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INTRODUCCION

La orquidea pertenece a la familia Orchidaceae, la cual es una de
las familias botdnicas mds compleja de catalogar y evaluar. Esta planta se
caracteriza por sus flores, debido a sus colores, forma, tamano y olor. Ade-
mas, las orquideas comprenden de tipos segtin su ubicacién; por ejemplo,
en las zonas tropicales, la mayoria de orquideas son epifitas y la gran ma-
yoria de esta clase son atractivas; en cambio, en las zonas templadas se en-
cuentran las orquideas terrestres donde yacen orquideas poco atractivas.

El Pert presenta una gran riqueza de diversidad de orquideas, de-
bido a la variedad de microclimas y pisos ecoldgicos. Sin embargo, del to-
tal de especies de orquideas, 301 se encuentran categorizadas como ame-
nazadas, de ellas 62 se encuentran en categoria en peligro critico, 19 en
categoria peligro y 220 especies en categoria vulnerable. Durante el 2016
hubo 13 intervenciones a nivel nacional donde se decomis6 aproximada-
mente 752 ejemplares de orquideas, la mayoria proveniente de la selva
central (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego, 2020).

Esta problematica se debe a dos factores: depredaciéon selectiva de
especies con fines comerciales y la destruccién masiva de habitats debido a
la extraccién maderera y a la agricultura migratoria. Debido a ello, se esta
tomando medidas de prevencién y control con la finalidad de preservar
estas especies a través de los marcadores genéticos, el cual viene a ser, se-
gtin Turchetto et al. (2017), cualquier rasgo visible de carécter fenotipico
que es analizado para identificar el ADN y su variacion.




Con respecto a las orquideas del género Phragmipedium, se carac-
terizan por ser plantas terrestres, epifita en ciertos casos, sus raices son
mds o menos carnosas y vellosas, presentan pocas flores relativamente
grandes, con un labio en forma de zapatilla; por ello, en la mayoria de esta
especie la denominan zapatito o zapatillas.

En el pais se encuentran 10 especies de este género Phragmipedium,
las cuales son P. pearcei, P. besseae, P. caricinum, P. boissierianum, P. caudatum,
P. wallisii, P. czerwiakowianum, P. richteri, P. reticulatum y P. kovachii. Estas
especies estan distribuidas en algunas regiones del pais, como por ejemplo
San Martin, Huanuco, entre otros. Ademds, se esta realizando estudios de
preservacion ya que Phragmipedium kovachii se encuentra en peligro de
extincidén. Asimismo, se estd mostrando interés sobre el estudio de estas

especies a través de diversas técnicas de marcadores moleculares basados
en el ADN.

En este sentido, en el primer capitulo se desarrolla acerca de las no-
ciones centrales de la orquidea, asi como su distribucidon, caracteristicas,
tipologia, morfologia, inflorescencia y polinizacién, y la taxonomia de la
familia Orchidaceae, los cuales explica el porqué es la especie mas comer-
cializada y valorada por las personas.

En el segundo capitulo se detalla sobre nociones generales del gé-
nero Phragmipedium, asi como también las caracteristicas de las 10 espe-
cies de Phragmipedium que se encuentran en el Peru.

En el tercer capitulo se aborda sobre los aspectos esenciales de los
marcadores genéticos, como conceptos elementales de los marcadores ge-
néticos, morfolégicos y moleculares o basados en ADN, donde este ultimo
presenta cuatro marcadores: el polimorfismo de longitud de fragmento de
restriccion (RFLP), el ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), los
microsatélites (SRR) y el polimorfismo de la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP).




Por tultimo, en el cuarto y quinto capitulos se detalla sobre el anali-
sis de la biodiversidad del género Phragmipedium de orquideas peruanas a
través de los marcadores moleculares de ADN vy las generalidades finales,
respectivamente.




CAPITULO NOCIONES CENTRALES DE
| LAS ORQUIDEAS

Las orquideas representan a uno de los grupos familiares mas
grandes de angiospermas; sin embargo, se situan dentro de las categorias
de plantas con mayor vulnerabilidad a causa de la sobreexplotacién, el
trafico ilegal de plantas, la pérdida de su hébitat, los efectos del cambio cli-
matico y, principalmente, su alta dependencia de las condicionas bidticas
y abidticas. Esta situacion de vulnerabilidad genera que varios paises y au-
toridades internacionales desarrollen programas y actividades orientadas
a su conservacion (Tejeda-Sartorius et al., 2017).

Alrededor de nuestro planeta, las orquideas son un conjunto de plantas
representativo de la diversidad biolégica, puesto que posee un aproxima-
do de 35 mil especies con una capacidad evolutiva en términos morfolé-
gicos. Estas plantas presentan gran variedad de colores, diversidad en su
estructura, un agradable aroma y forman hermosos paisajes al extenderse
por una zona especificos. Por tales motivos, esta planta goza de alta de-
manda en el sector del comercio (Gutiérrez, 2020).
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Por lo senalado, se deduce que esta planta posee gran diversidad y abun-
dancia alrededor del planeta, por lo que es necesario conocer su distribu-
cidn, caracteristicas botdnicas y entre otros aspectos relevantes. Al respec-
to, Stipkova et al. (2021) afirman que conocer los patrones de abundancia,
distribucién, riqueza y composicion de las orquideas es un hecho primor-
dial para realizar planes sobre estrategias de conservacion de estas plantas
e identificar las zonas que merecen protegerse con prioridad.

A partir de tal afirmacién, se reafirma que es importante conocer los as-
pectos esenciales de las orquideas con la finalidad de elaborar procesos que
cooperen con el mantenimiento de su diversidad de especies.

1.1. Las orquideas: distribucion y biodiversidad

Las orquideas se han distribuido y colonizado todos los continen-
tes que poseen gran cantidad de vegetacion e, incluso, se han ubicado en
un gran numero de islas subantarticas. Estas plantas tienen uno de los
rangos de latitud mas amplios, considerando todas las familias registradas
de plantas y pueden asentarse en una extensa gama de habitats en formas
epifitas, terrestres y hasta subterrdneas (Gaskett y Gallagher., 2018). La
posibilidad de encontrar a las orquideas en distintos espacios de la esfera
terrestre es un factor que contribuye con el uso exacerbado de esta planta.

En cuanto a su biodiversidad, las orquideas o familia Orchidaceae es esti-
mada como el segundo grupo botanico con mis diversidad de especies con
flores en el mundo, aproximadamente con 28 000 especies. En la mayoria
de paises de América Tropical, es considerada como la familia con flores
mas diversa y se distinguen por su rasgo epifito. Esta biodiversidad es po-
sible, dado que las orquideas pueden presentarse en diversos ecosistemas
neotropicales como los bosques de tierra baja con altas precipitaciones o
con lluvias estacionales y los bosques montanos nubosos (Cascante-Ma-
rin y Trejos, 2019).
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En lo que respecta a sus especies, las epifitas conforman el mayor ntimero
de orquideas en el mundo y pueden crecer en lo alto de los bosques tropi-
cales y al ras del suelo. La mayoria de las especies de orquideas estan suma-
mente especializadas para extenderse sobre un territorio y, con ayuda de
condiciones especificas, prosperar; sin embargo, existen especies que no
soy muy exigentes y no pueden desenvolverse en todos los hébitats (Cole
y Waller, 2020).

Considerando su distribucion por continente, es pertinente senalar paises
representativos que estan enfrentando los problemas que afectan a las or-
quideas. En tal sentido, en la Tabla 1, se observa que, en Asia, China, Tai-
landia e Indonesia son paises con alta riqueza de orquideas. En el conti-
nente africano, Madagascar concentra una de las mayores biodiversidades
de flora y fauna, por ende, posee gran cantidad de especies de orquideas.
En América, Colombia y Ecuador posee la mayor riqueza de orquideas del
mundo; mientras que Brasil, al ser uno de los hotspots con mayor relevan-
cia, también contempla gran riqueza de las plantas de orquideas.

Tabla 1.
Distribucion de las orquideas en continentes
Continente Pais Especies Géneros
China 1388-espec1e)s . ’194 generO,s .
291 especies endémicas 11 géneros endémicos
1230 especies
Tailandia 150 especies 170 géneros
endémicas
Asia Indonesia 197 especies 66 géneros
) 226 especies (178
Singapur extintas)

Nepal 104 géneros 18 especies
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Africa Madagascar 1000 especies
Colombia (30 e X iersde
Ecuador » pe , £
A extincion)
América -
. 2353 e 238 géneros
Brasil 1636 especies . .
. 33 géneros endémicos

endémicas

Nota. Adaptado de Tejeda-Sartorius et al. (2017)

De acuerdo con Gaskett y Gallagher (2018), la mayor diversidad en es-
pecies de orquideas se encuentra en los continentes de Sudamérica (mds
de 12 000 especies), Asia (mas de 8000 especies) y Africa. En cambio, los
continentes de Norteamérica, Australia y Europa presentan una diversi-
dad de orquideas que no supera los 4000. En el caso del continente de la
Antartida, este no presenta especies de esta planta.

Como se observa, la presencia de las orquideas ocurre en todos los con-
tinentes, salvo la Antartida, y se ubica en las altitudes mas extensas de
cualquier otra familia de plantas, por lo que es plausible sostener que la
vasta diversidad de este tipo de plantas estd reflejada, en gran parte, en su
amplia distribucién por el mundo (Givnish ef al., 2016). Esto indica que
las orquideas pueden adaptarse a casi cualquier ambiente del planeta que
habitamos, sin considerar los ambientes extremadamente frios como las
zonas antarticas.

Por su parte, Castillo y Carranza (2019) afirman que, en la actualidad, se
ha registrado mas de 30 mil especies de orquideas, dispersas por diversos
espacios geograficos del planeta, y es posible que se descubran mas es-
pecies de esta planta mediante la exploraciéon en nuevos territorios con
fines botdnicos. Asimismo, estos autores reconocen que las orquideas no
logran adaptarse a ambientes con temperaturas demasiado bajas o muy
elevadas como los desiertos altamente cilidos y los extremos polares com-
puestos por hielo.
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En resumen, las orquideas presentan una evidente riqueza floristica, re-
flejada en su cantidad de especies; esta riqueza puede ser el resultado de
su habilidad para adaptarse a la mayoria de climas y suelos del planeta, sin
embargo, la activa accién humana estd ocasionando que la alta diversidad
y la distribucién mundial de esta planta se esté perdiendo conforme trans-
curren los afios.

1.2. Tipologia de las orquideas, segun su crecimiento

Como se ha senalado, las orquideas pueden distribuirse por diversos espa-
cios del mundo y esto es, en parte, por su capacidad de interaccién con los
agentes que intervienen en los territorios y a sus diversas formas de cre-
cimiento. Con base en su crecimiento, Castillo y Carranza (2019) sefialan
los siguientes tipos de orquideas:

e Orquideas terrestres. Aquellas que, por medio del surgimiento de
cormos o tallos bajo la superficie terrestre, logran acumular nutrientes
y agua para su vida y crecimiento.

e Orquideas de litéfito o rupicola. Aquellas que se expanden por pe-
nascos rocosos o encima de rocas calizas con el fin de obtener compo-
nentes nutritivos para su diversidad.

e Orquideas epifitas. Aquellas que permanecen, a lo largo de su exis-
tencia, sobre otras plantas (principalmente arboreas) sin perjudicar la
vida de estas ultimas. Este crecimiento se considera como el mas visto
en orquideas.

Por su parte, Tobar-Sudrez et al. (2018) indican que, de manera general,
las orquideas tienden a contemplar dos formas (también llamados hébi-
tos) de crecimiento, los cuales son los siguientes:
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Crecimiento monopodial

En el crecimiento monopodial, existe la probabilidad de que el tallo de la
orquidea crezca de forma apical; en otros términos, con direccion longi-
tudinal sin una forma definida, puesto que el brote constante de las ho-
jas ocurre desde un punto de la parte superior de la planta. Troiani et al.
(2017) afiade que este crecimiento es lateral y permite que el tallo princi-
pal crezca mas que las ramas; asimismo, las plantas con este crecimiento
tienden a estructurarse de manera cénica.

Crecimiento simpodial

En el crecimiento simpodial, las orquideas desarrollan un tallo o pseudo-
bulbo, el cual posee un crecimiento definido, por lo que no puede crecer
mas tras la floracién de la planta. Ademas, contrario al crecimiento mono-
podial, los brotes de las hojas toman lugar en la base o costados del tallo y
pueden formar una sola unidad con tallo, hojas y raiz. Troiani et al. (2017)
sostiene que este crecimiento, también, es lateral, posee ramas laterales
con mayor desarrollo que el tallo principal y le confiere a la planta la adop-
cién de una forma globosa o esférica.

1.3. Descripcion botanica de las orquideas

Las orquideas son consideradas como vegetaciones ornamentales de alto
valor estético, debido a la inigualable forma y color que poseen estas plan-
tas. Por ende, estas caracteristicas particulares han propiciado que las or-
quideas reciban amplia atencién de las personas cuando se busca adornar
una zona especifica (Farokhah et al., 2018). Dado el interés mundial que
emana de esta planta, se merece conocer aspectos esenciales de sus rasgos
boténicos.
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Figura 1.
Flor de Cattleya mdxima (una especie de orquidea)

SEPALO

PETALO

LABELO

Nota. Tomado de Ministerio de Ambiente (2015)

En general, un rasgo caracteristico de las orquideas es la provisién de
flores con, exactamente, tres sépalos y tres pétalos; uno de los pétales se
denomina labelo, debido que se ha modificado mas y resulta ser maés lla-
mativo (Ministerio del Ambiente, 2017). Esta caracteristica se aprecia en
la Figura 1.

Por otro lado, es pertinente sehalar que el término orquidea proviene del
griego Orchis (testiculo), dado que se relaciona con algunos tipos de la
orquidea que presentan tubérculos bajo el ras de la tierra. Esta planta no
solo se caracteriza por sus flores o tubérculos, sino también por otras ca-
racteristicas impactantes (Tobar-Sudrez et al., 2018).

