladores.

Especificos

-Comparar la variabilidad genética de una poblacion artificial y cinco silvestres de
Guarianthe skinneri.

-Evaluar diferentes tipos de explante y fitorreguladores en la induccion callogénica

in vitro de Guarianthe skinneri.
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lll Materiales y Métodos

El estudio se realizé en dos laboratorios dependiendo de la etapa del trabajo:
-Laboratorio de Biotecnologia del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP-Campo experimental Rosario I1zapa)

-Laboratorio de Genética de El Colegio de la Frontera Sur, Unidad San Cristébal.

lll.I Recolecta de material

Se colectaron 30 individuos de patios particulares de la ciudad de Tapachula,
Chiapas, México; estos presentaron de dos a tres pseudobulbos, con raices y
hojas (Figura 1). Al mismo tiempo, se obtuvieron muestras conservadas en alcohol
etilico puro de cafa a 96° de 40 individuos procedentes de cinco departamentos
(estados) de Guatemala, estos presentaron las mismas condiciones de colecta

(Cuadro 1).

pseudobulbo

VR 334 . =3 : A
Figura 1. Planta de Guarianthe skinneri. a) Individuo silvestre; b) flores o atractivo
principal por el cual se comercializan clandestinamente y capsulas con semilla; c)
estructuras de la planta utilizadas para el establecimiento in vitro.

Para el trabajo de genética se emplearon los individuos colectados en la zona

urbana de Tapachula (poblacion artificial), y los individuos de los cinco
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departamentos de Guatemala (poblaciones silvestres). En cuanto al apartado de

cultivo in vitro solo se emplearon los individuos de Tapachula.

Cuadro 1. Numero de individuos colectados por poblacion de Guarianthe skinneri.

Poblacién Localidad Pais Muestras colectadas
1 Tapachula, Chiapas México 30
2 Escuintla Guatemala 6
3 Huehuetenango Guatemala 16
4 Santa Rosa Guatemala 6
5 Mazatenango Guatemala 6
6 Jutiapa Guatemala 6

En la Figura 2 se observa los seis sitios de colecta de los individuos de G. skinneri

correspondientes a México y Guatemala.

Leyenda

@ sitios de muestreo

— limite fronterizo
curvas de nivel

60 0 60 kiometros

Guatemala

Honduras

El Salvador

Figura 2. Distribucién geografica de los sitios de colecta de Guarianthe skinneri. T:
Tapachula, H: Huehuetenango, M: Mazatenango, E: Escuintla, SR: Santa Rosa y J:

Jutiapa.
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lILIl Variabilidad genética de Guarianthe skinneri

Obtenido el material vegetal se emplearon fragmentos de hoja (de cada individuo)
que estuvieran en buen estado, libre de manchas, hongos y/u otros organismos.
Las hojas se conservaron en alcohol etilico puro de cafa (96°) en tubos ensayo

con tapa de rosca, y se mantuvieron en refrigeracion (-20°C) hasta ser utilizados.

Extraccion y visualizacion del ADN

Se realizé la extraccion del Acido Desoxirribonucleico (ADN) de un fragmento de
hoja de aproximadamente de un centimetro cuadrado, éste se coloco en el
concentrador por 16 min para evaporar el alcohol en el que estaban almacenadas.
Posteriormente se extrajo el ADN mediante el método convencional de extraccidn
en plantas con CTAB-mercaptoetanol (Anexo 1: ECOSUR, 2015). La visualizacion
del ADN extraido se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v),
el tampon de carga fue de 4l de ADN y 3ul de azul de bromofenol (utilizado como
colorante indicador en el corrimiento del gel); se dejo correr el gel de 30-40
minutos con un voltaje de 100 Volts. Posteriormente el gel fue tefido con bromuro
de etidio (bromuro de 3,8 diamino -6-etil-5-fenilfenantridio) y se capturé una
imagen de cada gel mediante una camara fotografica Kodak EDAS 290®

conectada por un interfase a una computadora.

Amplificacion del ADN
Se amplificd la region de ADN capturada por ITS1 e ITS2 mediante PCR, se

realizé en un termociclador PTC-100 (Peltier Termal Cycler) con los oligos ITS1
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(5- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G -37), ITS2 (5"- GCT GCG TTC TTC ATC
GAT GC -3") e ITS3 (5"- GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC -3") e ITS4 (5'- TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC -3°). Las condiciones de amplificaciéon en el
termociclador de gradiente para los ITS fueron con base a las citadas por Singh et
al. (2012) con algunas modificaciones como el uso de 35 ciclos, cada uno de los
cuales estuvo integrado por una desnaturalizacion inicial de 3 min a 95° C, una
desnaturalizacion avanzada de 30 seg a 95°C, un alineamiento de 30 seg a 57° C
y una extension de 2 min a 72° C. Una vez concluidos los 35 ciclos, se realizé una
extension final de 10 min a 72° C. Respecto a las condiciones para la amplificacion
de ITS3-ITS4, consistieron en 35 ciclos, cada uno de los cuales integrado por una
desnaturalizacién inicial de 3 min a 95° C, una desnaturalizacion avanzada de 30
seg a 95°C, un alineamiento de 30 seg a 52° C y una extension de 2 min a 72° C.

Una vez concluidos los 35 ciclos, se realizdé una extension final de 10 min a 72° C.

Los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis en geles de
agarosa al 2% (p/v), para ello se empled un tampdn de carga de 1ul de ADN con
2ul de azul de bromofenol, y 2ul de azul de bromofenol con 2ul de ladder 100
pares de bases (pb) cuya longitud fue de 1500 pb. El corrimiento del gel fue de
aproximadamente una hora a 89-90 Volts, de igual manera que para la
visualizacion de la extraccion el gel fue tefiido con bromuro de etidio y la imagen

tomada con la camara y software Kodak EDAS 290®.
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Secuenciacién del ADN
Las amplificaciones de ADN obtenidas fueron enviadas a secuenciar en la

compafiia MACROGEN en Seul, Corea.

