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Resumen: Las orquideas del género Vanda tienen gran valor
en el mercado ornamental por la vistosidad de sus flores. El
mejoramiento genético en vandas es mayormente realizado
a través de métodos convencionales, pero la alta demanda
del mercado actual sobre nuevos cultivares hace necesaria la
inclusién de técnicas moleculares y biotecnoldgicas en la mejora
genética. El objetivo de esta revision, es analizar la utilidad de
diferentes herramientas moleculares y biotecnolégicas para el
desarrollo de un programa de mejoramiento genético en Vanda
analizar la utilidad de diferentes herramientas moleculares y
biotecnoldgicas para el desarrollo de un programa de mejora
genética en Vanda, mediante la interrelacién con biologia
reproductiva y mejoramiento convencional en el género. En esta
revisién se consultaron un total de 95 articulos publicados en
revistas cientificas. Como resultado se brinda una compilacién
de informacién de utilidad como material de consulta para
técnicos, profesionales e investigadores relacionados con esta
tematica.

Palabras clave: marcadores moleculares, morfologia floral,
biotecnologfa, hibridacién, variabilidad genética.

Abstract: Orchids of the Vanda genus have great value in
the ornamental market due to the showiness of their flowers.
Genetic improvement in this genus, is mostly carried out through
conventional methods, but the high demand of the current market
Jor new cultivars makes it necessary to include molecular and
biotechnological techniques in genetic improvement. The aim of
this review is to analyze the usefulness of different molecular and
biotechnological tools for the development of a breeding program
in Vanda, through the interrelation with reproductive biology and
conventional breeding in the genus. A rotal of 95 articles published
in scientific journals were consulted in this review. As a result, a
compilation of information is provided that can serve as reference
material for technicians, professionals and researchers related to
this subject.

Keywords: molecular markers, floral morphology, biotechnology,
hybridization, genetic variability.
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INTRODUCCION

Orquidaceae es una de las familias més grandes de plantas con flores, con més de 27 800 especies, distribuidas
en 880 géneros (Givnish et al., 2016). Dentro de la familia resalta el género Vanda, debido a sus vistosas
flores y gran valor ornamental, el cual esta constituido por mas de 70 especies, principalmente originarias de
La India, China, Himalaya, Sri Lanka, Filipinas y todo el sudeste asidtico (Hamisy, 2008; De et al., 2016).
Las orquideas de este género también son utilizadas en la medicina folclérica para el tratamiento de dolores
reumdticos, enfermedades relacionadas con desérdenes del sistema nervioso, digestivo, respiratorio, entre
otros (Manokari et al., 2021). Debido a su amplio uso, tanto en la medicina como con fines ornamentales,
muchas poblaciones silvestres decrecen, a tal punto que algunas especies se encuentra en peligro critico de
extincién (Khan et al., 2018).

Las vandas presentan un hébito de crecimiento monopodial, con tallos que varian considerablemente de
tamano, desde muy pequenos hasta varios metros de longitud. El género se divide en dos grupos segun la
forma de sus hojas; el primer grupo estd conformado por plantas con hojas planas, tipicamente anchas y
ovoides y el segundo, por especies de hoja cilindricas conocidas como terete. Pueden presentar de pocas a
muchas flores que se desarrollan en una inflorescencia axilar (Tanee et al., 2012).

Las orquideas del género Vanda poseen un alto precio en el mercado internacional debido a sus
espectaculares flores, las cuales presentan colores brillantes, apariencia tinica y una considerable longevidad
floral (Dewantietal., 2019). Para obtener nuevos genotipos con buena aceptacién en el mercado ornamental,
usualmente los mejoradores se basan en el mejoramiento convencional a través de la hibridacién (Hartati et
al., 2019). La hibridacién en orquideas se ha aplicado en numerosos géneros como Phalaeenopsis, Cattleya,
Oncidium, Cymbidium, Paphiopedilum, Odontoglossum, Dendrobium y Vanda (Dalstrom y Higgins, 2016;
De y Bhattacharjee, 2011; De et al., 2016; Dehgahi y Joniyas, 2017; Griesbach, 2002; Teixeira, 2012;). En
Vanda también se han obtenido hibridos con otros géneros como Phalaenopsis Ascocentrum, Ryncostylis,
Renanthera e incluso Aerides (De et al., 2016).

