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RESUMEN 

Laelia speciosa (Kunth) Schltr., es una orquídea epífita endémica de México, que se encuentra 
de forma natural en regiones montañosas frías y secas, a altitudes entre 1400 y 2400 metros sobre 
el nivel del mar. Está protegida por la NOM-059-SEMARNAT-2010 y está sujeta a restricciones 
comerciales internacionales debido a la recolección ilegal y la destrucción de su hábitat. El objetivo 
de este estudio fue desarrollar métodos alternativos de propagación y caracterizar molecularmente 
a L. speciosa mediante técnicas in vitro y marcadores moleculares. Se probaron diferentes 
condiciones para la germinación de semillas, la multiplicación de brotes y la aclimatación. El análisis 
molecular se realizó mediante marcadores RAPD con 16 cebadores de la serie A. La tasa de 
germinación más alta se logró con la adición de benciladenina, vitaminas WS y extracto de malta. 
Una combinación de 2,4-D y kinetina promovió el desarrollo óptimo del explante, mientras que un 
sustrato compuesto por tezontle rojo y peat most favoreció una aclimatación exitosa. La 
caracterización molecular mediante marcadores RAPD reveló variación genética tanto dentro como 
entre especies. Estos hallazgos enfatizan la importancia de los protocolos in vitro específicos para 
cada especie, combinados con herramientas moleculares, para la conservación y propagación de 
esta orquídea endémica.  
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Orquídea, protección especial, cultivo in vitro y marcadores moleculares. 
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Laelia speciosa (Kunth) Schltr., is an epiphytic orchid endemic to Mexico, naturally found in cold, 

dry mountainous regions at elevations between 1,400 and 2,400 meters above sea level. It is 

protected under NOM-059-SEMARNAT-2010 and is subject to international trade restrictions due to 

illegal harvesting and habitat destruction. This study aimed to develop alternative propagation 

methods and perform molecular characterization of L. speciosa using in vitro techniques and 

molecular markers. Different conditions for seed germination, shoot multiplication, and acclimatization 

were tested. Molecular analysis was conducted using RAPD markers with 16 a-series primers. The 

highest germination rates were achieved with the addition of benzyladenine, WS vitamins, and malt 

extract. A combination of 2,4-D and kinetin promoted optimal explant development, while a substrate 

composed of red tezontle and peat supported successful acclimatization. Molecular characterization 

with RAPD markers revealed genetic variation both within and between species. These findings 

emphasize the importance of species-specific in vitro protocols, combined with molecular tools, for 

conserving and propagating this endemic orchid.  

  

KEYWORDS:  

Orchid, special protection, in vitro culture, molecular markers. 

Introducción 

La familia Orchidaceae es uno de los grupos de plantas más diversos del mundo, con 
aproximadamente 30 000 especies conocidas en los ecosistemas mexicanos (Flores et al., 2020). 
Se estima que el 40 % de las orquídeas mexicanas son endémicas (Castellanos et al., 2023). Laelia 
speciosa (Kunth) Schltr., es una epífita de gran importancia ornamental y cultural en México. Sin 
embargo, la NOM-059-SEMARNAT-2010 clasifica esta especie como de protección especial, debido 
a que es frecuentemente recolectada en el medio silvestre y vendida ilegalmente. Esta presión, junto 
con la destrucción de su hábitat y la deforestación, ha provocado la disminución de sus poblaciones 
silvestres (Flores et al., 2020). 

Por lo tanto, es esencial desarrollar métodos sostenibles para la propagación y caracterización 
de las orquídeas. Sin embargo, la propagación clonal in vitro de L. speciosa sigue siendo un reto 
debido a las dificultades de germinación de las semillas (Mayo et al., 2022). El cultivo a partir de 
semillas es importante porque favorece la diversidad genética. Por lo tanto, los protocolos in vitro 
deben ser específicos para cada especie y considerar factores como la madurez de la cápsula, la 
composición del medio de cultivo, la luz y la temperatura (Ávila et al., 2009).   