Analisis de Secuencias

Las secuencias obtenidas fueron comparadas via Internet con las colecciones de
nucledtidos de BLAST en GenBank NCBI (National Center for Biotechnology
Information, http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) (Altschul et al., 1997), para
confirmar que pertenecian a G. skinneri. Dentro de BLAST en la base de datos
GenBank, se obtuvieron las secuencias de Cattleya patinii Cogn. con numero de
acceso AY008586.1 (esta especie actualmente pertenece al genéro Guarianthe,
(Dressler y Higgins, 2003)), y Rhyncholaelia digbyana (Lindl.) Schitr. (nimero de

acceso AY008583.1) para su utilizacién como grupos externos comparativos.

Las secuencias fueron acotadas al numero de nucleétidos correspondiente para
cada ITS (White et al., 1990) mediante el programa Chromas Pro Versioén 2.33
(McCarthy, 1998-2008). Para ITS1-ITS2 se dejé a 290 nucledtidos y para el ITS3-
ITS4 a 330 nucleotidos. El alineamiento de las secuencias se realizé6 con el
programa Clustal X Version 1.83 (Larkin et al., 2007). Posteriormente fueron
revisadas manualmente para descartar posibles errores como vacios (gaps) y que

se pueden eliminar al comparar las secuencias.
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lILIII Cultivo in vitro de Guarianthe skinneri

Para la induccion in vitro se emplearon explantes de hoja y médula de
pseudobulbo. Para el explante de hoja se realizé un corte a partir de la base, y en
el caso del pseudobulbo se realiz6 un corte para quitar las raices y el escapo
floral. Las muestras se colocaron en bolsas de plastico asperjadas con agua y se

trasladaron de inmediato al Laboratorio.

Desinfeccion del material vegetal

El material vegetal se lavo con agua de grifo y jabdén comercial, luego se efectud
una limpieza con algoddén humedecido con alcohol a 95°. Posteriormente se
efectud la desinfeccidén bajo condiciones asépticas en campana de flujo laminar
siguiendo las recomendaciones de Jiménez y Guevara (1996). Cada hoja y/o
pseudobulbo se sumergioé en una solucién de NaClO al 10% (v/v) con una gota de
detergente Tween 80% durante 10 min. Se realizaron tres lavados con agua
destilada esterilizada, posteriormente se dejaron en una solucién antioxidante (0.1
g/L acido ascérbico, 0.15 g/L de acido citrico y 30 g/L de sacarosa) hasta que se
realizaron los cortes para obtener los explantes. En total se obtuvieron 250
explantes de hoja que consistieron en fragmentos de 5 mm? tomados de la parte
media apical y 250 explantes de médula de pseudobulbo que fueron fragmentos
de 5 mm de diametro por 5 mm de largo, obtenidos con ayuda de un sacabocado
(Figura 3). Los explantes se sembraron en las cajas Petri de 60X15 mm; los
fragmentos de hoja se establecieron con el haz hacia el medio y los explantes de

médula mantuvieron la polaridad al momento de la siembra.
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158 mim

1.49 mm

Figura 3. Explantes de Guarianthe skinneri. a) Parte apical de hoja; b) explante de hoja
siete dias posterior al establecimiento; c) explante de hoja a los 35 dias con formacion de
callo en la zona de corte; d y €) obtencién de médula del pseudobulbo con sacabocado; f)
explante de médula oxidado a los tres dias después del establecimiento; g) explante de
médula a los 35 dias.

Induccion de callogénesis

La induccién callogénica se realizé en el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962), al cual fueron afadidos los fitorreguladores BAP, 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético), Kin (kinetina) y SAd (sulfato de adenina) para ser evaluados
de forma separada y en combinacion (Cuadro 2). Asi mismo, se considerd un

tratamiento sin fitorreguladores como testigo.

Se utilizé un disefio experimental de dos factores fijos, que consistié en tipo de
explante a dos niveles (hoja y médula de pseudobulbo) y el segundo factor tipo de

fitorregulador con cuatro niveles; asi mismo se considerd un tratamiento testigo
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por tipo de explante sin fitorregulador. En total se evaluaron 10 tratamientos con

50 repeticiones cada uno, generando 500 unidades experimentales (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tratamientos para la induccion de callogénesis en Guarianthe skinneri.

FACTORES A EVALUAR
Tratamiento Tipo de explante Fitorregulador (mg/L)

Hoja Médula BAP 2,4-D Kin SAd
1 X 3 0 0 0
2 X 0 5 0 0
3 X 0 0 2 0
4 X 3 5 0.86 50
5 X 0 0 0 0
6 X 3 0 0 0
7 X 0 5 0 0
8 X 0 0 2 0
9 X 3 5 0.86 50
10 X 0 0 0 0

Las variables a evaluar fueron formacion de callo, oxidacion y contaminacion;
considerandolas variables binarias de presencia o ausencia. Se consideré
formacion de callo cuando se observdo masa celular amorfa (Calva Calva y Pérez
Vargas, 2005), la variable oxidacion cuando los tejidos aparecian oscurecidos
(Bray et al., 2000), y finalmente la contaminacion de explantes al constatar la
presencia de bacterias u hongos en el medio de cultivo o en el explante. Las
variables se midieron a partir de los tres dias después del establecimiento del
experimento. Las mediciones se realizaron cada siete dias por un periodo de 49

dias.
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lILIV Andlisis de datos

Variabilidad genética de Guarianthe skinneri

Se realizaron analisis de diversidad, estructura, flujo y diferenciacion genética,
redes de haplotipos, analisis filogenéticos y una regresion lineal entre la distancia

genética y la distancia geografica.

Distancias Genéticas

Las distancias genéticas intra e interpoblacionales se calcularon mediante el
programa Mega 6.06 (Kumar et al., 2004) con el modelo de Kimura-2. El calculo
de las distancias fue realizado a nivel de los sitios de muestreo y entre las dos

poblaciones.

