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RESUMEN

Las orquideas son un grupo de plantas muy diverso y de gran importancia ornamental,
ecoldgica y econdmica; comprender su biologia es esencial para su conservacion y
mejoramiento. Este estudio desarroll6 un protocolo eficiente para obtener y tefir células en
metafase en tres especies de orquideas, utilizando técnicas citogenéticas clasicas como el
pretratamiento de raices, fijacion y tincion para visualizar cromosomas. Los resultados
mostraron células con cromosomas bien dispersos y contrastados, permitiendo identificar
diferencias en numero y morfologia entre especies. El protocolo optimizado resulta til para
estudios cromosomicos y para apoyar programas de reproduccion y mejoramiento genético.

PALABRAS CLAVE:

Orquideas, Citogenética, Cromosomas.

ABSTRACT

Orchids are a highly diverse group of plants with significant ornamental, ecological, and
economic importance; understanding their biology is essential for their conservation and
improvement. This study developed an efficient protocol to obtain and stain metaphase cells
in three orchid species, using classical cytogenetic techniques such as root pretreatment,
fixation, and staining to visualize chromosomes. The results showed cells with well-
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dispersed and contrasted chromosomes, allowing the identification of differences in number
and morphology between species. The optimized protocol is useful for chromosomal studies
and to support breeding and genetic improvement programs.

KEY WORDS:

Orchids, Cytogenetics, Chromosomes.
Introduccion

Las orquideas, pertenecen al orden asparagales y a la familia Orchidacea. Constituye
uno de los grupos de angioespermas mas diversos, caracterizandose por sus adaptaciones
evolutivas, diversidad floral y diversidad morfologica. Esta familia se divide en 5 subfamilias
Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae y Epidendroideae, la ultima
siendo la mas extensa y diversa especialmente en regiones tropicales (Chase et al., 2015).

México cuenta con alrededor de 1200 especies de orquideas registradas
yaproximadamente el 51 % son endémicas (Sosa & De-Nova, 2012) Esta notable diversidad
se explica por la amplia heterogeneidad geografica y climatica presente en el pais. Las
orquideas poseen una gran relevancia econdémica debido a su valor ornamental, su uso en
la medicina tradicional y la obtencién de productos derivados. Un ejemplo destacado
esVainilla planifolia, originaria de México, y cuya vaina produce la vainilla, un compuesto
aromético de alta demanda en las industrias cosmética, alimentaria y farmacéutica (Rojas
et al., 2020). Ademas de su valor comercial directo, las orquideas sintetizan una amplia
variedad de metabolitos secundarios con aplicaciones industriales, entre ellos alcaloides,
flavonoides, terpenoides y compuestos fendlicos. En especies del género Dendrobium se
han identificado metabolitos como la denbinobina, la cual ha sido estudiada por su actividad
antiinflamatoria y antitumoral (Song et al., 2012).

Uno de los géneros de orquideas mas populares es la Cattleya y su importancia
ornamental radica en su diversidad de formas, colores, tamafio y fragancias, lo que explica
su alta demanda en el comercio mundial de la floricultura (Pant et al., 2020). El conocimiento
del comportamiento cromosémico ha sido fundamental para el mejoramiento genético como
en cactus, trigo, cebada, plantas ornamentales con flores, incluidas las orquideas (Al et al.,
2024; Gutierrez-Flores et al., 2018; Jauhar, 2006), ya que el éxito en la hibridacion depende
en gran medida de la compatibilidad cromosémica entre las especies. Las diferencias en el
namero o la estructura de los cromosomas, asi como en los niveles de ploidia (2x, 3x, 4Xx,
etc.), pueden afectar este proceso complejo de compatibilidad. En este sentido, muchas
orquideas presentan poliploidia, condicion que influye en su desarrollo, tamafio y fertilidad
(Felix & Guerra, 2000; 2005) y puede dificultar la formacién de embriones viables o generar
descendencia estéril (Kiihl et al., 2011). En este contexto, los estudios citogenéticos resultan
esenciales ya que proporcionan informacién clave para disefar estrategias de reproduccion
(Lin et al., 2001) y cruzamientos controlados. Asimismo, conocer el nimero cromosémico
de las especies involucradas facilita la realizacion de cruzamientos méas efectivos, la
evaluacion de la necesidad de técnicas como la duplicacion cromosomica y la seleccion de
combinaciones capaces de producir hibridos fértiles (Germana, 2012).