1.3.1. Un panorama medular de la morfologia de las orquideas

Las orquideas son consideradas como una de las familias que contiene
gran diversidad morfoldgica y estrategias para atraer a polinizadores,
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dado que casi la mayoria de sus especies (97 %) precisa de un interme-
diario (generalmente invertebrados) que posibilite la fecundacién en las
flores (Garcia-Franco, 2017). Por tanto, es claro que esta planta posee di-
versas formas de morfologia, debido a varios factores como sus flores, el
crecimiento de su tallo.

En general, las orquideas son plantas herbiceas permanentes, estaticas al
suelo y no lenosas, generalmente epifitas, autétrofas y, pocas veces, mi-
coheterétrofas. Sus raices se logran desarrollar de manera fortuita y sus
tallos tienden a ser delgados, alargados y redondos. En cuanto a sus hojas,
estas son simples, basales y alternas con bordes enteros. Estas plantas tam-
bién presentan inflorescencia y rasgos relacionados con la produccién de
flores (Tobar-Sudrez et al., 2018).

Por su parte, Cole y Waller (2020) indican que estas plantas poseen raices
carnosas, tubérculos e, incluso, rizomas; sin embargo, estos no son las
Unicas caracteristicas de las orquideas. Por ello, es preciso brindar una
descripcién general de las partes de estas plantas como sus hojas y flores.

Hojas de las orquideas. Las orquideas, en su mayoria, desarrollan hojas
que poseen una distribucién de nervios (nervadura) paralela o reticulada
y bordes generalmente enteros (Ver Figura 2). Segin se registra en las in-
vestigaciones sobre estas plantas, es posible evidenciar tres clases de hojas:
plegada, cilindrica y conduplicada (Ministerio del Ambiente, 2017).

Se conoce las orquideas son monocotiledéneas y, dado ello, las plantas
jovenes producen una sola hoja al germinar. Estas hojas no tienen pe-
dunculo ni divisiones y tienden a estar a la misma altura (cerca o sobre el
suelo) en algunas orquideas. En ciertas especies, es posible que las hojas se
entrelacen y, en especies con escasa clorofila, las hojas se muestran como
escamas que rodean el tallo (Cole y Waller, 2020).
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Figura 2.
Hojas de Helleborine que muestra su nervadura

o

Nota. Tomado de Cole y Waller (2020)

Raices de las orquideas. La mayoria de las orquideas poseen una raiz
con velamen, este tltimo es una porcién de epidermis conformada por
varias capas de tejido muerto en su estado adulto y que puede contener
hongos. Estas raices intervienen en la absorcién de nutrientes y en la pro-
teccion de la radiacidn ultravioleta del sol. Al tener un comportamiento
de monocotileddnea, las orquideas no cuentan con raices principales y su
sistema radicular solo es producto de raices secundarias que se despren-
den del tallo. Estas raices pueden ser delgadas y de tejidos fibrosos o de
ancho grosor (Tobar-Suérez et al., 2018).

Tallos de las orquideas. Los tallos de las orquideas estan inclinados a ser
pseudobulbos o modificados, alargados y a poseer un vasto nimero de en-
trenudos. Por otro lado, estas plantas también pueden presentar, sorpren-
dentemente, tallos sin entrenudos, lisos o arrugados y con o sin presencia
de costillas. Estos ultimos tallos suelen cubrirse por hojas modificadas en
su estado adulto (Ministerio del Ambiente, 2017).

Los tallos también pueden ser rizomas, es decir, tallos horizontales que
evolucionan en el exterior o interior del suelo de la planta y, general-
mente, formado por tallos sucesivos, de los cuales nacen las raices. Este
rizoma puede tener una forma corta y no tan perceptible en algunas de
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las especies de orquideas; sin embargo, otras especies tienen un rizoma
notorio, alargado y consistente (Tobar-Sudrez et al., 2018).

Para precisar mas sobre los pseudobulbos, estos difieren de los bulbos de
otras plantas como lirios, tulipanes, cebollas, entre otras, puesto que estos
se describen como una porcién engrosada del tallo que cumple la funcién
de almacenar diversos nutrientes para el desarrollo de la vegetacién en la
planta; sin embargo, un pseudobulbo se encarga de muchas mds activi-
dades como el inicio de las inflorescencias y el proceso de floracién. En
cuanto a la forma de los pseudobulbos, esta puede ser reducida y esférica,
grande y arrugada, aplanada y ovalada. Es posible encontrar formas mas
comunes en algunos géneros como Dendrobium, donde los pseudobulbos

posibilitan un periodo inactivo o decadente de la planta y un periodo re-
luciente (Schiff, 2018).

Frutos de las orquideas. El fruto de estas orquideas surge por medio del
ovario de las orquideas y después del proceso de polinizaciéon. En los ova-
rios, se desarrollan miles de 6vulos, los cuales, a su vez, originan las semi-
llas tras un proceso de fertilizacion. Al final de este ultimo proceso, ocurre
la apertura de los frutos. Estos frutos pueden poseer una morfologia de
capsula o de baya con numerosas semillas (Tobar-Sudrez et al., 2018).

En general, los frutos de estas plantas suelen ser cipsulas que pueden con-
tener, alrededor, de miles semillas de diminuto tamafo. Precisamente, la
cantidad de semillas en el interior de la cdpsula es un factor dependiente
de la especie de orquidea, por ello, es posible encontrar frutos con 100 e,
incluso, con miles de semillas (Ministerio del Ambiente, 2017).

Flor de las orquideas. Las flores de una orquidea son la parte mis fun-
damental, dado que son muy demandadas por las formas y cumplen fun-
ciones esenciales como la polinizacién de la planta, por ello, es preciso
conocer mds sobre este érgano vegetal. Al respecto, Cole y Waller (2020),
desde un enfoque general, sefialan que las orquideas tienen multiples flo-
res que surgen desde el tallo o estan unidas al tallo. Estas flores poseen una
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bréctea (hoja modificada) debajo del punto que se inserta entre la flor y el
tallo. Asimismo, la estructura de la flor es de mucha simpleza y posee una
simetria vertical, compuesta por pétalos y sépalos que protegen a la flor
en su capullo. Cuando estos componentes se abren, los sépalos se ubican
detras de los pétalos, estos ultimos pueden ser muy similares a los sépalos
en algunas especies de orquideas y muy distintos en otras especies.

Dentro de su estructura interna, las flores de las orquideas se componen
de un ovario y un perianto con un verticilo externo, el cual consiste en la
agrupacion de los sépalos y pétalos. En los géneros Catasetum y Cycnoches,
las flores solo pueden ser o bien masculinas o bien femeninas, por ello,
estas carecen de granos de polen o estigma (Tobar-Sudrez et al., 2018).

Por otro lado, la mayoria de las flores de orquideas se comportan como
hermafroditas y sus organos sexuales masculinos (antera) y femeninos
(estigma) son agrupados dentro de un mismo lugar, denominado colum-
na, y apenas separador por la membrana rostelo (rostellum). Las flores de
orquideas, generalmente, realizan una rotacién particular, en la cual la
flor, al abrirse, se coloca boca abajo y no boca arriba; esta posicién es lo
que las personas visualizan (Schiff, 2018).

1.4. La inflorescencia y polinizacion de las orquideas

El término inflorescencia elude a un rebrote de flores y dicho rebrote puede
ser uniflora (una sola flor) y pluriflora (dos a mas flores). De acuerdo con
el proceso de ramificacion, la inflorescencia se puede clasificar en raci-
mosas (crecimiento monopodial) y en cimosas (crecimiento simpodial)
o también conocidas como definidas (Troiani et al., 2017). Por ende, se
comprende que la inflorescencia refiere a la nueva produccion de flores
en una planta.

En el caso de las orquideas, sus diversos géneros y especies pueden pre-
sentar estos tipos de inflorescencia, por ello, es posible encontrar orqui-
deas ramificadas o racimosas, orquideas con flores que nacen en tiempos
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distintos o que surgen sobre un tallo separado (inflorescencia uniflora).
Otros géneros como Lockhartia presentan inflorescencia cimosa, es decir,
las flores se abren consecutivamente después de la abertura de la flor que
se encuentra al final de la inflorescencia. Asimismo, las flores pueden estar
agrupadas en corimbo, umbelas, entre otros. Por otro lado, las orquideas
con crecimiento simpodial pueden desarrollar una inflorescencia termi-
nal, basal o lateral. En cambio, las orquideas con crecimiento monopodial,
en toda oportunidad, presentan inflorescencia axilar (Tobar-Sudrez et al.,
2018).

Por tanto, la inflorescencia de las orquideas se puede definir como la por-
cion floreciente de la planta que adquiere diversas formas (paniculas, ra-
cimo, escapo, entre otros mds), el cual, convencionalmente, refiere al pico
sin considerar la forma o estructura de la planta (Schiff, 2018).

De acuerdo con Menchaca (2011), la inflorescencia de las orquideas puede
ser clasificadas bajo dos criterios: segtin su insercion en la planta y segtin
sur forma. De acuerdo con su insercion, la inflorescencia puede ser axilar
(la vara floral surge entre el tallo y la hoja), basal (la vara floral nace desde
la base del pseudobuldo) y terminal, cuando la vara o raiz erosiona desde
el pico de pseudobulbo. Considerando la forma, la inflorescencia puede
ser espiga (flores surgidas desde una vara central), panicula (tallo con va-
rias ramificaciones de flores), racimo (flores nacidas de una ramificacién
de la vara floral) y umbrela (flores ubicadas al final de la vara). Es preciso
sefialar que la vara floral es similar a la raiz; sin embargo, tiende o adquirir
un color verdoso.

En cuanto a la polinizacién, las orquideas son muy bien conocidas por sus
mecanismos de polinizacién, los cuales han evolucionado para cumplir el
desarrollo del apareamiento de diversas plantas o la alogamia (cross-ferti-
lization). Las flores de la mayoria de plantas y, por supuesto, de las orqui-
deas contienen 6rganos sexuales para ambos sexos. Por el contrario, se
destaca que la autopolinizacidon no es lo deseable en las plantas tal como
ocurre en los animales (Chase et al., 2018).
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Dentro de la polinizacién de las orquideas, dos fases fundamentales, vin-
culadas estrechamente con el polinizador, toman lugar: atraccién y re-
compensa. En la primera etapa, la planta debe implementarse de aspectos
atrayentes (colores y fragancias) para captar la atencién del animal (poli-
nizador). En la posterior etapa, la planta debe otorgar recompensas (per-
fumes, néctar o cera) a su polinizador; sin embargo, no todas las orquideas
cumplen con esta fase a fin de reservar energia y emplean otras herra-
mientas de atraccién. En un marco general, la recompensa mds comtn de
estas plantas es el polen (Tobar-Sudrez et al., 2018). Otras herramientas
de atraccién que usan las orquideas pueden ser la simulacién de néctar,
de polen o de estructuras similares a un animal para producir atraccién
sexual (Serra et al., 2019).

Si estas dos fases se realizan adecuadamente, se produce el éxito de la po-
linizacién y, por ende, el tubo del ponen se desarrolla y el ovario floral
se infla para formar la capsula llena de varias semillas. Después de una
6ptima maduracién de la capsula, las semillas son liberadas y dispersadas
por el viento hasta que logren entablar un contacto con el sustrato o ha-
bitad de la orquidea con el fin de empezar un proceso germinativo (Rayy
Vendrame, 2018).

Por otro lado, no todos los insectos que se posan en un determinado lugar
de las flores de las orquideas logran realizar el transporte del polen, puesto
que el animal debe tener caracteristicas especificas que se ajusten a labor
de un polinizador apropiado. Bajo un enfoque holistico, los polinizadores
son potenciales cuando cooperan con la polinizacién sin estar adaptados a
ellos. En contraste, los visitadores son polinizadores que transitan por la
flor con otros fines como la caza de otros invertebrados (Serra et al., 2019).

Estos dos mecanismos son muy importantes para el surgimiento de frutos
de la mayoria de orquideas, puesto que la inflorescencia permite la forma-
cién morfoldgica, aromatica y atractiva de las flores con el fin de atraer a
los animales y el proceso de polinizacién cumple con la funcién de dar ori-
gen a los frutos. Por otro lado, la inflorescencia es un hecho que también
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afecta la valorizacién de las orquideas por parte del humano y, por ende,
al comercio de flores.

1.5. Taxonomia de la familia Orchidaceae

De acuerdo con la historia, las orquideas fueron poblando Europa a me-
diados del siglo xviii, debido los viajes de los exploradores en continen-
tes como Africa, Asia y América. Esta extensién de las orquideas generé
que el botanico francés, Joseph Pitton de Tournefort, distinguiera a las
orquideas como una nueva familia de plantas por primera vez. A través
del tiempo, surgieron nuevos estudios como los de Carl Linnaeus y John
Lindley; dichos estudios proporcionaron nuevos géneros y nuevas espe-
cies de orquideas, modificaron ciertos géneros y, a su vez, renovaron las
clasificaciones que se habian efectuado previamente (Schiff, 2018).

En la actualidad, la taxonomia de las orquideas es un tema inestable, pues-
to que, conforme pasan los afnos, estin en constante cambio y desarrollo.
Estos cambios tienden a ser el producto de los avances y la minuciosidad
de los anilisis genéticos, los cuales pueden revelar sorprendentes rela-
ciones entre taxones y rechazar totalmente teorias antiguas, que poseian
anos de aceptaciéon (Cole y Waller, 2020).