Diversidad y estructura genética

Se analizé la diversidad genética de las poblaciones con el programa DnaSP
Version 5.0 (Librado y Rozas, 2009). EI AMOVA se realizé con el programa
ARLEQUIN version 3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) mediante el modelo de pairwise
difference y Kimura-2, ambos con un nivel de significancia de 0.05. Se estimaron
los indices de fijacion equivalentes a los estadisticos de F's de Wright, Fct:
variacion entre grupos, Fst: variacion dentro de las poblaciones y Fsc: variacion
entre poblaciones dentro de grupos (Weir y Cockerham, 1984). El conjunto de
muestras totales representa un poblacion, y el conjunto de muestras de Tapachula

y de las localidades de Guatemala representa subpoblaciones.
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Flujo génico y diferenciacion genética
Se estimd el parametro de flujo génico (Nm) y el indice D de Tajima (1989)

mediante el programa DnaSP Versién 4.10 (Librado y Rozas, 2009).

Redes de haplotipos: historia y estructura genética intrapoblacional

Se realizd una red de haplotipos por el método de parsimonia SP (Statical
Parsimony) (Templeton et al., 1992) con el programa TCS version 1.21 (Clement
et al., 2000), con un 95% de confianza. El andlisis se llevo a cabo sin tomar en

cuenta a los nucledtidos faltantes (gaps).

Analisis filogenético

Se realizd un analisis de maxima parsimonia (MP) y un analisis de distancias
mediante el modelo Kimura-2, estos se llevaron a cabo con el programa PAUP
version 4.0b (Swofford, 1999). Se utilizaron dos secuencias obtenidas del
GenBank como grupo externo. Las distancias genéticas fueron calculadas con el
modelo de evolucién molecular que mas se adecud a los datos, este fue elegido a
través del método de seleccion AIC (Akaike Information Criterion) implementado
en el programa jModelTest version 0.1.1 (Posada, 2008). Finalmente, se realizo
una regresion lineal entre las distancias genéticas y geograficas en el Software

estadistico R version 3.2.2 (R Core Team, 2013).
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Cultivo in vitro de Guarianthe skinneri

Para obtener los resultados, los datos fueron analizados mediante un modelo de
regresion logistica de medidas repetidas con respuesta binomial empleando el
Software estadistico R version 3.2.2 (R Core Team, 2013), debido a que las
variables respuesta del experimento fueron del tipo binarias (formacion de callo,
oxidacion y contaminacion), y fueron medidas en tiempos posteriores para cada

unidad experimental.
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IV Resultados

IV.l Variabilidad genética de Guarianthe skinneri

Es importante destacar que de los 70 individuos adquiridos durante la colecta (30
de Tapachula y 40 de Guatemala) se logré extraer y amplificar ADN de 59
muestras (23 de Tapachula y 36 de Guatemala), esto se atribuye a que el ADN de

las demas muestras se degradd en el periodo de conservacion.

Distancias genéticas
Se obtuvo un total de 513 sitios nucleétidicos excluyéndose aquellos que se
reportaron como gaps en las secuencias, asi mismo se obtuvieron 270 sitios

polimorficos y un total de 430 mutaciones.

Las distancias genéticas intra e interpoblaciones de los seis sitios de muestreo de
G. skinneri se muestran en el Cuadro 3. Las muestras colectadas en Tapachula y
Escuintla fueron las que presentaron mayor distancia intrapoblacional. Respecto a
los resultados interpoblacionales, la mayor distancia se obtuvo entre las muestras

obtenidas de Mazatenango y Escuintla (0.133).
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Cuadro 3. Distancias genéticas intra e interpoblacional de los siete sitios de

muestreo de Guarianthe skinneri calculadas con el modelo Kimura-2.

Interpoblacional

Poblacién 1 2 3 4 5 6 Intrapoblacional
1 Tapachula 0.170
2 Escuintla 0.083 0.199
3 Huehuetenango 0.099 0.118 0.005
4 Santa Rosa 0.056 0.131 0.009 0.062
5 Mazatenango 0.122 0.133 0.05 0.067 0.069
6 Jutiapa 0.053 0.038 0.005 0.007 0.01 0.006

Las distancias obtenidas de las dos poblaciones en las que se muestreo, permite
observar que existe una mayor distancia intrapoblacional en la colecta que se

realizé en Tapachula (Cuadro 4).

Cuadro 4. Distancias genéticas intra e interpoblacional de las dos poblaciones de

Guarianthe skinneri calculadas con el modelo Kimura-2.

Poblacién Interpoblacional Intrapoblacional
Tapachula
Tapachula - 0.157
Guatemala 0.099 0.039

Diversidad y estructura genética
La diversidad de haplotipos de Tapachula fue ligeramente mayor que la de

Guatemala. La diversidad de nucleétidos de Tapachula se observd cuatro veces
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mayor que la de Guatemala, asi mismo las diferencias nucleotidicas fue tres veces

mas grande en Tapachula (Cuadro 5).

Cuadro 5. indices de diversidad genética y diferencias nucleotidicas en

poblaciones de Guarianthe skinneri.

Poblacion Numero de Diversidad de Diversidad de Diferencias
haplotipos haplotipos (h) nucleétidos (1) nucleotidicas (k)

Tapachula 23 0.98 0.1 61.22

Guatemala 36 0.94 0.03 18.81

El analisis de varianza molecular (AMOVA) con el modelo de Pairwise difference
indicod que el 93.45% de la varianza genética fue entre las muestras, y el 3.97%

entre las poblaciones (Cuadro 6).

Cuadro 6. Analisis de varianza molecular (AMOVA) sobre secuencias de ITS en

Guarianthe skinneri con el modelo Pairwise difference.

Fuente de variacion gl Sumade Componentes % de
cuadrados de la varianza variacion
Entre regiones 1 56.72 0.96 3.97
Entre poblaciones dentro de cada 5 137.13 0.62** 2.58
region
Dentro de poblaciones 52 1182.03 22.73* 93.45
Total 58 1375.89 24 .32

Cddigo de significancia: 0 ***' 0.001 "* 0.01 "™'.
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Los resultados de AMOVA con el modelo de Kimura-2 no fueron estadisticamente
significativos (Cuadro 7). Sin embargo, coincide con los resultados obtenidos a
partir del modelo Pairwise difference debido a que el mayor porcentaje es obtenido

dentro de las variaciones (97.37%).