El medio Murashige y Skoog (MS), (1962), suplementado con vitaminas Wetmore y Sorokin 
(WS), (1955), 2.5 mg/L de ácido naftalenacético (NAA), 2.5-3.0 mg/L de benciladenina (BA) y 2 mg/L 
de ácido indolacético (IAA), logró de forma constante una germinación del 100 % en diversas 
especies de Laelia (Lee et al., 2007; Mayo et al., 2020). Además, la formación de estructuras 
similares a protocormos en el género Laelia se optimizó con 2.5 mg/L de NAA, 1-3 mg/L de BA y 2 
mg/L de IAA (Lee et al., 2007; Sarabia et al., 2010). En L. speciosa, se logró el desarrollo de 
segmentos foliares y raíces de color verde claro con 2.5 mg/L de bencilaminopurina (BAP), lo que 
favoreció la propagación masiva mediante cuerpos similares a protocormos (Lee et al., 2007; Sarabia 
et al., 2010). 

Cada etapa del cultivo in vitro requiere una gestión cuidadosa. La aclimatación es especialmente 
importante debido a las altas tasas de mortalidad y al estrés fisiológico que se produce durante la 
transición a condiciones ex vitro.  Por lo tanto, el uso de mezclas de sustratos específicos y 
pretratamientos es esencial para optimizar el crecimiento y mejorar las tasas de supervivencia (Ávila 
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et al., 2009; Ortega et al., 2011). Por ejemplo, se ha logrado una tasa de supervivencia del 70 % con 
una proporción de 1:1 de tezontle y corteza de roble (Ortega et al., 2011). 

Más allá de los protocolos de micropropagación, la caracterización genética es esencial para 
establecer huellas genéticas específicas de cada especie mediante PCR (Erzurumlu et al., 2018). El 
análisis genético ofrece información muy precisa sobre la diversidad genética. Uno de los métodos 
más comunes es el análisis de DNA polimórfico amplificado al azar (RAPD), que utiliza cebadores 
aleatorios para amplificar secuencias de DNA y generar marcadores moleculares. Estos marcadores 
complementan las técnicas de caracterización tradicionales y ayudan a aclarar las relaciones 
genéticas entre especies (Hartati et al., 2023). 

Los marcadores RAPD dependen de la amplificación de fragmentos de DNA mediante 
cebadores aleatorios y son una herramienta fiable para estudiar la diversidad genética en las plantas 
(Kumar et al., 2018). Este método es muy apreciado por su simplicidad y eficacia al generar perfiles 
genéticos, que luego se utilizan para crear dendrogramas filogenéticos. Además, el análisis RAPD 
respalda los datos morfológicos y ayuda a caracterizar la diversidad genética y bioquímica dentro y 
entre poblaciones (Erzurumlu et al., 2018), lo que lo hace accesible para la mayoría de los 
laboratorios (Hartati et al., 2023). Esta técnica se ha utilizado ampliamente para evaluar la diversidad 
genética entre parientes e híbridos en géneros de orquídeas como *Paphiopedilum*, *Dendrobium*, 
*Coelogyne* y *Phalaenopsis* (Choopeng et al., 2019; Balilashaki et al., 2022; Hartati et al., 2023). 

Numerosas investigaciones han demostrado que los marcadores tipo RAPD son muy eficaces 
para analizar las relaciones genéticas en las orquídeas debido a sus altos niveles de polimorfismo 
(Hon et al., 2020; Mursyidin et al., 2022; Hartati et al., 2023). Por lo tanto, el objetivo de este estudio 
fue desarrollar métodos alternativos de propagación y caracterización de L. speciosa mediante 
técnicas de cultivo in vitro y marcadores moleculares RAPD. 

 

Material y Métodos 

La investigación se llevó a cabo en los laboratorios de Cultivo de Tejidos y Biología Molecular 
del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autónoma Chapingo.  

Cultivo in vitro 

El proceso de cultivo in vitro se dividió en tres etapas y se llevó a cabo bajo condiciones y 
tratamientos específicos, tal como se resume en la Tabla 1.  