Figura 3.
Taxonomia de la familia Orchidaceae

Clase
Equisetopsia
Subclase (embriofitas)
Magnoliidae

(angiospermas)

Superorden Lilianae
(monocotileddneas)

Orden
Asparagales

Familia
Orchidaceae

Nota. Tobar-Suirez et al. (2018)
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Estos constructos de clasificaciones taxonémicas son promovidos por el
ser humano al tratar de organizar, denominar y estructurar los compo-
nentes del universo. En el caso de las orquideas, el hombre ha elaborado
un sistema de clasificacién taxonémica que, conforme a ciertos criterios,
logra abarcar el tronco genealdgico de la familia y organizar la familia Or-
chidaceae —tal como se percibe en la Figura 3— dentro de un respectivo
orden, superorden y otras categorias de mayor jerarquia.

La familia Orchidaceae, a su vez, se divide en varios géneros, los cuales
también poseen una divisién de cuatro rangos: especie, subespecie, va-
riedad y forma. Las especies refieren a todas las orquideas similares que
pueden realizar procesos de intercambio de género y la subespecie esta un
rango debajo de la especie. En lo que respecta a variedad y forma, estas son
rangos menores, en los cuales se presenta, al menos, un rasgo morfolégico
diferente a los miembros de la subespecie (Cole y Waller, 2020).

Por otro lado, es posible encontrar que la taxonomia de la familia Orchi-
daceae es dividida en cinco grupos denominados subfamilias, los cuales
son Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae y Epidendroi-
deae. Estas familias, de igual manera, se fraccionar en géneros y especies
(Chase et al., 2017).

De acuerdo con Tobar-Suaréz et al. (2018), la subfamilia Apostasioideae es
la menos diversa y se conforma de, aproximadamente, dos géneros y 16
especies. La subfamilia Vanilloideae muestra un poco de mas variedad y se
compone de 14 géneros y 250 especies. La subfamilia Cypripedioideae, en
cambio, se compone solo de cinco géneros y 150 especies. Por el contra-
rio, la subfamilia Orchidoideae posee una variedad totalmente mas elevada
que las tres primeras, dado que se constituye de 5000 especies y varios gé-
neros. Finalmente, la subfamilia Epidendroideae evidencia la mayor rique-
za floristica de la familia con 20000 especies y numerosos géneros como
los epifitos.
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En sintesis, las orquideas son una de las plantas mas diversas de la natura-
leza con mas 30 mil especies, las cuales cumplen varios procesos impor-
tantes como la fotosintesis, la polinizacién y la inflorescencia con la fina-
lidad de aportar a su ciclo de vida. Las flores, hojas, tallos y pseudobulbos
son aspectos morfoldégicos de mucha importancia, dado que otorgan un
paisaje espléndido a los ambientes habitados por los humanos.




EL GENERO

CAPITULO PHRAGMIPEDIUM
I1 Y SUS PRINCIPALES
CARACTERISTICAS

El género Phragmipedium es aquel que engloba un conjunto deli-
mitado de orquideas que viven en entornos terrestres humedos, secos o
rocosos. Tienen estambres de degeneracién en forma de pantalla, largos,
como la barba de pétalos y tres cuartos del ovario. Los labios en forma de
saco estan curvados hacia adentro. Las hojas puntiagudas miden unos 80
cm de largo. En los tallos y los bulbos, de unos 80 cm de largo, crecen dos
o tres flores (Szlachetko et al., 2020).

Hay muchas especies mixtas entre las especies de Paphiopedilum, pero la
especie hibrida con Paphiopedilum es muy rara. Paphiopedilum americana se
encuentra ahora bajo la proteccion del Apéndice I de la Convencién sobre
el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Sil-
vestres. La abreviatura de este género en el comercio horticola es Phrag
(Muifioz et al., 2010).

El Peru posee 10 especies del género Phragmipedium: P. pearcei, P. besseae,
P. caricinum, P. boissierianum, P. caudatum, P. wallisii, P. czerwiakowianum, P,
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richteri, P. reticulatum y P. kovachii que estan distribuidas en las diferentes
regiones del pais como en San Martin, Huanuco, Cerro de Pasco, entre
otros. Sin embargo, algunas de estas especies se encuentran en extincién
como el caso de Phragmipedium kovachii, la cual esta siendo estudiada para
su conservacién en los laboratorios de la Universidad Nacional de San
Martin. Ademas, segtin el Ministerio del Ambiente (2017), esta especie es
endémica, ya que estd limitada a una zona geografica especifica, y en este
caso solo se concentra en el Bosque de Protecciéon Alto Mayo.

2.1. Principales denominaciones y cualificaciones del género
Phragmipedium

El término Phragmipedium, segin Starks et al. (2012), proviene de los nom-
bres phragma ‘separaciéon’ y pedium ‘zapatilla’. El género Phragmipedium
fue descrito por primera vez por el naturalista brasilefio, José Velloso,
en 1831. En 1896, el botanico inglés Robert Rolfe dividié el macrogrupo
Cypripedioideae en cuatro géneros: Paphiopedilum, Phragmipedium, Seleni-
pedium y Cypripedium. En 1975, el décimo segundo Congreso Botanico
Internacional de Leningrado consolidé el nombre moderno del género,
asimismo, Uropedium y Phragmopedilum fueron reconocidos como sinéni-
mos (Pupulin y Diaz-Morales, 2018).

Otras denominaciones se interrelacionan con sus caracteristicas botani-
cas, por lo que una de los principales calificativos taxonémicos basicos de
las plantas de este género son terrestres, saxicolas y epifitas. Este género
también se cualifica respecto a su modalidad de reproduccion, esto es, se
propone que es capaz de producir semillas de flores de polinizacién pro-
pia y cruzada. Esta accion, desde una perspectiva botanica, la diferencia
de otras especies vegetales que se relacionan con ella anatdmicamente.
(Romero, 1996).

Otra de las principales calificaciones se involucra con el nivel de utilidad
de las orquideas para quienes las cultivan. De manera general, las orqui-
deas de las Cypripedieae cumplen el rol central de la gestioén de la tierra,
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la proteccién de la tierra, la legislacion y la politica en el manejo de los
incentivos econémicos. Para las orquideas de Cypripedilinae, Dendrobieae
y Vandeae, habia prioridades similares, aunque los incentivos econémicos
eran menos importantes. En cambio, los incentivos econémicos fueron
importantes para las orquideas de Epidendreae, Malaxideae y Phragmipe-
dieae. Para algunos pueblos originarios, habia prioridades especificas,
como para las orquideas de Cranichideae la proteccion de la tierra (Wrai-
th, 2020).

2.2. Descripcion botanica del género Phragmipedium

El género Phragmipedium se caracteriza por ser humicultural, saxicolas o
terrestres plantas, rara vez epifita, baja y herbécea, sin pseudobulbos o
bulbos verdaderos, casi tallos en la mayoria de los casos, con un maximo
de sesenta centimetros de altura. Sus raices son mds o menos carnosas y
vellosas; inflorescencias terminales, simples, raramente ramificadas, con
una o pocas flores relativamente grandes, con un labio saciforme o en
forma de concha como una zapatilla. Tienen dos estambres desarrolla-
dos, y un tercer saminoide estéril, modificado en una estructura con un
extremo ensanchado, formando un disco horizontal, similar a un escudo,
que cubre a las dos anteras y los tres estigmas fértiles. El polen es suelto,
granular, no agregado en madejas (Alwood y Dressler, 1998).

Las configuraciones bioldgicas, de acuerdo con los postulados de Cullina
(2004), influyen en el cultivo de especies de Phragmipedium, por lo que, se
cultivan con mayor frecuencia en los jardines de especialistas en cuidado
de orquideas, debido a su rectitud en los procedimientos de limpieza y rie-
go de los constituyentes del vegetal. En suelo, con una mezcla de fibra de
helecho arborescente, arena y carbén vegetal, en lugares poco soleados y
muy himedos, les va muy bien. Son plantas sensibles a la calidad del agua,
que no deben tener demasiadas sales disueltas en su composicion.

El sistema reproductivo en Phragmipedium, verbi gratia, Phragmipedium
longifolium se manifiesta mediante las autopolinizaciones y polinizaciones
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cruzadas manuales, los cuales no influyen en la produccién de frutos entre
las flores de autopolinizacién y las de polinizacidon cruzada. Otro de los
mecanismos con los que se explicitan las caracteristicas reproductivas es
el conjunto de tipos de tricomas glandulares en los pétalos de las tres es-
pecies. Se propone que, posiblemente, estén implicados en la secrecion de
fragancias con el objetivo de atraer a los agentes polinizadores (Goldingay
y Carthew, 1998).

2.2.1. Secciones del género Phragmipedium

El género Phragmipedium se divide en las siguientes secciones: el primero
es Phragmipedium, dividido en P. caudatum, P. exstaminodium, P. lindenii;
el segundo, Himantopetalum, clasificado en P. caricinum, P. christianse-
nianum, P. pearcei, P. klotzscheanum, P. richteri, P. tetzlaffianum; el tercero,
Platypetalum, subdividido en P. lindleyanum; el cuarto, Lorifolia, delimi-
tado por P. boissierianum, P. hirtzii, P. longifolium, P. vittatum; el quinto,
Micropetalum, en el que se implican P. besseae, P. besseae var. dalessandroi,
P. fischeri, P. kovachii, P. schlimii; el sexto, Schluckebieria, en el que se evi-
dencia P. kovachii (Dressler y Pupulin, 2011).

El nimero exacto de especies es discutido atin por los especialistas: Gruss
reconoce 20 especies, frente a las 15 especies aceptadas por McCook. La
mayoria de las especies de Phragmipedium son terrestres, epifitas o lit6fi-
tas. Presentan un estaminodio tnico en forma de escudo, pétalos largos y
con forma de bigote y un ovario de tres I6bulos. El gran labio en forma de
bolsa estd curvado hacia dentro en los margenes. Las hojas agudas alcan-
zan una longitud de unos 80 cm. El tallo carece de pseudobulbos y crece
unos 80 cm de altura, mostrando dos o tres flores (Silvera et al., 2005).

Una de las especies destacadas es Phragmipedium besseae, la cual fue en-
contrada por primera vez en Peru por Elizabeth Locke Besse en 1981.
Poco después, el yacimiento fue saqueado y destruido por cazadores de
orquideas. Por suerte, se conservaron suficientes semillas para evitar la
extincion. Esta orquidea es inusual, porque sus flores tienen un color rojo
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anaranjado brillante hasta casi un rojo salmén fuerte (también hay una
variedad amarilla), no visto en ninguna orquidea zapatilla de dama. Los
pétalos, de forma ovalada, son anchos. Las estrechas hojas tienen forma
eliptica. Desde entonces se ha utilizado mucho en la hibridacion (Schiff,
2018).

La Phragmipedium caudatum se considera una orquidea con una anatomia
compleja, es decir, podria contener varias especies o subespecies, basindo-
se en las diferencias de tamafio y color de las flores. Esta orquidea de tallo
corto es semiterrestre, de semilitéfita a epifita, dependiendo del sustrato.
Las flores, de color crema, tienen rayas verdosas. Los pétalos laterales en
espiral y caidos son de color rojo y muy largos, llegando incluso al suelo.
Crecen en laderas humedas y cubiertas de musgo (Gruss y Rohrl, 2009).

La Phragmipedium lindleyanum, denominada asi por Lindley, forma una
roseta de cinco hojas largas y lineales con un margen amarillo, que alcanza
una longitud de 50 cm. El racimo erguido se extiende hasta el metro de
altura. Tiene muchas flores y a veces esta ramificado en la base. Las flores
se abren sucesivamente, lo que da a la orquidea un largo periodo de flora-
cién. Las flores son verdes con venas marrones. El labio glabro, en forma
de bolsa, es amarillo, con venas rojas (Unruh et al., 2018).

La Phragmipedium longifolium, descrito en 1852 por Reichenbach y Wars-
cewicz, tiene largas hojas laceoladas sin margen amarillo, que crecen hasta
una longitud de 60 cm. La inflorescencia alcanza una longitud de un me-
tro, con unas diez flores, que se abren sucesivamente. Los largos pétalos
laterales son de color verde violaceo. El labelo glabro, mas bien pequeio,
es de color verde (Cribb y Rankou, 2017).

Los géneros aliados son Paphiopedilum, Selenipedium, Cypripedium vy el
monotipico Mexipedium. Por otro lado, se han registrado muchos hibri-
dos interespecificos. Se han realizado raros cruces entre Phragmipedium
y Paphiopedilum. El género Uropedium Lindl se incluye generalmente en
Phragmipedium. Esta orquidea se distribuye en los territorios amazénicos
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y de bosques de alta montafia situados entre Venezuela y Ecuador (Pupu-
lin y Diaz-Morales, 2018).

2.2.2. Especies registradas del género Phragmipedium

La especie Phragmipedium caudatum ha sido registrada en los paises de Bo-
livia, Colombia, Ecuador, Nicaragua y Panamé (Ministerio del Ambiente,
2017). Phragmipedium es un género cuya cualificacidén geogréfica es que las
especies registradas se restrinjan a los trépicos y subtrépicos de América
Central y del Sur. Phragmipedium richteri fue registrada en el departamen-
to de San Martin.

2.2.3. Especies del genero Phragmipedium en el Peri

+ Phragmipedium kovachii. Es una especie que se encuentra en peligro
de extincioén, la Universidad Nacional de San Martin — Tarapoto estd
desarrollando protocolos para propagar de forma in vitro, con fines de
conservacién genética (Ruiz, 2021). Phragmipedium kovachii. se carac-
teriza por tener tres o seis hojas que miden hasta 64 cm de largo, ade-
mas su flor es de color fucsia claro y puede alcanzar a 11 o 15 cm de
ancho. Un dato resaltante es que esta especie endémica se encuentra
unicamente en el Bosque de Proteccién Alto Mayo en San Martin (Mi-
nisterio del Ambiente, 2017).
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Figura 4. Phragmipedium kovachii

Nota. Tomado del Ministerio de Ambiente (2017)

Como se observa en la Figura 4, esta especie presenta una particularidad
llamativa por su color vistoso y por tener las flores mas grandes.

e Phragmipedium pearcei. Presenta hojas lineares o lanceoladas de
amarillo verdoso, los pétalos tienen patrones con lineas longitudinales.
Esta distribuida en los departamentos de San Martin y Madre de Dios
(Ministerio del Ambiente, 2017).

