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[ll. RESUMEN

Catasetum integerrimum Hook. es una especie nativa de areas tropicales usada en
la medicina tradicional. El objetivo del presente estudio fue conocer los aspectos
ecolégicos, caracterizar los metabolitos secundarios y realizar el cultivo in vitro de
semillas inmaduras y tallos jovenes. Se muestrearon 13 sitios con bosque tropical
subcaducifolio en tres municipios de la region Huasteca Hidalguense, se registro la
abundancia, hospederos y polinizadores. Por otra parte, se efectuaron entrevistas
con la finalidad, de conocer su uso en la medicina tradicional. Para el analisis
fitoquimico se utilizé la raiz de la orquidea, obteniendo distintos extractos (hexano,
acetato de etilo y metanol) de éstos se identificaron terpenos y flavonoides con el
método de cromatografia en capa fina. En el cultivo in vitro se emplearon tallos
jovenes y semillas inmaduras en un medio en un medio Murashige y Skoog (MS)
501100 de sus componentes, con 30g/l sacarosa y 4g/l de agar. Los resultados
muestran que los hospederos con mayor asociacion de C. integerrimum en la zona
de estudio son: Sabal mexicana (palma real), Bursera simaruba (chaca) y Quercus
oleoides (encino); en las poblaciones registradas se detecta mayor abundancia de
individuos masculinos en comparacion con los femeninos; el polinizador que se
identifico fue Eulaema cingulata (Apidae). La informacion etnobotanica indica que a
esta orquidea se le conoce como trompa de puerco en la Huasteca Hidalguense y
es empleada como remedio natural preparado en infusion, para tratar sintomas de
colitis, enfermedades del rifidn, diabetes y cancer. Las pruebas fitoquimicas
muestran que la raiz contiene metabolitos secundarios de tipo terpenoides (-
sitosterol, estigmaterol), flavonoides agliconas (canferol, quercetina, naringenina) y
flavonoides glicosilados (rutina y naringina). En relacién al cultivo in vitro se logro
la germinacién del 10% de las semillas a los 28 dias de la siembra, a los 54 dias se
formaron los protocormos y estos fueron transferidos a medio MS donde iniciaron la
formacion de plantulas. Mientras que, en los tallos se establecié un método eficaz
de desinfeccion y el cultivo en medio MS adicionado con concentraciones propias
de auxina (a4cido naftalenacetico, ANA), citosina (benzil-amino purina, BAP). Este

es el primer trabajo en C. integerrimum que aporta informacion sobre aspectos



ecologicos, etnobotanicos, fitoquimicos y de cultivo de tejidos con el propdsito de

generar conocimientos que sean Utiles en el manejo y conservacion de esta especie.



IV. INTRODUCCION

La familia Orchidacee es una de las mas ricas y diversas, se encuentran
distribuidas alrededor del planeta en ambientes tropicales y subtropicales, se
cuentan con un aproximado de 20 000 a 30 000 especies. Colocandolas en la familia
con mayor diversidad, ausentes en desiertos verdaderos y en zonas con extremo

frio, solo pocas se adaptan en ambientes frios (Hagsater et al., 2015).

A nivel internacional, México est4 considerado entre los cinco paises con
mayor nimero de especies de plantas vasculares (Llorente y Ocegueda, 2008). Esta
gran diversidad floristica se debe a la amplia variedad de condiciones fisiograficas

y climaticas (Rzedowski, 1978).

Aunado a la riqueza natural, se suma su diversidad cultural. Cuenta con unas
1,400 especies de orquideas, creciendo en casi todos los tipos de vegetacion, sin
embargo, la mayor parte se encuentra por debajo de los 2,000 metros sobre el nivel
de mar, en las serranias del centro y sur del pais, en diversos tipos de bosques
tropicales y templados (Diaz-Toribio et al., 2013).

Alrededor del mundo las orquideas han sido consideradas una de las plantas
MAas exceéntricas por su peculiar composicién y actualmente estan siendo cultivadas
con fines medicinales (Pant, 2013). Son un grupo de plantas muy admirables por la
belleza de sus flores y a través de los afios han generado interés por el uso
ornamental, medicinal, alimentario y horticola. La riqueza de especies de
Orchidaceae esta siendo amenazada debido a su vulnerabilidad, inestabilidad y al
abuso en su uso como recurso y en consecuencia existe disminucién de las
poblaciones. Hoy en dia en México se han extinto al menos 22 especies de

orquideas (Hagsater et al., 2005).

En la Huasteca Hidalguense, se registran aproximadamente 30 especies de
orquideas, entre las que se encuentra Catasetum integerrimum. Esta especie se
distribuye en los fragmentos de selva mediana subperennifolia de la regién, se
emplea en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades como el

cancer y la diabetes. La extraccion de C. integerrimum posiblemente este



disminuyendo las poblaciones de la zona. Por lo que, el presente trabajo tiene como
objetivo principal conocer los aspectos ecoldgicos y etnobotanicos de esta especie.
Asimismo, identificar los metabolitos secundarios que estan presentes en la planta

y evaluar la propagacion in vitro.



V. ANTECEDENTES
5.1 Trabajos con enfoque etnobotanico y ecoldgico en orquideas

Las especies vegetales son un banco de germoplasma e informacion
genética importante y pueden ser la respuesta a muchos problemas de alimentacion
y salud para la humanidad. Se estima que el 80% de la poblacion de los paises en
vias de desarrollo acuden a métodos tradicionales de medicina que involucran el

uso de plantas de origen silvestre (Farnsworth, 1988).

La antropologia ecoldgica y la etnobiologia se han encargado de demostrar
gue los conocimientos ecologicos tradicionales de una etnia no son estaticos ni
uniformes, sino que, mas bien, se generan, mantiene y modifican de acuerdo a las
ideologias locales, como asi también en funcion de las influencias socioculturales
externas incluso de la disponibilidad o de escasez de los recursos naturales. De
ello, se desprende la idea de que lo ecolégico necesita ser entendido en términos
biolégicos, sin dejar de lado su compleja relacion con las practicas culturales y
econdmicas; implicando la transformacién de los paradigmas como también la

consecuente reorientacion del desarrollo tecno-cientifico (Escobar, 1999).