Todas las especies de la familia Orchidaceae con caracteristicas similares a las del género Vanda se
denominan orquideas vandaceas y se agrupan para formar la Alianza "Vanda”, la cual incluye los géneros:
Vanda, Aerides, Ascocentrum, Renanthera, Rhyncostylis, Aranda . Mokara. A muchas de las especies de
este grupo se les conoce popularmente como "orquideas escorpién” u "orquideas arafia” (De et al., 2016).
La alta similitud entre los integrantes de este grupo provoca que la clasificacién de nuevas especies de
vandas mediante caracteristicas morfoldgicas sea muy dificil, pero el avance de la tecnologia facilita nuevas
herramientas como cédigos de barras del ADN que permiten la rapida identificacion.

El mercado actual demanda constantemente nuevos cultivares con caracteristicas novedosas en la
coloracién de las flores, presencia de aromas vy, sobre todo, la duracién poscosecha para su uso como flor
de corte. La alta demanda de nuevos cultivares e hibridos no es suplida por el mejoramiento convencional,
lo que hace imprescindible el uso de herramientas biotecnoldgicas para apoyar los programas de mejora.
Por tales razones el objetivo de esta revisidn, es analizar la utilidad de diferentes herramientas moleculares
y biotecnoldgicas para el desarrollo de un programa de mejora genética en Vanda, mediante la interrelaciéon
con aspectos de biologia reproductiva y mejoramiento convencional en el género.

B1oLOGiA REPRODUCTIVA

Morfologia floral y polinizacién: La inflorescencia surge de la axila de las hojas en las vandas de hoja plana,
mientras que, en el caso de las orquideas de hojas terete, la inflorescencia emerge del lado del tallo de la hoja
opuesta. La inflorescencia es axilar, erecta y simple. Las flores son carnosas, de textura pesada, duraderas y
poder haber de pocas a muchas por planta. El tamano de la flor varfa de 2,5 a 10 cm y presentan colores como
amarillo, marrén, morado, magenta, azul y lavanda (De et al., 2015).
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Las flores del género Vanda presentan la estructura bésica de las orquideas. Contienen tres sépalos, dos
laterales y uno dorsal y tres pétalos, de los cuales uno se encuentra modificado y se conoce como labelo (figura
1), el cual acttia como 4rea de aterrizaje y traccion para los polinizadores (Brown, 2005; Mencias y Salazar,
2018). Presentan una estructura central conocida como columna, la cual alberga la parte masculina (antera)
y femenina (estigma) de la flor (Roberts y Dixon, 2008).

La parte distal de la columna normalmente esta orientada horizontalmente y en su extremo se ubica la
antera. El estigma se sitda cerca del extremo distal y justo en la parte inferior de la columna. Los granos de
polen se fusionan en estructuras compactas llamadas polinias, las cuales se encuentran debajo de la capa de la
antera masculina y contienen una estructura pegajosa llamada viscidium que ayuda a la polinia a adherirse a
un polinizador mientras se alimenta o busca aparearse con la columna (Roberts y Dixon, 2008). Cuando un
polinizador visita otra flor, es probable que la polinia se transfiera al estigma.

FIGURA 1 / FIGURE 1
Inflorescencia y estructuras florales en una flor de una orquidea del género Vanda.

/ Inflorescence and floral structures in a flower of an orchid of the genus Vanda.

Si la polinizacién tiene éxito, el tubo polinico se desarrolla hasta alcanzar el ovario de la flor y ocurre la
fertilizacion. El ovario de la flor comienza a hincharse y forma una cdpsula llena de cientos de miles a millones
de semillas (Roberts y Dixon, 2008). Cuando madura la cdpsula, las semillas son liberadas y diseminadas por
el viento hasta que entran en contacto con un sustrato. Sin embargo, las semillas de orquideas, aunque son
abundantes, carecen de endospermo, que es el tejido nutritivo que sostiene el desarrollo del embrién y la
germinacién de las semillas. Por lo tanto, deben asociarse con hongos micorrizales, que ayudan a la semilla a
absorber agua y nutrientes y convertir la celulosa y otras moléculas complejas del sustrato en aztcares simples
que necesita la orquidea (Salgado y Pefiaranda, 2019).