Sin embargo, los estudios citogenéticos en orquideas aun son limitados, ya que solo se
han realizado en aproximadamente el 10 % de las especies conocidas, debido a la
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complejidad de su tamafio genémico que va de 1C = 0,33 pg hasta 55,4 pg (Leitch et al.,
2009) y ala gran variabilidad cromosémica (Sharma & Mukai, 2015). Ampliar estos estudios,
en conjunto con otras herramientas gendmicas, es crucial para comprender la composicion
genética del grupo y desarrollar programas de mejoramiento mas eficientes (Jauhar, 2006).
Las especies Cattleya lueddemanniana, Dendrobium ‘Aridang Green’, Dendrobium ‘Burana
Jade Yellow’, fueron seleccionadas debido a la variacion cromosomica previamente
reportada en los géneros Dendrobium y Cattleya, asi como la ausencia de estudios
citogenéticos en ejemplares cultivados en el vivero experimental del Centro de investigacion
cientifica de Yucatan. En este contexto, la caracterizacion citogenética de dichas especies
resulta relevante para generar informacion basica que contribuya al conocimiento de su
organizacién cromosOmica. Por lo anterior el presente estudio tuvo como objetivo
desarrollar y optimizar un protocolo eficiente para la obtencién y tincion de células en
metafase en estas especies de orquideas, establenciendo una metodologia reproducible
que facilite futuros andlisis citogenéticos, asi como programas de reproduccion y
mejoramiento genético.

Material y Métodos

Se evaluaron tres especies; Cattleya lueddemanniana, Dendrobium ‘Aridang Green’,
Dendrobium ‘Burana Jade Yellow’, en el orquideario experimental del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan A.C., Las condiciones de cultivo se mantuvieron en casa
sombra, a temperatura ambiente. El sustrato consisti6 en una mezcla de tezontle rojo,
tezontle negro, carbdn, corteza de pino y piedra pdmez, contenida en maceta. La colecta
se realizé en estado de desarrollo adulto, tomando 20 raices por planta con tres réplicas
biol6gicas. Asimismo, la colecta se efectud en horarios especificos para cada especie,
previamente establecidos dentro del intervalo de 7:00 a 11:00 horas. Cattleya
lueddemanniana a las 08:00 h, Dendrobium ‘Aridang Green’ a las 08:30 h y Dendrobium
‘Burana Jade Yellow’ a las 10:00 h. Las puntas de raiz de 1.5-2 cm de longitud, se lavaron
por inmersiébn en agua destilada para eliminar restos de sustrato y posteriormente se
incubaron en una solucién saturada de paradiclorobenceno (PDB, 40 mg/L; Sigma-Aldrich)
durante 3 h. Tras el tratamiento, las muestras se enjuagaron en agua destilada durante 5
min, se fijaron en etanol al 70 % durante 24 h a temperatura ambiente y se almacenaron en
refrigeracion hasta su procesamiento.

Para la digestion de la pared celular, previamente se realiz6 una incisién longitudinal
en la raiz con bisturi para facilitar la penetracioén del reactivo. Las raices se incubaron en
HCI 2 N (J.T. Baker®) durante 15 min a temperatura ambiente y posteriormente a 60 °C por
un tiempo dependiendo de la especie: 50 min en Cattleya lueddemanniana, 45 min en
Dendrobium ‘Aridang Green’ y 60 min en Dendrobium ‘Burana Jade Yellow’, después de la
hidrdlisis acida, las muestras se transfirieron a buffer de citratos 1x (preparado a partir de
una solucion stock 10x compuesta por acido citrico 100 mM (Sigma-Aldrich) y citrato
trisédico 60 mM (J.T.Baker®), pH 4.8) durante 30 min.

Para la obtencion de cromosomas en metafase, los portaobjetos se limpiaron con etanol
y pafos libres de polvo. La region meristemética de la punta de raiz se disecciona con
pinzas y el tejido interno se separé finamente para generar una suspension celular, la cual
se distribuy6 sobre dos portaobjetos. Se afiadieron 100 pL de azul de toluidina (Sigma-
Aldrich) preparado en buffer de acetato de sodio 0.2 M (pH 4.6) y se incub6 durante 30 min;
en caso de evaporacion del colorante, se agregaron 10-20 L adicionales. Posteriormente,
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se colocé el cubreobjetos evitando la formacion de burbujas y se aplicd presién uniforme
sobre una superficie plana para realizar la técnica de squash y dispersar adecuadamente
el material celular.

Las preparaciones se observaron en un microscopio de contraste de fases (Nikon
Eclipse E100) utilizando objetivos de 40x y 100x; para este ultimo se empled aceite de
inmersion con el fin de mejorar la resolucion. Cada tratamiento se repiti6 al menos cinco
veces Yy se analizaron un minimo de diez células en metafase por especie. Las imagenes
fueron procesadas por medio de adobe photoshop 2026, el conteo cromosémico se realizd
utilizando imagenes digitales analizadas con ImageJ/Fiji.