Figura 5. Phragmipedium pearcei

Nota. Tomado del Ministerio de Ambiente (2012)




Manuel Anibal Rodriguez Salas

e Phragmipedium besseae. Presenta hojas coridceas de color verde os-
curo, puede llegar a medir hasta 70 cm de alto, sus flores son de color
rojo brillante con marcas amarillas en la base de los pétalos y el labelo
con forma de zapatilla; por ello, tiene como nombre comun: zapatilla
(Ministerio del Ambiente, 2017), asi como se muestra en la Figura 6.
Esta especie se encuentra en los departamentos de Cajamarca y San
Martin.

Figura 6.
Phragmipedium besseae

Nota. Tomado de Elicriso. Revista sobre el entorno y la naturaleza (s.f.)

e Phragmipedium caricinum. Esta especie se caracteriza por presen-
tar hojas largas y onduladas, cuyos colores son verde con lineas marro-
nes. Tiene un sépalo en la parte superior que termina en punta, tam-
bién presenta lineas de color verde oscuro. Su labelo presenta puntos
en la parte superior y lineas marrones en la parte inferior, como se
muestra en la Figura 7. Ademads, ha sido registrado en el departamento
de San Martin.
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Figura 7.
Phragmipedium caricinum

Nota. Tomado de Elicriso. Revista sobre el entorno y la naturaleza (s.f)

e Phragmipedium boissierianum. Esta especie presenta una particu-
laridad en sus hojas, debido a que son coridceas con tonalidades verdes
y marrones, incluso tienes unas lineas finas de color blanco; sus flores
son muy llamativas de color verde claro con tonos amarillos, ademas,
sus flores estan fusionados con los sépalos, y se localiza en el departa-
mento de San Martin (Ministerio del Ambiente, 2017).

Figura 8.
Phragmipedium boissierianum

Nota. Tomado del Ministerio de Ambiente (2017)
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En la Figura 8 se muestra la estructura de Phragmipedium boissierianum,
la cual tiene un aspecto particular debido a la unién de los sépalos con las
flores, ademas, se caracteriza por tener una variedad de tonalidad del color
verde.

e Phragmipedium caudatum. También conocida como zapatito de la
reina. Esta orquidea se caracteriza por tener un porte robusto y ergui-
do, su tallo puede medir de 40 a 50 cm de alto. Sus flores son de color
amarillo verdoso con tintes de café o pirpura, como aparece en la Figu-
ra 9. Esta especie se distribuye en las zonas de Cusco, Pasco, Hudnuco,
Junin y Puno (Ministerio del Ambiente, 2017).

Figura 9.
Phragmipedium caudatum

Nota. Tomado del Ministerio del Ambiente (2012)

e Phragmipedium wallisii. Esta especie puede medir hasta 60 cm de
alto, incluso sus hojas pueden alcanzar hasta 50 cm de largo. Sus flores
se caracterizan por ser ondulados y ovalados, asi como aparece en la
Figura 10. Por ultimo, se localiza en el departamento de San Martin
(Ministerio del Ambiente, 2012).
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Figura 10.
Phragmipedium wallisii

Nota. Tomado del Ministerio del Ambiente (2012)

e Phragmipedium czerwiakowianum. Conocido como zapatito. Sus
hojas son largas, delgadas y onduladas, cuyos colores son verde con
morado y blanco. Los pétalos son muy finas y diminutas. Se encuentra
en el departamento de Hudnuco.

e Phragmipedium richteri. Esta especie tiene sus flores de forma elip-
tica finas rayadas con unos puntos en los bordes, su pétalo se carac-
teriza por tener una estructura geométrica de color verde con bordes
blancos, asi como se observa en la Figura 11. Ademais, se distribuye por
el departamento de San Martin.
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Figura 11.
Phragmipedium richteri

Nota. Tomado de Elicriso. Revista sobre el entorno y la naturaleza (s.f)

e Phragmipedium reticulatum. Los pétalos de esta especie son cres-
pos. En los labelos de esta orquidea tiene una protuberancia en forma
de cuernos (Ministerio del Ambiente, 2017).

2.3. Aspectos principales de la distribucion geografica del género
Phragmipedium

Sobre la distribucién del género Phragmipedium, esta especie crece
en los bosques muy humedos, desde el norte hasta el sur de los Andes
Orientales (Ministerio del Ambiente, 2015). Ademas, este género es na-
tivo del continente americano, aunque se ha encontrado en México me-
ridional (Chiapas), en América central y del sur, en los paises tales como
Bolivia, Colombia, Ecuador, Pert, Venezuela, Guyanas, Brasil, Panamj,
y Costa Rica. En el caso del Pert, el género Phragmipedium se distribuye
en la zona cilida y hiimeda de los departamentos de San Martin, Cerro de
Pasco, Huanuco, Loreto, Ucayali, Amazonas, asi como se muestra en la
Figura 12.
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Figura 12.
Distribucion de Phragmipedium

Nota. Tomado del Ministerio del Ambiente (2017).
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Por otro lado, la especie Phragmipedium caudatum no solo se localiza en
el pais, sino también en Bolivia, Ecuador, Nicaragua y Panam4; asi como
el caso de Phragmipedium besseae esta distribuida en Ecuador y Colombia;
Phragmipedium reticulatum y Phragmipedium czerwiakowianum se localizan
en Ecuador (Ministerio del Ambiente, 2017).

2.2.3. Especies registradas del género Phragmipedium

La especie Phragmipedium caudatum ha sido registrada en los paises de Bo-
livia, Colombia, Ecuador, Nicaragua y Panama (Ministerio del Ambiente,
2017). Phragmipedium es un género cuya cualificacion geogréfica es que las
especies registradas se restrinjan a los tropicos y subtrépicos de América
Central y del Sur. Phragmipedium richteri fue registrada en el departamen-
to de San Martin.
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CAPITULO
111

En la diversidad genética se puede identificar tres atributos: com-
posicidn, estructura y funcidén. La composicién es la identidad y variedad
de los genes, la estructura viene a ser la cantidad y distribucién de los ge-
nes dentro de la poblaciéon de una especie; por ultimo, la funcién implica
los procesos evolutivos responsables de la variacion de los genes en una
poblacidn, lo cual forma una estructura genética de la diversidad. Por lo
tanto, la diversidad genética presenta una organizacién compleja donde se
observa el grado de similitud entre los pares de unidades, donde la varia-
bilidad genética es objeto de estudio de la evolucion (Caruso et al., 2015).

Con respecto a los marcadores genéticos son elementos que permiten
identificar la variacién genética de una especie. Se puede identificar a tra-
vés de una reaccién de cadena de la polimerasa. Ademds, Barrientos (2017)
sefiala que los marcadores genéticos son mutaciones que estin ubicados
en la secuencia del ADN, ademis, estas presentan un modo de herencia
conocido y son relativamente ficiles de identificar. Asimismo, presentan
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una posiciéon conocida dentro del genoma y son analizados a través de
técnicas moleculares.

Mayormente, los marcadores genéticos son utilizados para estudios de
vegetales, y los resultados de estos marcadores se obtienen a través de
diversas técnicas como polimorfismo en la longitud de fragmentos de res-
triccién (RFLP), polimorfismo amplificado al azar (RAPD), polimorfismo
en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP), entre otros. La técnica
de AFLP, segin Remoén y Pena (2018), contribuye a la exploracion répida
de los polimorfismos del genoma.

Por otro lado, las tecnologias basadas en el empleo de marcadores mo-
leculares son de utilidad para el estudio de similitud y distancia genética
que ayuda a obtener una clasificacién de los mismos en diferentes gru-
pos. Ademds, Angarita et al. (2017) sostienen que las técnicas moleculares
como RAPD y RFLP permiten el estudio de un genoma completo o se-
cuencias especificas de ADN de secuencias largas o cortas con la finalidad
de detectar y analizar secuencias de interés para las investigaciones rela-
cionadas a la genética. En cuanto a la técnica de AFLP, Sudrez-Contreras
(2017) resalta la importancia de ella por su contribucién al estudio de la
biologia molecular y genética

Por lo tanto, en este capitulo se desarrollard con mayor profundidad so-
bre las nociones elementales que estin comprendidas por los marcadores
genéticos y moleculares, asi como las diversas técnicas mencionadas para
el estudio genético y taxonémico de especies de flora.

3.1. Conceptos elementales de los marcadores genéticos

Un marcador genético es cualquier caracter o fenotipo visible que de al-
guna forma es analizada, los alelos o loci segregan del modo mendelia-
no, como el caso de los guisantes estudiados por Mendel. Los marcadores
genéticos morfoldgicos fueron los primeros que se utilizaron e incluso
ahora es la base del mejoramiento genético convencional (Turchetto et
al., 2017).
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Entonces, con el avance de la ciencia, se puede decir que el marcador ge-
nético ha contribuido con el mejoramiento genético de ciertas especies,
incluso con la conservacién de la misma, debido a un proceso de extin-
cién de productos alimenticios o tipos de plantas, ya que hoy en dia el uso
indiscriminado de ciertas especies y la comercializacién de flora exdtica
estan ocasionando la extincién de alguna de ellas; por ello, es fundamental
este estudio para su preservacion.

El marcador genético es aplicado “a cualquier parte de la planta y en cual-
quier estado de desarrollo de la misma, y permiten identificar los cam-
bios en el ADN, una molécula que esta presente en todas las células y que
no estd condicionada a cambios ambientales. Asimismo, contribuye en
la identificacion varietal de alguna variedad de mutacién” (Ibafiez et al.,
2020, p. 170). Entonces, los marcadores genéticos son aplicados a cual-
quier desarrollo que presente la planta u otro organismo, donde se podra
verificar los cambios que haya realizado el ADN.

Ademis, los marcadores genéticos son mutaciones que se presentan en
la secuencia de ADN que presentan un modo de herencia conocido y son
relativamente sencillos para identificar. Presentan una posicién conoci-
da dentro del genoma y son analizados a través de técnicas moleculares.
Estas mutaciones pueden localizarse dentro del gen responsable de cierto
fenotipo o locus; este ultimo debe ser polimoérfico para ser caracterizado
informativo (Barrientos, 2017). En otras palabras, este segmento de ADN
es el elemento clave que facilita la busqueda de la causante de una enfer-
medad hereditaria porque permite rastrear su origen.

Entonces, los marcadores genéticos son caracterizados como cualquier
elemento que permite diferenciar entre las caracteristicas de un indivi-
duo. Ademis, son ficiles de visualizar, ya que generalmente estd contro-
lado por un dnico gen que permite diferenciar de otros como en la for-
ma de las hojas, flores u otras partes de una planta. Los marcadores de
ADN son caracterizados por la variacién de secuencias de ADN entre los
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individuos. Las diferencias entre las secuencias de nucleétidos entre los
individuos permiten detectar diferencias o similitudes.

3.2. Marcadores morfoldgicos o fenotipicos

Los marcadores morfolégicos fueron los primeros en ser utilizados para
estudios de caracterizacién y de genética en poblaciones; a través de ello se
logré identificar los caracteres altamente heredables para determinar las
frecuencias génicas y la identidad de los individuos; por ello, esta técnica
es adecuada para el estudio de la variacién (Rodriguez, 2016).

Estos marcadores morfolégicos o fenotipicos establecen las bases para
identificar y diferenciar las variedades de una especie; es decir, se especifi-
calos caracteres de una especie o individuo en un ambiente especifico. Por
ejemplo, el marcador morfolégico de una orquidea es el peso o tamano.

Ademis, estos marcadores morfolégicos son herramientas de gran im-
portancia porque permite determinar variedades de especies como, por
ejemplo, variedades de especies cultivadas, que esta puede coincidir con
conocimientos ancestrales de la comunidad. A través de estas caracteri-
zaciones se puede determinar los fenotipos de una especie. Ademais, es-
tos marcadores morfolégicos son utilizados para estudios paleontolégicos
con la finalidad de caracterizar especies de animales o plantas extintas (Po-
rras, 2017).

Por lo tanto, los marcadores morfoldgicos son técnicas elementales para
identificar las progenies originadas entre dos variedades de una especie.
Asimismo, contribuyen con la investigacién para determinar la diversi-
dad de la poblacién de una especie determinada. Su uso es fundamental, ya
que permite conocer la clasificacién taxonémica de ciertas especies. Ma-
yormente se encuentra nuevas especies de plantas y se necesita estudiarla
para poder encontrar y ubicarla a un grupo taxonémico.
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3.3. Marcadores basados en ADN o moleculares

Los caracteres bioquimicos y moleculares pueden considerarse como mar-
cadores genéticos. Los marcadores moleculares proveen gran cantidad de
informacién por lo que permite estimar la diversidad genética neutral,
hacer comparaciones entre individuos y poblaciones. Por otro lado, la
aplicacién de marcadores de ADN ha facilitado en la clasificacién de ma-
teriales, deteccién de duplicados y la identificacién del origen geogréfico
(Caruso et al., 2015). Incluso en la investigacion genética, a través de estos
marcadores se puede conocer el parentesco, asi como también identificar
genes responsables de crecimiento o resistencia a ciertas enfermedades.

El uso de marcadores moleculares permite determinar la identidad de los in-
dividuos de poblaciones naturales problematicos para los criterios basados en
caracteres morfologicos de la taxonomia clésica, lo cual facilita la identifica-
cién a nivel especifico (Rosero-Galindo et al., 2016). Debido a ello, se puede
reconocer de manera sencilla los caracteres morfolégicos de una especie por-
que sus expresiones son faciles detectar, debido que son observables y cuanti-
ficables y, de este modo, se procede a la respectiva clasificacién.