HIBRIDACION Y VARIABILIDAD GENETICA

Desde anos tempranos, los mejoradores utilizaron la hibridacién con el fin de generar nuevos genotipos
de orquideas, especialmente en el género Vanda. La hibridacién es una de las técnicas mas utilizadas por
los mejoradores para incrementar la variabilidad genética en orquideas ya que es fécil de realizar y permite
obtener hibridos interespecificos, intergenéricos o intragenéricos. (Li et al., 2021).

Desde 1919, fue registrado por el jardin botdnico de Praga un hibrido (Vanda “Tatzeri’), obtenido del
cruce entre Vanda tricolor y V. sanderiana; el cual mostré un verdadero vigor hibrido que se expresé en la
abundante floracién (Dewanti et al., 2019).
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Hasta la fecha se registraron un gran nimero de hibridos tales como Vanda John DeBiase ‘Fuchs’
Indigo, Paravanda Paracentrum Redland Stardust ‘Crownfox’ HCC, Renantanda How Yin Mun ‘Flame
Burst AM, Holttumara Crownfox Speckled Spider ‘Crownfox’ HCC, Vandaenopsis ‘Irene Dobkin’,
Vandachostylis Charm‘Blue Star’ HCC, Mokara ‘Razzmatazz’, Joannara Scarlet Queen ‘Chile Pepper’ AM, ,
Vandachostylis Colmarie ‘Sunctuary’s Midnight’ AM, Vanda Michael’s Delight ‘Mike’ HCC, Vandachostylis
Ladda Gold ‘Miramar’ HCC etc. (American Orchid Society, 2018).

La hibridacién, como resultado, brinda un aumento de la variabilidad genética en cualquier germoplasma.
Por su parte, la variabilidad genética cuantifica la habilidad o capacidad de un sistema, organismo o poblacién
de cambiar en el tiempo, como respuesta a factores genéticos y ambientales. Los programas de mejoramiento
deben comenzar con una evaluacién de la variabilidad genética, la cual puede ser realizada con el empleo
de marcadores morfoldgicos, bioquimicos o moleculares (Chavan et al., 2018). Actualmente los marcadores
genéticos mas utilizados son los moleculares y los morfoldgicos combinados (Carrodeguas y Zaiga, 2020;
Haddad et al., 2020; Mercati y Sunseri, 2020; Palumno et al., 2019; Zuaniga y Carrodeguas, 2020).

En el género Vanda, no abundan estudios sobre variabilidad genética que puedan apoyar la eleccién de
caracteristicas morfoldgicas a mejorar. Uno de los pocos estudios fue realizado por Dewanti et al. (2019),
en el cual se evalué la variabilidad genética y fenotipica en hibridos tetragenéricos de V. ‘Adrienne’ x A.
‘Peggy Foo’ con V. malinii x V. denisoniana. Este estudio mostr6 que los caracteres de mayor variabilidad
genética fueron el nimero de hojas por planta, el ancho de las hojas y el largo de la espiga. Dichos caracteres
ademas, presentaron heredabilidad moderada, por lo cual recomienda sean considerados para la seleccion en
programas de mejora genética en Vanda.

En la Tabla 1 se proponen variables cuantitativas y cualitativas para evaluar variabilidad segtin caracteres
morfoldgicos en orquideas del género Vanda.
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TABLA 1/ TABLE 1
Caracteres cuantitativos y cualitativos para evaluar variabilidad morfoldgica en

orquideas del género Vanda (De et al,, 2015). / Quantitative and qualitative characters
to evaluate morphological variability in orchids of the genus Vanda (De et al., 2015).

Cuantitativos Cualitativos
Planta Altura de la planta, mimero de hojas | Estaci6n de floracion (invierno,
por planta primavera, verano, otofio)
Hoias Longitud v ancho de la hoja Forma de la hoja (terete, semiterete,
1 canalizada, plana)
. | Longitud de la espiga, mimero de Orientacion de la espiga con respecto
Inflorescencia flores por inflorescencia a la planta_ rectitud de la espiga
Longitud del pedicelo, largo v ancho | Color predominante de la flor, color
Flor de la flor, longrtud y ancho maximo | de sépalos v pétalos, patrones de
del labelo, longitud de sépalos v coloracion de sépalos v pétalos, color
pétalos v forma del labelo
Pétalos Largo. ancho en la parte mas Color y patron de coloracion
estrecha v ancho en la parte mas
amplia
Largo, ancho en la parte mas Color v patron de coloracién
Sépalos estrecha v ancho en la parte mas
amplia
Largo, ancho en la parte mas estrecha | Forma del lobulo medio del labelo
Labelo v ancho en la parte mas amplia {Aovado, Oblongo-lanceolado,
Suborbicular otros), color del interior
y exterior
Columna Largo v ancho Color