Para la germinación, se obtuvieron cápsulas cerradas de L. speciosa del Orquidario (Dr. y Gral. 
Alberto Oviedo Mota) en Morelia, Michoacán de Ocampo. Siguiendo la metodología de Sheena 
(2000), las semillas se sembraron en medio basal de MS (1962) suplementado con 100 mg/L de mio-
inositol a, 0.5 mg/L de piridoxina, 20 mg/L de sacarosa y 8 mg/L de agar, con pH ajustado a 5.7. Se 
evaluaron los efectos de diversos aditivos, entre ellos extracto de malta, sulfato de adenina, 
benciladenina (BA), kinetina, ácido indolacético (IAA) y vitaminas WS (Wetmore & Sorokin, 1955).  

Las condiciones de incubación se mantuvieron a 25 ± 1 °C con un fotoperiodo de 16/8 h 
(luz/oscuridad). Las lámparas fluorescentes blancas proporcionaron una intensidad lumínica de 68 
μmol·m-2·s-1. Se evaluaron las siguientes variables entre 30 y 50 días después de la siembra (DAS): 
hinchamiento del embrión (ES), apertura de la testa (TO), formación de cuerpos similares a 
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protocormos (PBL) con una hoja (1L) y con dos hojas (2L), germinación total (TG) y ausencia de 
germinación (NG). 

Para la fase de multiplicación, se utilizó medio basal MS para evaluar los efectos del ácido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), de la kinetina, del extracto de malta y de la caseína hidrolizada. Se 
emplearon PBL con 50 días y dos hojas como explantes. Durante 60 días se registraron las 
siguientes variables: número de brotes (SN), longitud de los brotes (SL), número de raíces (RN), 
longitud de las raíces (RL) y número de hojas (LN). 

Durante la fase de aclimatación, se utilizaron plántulas de 5 cm de altura con al menos tres 

raíces y se trasplantaron a bandejas con mezclas de sustrato de tezontle rojo, turba, corteza de pino 

y vermiculita, tal y como se especifica en la tabla 1. Para mantener una alta humedad, las bandejas 

permanecieron cubiertas durante las dos primeras semanas. Posteriormente, se llevó a cabo un 

proceso de endurecimiento gradual: se descubrieron las bandejas por la mañana y se cubrieron por 

la tarde durante 60 días. Se midieron las siguientes variables: altura de la planta (PH), número de 

hojas (NL), número de raíces (NR), longitud de las raíces (RL, en centímetros) y color de la planta 

(PC). 

Tabla 1. Tratamientos evaluados para el cultivo in vitro de L. speciosa. 

Etapa Tratamientos 

Germinación T1. BA 0.2 mg/L + Kinetina 2 mg/L 

 T2. BA 0.2 mg/L + IAA 2 mg/L 

 T3. BA 0.2 mg/L  + Vitaminas WS 10 % 

 T4. Kinetina 2 mg/L + IAA 2 mg/L 

 T5. IAA 2 mg/L + Vitaminas WS 10 % 

 T6. Extracto de malta 500 mg/L 

 T7. Sulfato de adenina 100 mg/L 

Multiplicación T1. 2,4-D 0.5 mg/L + kinetina 2 mg/L 

T2. Extracto de malta 500 mg/L + kinetina 500 mg/L 

T3. Caseína hidrolizada 500 mg/L + kinetina 0.3 mg/L 

Aclimatación T1. Tezontle rojo (100 %) 

T2. Tezontle rojo + peat most (1:1) 

T3. Corteza de pino + peat moss (1:1) 

T4. Peat moss + vermiculita (2:1) 

T= tratamiento 

 

Extracción y purificación de DNA  

Para establecer un parámetro comparativo entre las especies, se realizó un análisis molecular 
de L. speciosa y Cattleya aurantiaca. Se extrajo DNA genómico a partir de 0.3 g de tejido fresco de 
hojas y tallos de plántulas in vitro. La purificación se realizó según el método descrito por Dellaporta 
et al. (1983), con algunas modificaciones. El RNA contaminado se eliminó añadiendo 2 μL de 
solución de ARNasa (10 mg/Ml) por muestra. El DNA resultante se disolvió en amortiguador TE (10 
mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA). La concentración de DNA se midió por absorbancia a 260 nm 
en un espectrofotómetro UV/Vis Jenway 6305. Al mismo tiempo, se comprobó la integridad y la 
calidad del DNA mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 % (p/v), teñido con bromuro de 
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etidio (0.5 mg/mL). Por último, las muestras de DNA se diluyeron hasta una concentración de trabajo 
de 10 ng/μL. 