Cuadro 7. Analisis de varianza molecular (AMOVA) sobre secuencias de ITS en

Guarianthe skinneri con el modelo Kimura-2.

Fuente de variacion gl Sumade Componentes % de
cuadrados de la varianza variacién
Entre regiones 1 45.03 0.62 2.28
Entre poblaciones dentro de 5 136.25 0.09 0.35
cada region
Dentro de poblaciones 52 1380.33 26.54 97.37
Total 58 1561.62 27.26

Se obtuvieron los resultados de los indices de fijacion de Weir y Cockerham
(1984) con el modelo Pairwise difference y Kimura-2; sin embargo, mediante el
modelo Kimura-2 no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. El
valor de Fct indico la variacién entre grupos respecto a la variacion total, Fsc la
variacién entre poblaciones dentro de los grupos y Fst la variacion dentro de las

poblaciones (Cuadro 8).
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Cuadro 8. indices de fijacién con los modelos empleados para AMOVA en

poblaciones de Guarianthe skinneri.

Indice Modelo
Pairwise difference Kimura-2
Fct 0.039 0.022
Fsc 0.026** 0.003
Fst 0.065* 0.030

Cadigo de significancia: 0 "***' 0.001 "*' 0.01 "™'.

El valor de Fst fue bajo pero significativo, lo mismo se observéd para el nivel de

diferenciacion entre haplotipos de las dos poblaciones de las muestras con

respecto a la variacion total (Cuadro 9).

Cuadro 9. Valores de Fst obtenidos entre las subpoblaciones de Guarianthe

skinneri.
lacid Interpoblacional
Poblacion 1 2 3 4 5 6
1 Tapachula
2 Escuintla 0.783
3 Huehuetenango 0.126 0.016
4 Santa Rosa 0.800 0.029 0.297
5 Mazatenango 0.701 0.003 0.034 0.009
6 Jutiapa 0.814 0.019 0.029 0.011 0.006

Flujo genético

El valor del indice de Nei obtenido fue de 6.37. El indice D de Tajima fue
estadisticamente significativo con un valor de -2.21** (P < 0.01), al ser negativo el
resultado indica la presencia de mutaciones deletéreas.
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Redes de haplotipos

Se encontrdé que las 59 secuencias de nucleétidos de G. skinneri son haplotipos
unicos. De los 23 individuos de Tapachula, 18 fueron completamente divergentes
0 segregantes. Respecto a los individuos de Guatemala 17 se consideraron
completamente independientes. La union entre haplotipos fue con un 90% de
confianza. Se generaron tres redes de haplotipos SP, dos de ellas estuvieron

formadas por sélo dos haplotipos (Figura 4).

000033 Gua = OO0 0—0—=0 00006SGUE
000036Gua OO —0—— 00— 000038Gua

Figura 4. Red de haplotipos SP con un 90% de confianza para la conexion parsimoniosa
entre haplotipos de Guarianthe skinneri. Los circulos sobre la linea indica el punto donde
ocurre una mutacioén, cuyas acumulaciones forman uno u otro haplotipo. EI nimero es el
identificador unico de la muestra, Gua= Guatemala.

Se obtuvo una red de haplotipos SP conformada por 20 haplotipos (cinco
pertenecientes a Tapachula y 15 a Guatemala). La red se formo considerando un
minimo de cinco mutaciones y un maximo de 15, estos limites de mutaciones
mostraron una moderada relacion de parentesco entre los haplotipos de

Guatemala y Tapachula (Figura 5).
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Figura 5. Red de haplotipos de Guarianthe skinneri por parsimonia (menor nimero de
mutaciones) con 90% de confianza para la conexion parsimoniosa entre haplotipos. Los
haplotipos sobre las lineas indica pasos mutacionales entre los haplotipos. El numero es
el identificador unico de la muestra, Gua= Guatemala y Tap= Tapachula.

Filogenética

Las secuencias concatenadas de la regiones amplificadas de ITS 1-2 e ITS 3-4 se
conform6 de 577 pares de bases. El modelo evolutivo (tasas y direcciéon de
segregacion de bases) que mejor se ajustd a los 24 haplotipos (cinco de
Tapachula y 19 de Guatemala) fue un modelo de tres parametros, frecuencia
desigual de haplotipos, con limites de uno a cinco sitios variables y sustitucién de
nucledtidos de AC=GT, AT=CG, AG=CT (TPM2uf+1+G). De esta manera se

obtuvo una proporcion de sitios invariables como sigue mo= 0.18, m = 0.32, m. =
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0.31, ym = 0.17; o= 1.21, Moo= 1.00, I 1.40, Ne™ 1.21, Ne™ 140y P 1.00,

con y=0.76.

Para obtener el arbol de distancias se empled el valor de gamma obtenido con el
programa JmodelTest. Se realizdé un cladograma de maxima parsimonia con 500,
1000, 1500 y 2000 repeticiones, y se eligié el de 1000 repeticiones por mejor
soporte para las ramas. Se aprecio6 la formacion de clados en el que incluyeron los
58 individuos o secuencias. Los grupos externos de las secuencias relacionadas
con G. skinneri que se emplearon para el analisis fueron independientes. Se
observd que los nodos de las ramas tuvieron un soporte de 81% a 100%, y se
aprecid que en contraste a las muestras de Tapachula; las muestras de
Guatemala se encuentran mas agrupadas de acuerdo a las poblaciones de colecta