MARCADORES MOLECULARES PARA ESTUDIOS GENETICOS EN VANDA

Las orquideas del género Vanda fueron histdricamente separadas en dos grupos mediante las caracteristicas
morfoldgicas de sus hojas. En el primer grupo estdn incluidas las de hojas con forma cilindricay en el segundo
las de hojas planas. Dentro de cada grupo, los hibridos que se forman muestran homologfa en sus cromosomas,
por tanto, generalmente son fértiles. Sin embargo, los hibridos obtenidos cuando se cruzan individuos de
diferentes grupos son estériles debido a la baja homologia de sus cromosomas (Storey, 1955). Sin embrago,
los hibridos intergenéricos entre bandas con hojas planas y las orquideas del género Asconcentrum con hojas
planas, presentan una homologia de cromosomas més fuerte que la de los hibridos entre los grupos de Vanda
(Shindo y Kamemoto, 1962). También, algunas especies fueron trasladadas de un género a otro. Todo lo
anterior causd un gran debate sobre la reclasificacion en el género Vanda y demuestra la importancia de
utilizar herramientas moleculares para la identificacion de nuevas especies y su correcta clasificacion.

Con el avance de la biologia molecular es posible incorporar a los estudios genéticos herramientas como
marcadores moleculares, los cuales incrementan la informacion respecto a la diversidad genética en orquideas
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y complementan las técnicas cldsicas de caracterizaciéon morfo-fenotipica (Bhattacharyya y Van Staden,
2018). Hoy dia, las descripciones de nuevos taxas a cualquier nivel, debe incluir estudios de genética molecular
junto a las cldsicas caracterizaciones morfolégicas (Chase et al., 2015).

Marcadores RAPD:Uno de los marcadores moleculares que permiten el analisis de distancias genéticas
mediante la construccién de 4rboles filogenéticos son los RAPD (Polimorfismo de ADN Amplificados al
Azar) (Marouelli et al., 2010; Ince et al,, 2010; Tanee et al., 2012 y Talebi et al., 2008). Esta técnica se basa
en amplificar el ADN utilizando un cebador simple con secuencias aleatorias. La tecnologia RAPD ha sido
de utilidad para elaborar mapas genéticos, estudiar parentescos y analizar la estructura poblacional, por lo
que han sido utilizados en diversos estudios genéticos (Angulo-Graterol et al., 2013). Esta técnica también
se ha empleado para detectar variaciones como mutaciones en el ADN de las plantas. Por ejemplo, mediante
el uso de marcadores RAPDs en Vanda tricolor, Dwiyani (2016) detecté variaciones somaclonales ocurridas
durante el cultivo iz vitro utilizando el cebador OPA 10, mientras que, Kurniawati et al. (2019) evidenciaron
polimorfismo en orquideas intraespecies al emplear los cebadores OPA10, OPA18 y una combinacién de
ambos.

En Vanda estos marcadores también se han empleado para el estudio de similitudes genéticas entre
individuos. Lim et al. (1999), aplicaron marcadores moleculares de tipo RAPD en el andlisis de las especies
del género Vanda (Orquidaceae) para estudiar la cercanfa genética de este grupo. Por ejemplo, en Vanda
tricolor,]a propagacién sexual en muchas ocasiones se realiza por autpolinizacion, lo que trae consigo una
descendencia con amplio grado de homocigosis (Dwiyani et al., 2012). Por su parte, Haryo et al. (2018)
estudiaron la similitud genética de plantas de Vanda tricolor obtenidas a partir de semillas de un mismo fruto,
utilizando estos marcadores.