Marcadores RAPD  

Se seleccionaron dieciséis cebadores de la serie A (Operon Technologies, Alameda, California, 
EE. UU.) por su alto grado de polimorfismo. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen 
total de 25 μL, compuesto por 4.0 μL de agua bidestilada estéril, 10 μL de dNTP (500 μM), 2,5 μL de 
tampón PCR 10X, 1.0 μL de MgCl₂ (50 mM), 2.0 μL de cada cebador (10 pmol), 0.5 μL de Taq DNA 
polimerasa (5 U/μL) y 5.0 μL de DNA genómico (10 ng/μL). La amplificación se realizó utilizando un 
termociclador Techne TC-412 con el siguiente programa: una desnaturalización inicial a 94 °C 
durante 9 minutos; 35 ciclos de 94 °C durante 60 segundos, 37 °C durante 60 segundos y 72 °C 
durante 60 segundos; seguidos de una extensión final a 72 °C durante 7 minutos. 

Los productos de amplificación se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.2 
% (p/v) utilizando tampón TAE (40 mM de tris-acetato, pH 7.6; 1 mM de Na₂EDTA) a 85 V durante 3 
horas. Los geles se tiñeron con bromuro de etidio (0.5 μg/mL) y se visualizaron bajo luz UV mediante 
un sistema de imagen Kodak EDAS 290. Todas las reacciones se realizaron al menos en duplicado 
para garantizar la reproducibilidad de los patrones RAPD. 

Análisis de datos  

La etapa de germinación se examinó mediante un modelo de probabilidad binomial con siete 
tratamientos y cinco réplicas. Las proporciones se compararon mediante la prueba Z, con un nivel 
de significación α = 0.05. Para las etapas de multiplicación y aclimatación, se utilizó la prueba no 
paramétrica de Kruskal-Wallis. Dado que los datos no cumplían los supuestos de normalidad y 
homocedasticidad, se aplicó una transformación de rangos, seguida de comparaciones múltiples con 
un nivel de significancia de α = 0.05. 

Las relaciones genéticas entre genotipos se determinaron a partir de las similitudes y diferencias 
en los patrones de bandas. Se creó una matriz binaria que registró la presencia (1) o ausencia (0) 
de bandas para cada cebador, identificando cada producto por su distancia de migración relativa. 
Estos datos conformaron la Matriz de Datos Básicos (BDM). A partir de la BDM, se calculó una matriz 
de similitud utilizando el coeficiente de Jaccard (1908). Posteriormente, se construyó un 
dendrograma mediante el método de grupos de pares no ponderados con media aritmética 
(UPGMA). Para mejorar la fiabilidad estadística, se realizó un análisis bootstrap con 1000 
remuestreos utilizando NTSYS-pc versión 2.2. 

Resultados y Discusión 
 

Micropropagación 

Durante la fase de germinación, los tratamientos tres (BA combinado con vitaminas WS) y seis 
(extracto de malta) produjeron los niveles más altos de hinchamiento del embrión, principalmente al 
estimular la imbibición. Esta respuesta fisiológica mejoró posteriormente otros parámetros, como la 
apertura de la testa y el desarrollo de cuerpos similares a protocormos (PLB) con una o dos hojas 
(Tabla 2). Sin embargo, deben considerarse factores como la madurez de la cápsula y la composición 
del medio de cultivo, ya que influyen de manera considerable en el momento de germinación de esta 
especie (Mayo et al., 2022). 

Las tasas de germinación oscilaron entre el 42 % y el 63 %, y el tratamiento con hidrolizado de 
caseína alcanzó el valor más alto, significativamente superior al de los demás (α = 0.05). Estos 
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resultados concuerdan con los publicados por Aguilar et al. (2013), quienes observaron tasas de 
germinación del 60 % al 100 % en medio MS con sulfato de adenina. Estos hallazgos sugieren que 
los aditivos orgánicos influyen significativamente en el éxito general de la germinación de las 
semillas. 

 

Tabla 2. Efecto de los tratamientos en la etapa de germinación de L.speciosa. 