(Figura 6).
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Figura 6. Cladograma de maxima parsimonia de Guarianthe skinneri con dos grupos
externos (Rhd-Ex y Cap-Ext). Las muestras incluyen cédigo y abreviaturas de colecta.
Tap-Mex: muestras de Tapachula, Chiapas; México. Esc-Gua, Hue-Gua, StR-Gua, Maz-
Gua y Jut-Gua son muestras de Escuintla, Huehuetenango, Santa Rosa, Mazatenango y
Jutiapa, Guatemala. Rhd-Ext: Rhyncholaelia digbyana y Cap-Ext: Cattleya patinii.
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El dendrograma por el método de NJ con base en las distancias genéticas
considerando el modelo evolutivo Kimura-2 con valor de gamma y=0.76, y con
indice de fijacion de la mutacidon, muestra un agrupamiento de las muestras
recolectadas en las cinco poblaciones de Guatemala (Figura 7). Los individuos
empleados como grupos externos se encuentran independiente al grupo de los

individuos pertenecientes a G. skinneri (Figura 7).
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Figura 7. Dendrograma de distancias Neighbour-joining de Guarianthe skinneri, incluye
dos grupos externos. Tap-Mex: individuos de Tapachula, Chiapas; México. Esc-Gua, Hue-
Gua, StR-Gua, Maz-Gua y Jut-Gua corresponden a Escuintla, Huehuetenango, Santa
Rosa, Mazatenango y Jutiapa, Guatemala. Rhd-Ext: Rhyncholaelia digbyana y Cap-Ext:
Cattleya patinii.
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Relacion entre la distancia genética y la distancia geografica
La figura 8 demuestra que el analisis de regresion lineal no detecté correlacion
entre la distancia genética y geografica de G. skinneri (R?>= 0.1179, gl=13, P-

value= 0.114).
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Figura 8. Regresion lineal entre la distancias genéticas y distancias geograficas en
poblaciones de Guarianthe skinneri.

IV.1l Cultivo in vitro de Guarianthe skinneri

Como las variables de respuesta de la induccion callogénica de G. skinneri son del
tipo binario, el modelo de regresion logistico con estructura de respuesta binomial
y funcién link logit resulté ser el mas apropiado para describir los resultados de las

tres variables evaluadas (formacién de callo, oxidacion y contaminacion).

Formacion de callo
Se observo respuesta de la variable formacion de callo siete dias después del
establecimiento. Los resultados del analisis realizado al final del establecimiento

demostraron que para esta variable hubo diferencia estadisticamente significativa
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respecto al factor fitorregulador (X?= 40.18, gl=4, p-value= 3.45e-15***) y tipo de

explante (X?= 3.96, gl=1, p-value= 0.04645%).

Se demostrd que la aplicacion de fitorreguladores al medio de cultivo indujo mayor
formacion de callo, debido a que se observoé mayor formacion de masa celular con
los tratamientos de hoja y médula de pseudobulbo que emplearon BAP a 3 mg/L
(Figura 9, tratamientos 1 y 6). En el tratamiento de médula con BAP (T6) la
produccion de callo se detectd a partir de los 14 dias, mientras que en hoja a los
siete dias, se aprecio que el explante de médula con el fitorrequlador BAP (T6)

presentd mayor velocidad de respuesta que el explante de hoja (T1).
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Figura 9. Dinamica del porcentaje de formacion de callo en explantes de hoja y médula
de Guarianthe skinneri a través de 49 dias de cultivo in vitro con diferentes
fitorreguladores. H: corresponde a explante de hoja, M: explante de médula, Int:
interaccion de fitorreguladores y Sf: sin fitorregulador.

Oxidacién
En todas las unidades experimentales de los cinco tratamientos con explante

meédula de pseudobulbo se presentd fenolizacién desde el dia del establecimiento;
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sin embargo, no fue una limitante para la formacién de callo. En los explantes de
hoja la oxidacion se observé desde los tres dias posteriores al establecimiento del
experimento, se obtuvo diferencia estadistica significativa respecto al factor tipo de
fitorregulador con este explante (X?= 22.12, gl=4, p-value= 0.00018***). El
tratamiento que presentdé mayor porcentaje de oxidacion a partir de los 14 dias
posterior al establecimiento fue el que utilizo el fitorregulador BAP, mientras que
los dos tratamientos con explantes de hoja que presentaron menor oxidacion a
partir de los 28 dias fueron en los que se utiliz6 2,4-D y el tratamiento sin

fitorregulador (Figura 10).
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Figura 10. Dinamica del porcentaje de oxidacion en explantes de hoja y médula de
Guarianthe skinneri a través de 49 dias de cultivo in vitro con diferentes fitorreguladores.
H: corresponde a explante de hoja, M: explante de médula, Int: interacciéon de
fitorreguladores y Sf: sin fitorregulador.

Contaminacién
La contaminacién en los explantes de hoja y médula se debié a la presencia de
hongos, esta se observd desde los tres dias después al establecimiento. La
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contaminacion fue una limitante para la variable respuesta formacion de callo,
debido a que el crecimiento del hongo se originé posterior a los tres dias del
establecimiento en las zonas de corte; por lo que se consideré de naturaleza
enddgena. Se obtuvo diferencia estadisticamente significativa para los factores
evaluados, para tipo de fitorregulador fue de X?= 20.91, gl=4, p-value= 0.00032***

y para tipo de explante X?= 285.32, gl=1, p-value= 2.2e-16*** (Figura 11).

Se presentd un mayor porcentaje de muestras contaminadas cuando se utilizaron
explantes de hoja que con los de médula (Figura 11), esto fue de interés debido a
que no se encontraron reportes de cultivo in vitro con médula en orquideas.
Respecto a los explantes de hoja el tratamiento que presentd una mayor
contaminacion fue en el que se empleé como fitorregulador 2,4-D (T2); por lo
tanto, es recomendable emplear otro proceso de desinfeccidon para este tipo de
explante con la finalidad de obtener porcentajes mayores de asepsia que permitan
evaluar las otras variables. Para los explantes de médula el tratamiento con BAP y
2,4-D fueron los que presentaron una proporcion mayor de esta variable, aunque

estos no pasaron de 25% (Figura 11).
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Figura 11. Dinamica del porcentaje de contaminacion en explantes de hoja y médula de
Guarianthe skinneri a través de 49 dias de cultivo in vitro con diferentes fitorreguladores.
H: corresponde a explante de hoja, M: explante de médula, Int: interaccion de
fitorreguladores y Sf: sin fitorregulador.