Los marcadores moleculares o genéticos son segmentos de ADN que pre-
sentan una ubicacién identificable en un cromosoma. En los dltimos afos,
diversos estudios han evidenciado que los tipos de marcadores molecula-
res han desarrollado a ser dominantes; es decir, no distinguen el individuo
homocigoto, ademas se ha desarrollado marcadores de tipo codominante
que son capaces de distinguir entre homocigotos y heterocigotos, como
es el caso de los microsatélites (SSR), que son las repeticiones de algunas
bases (Ibafiez et al., 2020).

Entonces, los marcadores moleculares han logrado convertirse en una
herramienta fundamental en el campo de la ciencia bioldgica, debido a
que esta técnica molecular permite identificar la distribucion de los ge-
nes. Ademads, los diferentes tipos de marcadores se diferencian debido a
su capacidad de detectar polimorfismos en loci unicos o multiples. Cabe
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resaltar que los polimorfismos son mutaciones o cambios en el ADN
(Martinez, 2021). Por lo tanto, se infiere que los marcadores son elemen-
tos importantes para detectar cualquier anomalia que presente el ADN,
asi como también la distribucion de los genes.

Otro uso que tienen los marcadores moleculares es confirmar la estabi-
lidad genética y detectar la variacion entre plantas, incluso dentro de un
grupo cerrado de plantas (Lema-Rumiriska et al., 2018). Es fundamental
conocer alguna especie de plantas que posea una variacion genética, por-
que a partir de ello se puede tomar o plantear medidas de conservacién y
manejo de recursos, ya que el ser humano esta en constante uso de estos
recursos que podria ocasionar la extincién de alguna de estas especies.
Ademais, es necesario enfatizar que el mundo esta en constante cambio, y
lo que hay ahora es producto de una variacion.

Por ultimo, acerca de los marcadores moleculares, Bobadilla-Larios et al.
(2017) sefialan que el marcador molecular forma parte de las estrategias de
analisis genético. Los marcadores del ADN se basan en el anilisis de las di-
ferencias en pequenas secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas
empleadas son diversas y pueden ser de cardcter dominante o codominan-
te. Entonces, los marcadores moleculares tienen la ventaja de detectar las
variaciones directas en el ADN, se comportan de forma estable y no son
afectados por el ambiente. Por otro lado, es necesario tener en cuenta que
los marcadores moleculares no siempre van a considerarse como genético.

Con respecto a la caracterizacion de los marcadores moleculares de ADN
es la extraccion de ADN que presenta buena concentracién y calidad,
siendo en los vegetales un punto critico debido a la gran cantidad y diver-
sidad de metabolitos secundarios que producen, lo cual puede ocasionar
problemas durante el proceso de extraccion. En relacion a la amplificacién
mediante reaccién en cadena de la polimerasa mediante el uso de marca-
dores ISSR, esta ofrece una serie de ventajas como la alta variacién que se
detecta, asi como su reproducibilidad, que no necesita de altas concentra-
ciones de ADN (Quijano y Prieto, 2020).
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En relacién a los marcadores moleculares de ADN se desarrollara cuatro
puntos: el polimorfismo de longitud de fragmento de restriccién (RFLP),
el ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), los microsatélites (SSR)
y el polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP).

Figura 13.
Popularidad de los marcadores moleculares
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Nota. Tomado de Turchetto et al. (2017)

En la Figura 13 se observa la popularidad que se ha tenido el uso de los
marcadores desde el afio 1980 hasta el 2017. Dentro de los cuatro mar-
cadores a desarrollar, el SSR es el que se usa mas en los tltimos afnos y el
menos usado es el ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD).

e Polimorfismo de longitud de fragmento de restricciéon (RFLP).
Viene a ser el resultante de la variacién de una secuencia de ADN re-
conocida por las enzimas de restriccién usadas para cortar secuencias
de ADN en lugares conocidos. Estos son empleados como marcadores
genéticos. Ademis, este método es comunmente empleado debido a su
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rapidez en la obtencién de resultados, otra ventaja de esta técnica es
que se necesita un minimo de instrumentos de laboratorio (Angarita
et al., 2017).

Las tecnologias basadas en el empleo de marcadores moleculares son
de utilidad para el estudio de similitud y distancia genética que ayuda
a obtener una clasificacién de los mismos en diferentes grupos. Con el
tiempo, el ADN se convirtié como la base para el estudio genético, tales
como el RFLP que son mis estables y son capaces de detectar mayores
niveles de polimorfismos. Entonces, esta herramienta contribuye con
el estudio del genoma. Ademads, tiene como ventaja la rapidez de sus
resultados y el acceso a los instrumentos de laboratorio.

e ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD). El ADN polimérfi-
co amplificado al azar fue propuesto por Welsh, McClelland, Williams
en 1990. Esta técnica es utilizada para el estudio relacionado a la iden-
tidad genética, asi como la variacién de cultivo, ademis esta técnica

se utilizé junto a los marcadores ALFP y SSR (Lema-Rumiriska et al.,
2018).

También es conocido como polimorfismo amplificado aleatorio ADN.
En esta técnica se emplea marcadores moleculares con el propésito de
amplificar a través de la RCP (reaccion en cadena de la polimerasa) de
secuencias cortas de ADN polimérfico, empleando un cebador de se-
cuencia corta. Como esta técnica se basa en la RCP, necesita control so-
bre ciertos factores que pueden influir con el desempertio de la técnica
como los dNTPs, TagDNA polimerasa, la temperatura de hibridaciéon
y la integridad de la cadena de molde (Angarita et al., 2017).

El anilisis de RAPD es una técnica muy utilizada debido a que permite
la deteccién rapida de polimorfismos en diferentes loci con solo utilizar
cantidades de nanogramos de ADN gendmico, asimismo, se puede rea-
lizar este andlisis en organismos que no presenten mucha informacién
relacionada a su secuencia gendémica (Gonzilez et al., 2018).
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La deteccién rapida de polimorfismos, que vienen a ser las variantes
de una secuencia de ADN, es gracias a la técnica del polimorfismo am-
plificado aleatorio ADN, debido a la utilizaciéon de la poca cantidad de
nanogramos de ADN genémico. Estos marcadores RAPD se caracteri-
zan por ser dominantes, ademds, esta técnica es muy utilizada para los
estudios de la identidad genética y el grado de diversidad genérica.

Por ultimo, con respecto a las nociones basicas del RAPD, esta técnica
sigue siendo el marcador de eleccion para la evaluacion de la variabili-
dad genética entre diferentes accesiones de una especie. Este marcador,
como herramienta, es fundamental para estudios de diversidad genéti-
ca en cultivos de importancia econémica porque permite corroborar la
variabilidad molecular existente en los cultivos, lo que permite mejo-
rar, conservar y enfrentar a plagas y enfermedades (Arias et al., 2018).

Tabla 2.
Ventajas y limitaciones del RAPD

Ventajas Limitaciones

- Produce un gran nimero de - Se caracteriza por ser de baja
bandas que luego se pueden reproducibilidad.
utilizar para la caracterizaciéon - Es dominante.
individual. - Es dificil de analizar, incluso para
- La técnica es simple y rapida. las comparaciones de estudio.

Nota. Adaptado de Turchetto et al. (2017)

En la Tabla 2 se muestra las ventajas y limitaciones que tiene el marca-
dor ADN polimérfico amplificado al azar. Entonces, la técnica RAPD
es un marcador dominante que permite la amplificacién de la RCP.
Ademis, este marcador contribuye en la evaluacion de la variabilidad
genética que permite estudiar a una especie, con el propésito de identi-
ficar estrategias que permita enfrentarse a ciertos problemas que pueda
afectar a los cultivos, incluso para preservar su especie que se encuentra
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vulnerable antes diversos cambios ambientales o naturales, incluso por
amenaza humana.

Microsatélites (SSR). Los marcadores de microsatélites (secuencias
simples repetidas) se us6 por primera vez en la cartografia genética en
humanos y desde ahi se han utilizado ampliamente en varias areas de
la ciencia Este tipo de marcador se basa en la amplificacién por PCR de
regiones especificas del genoma utilizando un par de cebadores especi-
ficos del locus. Los microsatélites abundan en el genoma, y son faciles
de automatizar. Por ultimo, los patrones de polimorfismo exhibidos
por los SSR son mayores que cualquier otro marcador contemporaneo
(Turchetto et al., 2017).

Tabla 3.
Ventajas y desventajas de la SSR

Ventajas Limitaciones

- Comportamiento complejo

Altamente informativo mutacional

Es ficil de aislar - Alelos nulos

Codominante - La comparacién entre los estudios
Alta reproducibilidad requiere de preparacién especial.

- Especie especifico

Nota. Adaptado de Turchetto et al. (2017)

En la Tabla 3 se observa las ventajas y limitaciones de la secuencia sim-
ple repetidas. Por otro lado, Martinez (2021) sefiala que los marcadores
de tipo SRR son unidades cortas que puede variar de 1 a 6 pares de
bases y suelen a repetirse de manera indeterminada en genomas de or-
ganismos eucariotas y procariotas.

Asimismo, Ferndndez (2018) sostiene que los microsatélites, también
conocidos como STR, son secuencias cortas de ADN que se repiten
en tindem; es decir, entre un conjunto de serie de elementos, cuyo
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tamano oscila entre 2 y 6 pb que son distribuidas en los genomas, ade-
mads, muestran alto nivel de polimorfismo alélico. De este modo, los
microsatélites estan relacionados a la repeticién de las unidades cortas
del ADN, que incluso pueden identificar alguna variedad o mutacién
en el genoma.

Otros estudios confirman que los microsatélites vienen a ser las repe-
ticiones de algunas bases, generalmente entre 2 y 6 que pueden variar
entre cromosomas homologos. Ademas, las caracteristicas de los mi-
crosatélites permiten el empleo de un conjunto de ellos para ser usado
en identificacion varietal. Se dice que la combinacién de varios micro-
satélites puede ser altamente eficaz para discernir entre grupos varie-
tales o para identificar una variedad hibrida; sin embargo, el empleo
de los microsatélites en la identificaciéon de variedades procedentes de
mutacién tanto naturales como inducidas es poco eficaz. La probabili-
dad de que una mutacién afecte al microsatélite escogido es baja (Ibé-
fiez et al., 2020).

Entonces, los microsatélites son las repeticiones de algunas bases que
permite la identificacion varietal donde se muestra las caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas, fisiolégicas y otras caracteristicas que di-
ferencien a una especie de otra; por ejemplo, especies de plantas o se-
millas. Por ello, se dice que a través de esta técnica se puede conocer
la variabilidad de las especies incluso su mutacién. Las variaciones en
especies de plantas y animales son altas en los microsatélites, pero esto
no impide alguna alteracién en los resultados.

e Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP). Esta técnica contribuye en la investigacion sobre la biologia
molecular y diversidad genética, y provee en el anilisis del fingerprin-
ting o identificacion de aislamiento (Suarez-Contreras, 2017). Los mar-
cadores de AFLP permiten una exploraciéon rapida de los polimorfis-
mos del genoma, incluso no necesita informacién previa del genoma
para su aplicacién (Vos et al., 1995, Montalvo et al., 21012, citado en
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Remon y Pefa, 2018).

Entonces, la técnica de AFLP beneficia al estudio de la biologia mole-
cular y diversidad genética, asi como también contribuye al analisis de
identificacién de aislamiento. Asimismo, contribuye a los estudios ex-
ploratorios de los polimorfismos del genoma; es decir, el polimorfismo
es el elemento responsable de la variabilidad existente entre los indivi-
duos de una misma especie; por ello, los autores senalan que durante
la exploracién no se necesita una informacion previa del genoma para
aplicarlo en la investigacion.

El AFLP se basa en la amplificacion selectiva por la reacciéon en ca-
dena de la polimerasa (PCR) de fragmentos de restriccion generados
por enzimas de restriccién especifica y vinculado a adaptadores de oli-
gonucledtidos. Ademads, esta es una técnica popular para estudios de
genética, diversidad de poblaciones, estudios ecoldgicos y evolutivos.
Otra particularidad del marcador AFLP es que muestra una herencia
dominante, siendo genotipo por la presencia o ausencia de bandas o
alelos. Por otro lado, esta técnica sigue siendo relativamente caro y re-
quiere una gran cantidad de mano de obra y conocimientos técnicos
(Turchetto et al., 2017).

Tabla 4.
Ventajas y limitaciones del AFLP

Ventajas Limitaciones

- Gran nimero de marcadores por

reaccion - Marcador de tipo dominante
- Elevada reproducibilidad . P o
.. - Homoplasia de tamao de las
- Esrapido

. — bandas generadas
- No se necesita tener conocimiento

previo del genoma

Nota. Adaptado de Turchetto et al. (2017)
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En la Tabla 4 se observa las ventajas y limitaciones que se tiene al aplicar el
marcador del polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados.
Entonces, a partir de ello se puede concluir que AFLP es una herramienta
fundamental para la investigacion relacionada a la biologia molecular y la
genética, cuyo objeto de estudio es la exploracién del polimorfismo, este
ultimo se encuentra en las regiones codificantes del genoma y en las zonas
no codificantes. Una particularidad resaltante del AFLP es que analiza al
azar las regiones del ADN que se encuentran distribuidas en el genoma.

3.4. Espaciadores transcritos internos (ITS) del ADN ribosomal

En primer lugar, es importante precisar sobre los genes ribosomales; los
espaciadores asociados a los genes ribosomales son conocidos como ADN
ribosomal (ADNTr). En los eucariotas superiores, el ADNr comprende de
dos familias multigénicas diferentes: mayor y menor. La estructura secun-
daria de estos genes, las diversas tasas de evolucién entre las variedades
de regiones y la organizacion de los genes ocasionan que el ADNr sea un
candidato atractivo para la clasificacién de las especies y poblaciones, asi
como también para los estudios filogenéticos y el andlisis de la estructura
genomica (Ferndndez, 2018).