Tratamientos ES TO PLB-1L PLB-2L TG NG 

1. BA + Kinetina 0.52d 0.42c 0.26c 0.14d 0.48d 0.52a 

2. BA + IAA 0.50d 0.36c 0.24c 0.14d 0.42d 0.58a 

3. BA + Vitaminas WS 1.00a 0.94a 0.92a 0.84b 0.56b 0.43c 

4. Kinetina + IAA 0.62d 0.50c 0.30c 0.14d 0.52c 0.47b 

5. IAA + Vitaminas WS 0.96b 0.94a 0.84a 0.74b 0.52c 0.48b 

6. Extracto de malta 1.00a 0.96a 0.96a 0.96a 0.53c 0.47b 

7. Caseína hidrolizada 0.76c 0.64b 0.58b 0.50c 0.63a 0.36d 

Los promedios representan el porcentaje de ocurrencia del evento para cada tratamiento, con cuatro réplicas, y el valor final 
registrado en cinco fechas. Los valores con la misma letra son estadísticamente iguales a un nivel de significancia de α = 
0,05. ES: hinchazón del embrión, TO: apertura de la testa, PLB-1L: estructura similar al protocormo con una hoja, PLB-2L: 
estructura similar al protocormo con dos hojas, TG: germinación total, NG: sin germinación. 

 

Durante la fase de multiplicación, el medio basal MS suplementado con 2,4-D y kinetina 
(tratamiento 1) promovió el desarrollo de cuerpos similares a protocormos (PBLs). Por el contrario, 
la combinación de caseína y kinetina (tratamiento 3) produjo el mayor número de raíces, con una 
diferencia estadísticamente significativa (α=0.05; Tabla 3). Estos resultados respaldan hallazgos 
previos que indican que aditivos como NAA, BA e IAA facilitan la formación de PBL en L. speciosa 
(Sarabia et al., 2010; Mayo et al., 2022). Mientras que Mayo et al. (2022) identificaron un desarrollo 
óptimo de las plántulas en medio MS suplementado con 0.5 mg/L de NAA y 0.1 mg/L de ácido 
giberélico. Sabira et al. (2010) y Cardoso et al. (2020) informan sobre la inducción de callos con 2.5 
mg/L de NAA y 1 mg/L de BAP; los protocormos específicos para el desarrollo mediante PLB en esta 
especie siguen siendo limitados.  
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Figura 1. Estructuras tipo protocormos y formación de hojas y raíces en medio de cultivo. 

 

 

Tabla 3. Efecto de los tratamientos en la etapa de multiplicación de L. speciosa. 

Tratamientos SN SL RN RL LN 

1. 2,4-D + kinetina 38.5a  19.0a  2.1a  16.0a  2.1a  

2. Extracto de malta + kinetina  29.5a  32.0a  1.9a  29.0a  3.6a  

3. Caseína hidrolizada + kinetina  10.0b 27.0a  3.8b 33.0a  2.1a  

Los datos se expresan como porcentajes de la media; las letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias 
significativas con p = 0.05. NS: número de brotes, SL: longitud de los brotes, NR: número de raíces, RL: longitud de las raíces, 
y NL: número de hojas. 

 
Durante la etapa de aclimatación, la altura de las plantas, el número y la longitud de las raíces 

variaron significativamente (α = 0.05), y el tratamiento 2 (tezontle rojo y turba) produjo los mejores 
resultados (Tabla 4). Este rendimiento se debe a la porosidad de la mezcla de sustrato, lo que 
aumentó la disponibilidad de humedad durante las etapas clave del crecimiento (Ávila et al., 2009). 
Dado que las orquídeas del género Laelia son especialmente sensibles al encharcamiento y al 
exceso de humedad (Li et al., 2021), los sustratos que equilibran el drenaje y la retención de 
humedad resultan esenciales para el establecimiento exitoso de las plántulas. 

 
La tasa de supervivencia durante la etapa de aclimatación alcanzó el 80 % en el tratamiento dos 

(tezontle rojo y peat moss). Esto confirma que esta combinación de sustratos retiene eficazmente la 
humedad, satisfaciendo así las necesidades fisiológicas específicas de la especie y favoreciendo el 
crecimiento saludable de las plántulas. Estos resultados coinciden con los reportados por Ávila 
(2007) respecto de las plántulas de L. speciosa. 