El uso de las orquideas, se basa en la parte aglutinante de la planta, el
mucilago que es contenido de los pseudobulbos es usado en la fabricacién de
instrumentos musicales y plumeria, y para la obtencién del apreciado mucilago, se
pelan los bulbos y se muelen para obtener una masa verde que se deja fermentar y

posteriormente ser usado (Cox, 2013).

En la época de la Colonia de Felipe Il, el médico Francisco Hernandez vino
a la nueva Espafa a realizar una investigacién acerca de las plantas medicinales
de las tierras del nuevo continente y junto con los sabios indigenas describié e hizo
dibujar un gran conjunto de plantas desconocidas hasta entonces en Europa.
Posteriormente publicé los primeros dibujos de cinco orquideas mexicanas de los
generos: Stanhopea, Laelia, Encyclia, Bletia y Vanilla planifolia. En particular, la
vainilla aparece ilustrada desde 1552 con el nombre de tlixochitl en el cédice de la

Cruz-Badiano (Hagsater et al., 2005).



Durante el reinado de ltzcoatl (1427-1440) se utilizé la vainilla y durante los
reinados de Motecuhzoma | Ihuicamina (1440-1469) y Axayacatl (1469-1482) se

_ : us6 esta planta como pago de

tributos, sobre todo de los totonacas a
los aztecas. Moctezuma (1502-1520)
aromatizaba la bebida conocida como
xocolatl hecha a base de cacao con el
:1 fruto maduro de esta orquidea y miel

de abeja.

| En la antigiiedad las orquideas eran
| empleadas en las practicas
§ tradicionales para el tratamiento de

. enfermedades, especialmente con

| funcién antagodnica de tumores; por lo

cual se les ha vinculado a la

Figura 1. Purépechas moliendo tallos de orquideas
para la elaboracién de pegamento. Investigacion de nuevos

medicamentos, factor que ha
incrementado el conocimiento sobre las mismas y su consumo sustentable (Pant,
2013).

El uso principal de las orquideas en el México precolombino fue para preparar
un mucilago. De hecho, el nombre nahuatl para engrudo o pegamento, tzauhtli o
tzacutli. Es el nombre genérico para la orquidea. Este mucilago se extraia de los
cormos y pseudobulbos deshidratados y molidos de laelias, prosthecheas y bletias
y una variante, el tatzingui. Era utilizado por los purépechas (Fig.1) (Hagsater et al.,
2005).

Las orquideas no son ampliamente utilizadas en la medicina tradicional como
algunas otras plantas, sin embargo, existen registros de la utilizaciéon de algunas
especies. Desde la época prehispanica y hasta nuestros dias, muchas especies son
utilizadas para adornar las celebraciones religiosas de las distintas culturas
mexicanas, gracias a la belleza de las flores. Ademas de su uso medicinal,



sobresalen también sus usos ceremoniales y artesanales para la elaboracion de
guirnaldas, coronas y ramilletes que adornan los altares con distinguidos colores y
aromas, los géneros mas utilizados con este fin son Laelia (por sus flores grandes
y espectaculares) (Fig.2), y en menor medida Barkeria, Oncidium, Prosthechea y
Rhynchostele (Solano et al., 2011).

Los Isochilus son llamados en Meéxico
“sanguinarias” y se emplean para curar
desinteria; Arpophyllum spicatum,
Epidendrum anisatum, Bletia campanulata
y B. coccinea son sefalados también para

aliviar el mismo mal (Urbina, 1903)

Algunas orquideas pseudobulbosas y
terrestres, como Prosthechea
michoacana, P.varicosa (camotes de
agua) y Rhynchostele bictoniense (sets-

sish), sirven para calmar la sed de los

viajeros, quienes masticaban los

Figura 2. Vendedor de laelias (Tomado de
seudobulbos para obtener un poco de su Hagsater et al., 2005)

jugo acoso e insipido (Berlin et al., 1974;
Wright, 1963).

Un uso muy diferente es el que se le ha dado a Trichocentrum brachyphyullm;
esta especie que contiene alcaloides en sus hojas sustituye al peyote entre los
rardmuri y puede ser alucinégeno (Bye, 1979; Schultes y Hofftmann, 1980).

En el centro de Veracruz y Chiapas, Oncidium sphacelatum es llamada flor
de mayo, mayitos o “chorizo con huevo” nombre alusivo a su color amarillo y café
rojizo. Durante la celebracion de la Santa Cruz, el 3 de mayo, las cruces se adornan
con las largas paniculas (Hagsater et al., 2005). En la Huasteca Hidalguense
Oncidium sphacelatum también es usada para adornar las cruces el dia 3 de mayo,

es la flor representativa para la cruz que se lleva al cerro.



Asimismo, se reporta el uso medicinal de varias orquideas mexicanas, entre
ellas Oncidium cavendishiaum como anthistaminico, Brassalova digbyana contra el
dolor de cabeza, Catasetum maculatum en abscesos e hinchazén (Del Amo, 1979;
Mendieta y Del Amo, 1981). Por otra parte, Aguilar et al., (1994), en una compilacion
de informacidén etnobotanica del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),

mencionan el uso de Catasetum sp. como anticonceptivo y para curar la hinchazon.

Otros trabajos, también sefalan que con los pseudobulbos de algunas
especies se preparan cataplasmas, por ejemplo, Catasetum integerrimum,
Cyrtopodium macrobulbon, Bletia purpurea y Prostochea citrina (Garcia-Pefia y
Pefa, 1981). Por lo tanto, es vigente recuperar y valorar el saber tradicional con
respecto al uso de las plantas y aprovecharlas como recurso, asi mismo analizar las
relaciones hombre-planta, desde el punto de vista antropolégico, ecoldgico,

botanico y medicinal (Linares et al., 1999).