Resultados y Discusion

Los estudios citogenéticos en orquideas ofrecen notables ventajas para la mejora
genética y la conservacion de esta familia tan diversa. La determinacion del nimero
cromosomico y el analisis de los cariotipos permiten identificar con precision los niveles de
ploidia, la presencia de reordenamientos cromosémicos y la estabilidad meiética de hibridos
0 especies silvestres. Por ejemplo, en Phalaenopsis se demostré que cultivar hibridos
triploides con juegos cromosémicos asimétricos conduce a esterilidad parcial o total, lo que
impacta directamente en la viabilidad de los programas de hibridacion (Sevilleno et al.,
2023a) .Esta informacion citogenética permite a los mejoradores seleccionar progenitores
con mayor probabilidad de producir gametos funcionales, reducir pérdidas por cruces
fallidos y optimizar estrategias de hibridacion, particularmente en familias con alta incidencia
de poliploidia como la Orchidaceae (Lee et al., 2020; Sevilleno et al., 2023b).

La preparacion de muestras en portaobjetos con cromosomas es necesario para
estudios de cariotipo, hibridacién genémica in situ, hibridacion fluorescente in situ, ya que
permite visualizar la forma, tamafio, nUmero, estructura de cromosomas y con técnicas de
hibridacion permite localizar regiones de interes en cromosomas especificos o en todos los
cromosomas (Younis et al., 2015).

Los horarios de colecta en este estudio variaron segun la especie, entre 08:30 am a
10:00 am, destacando que el clima de la zona de muestreo es célido-humedo.

En el género Cattleya se han reportado cariotipos que varian entre 2n = 2x =40 a 2n =
2x =86 (da Silva et al., 2017; Felix & Guerra, 2010), los resultados obtenidos en este estudio
corresponde a 2n = 2x = 92 cromosomas (Figura 1E). Para Dendrobium ‘Aridang Green’ se
han reportado cariotipos que van de 2n = 2x = 30 hasta 2n = 2x = 114 cromosomas (\Wilfret
& Kamemoto, 1971), los resultados en este estudio corresponde con 180 cromosomas
(Fig.1F), finalmente para Dendrobium ‘Burana Jade Yellow’ se han reportado nimeros de
2n = 2x = 35, 36, 38 y 3x = 57 (Lee et al., 2017), en este estudio se contabilizaron 240
cromosomas (Fig. 1D). En general, las orquideas presentan una amplia variacion en
namero, poliploidia y estructura cromosémica, que abarca desde 2n = 2x= 12 hasta 2n =
2x= 240 (Felix & Guerra, 2010; Moraes et al., 2017), Por ello, en futuros trabajos seria
recomendable emplear técnicas como FISH (hibridacion fluorescente in situ) para confirmar
el nivel de ploidia en estas especies.

Asimismo, se ha documentado la presencia de cariotipos bimodales (cromosomas
grandes y pequeios) en diversos linajes de Orchidaceae; por ejemplo, en Phalaenopsis y
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en las subtribus bimodal, Spiranthinae (2n = 2x = 26) y Cranichidinae (2n = 2x = 46)
(Martinez, 1985). Patron posteriormente confirmado en géneros como Pelexia, Sarcoglottis,
Thelyschista y Sacoila ( ). De manera consistente, las especies
analizadas en este estudio también presentan un cariotipo bimodal.

En Paphiopedilum se ha documentado una considerable variacién en el nimero de
cromosomas, que oscila entre 2n = 2x = 26 y 2n = 2x = 42, fendmeno que no puede
explicarse Unicamente por duplicaciones gendmicas completas. Esta variacion se asocia
principalmente a procesos de fusién y fisibn cromosdmica, asi como a otros
reordenamientos estructurales del cariotipo, los cuales han desempefiado un papel
relevante en la evolucién cromosomica del género (Lan & Albert, 2011). En este sentido, la
diversidad cromosomica observada en orquideas en general tampoco puede atribuirse
exclusivamente a la poliploidia. Procesos de disploidia ascendente y descendente,
vinculados a fisiones, fusiones y reorganizaciones estructurales, permiten modificaciones
en el niumero cromosoémico sin que ocurra duplicacion completa del genoma, lo que explica
la presencia de series numéricas que no corresponden estrictamente a maltiplos del nimero
basico dentro de un mismo linaje (Schubert & Lysak, 2011). En conjunto, la evidencia
disponible sugiere que la evolucion cromosémica en Orchidaceae resulta de la interaccion
entre poliploidia, disploidia y reordenamientos estructurales, procesos que han contribuido
significativamente a la diversificacion del grupo y a su notable plasticidad cariotipica (Felix
& Guerra, 2010; Moraes et al., 2017)

Aungue los estudios cromosomicos tradicionales aportan informacion crucial sobre la
variabilidad genética intra e interespecifica, el andlisis citogenético en orquideas
aunpermanece limitado, debido a diversas dificultades asociadas en la preparacion de las
muestras para el conteo de cromosomas (Sharma & Mukai, 2015). Las raices de las
orquideas estan rodeadas por una capa protectora y esponjosa compuesta por varias capas
epidérmicas del tejido de velamen (Sosilawaty, 2020) y que dificulta su degradacion. En
este estudio se estandariz6 la hora de colecta para cada especie, ademas de optimizar el
tiempo de incubacién con el HCI, para lograr una hidrolisis acida efectiva en las raices.