Microsatélites: Los microsatélites son cortas secuencias de ADN de 1 a 6 pares de bases, repetidas en tindem
a lo largo del genoma que se distribuyen en regiones codificantes o no codificantes, siendo mayormente
asociados a estas ultimas (Kumar et al., 2018; Young et al., 2000). Ademds, son altamente polimdrficos en
cuanto asu longitud, dada por el nimero de repeticiones, como consecuencia de una elevada tasa de mutacion
durante la replicacion del ADN (Schlétterer, 2000; Weber y May, 1989; Zane et al., 2002). Los microsatélites
son codominantes, lo cual, aunado a las caracteristicas anteriores, les permite ser marcadores aplicables a
varios tipos de investigacién bioldgica, incluidos estudios de genética de poblaciones, genotipado, mapeo
genético, epidemiologia molecular, y seleccion asistida en muchas especies de plantas (Contreras et al., 2020a;
Gharesouran et al., 2021).

Los microsatélites podrian ser una herramienta valiosa paralaidentificacién de cultivares de Vanda, debido
a que continuamente se obtienen nuevas variedades e hibridos para el mercado ornamental; lo cual hace
que sea muy dificil la identificacién de especies variedades o hibridos mediante caracteristicas morfoldgicas
(Phuekvilai et al., 2009).

Los microsatélites se pueden componer por repeticiones de un solo nucledtido (mononucleétidos), por
dos (dinucledtidos) y hasta seis nucledtidos (hexanucledtidos). Los microsatélites mas abundantes y con
mayor tasa de mutacién son los mononucleétidos y dinucleédtidos, los cuales son apropiados para encontrar
diferencias entre individuos que pertenecen a una misma poblacion (Schlétterer, 2000). Por su parte, los
microsatélites que presentan tres repeticiones de tres o mds nucledtidos muestran menor variabilidad y
permiten realizar andlisis de paternidad y variaciones entre poblaciones y especies (Vazquez y Morales, 2014).

En el género Vanda se usan principalmente microsatélites del tipo dinocledtidos y trinucledtidos. En
un estudio realizado por Phuckvilai et al. (2009) se identificaron microsatélites del tipo dinucledtidos
y trinucleétidos en Vanda. Los microsatélites més frecuentes encontrados es esa investigaciéon fueron
(GA)n(GT)n con una frecuencia del 45,19%, (GA)n (22,59%), (CA)n (15,93%) y (CCT)n (9,26%) con
un rango de tres a nueve alelos. Con el uso de estos microsatélites, la probabilidad de que dos orquideas del
género Vanda, tengan el mismo genotipo es de 1 en un millén, lo que los convierte en herramientas utiles
para la identificacién de especies en el género y para el anélisis de relaciones filogenéticas.
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El protocolo generalizado para la amplificacion de microsatélites en el género Vandaconsiste en extraer el
ADN, paraluego determinar su calidad mediante espectrofotometria. Posteriormente se amplifica utilizando
los cebadores especificos para los microsatélites que se desean amplificar y por ultimo se comparan los
segmentos amplificados mediante electroforesis.

Cédigos de barra del ADN: Los cddigos de barra del ADN son una herramienta aplicable a la taxonomia,
que utiliza una corta secuencia de ADN, la cual proviene de una regién estandarizada. Esta secuencia es
comparada con una secuencia de referencia para identificar si esta pertenece a una determinada especie. Los
“DNA barcodes” son secuencias relativamente cortas que se encuentran en los genomas de las especies, las
cuales son obtenidas a través de la amplificacién por PCR (Senthilkumar et al., 2017).

El Consorcio de Cddigo de Barras para la vida (CBOL, 2009) sugieren que se utilicen en plantas el gen
RCBL (ribulosa bifosfato carboxilasa) y la regién espaciadora trn-HpsbA (Kress y Erickson, 2007), el gen
cloroplastico trnL UAA (Taberlet et al., 2007) y secuencias ribosomales (Chu et al., 2006).