Se han realizado trabajos con enfoque al conocimiento de estado poblacional
de algunas orquideas, en que podemos citar a Millan et al. (2007), quienes
realizaron evaluaciones poblacionales para determinar la densidad y estado de
conservacion de la orquidea Phragmipedium Kovachii.

Por otra parte, Farfan (2008) realiz6 un estudio de biologia reproductiva y
demografia de Epidendrum xanrhinum, encontrando que esta orquidea presenta
hasta nueve polinizadores lepidopteros. También sefialan que la especie puede
establecerse exitosamente en bordes de carretera y en zonas de pendiente, por lo
tanto se hace una aproximacion a la importancia de la reproduccién asexual y en la

ecologia poblacional.

Existen pocos trabajos de la orquideoflora en la regiébn Huasteca
Hidalguense, entre los que podemos citar a Hernandez y Hernandez (2011),
quienes realizaron un estudio de abundancia y diversidad de orquideas en los ocho
municipios que comprenden la Huasteca Hidalguense, inventariando 30 especies
clasificadas en: Epidendroideae, Orchidoideae y Vanilloideae, también registran

algunos hospederos y el tipo de vegetacion en el que se localizan. En este listado



se encuentra C. integerrimum, mencionando a Bursera simaruba y Guazuma

ulmifolia como sus principales hospederos.

5.2 Trabajos con enfoque fitoquimico y farmacolégico

Los metabolitos secundarios son sustancias complejas, se los encuentran en
concentracion muy bajas, en el organismo del hombre ejercen una accion
farmacoldgica o fisiologica, en la plantas su funcién no esta muy clara; son usados
como principios activos en la industria farmacéutica, también en dosis pequefia son

usados para estudiar procesos bioquimicos (Cuevas et al., 2016).

Las diferencias entre los metabolitos primarios y secundarios, es que los
primeros tienen una funcion definida, en cambio, los metabolitos secundarios en
algunos casos no tienen una funcion especifica y no todos se encuentran en todas
las plantas (Robles-Garcia et al., 2016). Sin embargo, otros autores mencionan que
las estructuras vegetales de las plantas contienen componentes quimicos
(metabolitos secundarios) que pueden desempefiar funciones de proteccion contra
patdgenos, relacion UV, plagas y comunicacion para atraer polinizadores u otros
(Mazid et al., 2011; Pagare et al., 2015).

Los principales metabolitos secundarios presentes en las orquideas son:
alcaloides, flavonoides, terpenoides, y estilbenoides (Marjoka et al., 2016). En
diferentes orquideas se han logrado aislar un numero significativo de
fenantropiranos y estilbenoides (Sut et al.,, 2017). También se ha reportado la

presencia de saponinas y glucésidos (Marjoka et al., 2016).

Varios metabolitos secundarios han sido aislados de las orquideas, los
cuales muestran una gran diversidad quimica cabe destacar los derivados fenélicos
gue por su uso terapéutico han sido utilizados para tratamientos contra el cancer, la

inflamacion y la nuero degeneracion (Sut et al., 2017).

En algunas orquideas con uso medicinal se ha identificado numerosos
metabolitos secundarios que justifican sus propiedades medicinales, como

alcaloides, flavonoides, fenaentrenos, antocioaninas, esteroles y terpenoides,
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particularmente en los extractos de las flores y las hojas (Pérez, 2010; Hossain,
2011).

Son pocos los estudios fitoquimicos realizados en orquideas. En especies
brasilefias identificaron una glicosiflavonas metiladas (Williams et al., 1994).
Estudios farmacologicos realizados a distintas especies de orquideas en Brasil, por
ejemplo en Oncidium flexuosum se menciona el uso de esta planta en el proceso
de cauterizacion y desinflamacion de lesiones, donde se atribuye esta accion a la
existencia de flavonoides y taninos dentro de su composicion, también se menciona
el género Epidendrum por poseer accion antitumoral, debido a la presencia

fenantrenos en sus composicion (Chinsamy et al., 2014).

En la fragancia floral de Catasetum maculatum se aisl6 el éxido trans-
carvona, el cual es epoxido de monoterpénico (Lindquist et al., 1985) y en el caso
de la Phalaenopsis ssp., orquidea mariposa se identifico el alcaloide derivado de la
pirrolizidina, la phanaelopsina T (Fujiedaa et al., 1998).

El fruto maduro de la vainilla se ha estudiado y utilizado como agente
antioxidante, antimicrobiano, antinflamatorio y anticancerigeno (Sinha et al., 2008.,
Shanmugavalli et al., 2009). Los estudios se han realizado mayormente en el fruto
beneficiado de la vainilla (Pérez-Silva et al., 2006; Sinha et al., 2008) y se han
descrito alrededor de 200 metabolitos del aroma, e identificados estructuralmente
como &cidos organicos, éteres, esteres, alcoholes, compuestos fendlicos y

carbonilos (Klimes y Lamparky, 1976).

De estos compuestos casi un tercio son aromaticos volatiles, entre ellos
destacan, por su concentracion alta e importancia en el aroma cuatro compuestos
fendlicos: acido p-hidroxibenzoico, acido vanillico, p-hidroxibenzaldehido y vainillina;
este Ultimo es el compuesto mas abundante (Pérez-Silva et al., 2006; Sharma et al.,
2006).
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5.3 Estudios de cultivo in vitro de Orquideas

El termino cultivo in vitro, se utiliza para denominar a los cultivos asépticos
de origen vegetal. El cultivo in vitro ofrece ventajas adicionales a las técnicas
convencionales de propagacion, como son: germinar semillas que bajo condiciones
de semilleros no germinan, o bien, obtener una rapida multiplicacion a partir de

pequefias fracciones de la planta libres de patégenos.