Para complementar los resultados obtenidos a partir del analisis de devianza se
realizaron contrastes ortogonales, estos indicaron las diferencias estadisticas de
los factores evaluados por cada variable de respuesta. En la Figura 12 se aprecian
los promedios de las variables el ultimo dia de evaluacion respecto al factor tipo de
explante. En comparacion con el explante de hoja, la médula de pseudobulbo
generé mayor formacion de callo (10.8%) y presentd una menor contaminacion
(18.8%). Por lo tanto, la médula del pseudobulbo resulté ser el explante con mayor

produccion de callo a pesar de la elevada oxidacion (Figura 12).
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Figura 12. Porcentajes de las variables respuesta respecto al factor tipo de explante de
Guarianthe skinneri. Letras diferentes por variable indica diferencia estadistica

significativa.
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V Discusién

V.l Variabilidad genética de Guarianthe skinneri

Se encontré una alta diversidad genética medida como diversidad de haplotipos,
nucleotidica y estimacion de divergencia. Asi mismo, se observdo que las
poblaciones estan un poco estructuradas con relacién a su ubicacion geografica;
sin embargo, la distancia geografica no explico la diferenciacion observada entre

las poblaciones de Tapachula y Guatemala.

La poblacion de Tapachula presentdé una de Ilas distancias genéticas
intrapoblacionales mas altas (0.170); se atribuyd a que se desconoce el origen de
estos individuos, el cual puede ser incluso de zonas fuera del Soconusco. Mientras
que los resultados obtenidos de Guatemala mantuvieron niveles mas bajos y
menores tasas de mutacion, esto se atribuyé a que provinieron de un origen
comun o fueron poblaciones localmente adaptadas. En contraste a lo reportado
por Qian et al. (2013) en la orquidea C. tsoongiana, los resultados de distancias

genéticas entre las poblaciones de G. skinneri fueron bajos.

A pesar de las diferencias obtenidas en diversidad, se detecté un nivel de
diferenciacion bajo entre las poblaciones; tanto en AMOVA, como en la red de
haplotipos y los indices de fijacion. Esto se atribuyé a que las mutaciones son
altas, y ésta puede surgir aleatoriamente en cualquier individuo sin tener algun
efecto neto en la reproduccion y supervivencia; tal y como lo establece |la teoria de

la neutralidad que le subyace a la ecologia molecular (Hedrick, 2000).
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Los resultados de AMOVA con el modelo Kimura-2 y Pairwise difference (Cuadro
6 y 7) demostraron una baja diferenciacion entre poblaciones, y la mayor variacién
fue entre individuos (dentro de las poblaciones). Esto se atribuyé a un flujo
genético alto, asi mismo a las altas tasas de mutacion que presentan los ITS.
Similar a lo reportado en este trabajo, Pinheiro et al. (2012) obtuvieron bajos
porcentajes de variabilidad genética entre poblaciones; atribuyeron estos
resultados a la fragmentacion de habitats en especies silvestres como C. labiata.
En contraste Pillon et al. (2007) reportan alta diferenciacion genética significativa

entre poblaciones de L. loeselii (Fst= 0.382; P< 0.001).

Con base en lo reportado por Eguiarte et al. (2010) el resultado de flujo genético
obtenido fue considerado alto (Nm= 6.37), este valor indica que la poblacién de G.
skinneri muestreada supero los efectos de la deriva génica y previene la
diferenciacion local. El flujo génico encontrado en la orquidea Cymbidium sinense
(Jacks.) Willd. fue de 2.4, indica que el flujo de genes entre poblaciones que
habitan las seis regiones que fueron muestreadas fue suficiente para evitar la
diferenciacion poblacional (Lu et al., 2011). Caso contrario a lo reportado en la
orquidea C. tsoongiana en donde el flujo génico fue de 0.408, el bajo nivel de
migracion encontrado impide la continua divergencia entre las poblaciones de la
especie y se atribuye a la fragmentacion del habitat que ocasiona reduccion del

tamano poblacional (Qian et al., 2013).

La diversidad de haplotipos fue notoriamente alta, ademas la relacién en las redes

obtenidas se establecido solo entre cinco haplotipos de Tapachula y 19 de
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Guatemala (Figura 4 y 5), por lo que se atribuy6 a altas tasas de mutacion de la
region ITS1-2 e ITS3-4 con posibles procesos de dispersion recientes (Posada y

Crandall, 2001).

Los resultados del presente estudio fueron consistentes con los reportes por
Pinheiro et al. (2012), quienes observaron divergencias en algunos genotipos de
C. labiata pertenecientes a poblaciones silvestres. Asi mismo Pillon et al. (2007)
no encontraron una correlacion entre la distribucion geografica y la agrupacion de
los individuos en el dendrograma obtenido en Liparis loeselii (L.) Rich.; atribuyeron
estos resultados a la escasa variabilidad observada. En el dendrograma de
distancias no se definen grupos debido a que los brazos son cortos, esto indica
que no existe mucha distancia genética entre los individuos; similar a lo observado
a partir de los resultados obtenidos mediante los analisis de distancias (Cuadro 3 y
4). En contraste, Alamillo-Vasquez (2013) reportdé un dendrograma que presenta
grupos diferenciados, pero no obtuvieron diferencia estadistica significativa en las

distancias genéticas de Laelia anceps subsp. dawsonii (J. Anderson) Rolfe.

Al igual que Qian et al. (2013) no se encontré diferencia estadisticamente
significativa de la correlacién de distancias genéticas y distancias geograficas en
las poblaciones de colecta de la especie; sélo el 11.79% de los datos se ajusto al
modelo de regresion. Asi mismo Smith et al. (2002) reportan que no obtuvieron
correlacion entre la distancia genética y geografica en la orquidea Tipularia
discolor (Pursh) Nutt., atribuyen estos resultados al area de muestreo debido a

que la maxima distancia entre las poblaciones fue de 308.5 km, reportan que estos
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resultados indican que ocurre flujo de genes. Lo anterior se relaciona con este
trabajo, ya que la distancia maxima entre las poblaciones de G. skinneri fue de
382.30 km, no se obtuvo correlacion estadisticamente significativa entre la

distancia genética y geografica, y el flujo de genes fue alto (Nm= 6.37).