En orquideas esta tecnologia se ha utilizado en el estudio de diferentes géneros como Phalaenopsis
(Mursyidin et al., 2021; Nisrina et al., 2020), Dendrobium (Chattopadhyay et al., 2017; Chen et al., 2022;
Phueakkhlai et al., 2021; Wang et al., 2018) Cypripedium (Kim et al., 2015), Paphiopedilum (Yen et al.,
2021), Grammatophyllum (Yukawa et al., 2013), Spathoglottis (Ginibun et al., 2019), Cymbidium (Wu etal.,
2019) y Vanda (Khew y Chia, 2011; Senthilkumar et al.,2017). Por su parte Raskotiy Ale (2021) analizaron
mediante este método numerosas especies de orquideas medicinales en Asia, y establecieron una biblioteca
de cddigos de barras para su identificacién con aproximadamente 7000 secuencias de 380 especies, lo cual
representa el 90 % de orquideas medicinales en dicho continente.

En un estudio realizado por Senthilkumar et al. (2017) fue utilizado el marcador rbcL del cloroplasto
para analizar 5 accesiones de Vanda. Los resultados claramente mostraron que ese marcador es una buena
opcidn para estudios filogenéticos. Por tanto, los cédigos de barra de ADN es una herramienta muy util
para los taxénomos que trabajan con este género de orquideas y puede ser utilizado para identificar especies
eficientemente. Muchos estudios filogenéticos sugieren que los marcadores 7atK . rbcL son altamente
eficientes en establecer relaciones filogenéticas para especies de plantas a nivel de género (CBOL, 2009;
Contreras et al., 2020b). El gen 7bcL es uno de los mejores caracterizados, forma parte del DNA que se
encuentra en el cloroplasto de las plantas y codifica para la subunidad grande de la enzima RUBISCO
(Senthilkumar et al., 2017).

Marcadores EST (“Expressed sequence tags”): Los EST son pequenas subsecuencias, que contienen
entre 200 y 400 nucledtidos, obtenidas de secuencias nucleotidicas 0 ADN complementario, las cuales se
transcriben en un tejido de interés (Javeed, 2021). Estas secuencias pueden utilizarse como un marcador para
ubicar un gen en un segmento més grande de ADN. En plantas los EST fueron utilizados por primera vez
en la planta modelo A. thaliana (Hofte et al., 1993). Adicionalmente, los datos de los EST proporcionan
una estimacion de los genes que se expresan de forma activa en un genoma bajo una determinada condicién
fisioldgica (Hrdlickova et al., 2017; Mansilla, 2021).

El descubrimiento de nuevas secuencias de EST, ha propiciado que se establezcan bases de datos publicas y
privadas donde se almacenan los datos. Muchas bibliotecas EST han sido desarrolladas para algunas especies
de plantas (Chen et al., 2011; Li et al,, 2010; Tsai et al., 2013; Tsai et al., 2017) y han sido depositadas en
la base de datos GenBank.

Estos marcadores son muy ttiles para estudios de comparacién de genomas en plantasy paralabusqueda de
genes relacionados con fragancia en las flores de orquideas. Por ejemplo, Hsiao et al. (2006) dedujo los genes
implicados en la fragancia de las flores de Phalaenopsis bellina a través de una comparacién con la biblioteca
de EST de P. equestris. Estos marcadores también han sido utiles en el desarrollo de microsatélites (Senan
etal., 2014).



RevisTA FAVE SECCION CIENCIAS AGRARIAS, 2022, VOL. 21, NUM. 2, JULIO-DICcIEMBRE, ISSN: 2346-9129 2...

En el caso del género Vanda, fue desarrollada una biblioteca EST para Vanda Mini Palmer para identificar
posibles microsatélites tipo EST-SSRs relacionado con la fragancia, para utilizarlos como marcadores en la
identificacién de orquideas fragantes de este género (Chan et al.,, 2009).

APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Cultivo invitro: El cultivo iz vitro de tejidos vegetales, no solo se utiliza parala propagacién masiva de plantas
comestibles, medicinales y ornamentales, sino que constituye una herramienta para el mejoramiento vegetal,
pues es fundamental para recuperar plantas transformadas genéticamente por Agrobacterium sp., para rescate
de embriones, fertilizacién 7 vitro o induccién de mutaciones por métodos quimicos o de radiacién (Zufiga
y Carrodeguas, 2021).