La demanda de productos vegetales ha incrementado como las necesidades
ecoldgicas de reforestacion. Por lo que la conservacion y propagacion vegetativa a
través del cultivo de tejidos es la alternativa. En el laboratorio de Cultivos Vegetales
del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM, de las 80 especies
mexicanas amenazadas que se han regenerado, 25 son orquideas de 16 géneros
(Chavez et al., 2012).

El uso de CTV con especies es una aplicacion relativamente nueva de esta
tecnologia, que adquiere un gran valor como método de propagacion
particularmente para las especies en peligro de extincidn nativas es una alternativa.
El crecimiento de las orquideas in vitro ha sido objeto de amplios esfuerzos de
investigacion sobre especies de interés comercial. La germinacion de embriones de
orquidea en medio preparados con sales de nutrientes, micronutrientes, hormonas
y gelificantes ha sido la solucién para que la industria propague masivamente a
estas plantas que en la naturaleza, requieren de tiempo y condiciones muy

particulares para crecer.

Para lograr la propagacion de plantas por cultivo in vitro, es posible utilizar
cualquier fragmento vegetal por ejemplo: tallos, parte de la flor, secciones de hojas,
meristemos, células en suspension, entre otros; a estos materiales biolégicos se les
denomina explantes. Mediante el uso de explantes es factible inducir la
morfogénesis, término que se utiliza para denominar al conjunto de procesos
relacionados con la diferenciacion y desarrollo de érganos o tejidos para dar una

planta completa (Fay, 1994).
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La propagacion y cultivo de las orquideas fue revolucionando después del
descubrimiento de Knudson (1922) de Cattleya y Laelia en agar en donde las
semillas pudieron ser germinadas en un medio simple con azucar. Este trabajo
demostré que la germinacion de semillas de orquideas en condiciones in vitro fue
posible sin la asociacion con hongos. Posteriormente, el mismo autor propuso una
nueva solucion con la adiciébn de nutrientes para la germinacion de semillas de
orquideas en 1946. A partir de este momento muchas orquideas se han regenerado

y propagado a partir de segmentos de hoja (Murthy y Pyati, 2001).

Existen algunos trabajos de cultivo in vitro de orquideas, entre los que
podemos citar el de Mayo et al.,, (2008) quienes realizan la germinacion de
orquideas del estado de Tabasco (Catasetum integerrimum Hook, Encyclia alata,
Encyclia cordigera, Epidendrum flexuosum, Epidendrum shlocorynbos, Epidendrum
stanfordianum, Myrmecophila sp., Trichocentrum ascendes, Trichocentrum
carthageneses, Oncidium sphacelatum, Prostochea cochleata, Nidema boothii y
Trichocentrum lindenii), obteniendo de un 70 a 90 % empleando los medios VW, MS
y MS a la mitad de su concentracion, todos ellos adicionados con 0.1% de carbon
activado. Arenas y Aguirre (2012), establecen la micropropagacion de Barkeria
scandens evaluando el medio MS (Murashing & Shong) y KC (Knudson) con
semillas inmaduras donde se utilizaron formulaciones basales solas o combinadas
con el aditivo organico almidén de papa teniendo como resultado protocormos a
partir de 108 dias. Por otra parte, Carmona y Aguirre (2012), evaluaron la
germinacion y de proliferacion in vitro en MS y KC de Oncidium unguiculatum Lindl.,
utilizando reguladores de crecimiento, logrando su germinacion (formacion de

protocormos) en un 75% en 60 dias.

Toledo et al. (2012), realizaron la micropropacion de Chysis bractescens con
semillas en medio MS suplementando (acido a-naftalenacetico ANA), (acido
indolacetico AlA) y (6-benziladenina BA). Se obtuvo un maximo de 1.2 brotes con
1mg/l ANA+3mg/l BA. Un maximo de 5.73 raices en cada brote se obtuvo con 1mg/I
ANA+1 mg/l AIA y un maximo de 6.73 hojas con 1mg/l ANA+3mg/l BA. Finalmente
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se determind que no es necesaria la adicion de reguladores de crecimiento para

promover la longitud del protocormo.

Avila y Salgado (2006), establecieron métodos de propagacion de nueve
orquideas mexicanas (Cattleya aurantiaca, Encyclia adenocaula, Euchile citrina,
Epidendrum radicans, Laelia albida, Laelia autumnalis, Lelia speciosa, Oncidium
tigrinum y Oncidium cavendishianum), se establecié un medio MS adicionado con
concentraciones propias de auxina (ANA) citosina (BA) y acido giberelico (GA3),
utilizado para a induccion de callo, proliferacion de protocormos, en el que
obtuvieron el 100% de germinacion. Asimismo, Salgado et al. (2012), realizaron la
propagacion in vitro de especies de orquideas de Michoacan que estan registradas
en categoria de riesgo: Cuitlauzima pendula, Enclyclia adenocaula, Prosthechea
citrina, Laelia speciosa, Oncidium tigrinum, Rossioglossum splendens vy
Rhynchostele cervantesii, las cuales se obtuvieron a partir de segmentos de hojas

y pseudobulbos en medio MS adicionado con auxina, citosina y giberelina.
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VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Conocer los aspectos ecolbgicos y etnobotanicos, caracterizar los metabolitos
secundarios y realizar el cultivo in vitro de Catasetum integerrimum Hook.

(Orchidaceae).
6.2 Objetivos especificos

e Estimar el tamafio de las poblaciones presentes y su relacion con factores
ambientales (polinizadores, hospederos y abundancia) en tres municipios de
la Region de la Huasteca Hidalguense: Atlapexco, Huejutla y Huautla.

e Determinar la utilidad que se le atribuye a Catasetum integerrimum desde el

punto de vista etnobotanico, en los tres municipios de la region Huasteca.

e l|dentificar y separar por técnicas cromatogréaficas los metabolitos presentes

en la raiz de C. integerrimum.
e Evaluar la germinacion de semillas de esta especie en medios de cultivo.

e Establecer el cultivo in vitro de tallos jovenes de C. integerrimum.
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VIl. MARCO TEORICO
7.1 Generalidades de las orquideas

Las orquideas son plantas herbaceas, muy conocidas por la belleza y
elegancia de sus formas, por sus aromas y diversos colores, varios son los aspectos
las cuales llaman la atencién, algunas miden mas de 30 cm y unas solo alcanzan
unos milimetros, sus flores son agrupadas por racimos algunos hasta de 20 cm, y
pueden tener variedad de colores, desde presentar colores blancos, tenues hasta
rosas, rojas, amarillas, verdes, incluso azules, estas flores tienen una estructura
similar sus diferentes partes desde sépalos, pétalos y una estructura particulas es

el labelo o labio (Ramirez, 1996).