Cabe resaltar que el ribosoma es un organelo intracelular que sintetiza
proteinas, ademas se compone de proteinas y ARN ribosomal, que es co-
dificado por el ADN ribosomal. Con respecto al ADN ribosomal nuclear,
este presenta a los genes ribosomales organizados en unidades de trans-
cripcién que se encuentran de manera repetidas y dispuestas en agrupa-
ciones, y su estructura se encuentra de forma especifica (Pimentel, 2020).

Figura 14.
Diagrama de repeticiones de ADN ribosomal
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Nota. Tomado de Pimentel (2020)

En la Figura 14 se observa un caso de repeticiones tindem de ADN ribo-
somal. Ferndndez (2020) sefiala que el 18S, 5.8S y 28S son los tractos del
segmento génico del ADNr eucariota. En la figura se estructura en NTS
(espaciador no transcrito), ETS (espaciador transcrito externo) e ITS (es-
paciadores transcritos internos).

En segundo lugar, el analisis de secuencias de espaciadores transcritos in-
ternos (ITS) cumple una funcién primordial en los estudios de filogenia
(Ortiz et al., 2018). Ademds, esta secuencia de regiones espaciadoras trans-
critas internas de ADN ribosomal es aplicada en la taxonomia, debido a
su alto grado de polimorfismo entres especies que se encuentran relacio-
nadas. Incluso las regiones ITS estin rodeadas por secuencias que facili-
tan la estructuracion para ampliar la reaccion en cadena de la polimerasa
(Jaramillo-Pineda et al., 2015). Entonces, los ITS estén relacionados a las
secuencias que permiten la reaccion de la cadena de la polimerasa (RCP).

Con respecto a los espaciadores transcritos internos, esta regiéon puede
amplificarse facilmente por RCP, utilizando cebadores que anillen en los
genes de flanqueo conservados, asimismo constituyen uno de los marca-
dores mas utilizados en el campo de la filogenética y diferenciacién de es-
pecies (Fernindez, 2018). Por lo tanto, el uso de los ITS resalta el estudio
taxondomico de las especies e incluso la evolucién de sus variantes, ya que
este forma parte del proceso de amplificacion de las secuencias de ADN.




ANALISIS DE LA

; BIODIVERSIDAD DEL
CAPITULO GENEROPHRAGMIPEDIUM
1\Y% DE ORQUIDEAS PERUANAS
A TRAVES DE MARCADORES
MOLECULARES DE ADN

Las orquideas son plantas de tipo ornamental mas pedidas en el mer-
cado peruano, debido a su belleza y colores vistosos, incluso tiene un valor
comercial importante en el pais. Las orquideas del género Phragmipedium
comprende de 34 especies divididas en seis secciones Phragmipedium, Hi-
mantopetalum, Platypetalum, Latifolio, Micropetalum y Schluckebieria.

El Pert posee 10 especies de este género: P. pearcei, P. besseae, P. caricinum,
P. boissierianum, P. caudatum, P. wallisii, P. czerwiakowianum, P. richteri, P. re-
ticulatum y P. kovachii, por lo que este estudio tiene por objetivo evaluar la
diversidad y distancia genética de ocho especies del género Phragmipedium
a través de la técnica de polimorfismo de la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP). Esta técnica es una herramienta genética que per-
mite analizar la taxonomia del género Phragmipedium.

En este capitulo se desarrollard con mayor profundidad la metodologia
para la obtencién de datos como la recolecciéon de hojas de cada especie
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nativa que estan registradas por el Instituto Nacional de Recursos Natura-
les (INRENA), asi como el anélisis de sus resultados.

Objetivos
Objetivo general

Estudiar la biodiversidad del género Phragmipedium de orquideas nativas
peruanas usando marcadores moleculares de ADN.

Objetivos especificos

+ Estudiar la filogenia de colecciones de Phragmipedium peruanos por
marcadores moleculares y mediante el analisis filogenético.

+ Establecer la Técnica de AFLP para el estudio de la biodiversidad de
orquideas del género Phragmipedium

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Material biologico

Se colect6 las hojas jévenes de cada especie nativa para el estudio, de las
especies P. kovachii, P. pearcei, P. caricinum, P. boissierianum, P. besseae, P.
caudatum, P. wallisii y P schlimii del vivero Peruanino S.R.L registrado por
INRENA en las ciudades de San Ramén y Palca (Junin) y Lima. Se obtuvo
un espécimen por especie y se almacené con adecuada humedad en bolsas
plasticas tipo ziploc para su traslado al laboratorio de la Universidad Caye-
tano Heredia donde se lavaron, esterilizaron y en una balanza analitica se
peso 4 gr. de hojas de cada especie rotulada y se almacend en una refrigera-
dora a =70 °C hasta su utilizacién. Para los analisis de la variacién genética
se requiere de una alta calidad de pureza del ADN para realizar la reaccién
de PCR para la caracterizacién molecular y evaluacién de la variabilidad,
similitud, diferencia e identificacién genética molecular interespecifica de
las especies del género Phragmipedium, utilizando tecnologia de AFLP.
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Extraccion de ADN

Para la extraccién de ADN se utilizé hojas jévenes de las especies a estu-
diar segtn los protocolos Doyle y Doyle (1990) y modificado a mediana
escala por Ghislain (1997).

Determinacion de la concentracion del ADN extraido.

La estimacién de la concentraciéon ADN de las muestras se realiz6 com-
parandola con la concentracion del estindar de ADN lambda (A) digerida
con la enzima de restriccién Pst I de tamano molecular de 48502 pb en
gel de agarosa al 1%. El estindar se encontraba a una concentracién de
280 ng/ pL, cuya banda de mas alto peso molecular es de 14000 pb. De-
terminada la concentracién del ADN de la muestra, se preparé diluciones
que contenian 300 ng de ADN en agua libre de nucleasas o Nuclease Free
Water NFW (SIGMA). Para comprobar si la cuantificacion es correcta se
corrieron 300 ng de ADN en gel de agarosa al 1 % obteniéndose bandas de
intensidad uniforme.

Técnica de AFLP
La técnica de AFLP presenta tres grandes pasos (Vos et al., 1995):

Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion y ligacion de
los adaptadores. El ADN gendémico es digerido simultdneamente con
endonucleasas de restriccién: Eco RI y Msel. Eco Rl tiene un sitio de reco-
nocimiento de 6 pares de base para el corte (G/AATTC), y Msel reconoce
4 pares de base (T/TAA). Usando ambas enzimas se generan tres tipos de
fragmentos de extremos cohesivos: Eco/Eco, Eco/Mse y Mse/Mse, estos
fragmentos se encuentran en el rango ptimo (<1Kb) para una separacién
en gel denaturante de poliacrilamida. Durante el uso de las enzimas liga-
sas se une a los extremos libres de los fragmentos digeridos adaptadores
sintéticos que tienen una secuencia complementaria a los iniciadores que
se usaran en el siguiente paso.
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La calidad de ADN es un factor critico en la obtencién de marcadores de
AFLP confiables, ademis debe ser de buena calidad, no degradado, sin
contaminantes, ni inhibidores.

Serd realizada de acuerdo al procedimiento descrito por los protocolos
CIP especifico para plantas a partir de hojas.

1. Digestion del ADN. Se preparé una soluciéon que contenia ADN ge-
némico, agua libre de nucleasas (SIGMA), BSA(NEB), buffer de re-
accion OPA (PHARMACIA), enzimas Msel (NEB) y EcoRI (GIBCO)
en las cantidades como se muestra en la Tabla 5. Posteriormente la
solucion se incub6 a 37 °C por 3 horas y 15 minutos y para inactivar las
endonucleasas de restriccion a 70 °C obteniéndose el ADN digerido.

Tabla 5.
Solucion para la digestion del ADN

Soluciones Vol. / tubo (uL)

BSA (10mgr/ml) 0,50

OPA 10X 5,00

Msel (10 unidades/uL) 0,50
EcoRI (10 unidades /puL) 0,50
ADN genémico (100 ng/puL) 5,00
Agua libre de nucleasas (uL) 38,50
Vol. final x tubo (uL) 50,00

2. Ligacion de los adaptadores. Los fragmentos producidos después de
la digestiéon del ADN son ligados con los adaptadores especificos de
cada enzima en los extremos de cada fragmento digerido. Para lo cual
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se prepar6 una solucién que contenia ADN digerido, T4 ADN Ligasa
(PROMEGA), Buffer de reaccion, adaptador Msel ((NEB), adaptador
EcoRI (GIBCO), agua libre de nucleasas (SIGMA), en las cantidades
como se muestra en la Tabla 6, posteriormente la solucién se incub6 a
temperatura ambiente (20 °C) por 3 horas, si no se utiliza se almacena a
-20 °C, para posteriormente realizar la pre-amplificacion.

Tabla 6.
Solucion de ligacion de adaptadores

Soluciones Vol. (uL)

T4 ADN Ligasa (1 unidad / pL) 0,33
Buffer de Ligacién 10 X 1,00
Adaptador Msel (10 unidades/pL) 1,00
Adaptador EcoRI (10 unidades/pL) 1,00
Agua libre de nucleasas. (uL) 6,67
ADN digerido (uL)) 50,00

3. Amplificacion de los fragmentos digeridos. Los fragmentos
Eco/Mse fueron amplificados sobre los fragmentos Eco/Eco o Mse/
Mse. Se realizaron dos amplificaciones PCR consecutivas, la pri-
mera, llamada preamplificacién de los fragmentos digeridos, en el
cual se usaron iniciadores o primers con secuencia complementa-
ria a la secuencia de los adaptadores, més una base selectiva (Eco+A
y Mse+C) complementaria a la secuencia del fragmento, con ello se
consigui6 la reducciéon del nimero de fragmentos a analizar. El pro-
ducto de esta amplificacion es diluido y se usa como molde para una
segunda amplificacién PCR llamada amplificacion selectiva, en ella se
pueden usar diferentes combinaciones de iniciadores o primers con
tres bases selectivas, en este paso los iniciadores pueden ser marca-
dos con 33P o 32P (método radiactivo), con productos fluorescentes
(método de fluorescencia) o simplemente no ser marcados (método de
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tincién de nitrato de plata). El diseo de dos amplificaciones consecuti-
vas hace mads reproducible el patrén de bandas y ademads se obtiene un
numero de fragmentos amplificados que va de 10 a 100 con un prome-
dio de 50.

Reaccion de pre-amplificacion.

Consiste en utilizar un set de iniciadores o primers complementarios a los
adaptadores. Estos primers no son selectivos, los cuales reconocen todos
los sitios para E 01 y M 02 que da lugar a los fragmentos pre-amplificados,
los que a su vez serdn utilizados como templados para la amplificacion.

Para esta reaccion se prepard la solucién que contenia ADN ligado (del
paso anterior), MgCl2, buffer de reacciéon, dNTPs (PROMEGA), primers
E 01 (INVITROGEN) y primers M 02 (INVITROGEN), tag polimerasa
(PROMEGA) y agua libre de nucleasas (SIGMA) como se muestra en la
Tabla 7.

Tabla 7.
Solucion de reaccion de preamplificacion
Soluciones Vol./ tubo (puL)
MgCl2 (25 mM) 2,50
Buffer 10 X 2,50
dNTPs (10 mM) 0,50
E 01 primer (10 uM) 0,70
M 02 primer (10 uM) 0,70
Taq Polimerasa (5 unidades/pL) 0,20
Agua libre de nucleasas 15,90
ADN ligado (de la reaccién anterior) 2,00

Volumen total 25,00
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La reacciéon de pre-amplificacion de PCR se realizé en el termociclador
(PTC 100 M]J Research, Inc) el cual se programoé con las siguientes condi-
ciones de temperatura y tiempo:

1 ciclo de 72 °C 2 min.
26 ciclos de 94 °C 30 seg.
56 C 1 min.
72°C 1 min.
1 ciclo de 72 °C 5 min.
Indefinido 4 °C termina el programa.

Después de terminado la reaccién se llevé el volumen inicial a 100 pL con
agua libre de nucleasas (SIGMA) y se almacen6 a — 20 °C hasta su utiliza-
cion.

Amplificacion selectiva.

Para esta reaccidn se utilizé varias combinaciones de primers especificos
que contenia 3 nucledtidos adicionales en sus extremos 3’ para amplificar
un numero menor y especifico de fragmentos de ADN.

Se prepar6 una solucién que contenia ADN pre-amplificado, MgCl2, bu-
ffer de reaccién, dANTPs (PROMEGA), primers EcoRI (INVITROGEN) y
Msel (INVITROGEN), tag polimerasa (PROMEGA) y agua libre de nu-
cleasas (SIGMA), en las cantidades como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8.
Solucion de reaccion de amplificacion selectiva
Soluciones Vol / tubo. (uL)
MgCI2 (25 mM) 1,00

Buffer 10 X 1,00
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I EE———
Soluciones Vol / tubo. (uL)

dNTPs (10 mM) 0,40

EcoRI primer (10 uM) 2,00
Msel primer (10 uM) 2,00

Taq Polimerasa (5 unidades /pL) 0,15
Agua libre de nucleasas 1,45
ADN pre-amplificado (10 ng/uL) 2,00
Volumen total / tubo (uL) 10,00

La reaccion de amplificacion de PCR se realizé en el termociclador (PTC
100 M]J Research, Inc) el cual se programoé con las siguientes condiciones
de temperatura y tiempo:
1 ciclo de 94 °C 2 min.
65 °C 20 seg.
72 °C 2 min.
12 ciclos de 94 °C 30 seg.
65 °C 30 seg.
72 °C 2 min.
20 ciclosde 94 °C 30 seg.
56 °C 30 seg.

72 °C 1 min.