En Latinoamérica diversos grupos de investigacién y empresas privadas han aplicado diversos métodos de
cultivo iz vitro de orquideas. Por ¢jemplo, en Argentina, Lallana et al. (2020) trabajaron en el establecimiento
del Banco de Germoplasma de Semillas de orquidea, realizaron pruebas de almacenamiento y viabilidad de
semilla, asi como germinacién iz vitro y aclimatacién. Asimismo, se han realizado investigaciones para el
rescate de especies de orquideas epifitas y terrestres en lugares como Misiones y Entre Rios, asi como se han
germinado asimbidticamente diversas especies con importancia econdmica y de conservacién (Billard et al.,
2014; Bischoff'y Rodriguez, 2013; Dalzotto y Lallana, 2013).

En la propagacién iz vitro de vandas, los explantes mas utilizados son las semillas, protocormos, y brotes,
mientras que entre los medios de cultivo mds utilizados destacan el Murashige y Skoog (1962) (M&S) y el
Vaciny Went (1949) (VW), con valores de pH entre 4,7 y 5,9.

Los reguladores de crecimiento més utilizados en el cultivo in vitro del género Vanda, son las citoquininas
(6-bencilaminopurina (BAP), kinetina (Kin), N6-isopenteniladenina (2-iP) y tidiazurén (TDZ); y auxina
(4cido indol-3-acético (IAA)), 4cido indol-3-butirico (IBA), cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 4cido
a-naftalenoacético (NAA). El uso de los diferentes reguladores de crecimiento depende de la etapa y objetivo
perseguido en el cultivo. Los materiales complejos organicos més utilizados son extracto de banano, peptona,
carbén activado, agua de coco, jugo de tomate y extracto de patata (8,3 %) (Setiaji et al., 2021).

Las técnicas de cultivo iz vitro, ademds, permiten la creacién de bancos de germoplasma que favorecen
la conservacién ex situ de especies, asi como también proveen material vegetal debidamente registrado a
programas de mejoramiento genético.

En la Tabla 2 se muestran los principales resultados de ensayos que incluyen diferentes medios de cultivo
y suplementos para la propagacion iz vitro del género Vanda.
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TABLA 2 / TABLE 2
Medios de cultivo y resultados obtenidos en ensayos de multiplicacién in vitro del género
Vanda. / Culture media and results obtained on in vitro multiplication assays of the genus Vanda.

Referencia Especie Medio de cultive evaluados Resultados obtenidos
Maharjan etal. | Fanda ME&S (1962) al 50% Los medios M&S (1962) al
(201%) pumila suplementado con Acido 50% vy con 10% de agua de
Bencilaminopurinico (BAP) coco, suplementados con 1,0
(0.5mgL, 1.0mgL, v 2,0 mg/l de Kinetina resultaron
mg/L), Kinetina (0,5 mg/L, 1.0 | ser lo mas adecuados para el
mg/L vy 2,0 mg/L) v Acido desarrollo de brotes de (0,78
Giberélico (AG3) (0,5 mg/L, = 0,07 cm de longitud por
1,0 mg/L v 2,0 mg/L). brote).
Cada concentracion de
hormona fue evaluada en ) ,
medio M&S (1962) al 50% de | £i medio M&S (1962) al
- 50% v 10% de agua de coco,
concentracién de sales, con
0%, 5%y 10% de agua de suplementado con 2,0 mg/l
coco. BAP fue el mas efectivo para
la proliferacién masiva de
brotes (9,50 £ 0,29 brotes
por explante).
El medio M&S (1962) al
50% suplementado con 0.5
mg/l de TAA favorecio el
enraizamiento (5,00 £ 0,0
raices por explante y 0,93 £
0.07 cm de longitud de
raices).
Puspasari etal. | Vanda Medio New Phalaenopsis (NP) | La concentracion optima
(2018) tricolor suplementado con para inducir el crecimiento
concentraciones de 0-3g/L de | de los embriones fue de
peptona. 1g/L. Exceder esa
concentracién produce un
efecto contraproducente para
los tejidos embrionarios.
Islam et al. Vanda Se evalud el medio de cultivo | El medio de cultivo M&S
(2014) roxburghii | M&S (1962), con los (1962) suplementado con 0,1
siguientes suplementos: mg/ de acido naftalemacético
. (ANA) y 15% de agua de
Sin suplementos coco fue el mejor para la
0.5 mg/l BAP germinacion se semilla y
desarrollo de plantulas en
0.2 mg/l IAA menor tiempo (de 22 a 35
0.5 mg/l IAA+0,5 mg/1BAP | 9i33)-
0.2 mg/l NAA
0.1 mg/l NAA+15% agua de
coco
Bhaskar y Vanda Se evaluaron los medios para | Las semillas germinaron
Rajeevan 'Tohn Club' | germinacién de semulla: mejor en el medio M&S
.
(1956). (hibrido) | 1S al 50% de concentracién ﬁjggélnﬁs“m?‘g:jnel
de sales. . ..
porcentajes de germinacion
Erudson C. de 80% y 20%
respectivamente.
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Adicionalmente, se ha determinado que el cultivo iz vitro de orquideas del género Vanda requiere
condiciones Sptimas y controladas, con el fin de asegurar la viabilidad de las pléntulas durante la
aclimatizacién y la uniformidad de la floracidn en etapa de invernadero (Setiaji et al., 2021).