La familia Orchidaceae se distribuyen en todos los continentes (excepto en
la Antartida) pero su mayor diversidad se concentra en la regiones tropicales. Se
considera como la familia mas diversa de las monocotiledoneas, posee especies
con una amplia gama de aplicaciones, cosméticos, farmacos y perfumes (Sut et al.,
2017).

En México estan registradas 1,260 especies y 170 géneros de orquideas, con
40% de endemismos (Soto-Arenas et al., 2007). Ocupan el tercer lugar a nivel
nacional en cuanto a mayor diversidad taxondémica, siendo superadas por las
familias Asteraceas y Fabéaceas (Villasefior, 2003). En el estado de Hidalgo se
registran 17 familias de epifitas vasculares reconociendo nueve pertenecientes a
las Pteridofitas y el resto a las Magnoliofitas, 64 géneros y 163 especies de epifitas
vasculares. La familia mejor representada a nivel genérico es Orchidaceae con 28
taxa (Ceja-Romero, 2010).

Los ecosistemas de México mas ricos y diversos en orquideas son el bosque
mesofilo de montafia (BMM), donde se encuentran 60% de sus especies, asi como

la selva tropical humeda del sur del pais (Hagsater et al., 2005).
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7.2 Descripcion morfologica de la familia Orchidaceae

Las orquideas son plantas herbaceas, perennes (raramente anuales),
terrestres o epifitas, ocasionalmente trepadoras, algunas veces saproéfitas o
raramente, micropardsitas, tienen variaciones morfologicas en cuanto a formas,
tamafios y textura de hojas, tallos y raices. Todas estas caracteristicas las hacen

ver muy diferentes (Tellez y Flores, 2007).
% Habito de crecimiento

Plantas monopodiales: crecimiento vertical, sin pseudobulbos, posee un solo
apice vegetativo que si es destruido provocaria la muerte de la planta (Fig. 3)
(Fischer, 2007).

Plantas simpodiales: crecimiento horizontal, con pseudobulbos y varios apices
vegetativos (Fig. 3) (Fischer, 2007).

Figura 3. Tipo de crecimiento en orquideas. A) Orquidea monopodinal, B) Orquidea simpodial.

+ Tallos

Es un dérgano util para efectuar la fotosintesis, estos pueden ser de diferentes formas
y de gran tamafo. Las orquideas epifitas en la base de las hojas presentan estos

organos (almacenamiento de agua y alimento) (Freuler, 2008).
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Su desarrollo es una respuesta adaptativa a los diferentes medios donde
habitan las orquideas: hay tallos aéreos, que crecen hacia arriba o colgado hacia
abajo. Otro tipo de tallo es el pseudobulbo, caracteristico de las orquideas epifitas,
gue es un tallo engrosado carnoso de muy variadas formas dependiendo del género
y la especie, que crece a partir del rizoma, siendo un tallo rastrero que se desarrolla
paralelamente y sobre la superficie del sustrato. Los tallos subterraneos son los
cormos Yy los tubérculos que funcionan como 6rganos de reserva y proveen aguay

otras sustancias (Fig. 4) (Menchaca, 2011).

Figura 4. Tipos de tallos en orquideas. A) Cilindricos, B) Pseudobulbos, C) Cormos, D) Globoso, E)
Ovoide, F) Oblongo, G) Cilindrico y Segmentado, H) Clavado, |) Fusiforme (Tomado de Menchaca,
2011).
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% Hojas

Presentan hojas simples, es decir no presentan divisiones, los margenes son
enteros y no tienen aserraduras ni espinas, su tamafo, color o textura depende del
ambiente de procedencia. En lugares secos las hojas son carnosas y suculentas
son alargadas y angosta, las cuales se conservan durante muchos afos. En lugares
muy calidos las hojas son cilindricos para evitar la deshidrataciéon (Fig. 5)
(Menchaca, 2011).

Figura 5. Diferentes formas de hoja. A) Eliptica, B) Lanceolada, C) Oblonga, D) Ovado-lanceolada, E)
Lineal, F) Ligulada, G) Falcada (Tomado de Menchaca, 2011).
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% Raices

Es la estructura de la planta que la mantiene fija a la tierra o al sustrato y por medio
de la cual toma agua y otros minerales del suelo, en las especies terrestres las
raices son iguales a la de cualquier otra planta: alargada y ramificada, cubierta con
pelos absorbentes; sin embargo, en las epifitas presentan las raices aéreas
colgando o unidas a la corteza de los troncos. Con un diametro de 1 y 10 mm
dependiendo de la especie. Tanto en las especies terrestres como en las epifitas y
litéfilas, las raices estan protegidas por un tejido esponjoso de células muertas de
color blanco o gris, llamado velamen que actia como esponja y facilita la absorcién
del agua y de los gases del aire (Fig. 6). En el extremo de la raiz de las epifitas

existe una parte verde, que tiene la funcion de realizar la fotosintesis (Menchaca,

2011).
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Figura 6. Tipos de raiz en
orquideas. A) Raiz fasciculada vy
tuberosa de  Dichromanthus
cinnabarinus, B) Raiz de Cattleya
purpurata en crecimiento de color
verde y la porcién diferenciada en
velamen de color blanco (Tomada
de Hagsater et al., 2005).