V.II Cultivo in vitro de Guarianthe skinneri

La adicion de fitorreguladores al cultivo in vitro de G. skinneri promovieron la
formacién de callo. Esto se atribuye a lo mencionado por Huan et al. (2004),
indican que las citoquininas y auxinas son hormonas involucradas en la regulacion

de la division y diferenciacion celular.

En este trabajo la aplicacion de BAP fue el que generé una mejor respuesta de
esta variable (Figura 9), similar a lo reportado por Thomas y Michael (2007),
quienes obtuvieron un mejor desarrollo longitudinal de protocormos de
Rhynchostylis retusa Blume a partir de la combinacion de BAP (6 uM) y ANA (0.2
MM). Asi mismo Chung et al. (2005) indican que cuando emplearon citoquininas
obtuvieron mayor frecuencia de embriogénesis con explantes de hoja de
Dendrobium ‘Chiengmai Pink’. En contraste, De Oliveiraa et al. (2013) indican que
a concentraciones mayores de 2 mg/L de BAP disminuyo la produccién de brotes
de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews a partir de entrenudos en medios de cultivo

de doble fase.
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Lo encontrado en este trabajo no coincide con otros estudios, donde hacen énfasis
en la necesidad de emplear la interaccion de diversos fitorreguladores para inducir
una respuesta in vitro (Jiménez y Guevara, 1996; Tokuhara y Mii, 2003); aunque
esto también dependera de otros factores como la especie, condiciones de cultivo,
tipo de explante, entre otros. Por lo que Jiménez y Guevara (1996) y Tokuhara y
Mii (2003), reportaron que es importante realizar una combinacién adecuada de
fitorreguladores para obtener los resultados de interés. Por el contrario, Lee-
Espinosa et al. (2010) reportaron que cuando emplearon la auxina ANA en
combinacion con alguna citoquinina (BAP o Kin), disminuyé la formacién de callo y
el indice de multiplicacion en la orquidea Laelia anceps ssp. dawsonii; lo anterior
fue similar a lo obtenido en este trabajo debido a que los tratamientos de hoja y
médula de pseudobulbo que emplearon la combinacién de fitorreguladores no
generaron resultados estadisticamente significativos para la formacion de callo. La
velocidad de respuesta que genero el uso de BAP se atribuye a la capacidad de
regeneracion y aumento del numero de células meristematica que presentan las
citoquininas, ademas estan involucradas en la funcién de ciertas enzimas; por lo
que desempefian un papel importante en el metabolismo de las plantas (Kalidass

et al., 2010; Haq et al., 2013).

El mayor porcentaje de formacién de callo se obtuvo cuando se empleé el tipo de
explante médula (Figura 12), esto se atribuyé a la constitucion anatémica y
fisiolégica de este tipo de explante. Ely et al. (2007) reportaron que los
pseudobulbos de las orquideas son organos de almacenamiento de agua,

minerales y carbohidratos (almidén); como alternativa a las limitantes hidricas,
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nutrimentales y a las intensidades de radiacion solar que reciben por ser plantas
epifitas (Stern et al., 2004; Yen et al., 2008). Los resultados obtenidos en este
trabajo indican que el tipo de explante es un factor relevante para promover la
callogénesis de G. skinneri; al respecto Chen y Chang (2004) confirman este dato,
incluso a nivel de un mismo tipo de 6rgano reportaron diversos porcentajes de
embriogénesis in vitro al evaluar cuatro regiones de hoja en Oncidium “Gower

Ramsey”.

La oxidacion de los explantes de médula (Figura 10) se atribuye a la presencia de
almiddén en los pseudobulbos (Silva y Milaneze-Gutierre, 2004), ya que al ser un
carbohidrato es sensible al pH, temperatura y a los cortes del tejido. Ademas,
Alvarado-Ulloa (2000) reporta que los cortes realizados a los explantes producen
lisis celular que conlleva a la liberacidon de fenoles. Similar a lo obtenido en este
trabajo, George (1996) reporta que los fitorreguladores representan un papel

importante en relacion a la oxidacion de los explantes.

En este trabajo se presentd mayor oxidacion de explantes cuando se empled BAP.
Sin embargo, Azofeita (2009) menciona que las auxinas son los fitorreguladores
mas relacionados con problemas de oxidacion y posteriormente se encuentran las
citoquininas. Ruiz (2000) indica que el grado de oxidacion de los explantes se
debe a su estado fisiolégico y a la concentracion de BAP, reporta que la dosis de
0.5 mg/L genera un control de esta variable en explantes de hoja de Anthurium
andreaeanum Linden ex André y que a pesar de no presentar diferencia

estadistica significativa a mayores concentraciones de este fitorregulador Ila
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oxidacion aumenta. En contraste a lo obtenido en este trabajo, Chung et al. (2005)
indican que la presencia de 2,4-D provoca la necrosis de los explantes de
Dendrobium, debido a que las auxinas estimulan la sintesis de etileno que

provocan efectos negativos de crecimiento hasta la muerte de tejido.

Asi mismo, existen reportes en los que se menciona que esta variable dependera
de otros factores como tipo de explante, balance hormonal propio de la planta y a
la combinacién de estos factores (Van Staden et al., 2006; Azofeita, 2009).
Independiente al oscurecimiento de explantes que genera el estrés oxidativo, se
pueden generar desordenes fisiolégicos como hiperhidricidad, que consiste en la
alta retencidon de agua a causa de condiciones adversas del cultivo (condiciones
ambientales adversas, medio de cultivo, elevadas concentraciones de
fitorreguladores, entre otras), situacion que dificulta la regeneracién de plantas

aptas para la aclimatacién (Van Staden et al., 2006).