Tabla 4. Efecto de los tratamientos en la etapa de aclimatación de L. speciosa. 

 
 
 
 
 
 
 
Los resultados se expresan como porcentajes de la media; las letras diferentes en la misma columna indican diferencias 
significativas con un valor de p = 0.05. PH: altura de la planta, NL: número de hojas, NR: número de raíces, RL: longitud de 
la raíz, PC: color de la plántula. Fuente propia. 
 
 
 
 
 

 

 

 

Tratamientos PH (cm) NL NR RL (cm) PC 

1. Tezontle rojo 5.4a 7.0a 5.5b 4.0c 2.9a 

2. Tezontle rojo + peat moss 6.4a 4.9b 8.0a 8.2a 2.9a 

3. Corteza de pino + peat moss 5.4a 3.3b 2.8c 5.3b 2.1a 

4. Peat moss + vermiculita 3.7b 5.8ab 4.5b 3.4c 2.9a 
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Figura 2. Aclimatación de L. speciosa en sustrato. 

Según Mayo et al. (2022), las respuestas morfológicas en cultivos in vitro dependen en gran 
medida de la especie; por lo tanto, los protocolos deben optimizarse específicamente para el género 
Laelia, en particular para L. speciosa. Nuestros hallazgos enfatizan la importancia de la evaluación 
continua de los suplementos de los medios de cultivo para mantener un equilibrio fisiológico preciso 
en cada etapa de la micropropagación. Dicha optimización es esencial para desarrollar protocolos 
eficaces y reproducibles que respalden la conservación y el cultivo exitosos de esta especie de 
orquídea. 

Caracterización molecular 

Se aisló con éxito DNA genómico de alta calidad, en concentraciones que oscilaron entre 0.45 
y 0.94 μg/μl (media = 0.62 μg/μl) para L. speciosa y entre 0.20 y 0.89 μg/μl (media = 0.41 μg/μl) para 
C. aurantiaca. El análisis electroforético confirmó la presencia de DNA de alto peso molecular con 
una excelente integridad estructural. Las bandas aparecieron en la parte superior del gel, sin signos 
visibles de degradación, lo que indica que las muestras eran adecuadas para la amplificación 
posterior mediante PCR. 

 
Los 16 cebadores evaluados produjeron 188 bandas amplificadas. Cabe destacar que los 

cebadores OPA-02 y OPA-11 produjeron el mayor número de fragmentos, 15 y 16, respectivamente. 
El polimorfismo medio fue del 20.74 % para L. speciosa y del 23.94 % para C. aurantiaca, mientras 
que las bandas monomórficas representaron el 79.26 % y el 76.06 % de los perfiles, respectivamente 
(Tabla 5; Figura 3, cebador OPA-10). Estos resultados indican una alta estabilidad genética en 
ambas especies. Nuestros hallazgos coinciden con los de Li et al. (2002) para Paphiopedilum 
micranthum, en los que se observó un grado significativo de uniformidad genética dentro de las 
poblaciones, lo que sugiere que el protocolo de micropropagación preserva la integridad del genotipo 
del donante. 

 

Figura 3. Patrones RAPD generados con el cebador OPA 10. 
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El uso de RAPD ha permitido detectar polimorfismos de DNA en diversas especies de orquídeas 
(Tran et al., 2022). En este estudio, los patrones de bandas monomórficas indicaron una uniformidad 
genética del 76 % al 79 % entre los clones in vitro de L. speciosa y C. aurantiaca. Estos hallazgos 
respaldan los de Alkhayri et al. (2022), quienes señalaron que los marcadores RAPD son muy 
eficaces para identificar la variación genética debido a sus perfiles polimórficos distintivos. En 
consecuencia, la huella genética basada en el DNA ha demostrado ser un método fiable, rápido y 
preciso para evaluar la variación interespecífica e intraespecífica en las orquídeas (Shan et al., 2002). 