A partir de modificaciones de distintos protocolos, fue posible observar cromosomas en
metafase en las tres especies analizadas, aunque la eficiencia dependié de la hora de
colecta y del tiempo de hidrélisis con HCI.

La mayoria de las células de orquideas presentan baja tasa de division celular y suelen
estar en fases muy tempranas o tardias del proceso de la mitosis, lo que dificulta su
observacion cromosomica. El uso de paradiclorobenceno en Lens esculenta demostré que
tiene un alto potencial como agente quimico en la obtencion de células en metafase, sin ser
toxico para la planta (Sarbhoy, 1980), hasta nuestro conocimiento este es el primer estudio
donde se emplea el PDB, para obtencion de células en metafase en la familia Orchidaceae.

La tincién es un paso crucial en estudios citolégicos y citogenéticos, el empleo de azul
de toluidina se ha usado mayormente para tincion en estudios de biologia celular y tejidos
en plantas (Vidal & Mello, 2019) sin embargo, este estudio constituye, hasta nuestro
conocimiento el primer reporte del uso de esta tincion para células en metafase en la familia
Orchidaceae.

Diversos métodos han sido utilizados previamente en estudios citogenéticos de
orquideas, evidenciando una amplia variabilidad en los procedimientos de detencién del
ciclo celular, digestién enzimética e identificacion cromosomica. da Silva et al. (2017)
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obtuvieron metafases en Cattleya mediante el uso de trifluralina como agente antimitético,
digestién enzimatica con pepsina Sigma® y tincion con Giemsa al 5 %. Lee et al. (2017)
emplearon digestion con celulasa y pectinasa, mientras que Grabiele et al. (2009) , Hartat
& Cahyono (2024) utilizaron 8-hidroxiguinoleina, (0.02 M), hidrdélisis acida con HCI 1N,
tincién con reactivo de Schiff y la técnica de squash con aceto orceina al 2 %. De manera
similar, De Oliveira et al. (2014) utilizaron un método similar, pero sin aceto orceina, y con
tincion en Giemsa al 2 %, siguiendo lo descrito por Guerra (1983). Recientemente, Turco et
al. (2024) trataron las raices con colchicina 0.3 %, seguida de hidrdlisis con HCI 5.5 N y
tincion Feulgen.

En conjunto, los enfoques tradicionales presentan diferencias importantes en la eficacia
de la detencién mitética, la integridad cromosdmica y la calidad de la tincién. Estas
variaciones pueden dificultar la obtencién consistente de metafases bien definidas entre
distintas especies y condiciones de cultivo. Ademas, varios protocolos implican
combinaciones complejas de pretratamientos antimitoticos, digestiones enziméaticas
prolongadas o el uso de colorantes diferenciales altamente sensibles a las condiciones
experimentales, lo que incrementa la variabilidad técnica y reduce su reproducibilidad.

En este contexto, el protocolo propuesto en el presente estudio adquiere relevancia, ya
que optimiza de manera integrada las etapas criticas del proceso y permite obtener de
forma reproducible células en metafase con adecuada dispersién y contraste cromosémico
en las especies evaluadas. Esta mejora metodoldgica no solo facilita la caracterizacion
citogenética, sino que también proporciona una base técnica confiable para futuros
estudios relacionados con la sistematica, la evolucién, los programas de reproduccion y
mejoramiento genético en orquideas.

Adicionalmente, este trabajo constituye el primer reporte del uso de PDB como agente
para la detencion del ciclo celular en combinacion con hidrolisis acida para el tratamiento
de raices y tincién con azul de toluidina para la visualizacibn cromosomica en orquideas.
La integracion de estos métodos representa una aproximacion metodoldgica que amplia las
alternativas disponibles para la obtencién de metafases de alta calidad en este grupo
vegetal y aporta una herramienta potencialmente Util para investigaciones citogenéticas
posteriores.
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Figura 1. Representacion comparativa de flores de orquideas y sus cromosomas
metafasicos. A) flores de Dendrobium ‘Burana Jade Tong’, B) flores de Cattleya lueddemanniana,
C) flores de Dendrobium ‘Aridang Green’, D) cromosomas en metafase de Dendrobium ‘Burana
Jade Yellow’, E) cromosomas en metafase de Cattleya lueddemannianay F) cromosomas en
metafase de Dendrobium ‘Aridang Green’. La barra de escala corresponde a 10 um. Elaboracion
propia por medio de photoshop 2025
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