Se observo que el tipo explante de G. skinneri fue estadisticamente significativo en
los resultados de la variable contaminacion, donde se presentd mayor porcentaje
de contaminacion en explantes de hoja que en el de médula (Figura 11). A pesar
de no encontrar reportes del uso de médula de pseudobulbo en orquideas, los
resultados obtenidos en este trabajo indican que estos explantes pueden ser una

alternativa para su introduccion in vitro.

Parada Ponce y Villegas Monter (2009), mencionaron que otro factor que influye

en los resultados de la variable contaminacién es el tamafo del explante, reportan
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que cuanto menor sea el tamafo del explante disminuye el porcentaje de
contaminacion. Sin embargo, en este trabajo se puede considerar que el tamano
de los explantes empleados fue proporcional. Por lo tanto, se consider6 mas
factible que el estado de contaminacién de los 6rganos de las plantas madre
(donadora de explantes) fue diferente y una de las causas de los resultados de
contaminacion obtenidos. Lo anterior se atribuyd a la exposicion de agentes
contaminantes externos, a las cuales estuvieron expuestas las orquideas
empleadas en los diversos domicilios particulares; pero sobre todo a la
constitucion y tipo de tejido. Similar a lo mencionado por Alvarado-Ulloa (2000),
quien reportd altos porcentajes de contaminacién por hongos y bacterias en G.
skinneriy en el hibrido G. skinneri x Cattleya maxima, lo cual atribuy6 al estado de

contaminacion de la planta madre.

Dentro de las caracteristicas que se consideraron para la colecta de las plantas
madre no se incluyo conocer la edad de estas; sin embargo, Kamali et al. (2001)
indicaron que la contaminacion en los explantes in vitro varia de acuerdo a las
edades que presenten las plantas madre y a las épocas del afio. Lo anterior se
debe a que las plantas jovenes han estado menos expuestas a agentes
contaminantes y que durante época de lluvia las plantas se vuelven mas

susceptibles a contaminarse por hongos.

A pesar que no se evaluaron diferentes medios de cultivo en este trabajo, existen
reportes en los que indican que este factor influye en los porcentajes de

contaminacion (Parada Ponce y Villegas Monter, 2009); esto se atribuye a que
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algunos medios son mas afines o aptos para el desarrollo de microorganismos. Lo
anterior se relaciona con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que la
presencia de 2,4-D provocd una mayor contaminacion de explantes (Figura 10);
esto se atribuyé a que la concentracion empleada puede generar condiciones

optimas para el desarrollo de hongos.
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VI Conclusién

No se encontrd correlacion entre los resultados de distancias genéticas y las
distancias geograficas de los seis sitios de colecta. La alta diversidad y baja
estructura que se observd sugiere que esta especie tiene un alto potencial
evolutivo, y que la poblacion de Tapachula, aunque fue artificial puede ser una

fuente importante de propagulos.

El explante de médula de pseudobulbo gener6 bajos porcentajes de
contaminacion (18.8%) y presentd la mayor formacion de callo (10.8%). Este
explante es una nueva alternativa para la induccion de callogénesis in vitro de

Guarianthe skinneri para el desarrollo de protocolos de propagacion in vitro.
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Vil Recomendaciones

Para futuros trabajos de genética en G. skinneri se requiere de un mayor numero
de muestras, de incluir otros marcadores o regiones de ADN mas grandes; asi
como posibles entrevistas con los poseedores de los ejemplares para conocer el
origen y confirmar la procedencia para una mejor interpretacién de la diversidad
genética. Asi mismo, la inclusion de mas poblaciones silvestres tanto de
Guatemala como de Tapachula, para descartar que la hipotesis que surgio en este
estudio: “Las poblaciones silvestres son menos diversas que las mantenidas en

los jardines privados”.

Con fines de conservacién se recomienda crear bancos de germoplasma vy
unidades de manejo de Guarianthe skinneri, ademas de evitar actividades
antropogénicas que causen alteracion a las poblaciones silvestres. Asi mismo, se
sugiere continuar con estudios de cultivo in vitro en la especie para desarrollar
protocolos de propagacion masiva que eviten el continué saqueo de individuos

silvestres.
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IX Anexos

Método de extraccion de ADN en plantas con CTAB-mercaptoetanol; ECOSUR
(2015).

1.- Moler aproximadamente 200 a 300 g de tejido foliar con 1000 ul de buffer
CTAB 2X con mercaptoetanol previamente calentado con bafio maria a 65 °C por
10 min (Por 1 ml de buffer CTAB 2X agregar 3 pl de mercaptoetanol). Pasar a un
tubo eppendorf de 2 ml.

2.- Incubar en bafio maria a 65 °C durante 60 min y agitar los tubos o pasar a
vortex cada 10 min. Pasados los 60 min sacar del bafio maria y dejar enfriar por 5
min, agregar 400 pl de acetato de amonio a 7.5 M. Pasar a vortex por 20

segundos.

3.- Centrifugar a 13,000 rpm por 8 min y trasladar el sobrenadante a un tubo

nuevo.

4.- Anadir a cada tubo el mismo volumen de cloroformo octanol 24:1 del que se
recupere del sobrenadante. Pasar a vortex por 20 segundos o hasta

homogenizar. Centrifugar a 13,000 rpm durante 20 min.

5.- Trasladar de 350 a 400 ul de sobrenadante a tubos nuevos con 400 pl de

isopropanol a -20 °C y dejar reposar durante 12 h a -20 °C.
6.- Centrifugar a 13,000 rpm durante 8 min y eliminar (decantar) el sobrenadante.

7.- Agregar 300 pl de etanol frio al 80% para limpiar el pellet y centrifugar a
13,000 rpm durante 10 min.

8.- Eliminar el sobrenadante y dejar secar unos minutos, después de esto llevarlos

al concentrador durante 10 min.
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9.- Rehidratar el pellet con 30 pl (0 segun tamano del pellet) de agua tridestilada y

estéril. Reposar durante una noche en refrigeracion.
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