C) Raiz aérea en crecimiento de
Catasetum integerrimum, (© Luis
Angel Martinez Espinoza y Eleimy
Hernandez Bautista).



+ Inflorescencias

En las orquideas podemos tener diferentes tipos de inflorescencias. Por su insercion
en la planta se clasifican en: axilar, la vara floral sale entre el tallo y la hoja; basal,
la vara floral surge de la base del pseudobulbo; terminal, surge de la parte teminal
del tallo o pseudobulbo (Fig. 7) (Freuler, 2008).

Por su forma se reconocen los siguientes tipos: espiga, las flores aparecen a
partir de una vara central; panicula, la vara floral presenta varias ramificaciones,
produciendo gran cantidad de flores que generalmente son pequefia; racimo, la vara
floral presenta una ramificaciéon donde se desarrollan las flores y umbrela, al final de

la vara floral aparecen todas las flores alineadas en fila (Menchaca, 2011).

Figura 7. Diferentes tipos de inflorescencias. A) Axilar, B) Basal, C) Terminal, D) Espiga, E) Panicula, F)
Racimo, G) Umbrela (Tomado de Menchaca, 2011).
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< Flores

Sin duda, es la parte mas atractiva de las orquideas y la que mas vas varia en su
tamafo, presentan una fusion, entre los filamentos de los estambres y el estilo la
cual incluye los 6rganos sexuales femeninos y masculinos, llamada columna o
ginostemio. Posee tres sépalos y tres pétalos; uno de ellos es opuesto al o a los
estambres puede ser diferente a los otros dos, ya sea en cuanto al tamafio, forma
o coloracion, ademas producen polen, compuestos aromaticos, aceites o
seudopolen. Este pétalo modificado llamado labio o labelo, es la parte mas vistosa

de la flor cuya funcion es la atraccion de los insectos polinizadores (Fig. 8) (Hagsater

et al., 2005).
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Figura 8. Esquema de la flor de una orquidea, con sus principales elementos (Tomado de Bitacora
Naturae, 2007).

El polen es liberado en unidades formadas por cuatro granos (tétradas) que

constituyen cuerpos mas o menos solidos llamados polinios (Menchaca, 2011). El
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polen suele variar de consistencia desde ser suaves y cerosos hasta ser granulosos
a duros. El nimero de polinios varia de acuerdo al grupo, entre dos y ocho rara vez
hasta ocho, pueden ser removidos de una antera y depositados en estigma todos
ellos juntos o por separados (Hagsater et al., 2005).

Las flores son hermafroditas, es decir, en la misma flor se presenta tanto
organo sexuales masculinos (estambres y sus anteras) como femeninos (ovario,
estilo y estigma) (Hagsater et al., 2005). Pero pueden existir, en menor cantidad, las
flores unisexuales que son las que tienen 6rganos masculinos o femeninos, pero no
ambos, esto es con sexos separados, como en el caso de los géneros Catasetum,
Mormodes y Cycnoches (Téllez y Flores, 2007). La flor presenta una simetria
bilateral ya que al cortarla a la mitad quedan dos partes iguales. El tamafio de las

flores varia, ya que pueden ser desde 3 mm hasta 25 cm de diametro (Fig. 9).

Figura 9. Diferentes formas de flores. A) Prosthechea ionophlebia, B) Mexipedium xerophyticum, C)
Prosthechea radiata (Tomadas de Hagaster et al., 2005); D) Oncidium maculatum (©Luis Angel
Martinez Espinoza).
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s Frutos

Son nombrados botanicamente como capsulas que al madurar presentan varias
aberturas longitudinales por las cuales desprenden las semillas. Los hay largos y
ovalados o casi redondos, y pueden tener verrugas o ser muy angulosos (Hagsater
et al., 2005).

< Semillas

Estan hechas de una sola pieza o cotiledon (monocotiledoneas). En la parte interior
de los frutos podemos encontrar miles de semillas. Su forma general varia desde
forma de hilo (filiforme) o cilindrica con punta (fusiforme) y en ocasiones parecen
alas o protuberancias. El numero de semillas por fruto varia entre unos pocos miles
y cuatro millones; su tamafio es muy pequefio, miden entre 0.3 y 5 mm de largo, y
pesan por lo general entre 0.4y 2 ug (Fig. 10) (Arditti, 1992). Consta de una cubierta
y un embrion, viéndose desprovista de endospermo que sirve para alimentar al
embridon mientras salen sus hojas, la testa o cascara esta formada por células
muertas y el embridn por un rango de entre 8 y 200 células. Su dispersion se hace

generalmente con ayuda del viento.

Figura 10. Fruto y semillas del género Catasetum. A) Capsula en desarrollo, B) Capsula en plena
dehiscencia varios meses después, liberando millones de semillas diminutas (©Luis Angel F. Martinez
Espinoza).
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7.3 Clasificacion taxondmica

La clasificacion taxonomica de la familia es compleja, de manera tradicional
se ha basado en los caracteres morfologicos de la columna. Para su clasificacion
no se utilizan las formas de vida, distribucién o el espectro ecoldgico de las
especies. Sin embargo, parece estar bastante correlacionada con los desarrollos

evolutivos del grupo mas aceptado por la mayoria de los autores.

El uso de métodos que reconstruyen la historia evolutiva de los organismos
y de uso accesos a nuevas fuentes de informacion, en particular las secuencias de
ADN, han permitido conocer mejor las relaciones filogenéticas y proponer sistemas

de clasificaciobn mas naturales (Dressler, 1993; Chase, 1999; Chase et al., 2015).

En la actualidad se reconocen cinco linajes principales dentro de las
orquideas, consideradas de manera formal como subfamilias (Chase et al., 2015).
De acuerdo con su orden de aparicion en el arbol evolutivo de la familia, éstas son:

Apostasioides, Vanilloides, Cypripediodes, Orchidoides y Epidendroides.