A partir de las pruebas anteriores, se confirma que los marcadores RAPD son muy informativos 
y producen índices de similitud comparables a los observados en la orquídea joya (Ludisia discolor) 
(Tran et al., 2022). Por lo tanto, estos marcadores siguen siendo esenciales para la clasificación, la 
conservación y la mejora genética de las especies de orquídeas. Debido a que detectan numerosos 
polimorfismos, los RAPD se han utilizado para analizar la estructura genética de las orquídeas 
endémicas de Papúa, lo que ha permitido una clara diferenciación a nivel de género (Abbas et al., 
2017). Además, estas herramientas moleculares son cruciales para verificar la estabilidad genética 
de las plantas regeneradas in vitro, como se ha demostrado en las plantas madre de Macodes limi, 
una orquídea endémica de Sabah, Malasia (David et al., 2022). 
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Tabla 5. Análisis de marcadores tipo RAPD en L. speciosa y C. aurantiaca. 

 

Cebador  Secuencia de 

nucleótidos  

(5´- 3´)  

Total del 

productos 

amplificados 

Número de bandas Porcentaje 

Polimorfismo Monomorfismo Polimorfismo Monomorfismo 

L. speciosa C. aurantiaca L. speciosa C. aurantiaca L. speciosa C. aurantiaca L. speciosa C. aurantiaca 

OPA-01 CAGGCCCTTC 6 0 4 6 2 0.00 66.67 100.00 33.33 

OPA-02 TGCCGAGCTG 15 7 5 8 10 46.67 33.33 53.33 66.67 

OPA-03 AGTCAGCCAC 9 4 0 5 9 44.44 0.00 55.56 100.00 

OPA-04 AATCGGGCTG 10 2 5 8 5 20.00 50.00 80.00 50.00 

OPA-05 AGGGGTCTTG 13 1 4 12 9 7.69 30.77 92.31 69.23 

OPA-07 GAAACGGGTG 13 3 2 10 11 23.08 15.38 76.92 84.62 

OPA-08 GTGACGTAGG 14 1 3 13 11 7.14 21.43 92.86 78.57 

OPA-09 GGGTAACGCC 10 0 0 10 10 0.00 0.00 100.00 100.00 

OPA-10 GTGATCGCAG 15 3 0 12 15 20.00 0.00 80.00 100.00 

OPA-11 CAATCGCCGT 16 7 9 9 7 43.75 56.25 56.25 43.75 

OPA-13 CAGCACCCAC 12 0 0 12 12 0.00 0.00 100.00 100.00 

OPA-14 TCTGTGCTGG 9 1 0 8 9 11.11 0.00 88.89 100.00 

OPA-17 GACCGCTTGT 8 1 4 7 4 12.50 50 87.50 50.00 

OPA-18 AGGTGACCGT 12 2 5 10 7 16.67 41.67 83.33 58.33 

OPA-19 CAAACGTCGG 12 4 4 8 8 33.33 33.33 66.67 67.67 

OPA-20 GTTGCGATCA 14 3 0 11 14 21.43 0 78.57 100.00 

Totales 188 39 45 149 143 20.74 23.94 79.26 76.06 
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Análisis de conglomerados. El dendrograma se generó mediante el método de agrupamiento 
jerárquico UPGMA. La figura 4 muestra las relaciones genéticas basadas en el coeficiente de 
similitud. Según la matriz de similitud, los valores cercanos a 1,00 indican una mayor similitud 
genética entre las muestras. Con un umbral de similitud de 0,86, el dendrograma se dividió 
claramente en dos grupos principales. El grupo I, incluye las muestras de C. aurantiaca, con valores 
de similitud que oscilaron entre 0,86 y 0,99; aunque se trata de la misma especie, se observó una 
divergencia genética de 0,13. En el caso de L. speciosa, los valores de similitud oscilaron entre 0,89 
y 0,99, con una diferencia de 0,10. Estos resultados concuerdan con los de Yuhanna et al. (2021), 
quienes destacan que los dendrogramas basados en RAPD son fundamentales para distinguir las 
diferencias genéticas en orquídeas con variaciones morfológicas sutiles o ambiguas. 

Figura 4. Dendrograma construido con el coeficiente de similitud de Jaccard (1908) de 
acuerdo a los patrones de bandeo RAPD para C. aurantiaca y L. speciosa. ca: C. aurantiaca, 
ls: L. speciosa. 