Indefinido 4 °C termina el programa.
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Las muestras que no fueron utilizadas para electroforesis se almacenaron
a-20°C. 3.5

Analisis electroforético de los fragmentos amplificados

Los productos de la amplificacion selectiva fueron separados en gel de po-
liacrilamida al 6 % en condiciones denaturantes. Los patrones de bandas
obtenidos fueron analizados por visualizacion directa mediante el método
tincién con nitrato de plata.

Analisis e interpretacion de resultados

Los diferentes fragmentos polimérficos producidos con cada par de ini-
ciadores fueron nombrados con un nimero (sistema binario) y en forma
secuencial. A la presencia de los fragmentos o banda de cada especie se le
asignoé el nimero 1, a la ausencia el 0. Solo aquellos fragmentos que mues-
tren separacién con media y alta intensidad fueron considerados para el
analisis, las bandas tenues no se consideraron porque no influyen en los
resultados, y si se consideran podrian conducir a error de interpretaciéon y
obtener resultados no veraces. Los fragmentos monomérficos o comunes
a todas las especies o variedades no se consideran en el analisis de la bio-
diversidad, porque en AFLP solo se utilizan los fragmentos polimérficos
0 NO comunes.

Los fragmentos monomorficos, también denominados marcadores co-
migrantes, no pueden ser considerados como marcadores homoélogos
si la secuencia de nucleétidos es diferentes (Mechanda et al., 2004 y
Casallo 2000) y si presentan la misma secuencia de nucleétidos es con-
siderado como marcador homologo, por lo tanto estin ubicados en la
misma posicién y que representan alelos del mismo locus, pudiendo
presentar una variacién hasta 5 bases en la secuencia de nucleétidos
segin Rouppe van der Voort (1997), debido a que se presentan como
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bandas homoplasicas; es decir, generados con la misma combinacién
de primers y presentan el mismo tamano en los geles de electroforesis,
pero ubicados en diferentes loci generados por los métodos molecu-
lares que generan gran cantidad de marcadores como los AFLP, en
otros métodos de marcadores como RFLP y SSR los marcadores mo-

nomorficos o homoplésicos son mucho menos frecuentes (Ghislain et
al., 2000, Casallo, 2000).

Las relaciones basadas en la distancia binaria de similaridad (simila-
ridad = 1 - disimilaridad) entre las especies, son presentadas en un
dendograma obtenido con el método de agrupamiento de distancia ge-
nética descrita por Jaccard y usadas para construir el arbol filogenéti-
co UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean)
que es aplicado para AFLP usando el software NTSYS (Rohlf, 2009)
y como lo confirman trabajos realizados por Van Droogenbroeck et
al. (2002), Coulibaly et al. (2002), Nguyen et al. (2004), Morales et al.
(2004) y Segovia-Lerma et al. (2003). Para verificar la solidez de los
resultados obtenidos mediante este método se utilizé el software STA-
TA CLUSTER ANALYSIS RELEASE 8 para los datos binarios para
distancia de similaridad.

Resultados
Extraccion y cuantificacion del ADN

Se logré extraer una buena cantidad y calidad de ADN de cada especie
sin contaminantes y no degradados. Se estimé su concentracién en gel
de agarosa al comparar la intensidad de la banda de ADN de la muestra
con el estindar de ADN lambda digerida con Pst I (Ver Figura 15y
Tabla 9).
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Figura 15.
Corrida electroforética de ADN en gel de agarosa y tefiidos con bromuro de
etidio de orquideas del género Phragmipedium
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Muestras:

A= Estandar de ADN lambda digerido con Pst I

1= Phragmipedium pearcei.
2= Phragmipedium caricinum
3= Phragmipedium boissierianum

4,8 = Phragmipedium besseae
5= Phragmipedium wallisii

6= Phragmipedium caudatum
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7= Phragmipedium kovachii
9= Phragmipedium schlimii

Tabla 9.

Diluciones de ADN utilizadas en las reacciones de AFLP para cada especie de
orquideas del Género Phragmipedium

Fuente 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Concentracién
inicial de ADN 200 230 250 250 210 250 200 200 200
(ng/pL)

Concentracién

final de 100 100 100 100 100 100 100 100 100
ADN (ng/pL)

Vol. inicial 50 43.5 40 40 47.6 40 50 50 50

ADN (i)
Vol agua 50 565 60 60 524 60 50 50 50
(uL)

(\:)Ll) Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Muestras:

1= Phragmipedium pearcei

2= Phragmipedium caricinum

3= Phragmipedium boissierianum

4,8 = Phragmipedium besseae
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5= Phragmipedium wallisii

6 Phragmipedium caudatum

7= Phragmipedium kovachii
9= Phragmipedium schlimii

Estandarizacion de la técnica de AFLP para orquideas del género
Phragmipedium

(Ver Tablas 10y 11)

Después de realizar modificaciones en el protocolo original utilizado, la
técnica de AFLP fue exitosamente estandarizada. Para verificarlo se rea-
lizé 3 repeticiones, se obtuvo el protocolo adaptado para orquideas del
género phragmipedium. Se observé un alto indice de polimorfismo para las
18 combinaciones de iniciadores el que se presenta en la Tabla 10.

Se obtuvo un total de 732 fragmentos polimoérficos que representan el 82
%, un total de 159 fragmentos monomorficos o bandas comunes que re-
presentan el 18 % y 30 bandas tenues no son consideradas para el analisis.

Del total de 732 fragmentos polimoérficos 220 corresponden a P. pearcei,
229 a P. caricinum, 169 a P. boissierianum, 259 a P. besseae, 303 a P. caudatum,
283 a P. wallisii, 311 a P. kovachii, 250 a P. schlimii (Ver Tabla 10).
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Debido a que P. Kovachii es considerado patrimonio nacional y se encuen-
tra protegido por el estado a través de INRENA de la biopirateria, la co-
mercializacion y cualquier forma de trafico ilegal de esta especie, se con-
sideré importante realizar la identificacién de bandas exclusivas de Phrag.
Kovachii. El nimero de bandas exclusivas para esta especie se muestran

en la Tabla 11, los cuales pueden ser considerados como candidatos para
marcadores SCAR.

Tabla 11.
Marcadores exclusivos de Phragmipedium kovachii con diferentes
combinaciones de primers

Numero de marcadores o bandas

Combinacion de primers

exclusivas
E36/M48 1
E36/M60 8
E36/M55 14
E35/M55 1
E35/M60 6
E38/M55 8
E35/M50 1

Relaciones filogenéticas de las especies del género Phragmipedium

Cuando el valor del coeficiente o distancia de similaridad es cercano a la
unidad significa que las especies son mds préximas o semejantes y/o el
coeficiente o distancia de disimilaridad, cuando més préximo estdn a cero
significa que las especies son mas préximas o semejantes.
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Las relaciones filogenéticas de similaridad (Figura 16 y Tabla 12) entre
las especies analizadas son agrupadas dentro de cuatro clusters mayores.
El primer cluster formado esta subdividido en dos subgrupos, el primero
comprende las especies de la secciéon Himantopetalum (P. pearcei y P. ca-
ricinum) que tienen un coeficiente o distancia de similaridad entre ellos
de 0,5678571 y el segundo comprende la especie de la seccién Lorifolia
(P. boissierianum) que tiene un coeficiente de similaridad con P. pearcei de
0,2979452 y con P. caricinum de 0,4686347, el segundo cluster comprende
las especies de la seccion Micropetalum(P. besseae y P. schlimii) que tienen
un coeficiente de similaridad entre ellos de 0,3152455, el tercer cluster
comprende la especie de la secciéon Schluckebieria (P. kovachii) que tiene
un coeficiente de similaridad con P. besseae de 0,250 y con P. schlimii de
0,2635135 y el cuarto cluster comprende las especies de la seccién Phrag-
mipedium (P. caudatum y P. wallisii) que tienen un coeficiente de similari-
dad entre ellos de 0,8198758.

Para verificar la solidez del resultado obtenido mediante el método UPG-
MA, se corri6é un programa para que analice los datos binarios para dis-
tancia de disimilaridad (disimilaridad = 1 — similaridad), seleccionando los
métodos Manhattan, Complete, y Mcquitty son mostrados en las Figuras
17, 18, 19 y 20. También se utilizé los métodos: Single con Euclidean,
Single con Absolute, Average con Euclidean, Average con Absolute, Ave-
rage con Squared, Complete con Absolute, Complete con Squared del sof-
tware Stata Cluster Analysis Release 8, se obtuvo el mismo resultado que
el método UPGMA.
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Figura17.
Dendograma por el metodo complete en 8 especies del genero Phragmipedium
usando 732 marcadores de AFLP
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Figura 18.

Dendograma por el método manhattan y el método complete en 8 especies del
género Phragmipedium usando 732 marcadores de AFLP
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Figura 19.
Dendograma por el metodo manhattan y el metodo Mcquitty en 8 especies del
género Phragmipedium usando 732 marcadores de AFLP
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Figura 20.
Dendograma y el método Mcquitty en 8 especies del genero Phragmipedium
usando 732 marcadores de AFLP
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Discusion

La técnica de AFLP es un ensayo muy sensible, reproducible y altamente
informativo para evaluar genomas de las plantas, la cual puede ser utiliza-
da para generar identidad genética (fingerprinting). Con ella se puede obte-
ner simultineamente informacién sobre multiples marcadores genéticos
anénimos, abarcando mayores extensiones del genoma y dando mayor
informacion de alelos, aun sin conocer la secuencia de ADN e indepen-
diente de su complejidad. Actualmente se esta utilizando esta técnica para
estudiar polimorfismos entre individuos cercanamente relacionados, e
identificar diferencias intra e interespecifica entre poblaciones. El presen-
te estudio aprovecha las caracteristicas y ventajas de AFLP para el analisis
de variabilidad de la biodiversidad e identificacién de diferentes especies,
variedades y formas del género Phragmipedium (Vos et al.,1995).

En estudios previos se han realizado el anilisis por alineamiento de se-
cuencias ITS (Internal Transcribed Spacers o Espaciador Transcrito In-
terno del ADN nuclear ribosomal), de secuencias de ADN mitocondrial y
secuencias de ADN de cloroplastos de P. kovachii (Damian et al., 2005). En
estos estudios ha sido necesario combinar el andlisis tanto de genes nu-
cleares como de genes extranucleares para el estudio de la sistematica mo-
lecular de orquideas, teniendo en cuenta que la informacién genética de
los genes ribosomales nucleares es transmitida por ambos padres mientras
que el genoma mitocondrial o de cloroplasto presenta una herencia uni-
parental (Pridgeon et al., 1999). Los resultados obtenidos en el presente
trabajo sugieren que la técnica de AFLP es mds robusta y confiable que
el analisis por alineamiento de secuencias de ITS para el establecimien-
to de interrelaciones genéticas entre las especies del género Phragmipe-
dium y como herramienta de la sistematica molecular para orquideas, a
pesar de que se us6 un unico espécimen por cada especie. Los resultados
concordaron con la clasificaciéon morfolégica, pero son contrarios a los
obtenidos por Damian et al. (2005). Segtin Williams & Whitten (2001)
y Damian et al. (2005) afirmaron que el anilisis de secuencias ITS puede
ser usada para demostrar el parentesco de hibridos de orquideas de ambos
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progenitores, asi como la identificacién vegetativa de plantas sin floracién
de Phragmipedium; sin embargo, no obtuvieron diferencias moleculares
intraespecificas en las cuatro plantas de P. kovachii analizadas con dicha
técnica, demostrando que no es util para determinar la biodiversidad de
P. kovachii. El estudio demostré que AFLP es util para la identificacion
genética molecular de plantas sin floracion, y de hibridos inter-especificos
de Phragmipedium, ya que la informacién genética es de ambos padres. Es
necesario analizar una mayor cantidad de especimenes por especie con la
técnica de AFLP, para demostrar si es ttil o no en el estudio de la diversi-
dad genética molecular dentro de cada especie de Phragmipedium.

Cuando Gruss (2003) incorpora a P. kovachii como miembro de la seccién
Micropetalum junto con P. besseae y P. schlimii se basa en la morfologia y el
color de la flor. Posteriormente Braem (2004) hace lo mismo y los separa
en base en el tamano de las flores creando la seccién Schluckebieria con P.
kovachii como tnico miembro y la secciéon Micropetalum, la que contiene
a las especies estudiadas P. besseae y P. schlimii ademas de otras especies.

Esta separacién propuesta por Braem no fue apoyada por el andlisis de
secuencias ITS realizado por Damian y otros, afirmando que P. kovachii
deberia permanecer a la seccion Micropetalum porque en sus resultados
obtuvieron un solo cluster para P. besseae, P. schlimii y P. kovachii (Damian
et al., 2005). Sin embargo, en este estudio con el uso de la técnica de AFLP
y el método analitico UPGMA ratificado por otros métodos alternos de
analisis se obtuvo dos cluster: uno para P. kovachii de la seccién Schluc-
kebieria y otro para P. besseae y P. schlimii de la seccién Micropetalum en
concordancia con Braem.

Los taxénomos morfologicos como Veitch (1887-1894), Pfitzer (1903),
Garay (1979), Schoser (1983), McCook (1989 y 1998), Hennessy y Hedge
(1989), Cash (1991) y Gruss (2003) catalogaron P. boissierianum en la sec-
cién Lorifolia y a P. pearcei y P. caricinum en la seccién Himantopetalum.
Esta separacion fue apoyada por el sistema de analisis de secuencias ITS
realizada por Damian et al. (2005), con la cual se obtuvo dos cluster para
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cada seccidn, a diferencia de este estudio usando la técnica de AFLP, en el
que se obtiene un tnico cluster para estas 3 especies.

La mayoria de los botdnicos consideran a P. caudatum como especie ver-
dadera de la seccién Phragmipedium mientras que P. wallisii, todavia no
estd definida como especie miembro de esta seccién o como variedad de P.
caudatum. Siguiendo las reglas de la taxonomia morfolégica. Garay (1979)
y McCook (1989, 1998) los reconocié como especies diferentes (P. cauda-
tum, P. wallisii), mientras que Gruss (2003) los consider6 como especie y
variedad (P. caudatum y P. caudatun var. wallisii).