Las Apostasoides se encuentran Unicamente en el sureste asiatico e incluyen
solo dos géneros y unas 16 especies. Las Vanilloides hace poco tiempo fueron
confirmadas como una subfamilia distinta (Cameron et al., 1999). En México esta
representada solo por el género Vainilla. La subfamilia Cypripediodeae tiene una
amplia distribucién; tiene alrededor de 155 especies y cinco géneros de los cuales
tres se encuentran en México. Por otra parte las Orchidoides abarcan 210 géneros
y cerca de 5 000 especies, en México despliegan una diversidad importante y
muchas especies terrestres pertenecen a este grupo.

La subfamilia Epidendroideae es el linaje mas diverso tanto en numero de
especies y géneros como en habitos y formas de vida, intervalo de tamafos y
estrategias reproductivas y el grupo predominante en el biotopo epifito. EI 80% de
las orquideas, es decir, cerca de 20,000 especies, pertenece a esta subfamilia. En
México los grupos principales de orquideas epidendroides son las Malaxideae, las
Bletiias, las Laeliinas, las Pleurothallidinas, las Oncidiinas, las Maxillariinas y las

Catasetinas, ademas de muchos otros mas pequefios (Hagsater et al., 2005).
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7.4 Importancia ecologicay economica de las orquideas

Las orquideas se han podido establecer en casi todos los ambientes de la tierra
gracias a sus adaptaciones para soportar muy distintas condiciones tienen
adaptaciones necesarias para habitar el ecosistema, la mayoria vive sobre los
arboles (epifitas), algunas prefieren adherirse a rocas u hongos y otras son
terrestres (Hagsater et al., 2005).

Dentro de las familias de las orquideas el 25% son terrestres pudiendo
habitar en lugares humedos o en hojarasca los cuales les permita absorber los
nutrientes necesarios, el 5% capaces de crecer como epifitas o0 como platas
terrestres que puedan adherirse a rocas o troncos muertos cerca de arroyos y el
resto son exclusivamente epifitas, que van a encontrarse a grandes alturas de los
arboles ocupandolos como sostén para que puedan absorber agua de las lluvias y

puedan alcanzar los rayos de la luz solar (Dressler, 1993).

Las orquideas, cumplen importantes funciones ecoldgicas, ademas de
ofrecer refugio a animales como péjaros, serpientes, y en especial a las hormigas,
ofrecen néctar a abejas, mariposas, palomillas y colibries, algunas aportan gotas de
fragancia a machos de las abejas verdes y doradas (las Euglossinas), para que se
perfumen y puedan atraer a las hembras. Son excelente en la convivencia y refugio

de microorganismos, como hongos y bacterias (Avila, 2015).

Al igual que todas las plantas con flores, las orquideas necesitan de los
polinizadores para reproducirse y factores fisicos como temperatura y luminosidad
para germinar. Sin embargo, algo que las caracteriza es la complejidad de sus
interacciones con otros organismos, entre las cuales destaca la simbiosis
micorricica que se lleva a cabo con hongos micorrizégenos especificos, que ayudan

a la planta a germinar proporcionandole carbono y minerales (Hagsater et al., 2005).

No obstante, esta variabilidad en forma y tamafo, las orquideas presentan
una gran uniformidad en sus estrategias reproductivas: un 99% son hermafroditas

es decir, sus flores desarrollan tanto polen como évulos. En este grupo de orquideas
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el polinizador puede tanto depositar polen en el estigma como retirar polen de las

anteras en ese orden en una sola visita (Romero-Gonzélez, 2012).

La reproduccion de estas plantas de flores exoticas es a base de polinizacion
entomofila, desarrollando capsulas llenas de semillas diminutas. Las cuales al salir,
se dispersan por el aire depositdndose en sitios donde deben encontrar condiciones
Optimas para su germinacion. Estas incluyen la presencia de un hongo micorrizico
que es un requisito obligado para muchas especies para poder germinar,
desarrollarse y nutrirse, proporcionandole carbohidratos que de otra forma no podria

adquirir del medio ambiente (Camargo et al., 2012).

Tradicionalmente las orquideas han sido utilizadas por distintos pueblos con
fines ornamentales y medicinales. Los chinos fueron los primeros en cultivarlas
desde, aproximadamente, el afio 500 a.C. Mas tarde, en el siglo V, los griegos las
empleaban como plantas medicinales. En América, los aztecas las utilizaban como

plantas medicinales, especias, alimenticias y ornamentales.

Una de las orquideas empleadas por este pueblo fue la popular vainilla
(Vanilla planifolia), tlilxochitl en nahuatl, utilizada para aromatizar el chocolate; que
fue llevada a Europa por los conquistadores esparioles a principios del siglo XVI'y
desde ahi a regiones tropicales como Madagascar, pais que se ha convertido en el
primer productor del mundo de esta especia, utilizada como saborizante y

aromatizante en todo el mundo (Ossenbach, 2005).

Su cultivo es posible en todas partes, ya que muchos hibridos intergenéricos
fueron creados y comercializados con éxito. La exportacion para flor cortada y el
cultivo en maceta afecta algunos géneros cuyo cultivo se practica en muchos
paises. Actualmente, las orquideas son importante articulo comercial de la

exportacion y venta de plantas cultivadas.
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7.5 Problematica y estrategias de conservacion

México es un pais megadiverso con graves problemas ambientales y sociales
gue ponen en peligro una parte importante de la biodiversidad. La alteracion que
muestran los ambientes naturales del pais por la presién humana ejercida sobre
ellos, por el mal uso y el abuso de los recursos naturales es muy notoria. Casi 30
millones de mexicanos viven principalmente de la agricultura y la ganaderia en un
pais que es gran parte seco y montafioso. La deforestacion en México ha alcanzado

niveles alarmantes y se ha estimado en 4.2% anual (SEMARNAT, 2008).