 

Hartati et al. (2023) obtuvieron resultados similares al utilizar el análisis RAPD para distinguir 
claramente entre los padres y los híbridos de Coelogyne pandurata y C. rumphii, un patrón que 
también se observó en Dendrobium (Choopeng et al., 2019). Estos hallazgos confirman que los 
marcadores RAPD tienen suficiente poder discriminatorio para distinguir las especies de orquídeas 
silvestres de los híbridos, ya que producen patrones de bandas distintos. Aunque en esta fase no se 
midieron explícitamente los rasgos morfológicos y fisiológicos, el dendrograma resultante mostró 
agrupaciones totalmente coherentes con las clasificaciones taxonómicas existentes. Por lo tanto, el 
enfoque molecular empleado aquí es una herramienta fiable para identificar y clasificar otros géneros 
de orquídeas.   

Desde el punto de vista agrícola, estos hallazgos son esenciales para mantener la uniformidad 
genética en las poblaciones y prevenir la erosión genética. Los programas de mejoramiento vegetal 
dependen de poblaciones con alta similitud genética como base para una selección parental eficaz 
(Hartati et al., 2023). Por lo tanto, la evaluación de la diversidad genética tiene un doble propósito: 

Cluster II 

Clúster I 
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identificar y conservar las especies a largo plazo. Los resultados de este estudio contribuyen de 
manera significativa a la preservación del germoplasma de las orquídeas y ofrecen un marco fiable 
para futuros esfuerzos de mejora genética (Tran et al., 2022). 

Por el contrario, las técnicas de identificación genética basadas en marcadores RAPD 
proporcionan un medio fiable para evaluar tanto la variación genética como la uniformidad clonal. 
Este estudio complementa el trabajo de Castellanos et al. (2023), cuyo objetivo era diferenciar los 
géneros Laelia Lindl. y Cattleya Lindl. Mediante análisis morfológicos. Además, nuestros hallazgos 
proporcionan opciones prácticas para la conservación de las orquídeas autóctonas, en consonancia 
con los esfuerzos de Medina et al. (2023), quienes utilizaron técnicas de criopreservación para 
rescatar L. speciosa. La combinación de herramientas moleculares con estos métodos de 
conservación refuerza el marco para la protección del germoplasma de orquídeas amenazadas. 

Este estudio mejora significativamente las técnicas de cultivo in vitro, demostrando que es una 
estrategia eficaz para aumentar las tasas de germinación y supervivencia, al tiempo que preserva la 
diversidad genética. Tal y como destacan Pujasatria et al. (2020), la composición exacta del medio 
de cultivo es un factor crucial para que las semillas viables germinen y se desarrollen hasta 
convertirse en plantas completas y funcionales. Nuestros hallazgos proporcionan un marco 
estandarizado para la propagación y conservación a gran escala de estas especies de orquídeas 

Conclusiones 

Los resultados de este estudio establecen un protocolo fiable y reproducible para el cultivo y la 
propagación in vitro de L. speciosa. El medio basal Murashige y Skoog (MS) resultó adecuado para 
la especie. En concreto, los tratamientos 3 y 6, caracterizados por la adición de benciladenina, 
vitaminas WS y extracto de malta, mejoraron significativamente la germinación y la inducción de 
brotes. Además, el tratamiento 2 (una mezcla de tezontle rojo y turba) se identificó como el mejor 
sustrato para la etapa de aclimatación, lo que se tradujo en una alta supervivencia de las plántulas 
y un crecimiento saludable. Estos resultados proporcionan una base sólida para la conservación y el 
uso sostenible de esta orquídea endémica 

El protocolo de extracción de DNA produjo de manera consistente material genómico de alta 
calidad, lo que permitió una amplificación exitosa por PCR con 16 cebadores de la serie OPA. El 
dendrograma resultante distinguió con claridad y fiabilidad L. speciosa de C. aurantiaca, lo que 
evidencia una separación taxonómica bien establecida. Estos hallazgos subrayan la importancia de 
los programas de conservación que aplican estrategias integradas que combinan el cultivo in vitro —
fundamental para especies con necesidades de germinación complejas— con la caracterización 
molecular. Este estudio ofrece información importante y herramientas emergentes para la gestión y 
el rescate de especies de orquídeas en áreas de conservación prioritarias 
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