El alineamiento de secuencias ITS hecho por Damian et al. (2005) dio
como resultado que estos especimenes se encuentran en clusters diferen-
tes y por lo tanto consideraron a P. wallisii como una especie diferente. En
cambio en nuestro estudio se obtiene un acercamiento genético molecu-
lar muy préximo (0,8198758) entre ambos especimenes considerando a
P. wallisii como una variedad de P.caudatum. Esto deberia ser confirmado
utilizando un mayor niimero de especimenes por especie y ademais el uso
de un secuenciador automatico para analisis de las bandas polimérficas.

La técnica de AFLP adaptada para orquideas del género Phragmipedium en
geles de poliacrilamida ha permitido visualizar bandas polimérficas exclu-
sivas de P. kovachii (Tabla 12). Estas bandas pueden ser aisladas, clonadas,
amplificadas y secuenciadas, para luego ser utilizadas como marcadores
SCAR (Secuencia Caracterizada de una Regién Amplificada), que permi-
tan diferenciar especies cercanamente relacionadas, asi como certificar la
especie y sus hibridos, de la misma forma como la utilizaron Scheef et al.
(2003) en la identificacién de una variedad de pasto de la especie bent-
grass. Por otro lado, las bandas comunes para todas las especies del género
Phragmipedium, que se obtienen con las combinaciones de primers E36/
M48 y E36 /M55, constituyen bandas candidatas a ser utilizadas como
marcadores SCAR de identificacién y la certificacién del género Phragmi-
pedium.
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Los estudios filogenéticos de orquideas basados en el andlisis de secuen-
cias ITS (espacios ITS 1 y ITS 2 y regiones 5.8s, 18s, y 26s), de los genes
rbcL, matK, tmL-F, psaB, y de los espaciadores intergénicos entre los ge-
nes accD-psal, atpB-rbcL, rpll6 y trmC-D del cloroplasto y el intron mito-
condrial (nad1-c), reportan que estas regiones de ADN presentan poca o
ninguna variacién molecular (Chase et al., 2003; Damian et al., 2005). Por
lo tanto, no se considera ventajoso el uso de estas secuencias de ADN para
el andlisis filogenético, debido a que puede reflejar una filogenia no real
por las hibridizaciones intra-especificas (Cameron et al., 1999; Smith y
Sytsma, 1990).

Damian et al. (2005) reportaron que no pudieron optimizar los protocolos
y amplificar las regiones intergénicas atpB-rbcL, rpl16 y trmC-D del clo-
roplasto; ademads de tener problemas durante las descargas de secuencias
del genbank que fueron utilizadas para el alineamiento filogenético; es
por esa razén que los mismos autores recomendaron que todas las espe-
cies utilizadas por ellos sean resecuenciadas a partir de material fresco de
procedencia conocida y documentada. Por estos motivos se considera que
el analisis filogenético obtenido en dicho estudio no es confiable. No es de
sorprender que los resultados obtenidos en el presente trabajo sean con-
trarios a los obtenidos en el estudio de Damian et al. (2005).

Conclusiones

P. kovachii pertenece a la seccién Schluckebieria.

P. besseae y P. schlimii pertenecen a la secciéon Micropetalum por su acer-
camiento molecular.

« P boissierianum y P. pearcei, P. caricinum deberian pertenecer a una mis-
ma seccion por su acercamiento molecular.

* P. caudatum y P. wallisii pertenecen a la seccién Phragmipedium por su
acercamiento molecular.

+ Se tiene patrones genéticos moleculares de las 8 especies de
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Phragmipedium estudiados.

Con la técnica de AFLP se podria determinar hibridos de Phragmipe-
dium.

El andlisis molecular de ADN mediante la técnica de AFLP para el ana-
lisis de la biodiversidad es ajeno a factores ambientales, morfolégicos,
fisiologicos y anatémicos de las plantas.

Recomendaciones

Utilizar el analisis molecular de ADN mediante la técnica de AFLP para
el andlisis de la biodiversidad porque es ajeno a factores ambientales,
morfolégicos, fisiolégicos, anatémicos de las plantas.

Continuar y amplificar este estudio con mayor numero de plantas y
especies de Phragmipedium, por ser este un avance en este tipo de in-
vestigacion.

Utilizar el andlisis molecular de ADN mediante la técnica de AFLP
como una herramienta para combatir el trifico ilegal de especies vege-
tales protegidas como el género Phragmipedium, ya que se tiene patro-
nes genéticos moleculares de las ocho especies estudiadas.

Utilizar el secuenciador automatico para la lectura de las bandas eli-
minaria la subjetividad en la selecciéon de las bandas que se incluyen o
excluyen en el analisis filogenético.




CONSIDERACIONES
FINALES DE LA

. BIODIVERSIDAD
CAPITULO  DELAS ORQUIDEAS DEL
V4 GENERO PHRAGMIPEDIUM
POR MEDIO DE
MARCADORES
MOLECULARES DE ADN

Las orquideas, desde siglos, ha sido el centro de atencién de muchas per-
sonas, debido a su forma, colores y olores, incluso se la consideraba como
una planta exética y misteriosa, debido a sus cualidades. Ademais, las or-
quideas son consideradas como vegetaciones ornamentales, debido a su
particular caracteristica que atrae a muchas personas debido a su color y a
la provisién de flores, con tres sépalos y tres pétalos, lo que ha ocasiona-
do el aumento del comercio de esta planta debido a las caracteristicas ya
mencionadas. La falta de control relacionado a la comercializacién de las
orquideas puede ocasionar su extincion.

Las orquideas, en cuanto a su diversidad, representan a la familia de Or-
chidaceae, que es considerada como el segundo grupo botanico con mas
diversidad de especies con flores en el mundo (Cascante-Marin y Trejos,
2019). Con respecto a su taxonomia, no es estable, ya que dicha investi-
gacion se encuentra en constante cambio, pero hasta el momento se ha
establecido que la familia Orchidaceae se divide en cuatro rangos: especie,
subespecie, variedad y forma. El primero se refiere a todas las orquideas
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similares que pueden realizar procesos de intercambio de género y la
subespecie estd un rango debajo de la especie. La variedad y forma son
rangos menores, en los cuales se presenta, al menos, un rasgo morfolégico
diferente a los de la subespecie (Cole y Waller, 2020).

Por otro lado, hay tres tipos de orquideas: terrestres, litofito y epifitas. La
primera acumula nutrientes por medio de los tallos, el segundo se expan-
de por penascos para obtener componentes nutritivos y el ultimo vive en
rboles (Castillo y Carranza, 2019).

En cuanto a su distribucién, se puede encontrar a esta especie en todos
los continentes, en excepcion de Antartida que no presenta ningun tipo
de planta. Asia, Sudamérica y Africa son los continentes que presentan
mayor cantidad de orquideas, dentro de este grupo Sudamérica es la zona
donde se encuentra mas de 12 000 especies de orquideas mientras que Eu-
ropa, Norteamérica y Australia no superan las 4000 especies de orquideas.
(Gaskett y Gallagher, 2018).

Esto refleja que la orquidea esta distribuida en la mayor parte del mundo,
asimismo demuestra que este tipo de plantas puede adaptarse a cualquier
tipo de ambiente, sin tener en cuenta a los cambios frios de la zona antar-
tica. Otro punto resaltante en este caso es la ventaja de la ubicacién que
tiene América del Sur, ya que esta zona presenta diversidad de especies, ya
sea mineral, botanico, ictiolégico, entre otros.

Con respecto al género de orquideas, Phragmipedium comprende al con-
junto de orquideas que se encuentran en ambientes hiimedos, secos y ro-
cosos. Se caracterizan por tener estambres largos, hojas puntiagudas que
pueden medir hasta 80 cm de largo; en los tallos crecen dos o tres flores
(Szlachetko et al., 2020). Asimismo, el género Phragmipedium es muy co-
nocido por ser plantas terrestres, en ocasiones epifita y sus flores tienen
forma de zapatillas, debido a ello, algunas especies son denominadas zapa-
tito de reina o simplemente zapatito.
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Las orquideas del género Phragmipedium, comprende aproximadamente
34 especies que estan compuestas en seis secciones: Phragmipedium, Hi-
mantopetalum, Platypetalum, Lorifolia, Micropetalum y Schluckebieria.
En el Pert se ha registrado 10 especies de este género: P. pearcei, P. besseae,
P. caricinum, P. boissierianum, P. caudatum, P. wallisii, P. czerwiakowianum, P.
richteri, P. reticulatum y P. kovachii que estan distribuidas en las diferentes
regiones del pais como en San Martin, Huianuco, Cerro de Pasco, Loreto
y Ucayali (Ministerio del Ambiente, 2017).

Dentro de esta agrupacién hay una especie de orquidea que se encuentra
en peligro de extincion: Phragmipedium kovachii. Para ello se esta realizan-
do estudios que permita la conservacion de esta especie. De este modo,
para la conservacion de especies o estudios sobre la variacién genética, se
requiere el uso de marcadores genéticos. Estos son elementos que facili-
tan el trabajo de identificar la variabilidad genética de una especie, que se
encuentra en una secuencia de ADN. Ademds, son ficiles de reconocer
porque esta controlado por un dnico gen que permite diferenciar alguna
caracteristica de otras especies; por ejemplo, las diferentes formas de hojas
que tiene el género Phragmipedium.

Otro elemento que contribuye a este estudio es el marcador morfolégico
o fenotipico. Este marcador implanta las bases con el propésito de identi-
ficar y diferenciar las variedades de una especie; por ejemplo, el marcador
morfoldgico de una orquidea viene a ser el peso o tamano. Por ello, Porras
(2017) sostiene que esta herramienta es de gran utilidad para determinar
la variedad de una especie, incluso contribuye a los estudios de especies
de animales y plantas extintas. Otra ventaja que ofrece esta técnica es la
representacion taxondémica y la identificacion de las progenies originadas
entre dos variedades de una especie.

Con respecto a los marcadores moleculares del ADN, proveen un porcen-
taje alto de informacién por lo que permite estimar la diversidad genéti-
ca para realizar comparaciones entre individuos y poblaciones. Ademis,
es pertinente resaltar sus beneficios porque contribuye en la deteccion
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de genes responsables ante una enfermedad o alguna causa que afecte al
ADN de una especie determinada; por ejemplo, se puede detectar elemen-
tos que afecten el crecimiento de un tipo de orquidea. Debido a ello, los
marcadores moleculares han logrado convertirse en un instrumento fun-
damental para el campo de la ciencia bioldgica.

En cuanto a los marcadores moleculares de ADN estin el polimorfismo
de longitud de fragmento de restricciéon (RFLP), el ADN polimérfico am-
plificado al azar (RAPD), los microsatélites (SSR) y el polimorfismo de la
longitud de los fragmentos amplificados (AFLP).

El RFLP es empleado como marcador genético porque permite la obten-
cién de resultados de manera rapida y no requiere de muchos instrumen-
tos de laboratorio. Las tecnologias basadas en el empleo de marcadores
moleculares son de gran utilidad para el estudio de similitud y distancia
genética, ademads, facilita en lograr una clasificacién de las especies en di-
ferentes grupos, asimismo, contribuye con el estudio del genoma.

En el caso del RAPD, Gonzilez et al. (2018) indica que esta técnica es usa-
da para el estudio de la identidad genética, porque permite la deteccién
rapida de polimorfismos en distintos loci, con solo emplear cantidades de
nanogramos de ADN genémico. Ademads, corrobora la variabilidad gené-
tica, por lo que una herramienta basica para corroborar alguna variabili-
dad molecular existente en alguna planta o cultivo, lo que permite con-
servar y enfrentar alguna enfermedad que pueda afectarla. Asimismo, se
caracteriza por ser una técnica simple y rapida, aunque presenta dificultad
para realizar comparaciones entre los resultados.

En relacién a los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR), son
las repeticiones de algunas bases que ayuda a la identificacion varietal; es
decir, muestra las caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas,
incluso su mutacién. Por ello es considerado por ser altamente informati-
vo; en comparacion con otras técnicas, no es compleja para el aislamiento
del ADN vy tiene alta reproducibilidad (Turchetto et al., 2017).
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Con respecto al ultimo marcador, el AFLP contribuye en la investigaciéon
sobre la biologia molecular y la diversidad genética, asimismo provee en
el andlisis del fingerprinting o identificacién de aislamiento (Sudrez-Con-
treras, 2017). Las ventajas del uso del AFLP es que presenta elevada repro-
ducibilidad y no se necesita tener conocimiento previo del genoma por lo
que su procedimiento es rapido.

Entonces, para este estudio se tuvo por objetivo estudiar la biodiversidad
del género Phragmipedium de orquideas nativas peruanas a través del uso
de marcadores moleculares de ADN. Para ello se colecté hojas de ocho
especies del género Phragmipedium que se encuentra en la zona peruana:
P. kovachii, P. pearcei, P. caricinum, P. boissierianum, P. besseae, P. caudatum, P.
wallisii y P. schlimii del vivero Peruanino S.R.L., registrado por el Instituto
Nacional de Recursos Naturales (INRENA). Luego se extrajo el ADN de
cada especie sin contaminantes y no degradado y se utilizé la técnica del
AFLP con tres repeticiones para realizar el estudio de la biodiversidad del
Phragmipedium.

Por lo tanto, a través de la aplicacién del marcador del polimorfismo de la
longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) se identificé que ciertas
especies del género Phragmipedium, como kovachii y besseae, pertenecen
a la seccién Schluckebieria y Micropetalum, respectivamente. Entonces,
la aplicacién de la herramienta del AFLP contribuye con la clasificacién y
el andlisis taxonémico del Phragmipedium.
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