Induccion de mutaciones:Un método empleado para inducir variabilidad y crear variedades con nuevas
caracteristicas es la mutagénesis, también conocida como induccién de mutaciones. Esta herramienta es
ampliamente utilizada para generar nuevos genotipos en plantas ornamentales. Hasta el ano 2017, en la base
de datos de variedades mutantes de la agencia conjunta de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura, y la Agencia Internacional de Energia Atdmica se registraron mas de 700
variedades de plantas.

Este método busca inducir en el ADN, deleciones o inserciones, que se expresardn, por ejemplo, como
cambios en la pigmentacion de hojas o tallos, a causa de las modificaciones en los aminoécidos codificados
(Shikazono et al., 2003). Ademds, se pueden ocasionar cambios en la ruta biosintética de genes reguladores
o estructurales de las plantas, alteraciones fitocromdticas, aberraciones cromosémicas e inhibicién mitética.
(Herndndez et al., 2019).

La mutagénesis puede inducirse mediante métodos quimicos, fisicos, radiaciones, favorecimiento de
variaciones somaclonales, entre otras (Herndndez et al., 2019). En las mutaciones causadas por agentes
quimicos, los cambios generados son estables y heredables debido a que se inducen alteraciones en nucledtidos
simples, que pueden formar una nueva serie alélica (Pacher y Puchta, 2017).

Por su parte, las mutaciones fisicas se centran en la interaccidon atémica que ocurre durante la radiacién,
donde los agentes mutagénicos producen especies reactivas al oxigeno que interactdan con el ADN y
provocan dafio oxidativo, alteraciones en las bases y rupturas simples o dobles en la cadena de ADN (Pachery
Puchta, 2017). Las radiaciones pueden ser ionizantes (como los neutrones y los rayos alfa («), beta (), gamma
(y) y X) o no ionizante (como los rayos UV) (Kayalvizhi et al., 2017).

Por otra parte, al evaluar la respuesta de un hibrido de Vanda sp a la radiacién gamma en dosis de 0, 10,
20, 30, 40 y 50 Gy, se evidenci6 que la dosis de irradiacién 10 Gy aumentd la altura de la planta y cambié
el color de las hojas amarillentas de las orquideas, mientras que las dosis superiores provocaron cambios de
coloracién de las hojas a verde claro (Hartati et al.,, 2021).

CONCLUSIONES

La hibridacién mediante cruzamientos es la principal herramienta que los mejoradores han utilizado
para generar variabilidad genética en el género Vanda, sin embargo, complementar esta técnica con otras
biotecnoldgicas, permite conocer y caracterizar los materiales, asi como direccionar el mejoramiento hacia
las caracteristicas de interés.

La aplicacién de marcadores moleculares es trascendental para estudiar la diversidad genética en el género
Vanda, los mis utilizados han sido RAPD, microsatélites, c4digos de barra del ADN y EST.

Las técnicas biotecnoldgicas como rescate de embriones, cultivo iz vitro de explantes (semillas y 6rganos)
e induccién de mutaciones apoyan los programas de mejora genética en Vanda y pueden generar variabilidad
genética en menor tiempo que los cruzamientos.

Las investigaciones realizadas en el género Vanda han contribuido significativamente tanto en la
conservacién de especies amenazadas como en la comercializaciéon de este género. Los avances en otros
géneros de la familia Orchidaceae han creado bases para el mejoramiento genético y adaptacion de protocolos
de cultivo iz vitro en el género Vanda.
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