Histéricamente, el trafico internacional de orquideas se ha presentado tanto
para satisfacer a aficionados como para integrarlas a las colecciones cientificas.
Con lo que se han cometido barbaridades contra las orquideas; por ejemplo en el
siglo Xl una comision espafiola embarco 1,000 000 de ejemplares de orquideas
colombianas que cruzaron el mar para morir en la madre patria por desconocerse

la manera de cultivarlas (Suarez, 2004).

Las orquideas han sido colectadas desde hace muchos afios principalmente
por la belleza de sus flores, estas practicas han traido consecuencias negativas
para muchas poblaciones de estas plantas ya que hay especies de orquideas que
ya no estan en los bosques y algunas otras siguen este mismo rumbo. Tal es el
caso de Mexipedium xerophyticum y Pragmipedium exstaminodium subsp.
exstaminodium, estas especies ya no pueden vivir en la naturaleza, pues son tan
raras gue sus poblaciones no son viables y los bosques donde viven estan

desapareciendo muy rapido (Diaz-Toribio et al., 2013).

Aungue no se tiene cifras exactas, se sabe que en México se trafican mas
ejemplares de orquideas que los que son vendidos legalmente, tanto en el comercio
internacional como el local. Se estima, por ejemplo, que en los afios noventa se
traficaron ilegalmente en México 12 millones de plantas mientras que solo se
vendieron legalmente 152,000 aproximadamente el 1% (Flores-Palacios y Brewster,
2002).

27



La desaparicion de una especie de orquidea puede tener un impacto negativo
en el futuro de los polinizadores especificos, ya que las relaciones de dependencia

entre las dos especies son, en muchos casos, exclusivas.

La riqueza de las orquideas estd siendo amenazada debido a su
vulnerabilidad, inestabilidad y el abuso en su uso como recurso y como
consecuencia hay la disminucion de sus poblaciones. Hoy en dia en México se han
extinto al menos 22 especies de orquideas. En la Peninsula de Yucatan varias estan
en peligro de extincion, como es el caso de M. christinae, debido a la reduccion de
su habitat y perturbacion ocasionada por el desarrollo urbano y turistico. Asi mismo
estdn en peligro de extincion Cohniella cebolleta y Laelia ruberscens por la

restriccion de su area de distribucion y perturbaciéon (Carnevali, 2010).

Para la conservacion de las orquideas, se necesitan la participacion conjunta
de investigadores, viveristas, coleccionistas y sobre todo, de los poseedores del
recurso en el campo, con el fin de conservar, lograr su manejo sustentable, generar
una alternativa econémica (Menchaca y Moreno, 2011). La Ley General del
Equilibrio Ecoldgico y la Proteccidon al Ambiente, una Ley General de Vida Silvestre

y una norma que categoriza diversos organismos.

No comprar orquideas que vengan directamente del campo ya que se pone
en riesgo la supervivencia de las poblaciones en los bosques. Se han propuesto dos
formas de conservacion de los recursos genéticos, la conservacion in situ y la

conservacion ex situ.
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7.6 Descripcion botanica de Catasetum integerrimum Hook.

Hierba epifita, de hasta 70 cm de alto. Raices carnosas, de 2-6 mm de
grosor, con raicillas colectoras rigidas, erectas, de 0.3-1 mm de grosor.
Pseudobulbos de varios entrenudos, ovoides a fusiformes, de 7-26 x 2.5-8 cm,
cubiertos por vainas foliares papiraceas terminadas en 1-3 espinas. Laminas
foliares 6-10, disticas, plegadas articuladas con las vainas, deciduas, oblongo-
oblanceoladas a elipticas, agudas a acuminadas, con 3-5 venas prominentes en el
envés, de 7-60 x 2-16.5 cm. Inflorescencia racimosa, erecta, apareciendo en la base
del brote inmaduro, produciendo flores masculinas o femeninas. Bracteas florales
ovado-lanceoladas, agudas a cortamente acuminadas, de 8-16.5 x 4-9 mm. Flores
unisexuales, dimorficas, no resupinadas, poco vistosas, intensamente fragantes
durante el dia. Flores masculinas verdes o verde amarillentas, frecuentemente
esfumadas y/o manchadas de rojo-purpura. Ovario subcilindrico, abruptamente
recurvado cerca del apice, de 20-30 x 3.5-4.5 mm. Sépalos y pétalos formando una
capucha amplia sobre la columna, prominentemente plurivenados, ligeramente
quillados dorsalmente cerca del apice, mucronados, el dorsal oblanceolado a
eliptico-oblanceolado, obtuso o abruptamente agudo, de 32-50 x 9-24 mm); los
laterales oblicuamente eliptico-oblanceolados, abruptamente agudos, con
margenes involutos, de 35-54 x 14-27 mm. Pétalos elipticos a eliptico-obovados,
abruptamente agudos, con margenes involutos, de 33-50 x 16-24 mm. Labelo
calceiforme, subconico, comprimido lateralmente, carnoso, rigido, de 25-29 mm de
largo y 15-20 mm de ancho; abertura suborbicular, con margen entero, de 9-11 mm
de diametro, cerrandose justo frente a la columna y aqui con margenes serrulados
gue casi se tocan. Columna trigona, rostrada, de 30-34 x 8-10 mm, la parte ventral
con 2 antenas setaceas dirigidas hacia el interior del labelo, una de ellas doblada
abruptamente, la otra arqueada hacia el fondo de la cavidad, sensitiva al contacto,
provocando la expulsion automatica del polinario, de ca. 20 mm de largo. Antera
obclaviforme, bilocular, de 13-15 x 6-7 mm. Polinario de 11-14 mm de largo, recto;
polinios 2, dorsiventralmente comprimidos, ovados, sulcados, amarillos; estipite
oblongo, acanalado; viscidio masivo, oculto originalmente detras del rostelo.

Rostelo protuberante, carnoso. Cavidad estigmatica céncava, subcuadrada.
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Flores femeninas verdes con el labelo a veces amarillo. Ovario subcilindrico,
paulatinamente engrosado hacia el apice, sigmoide, de 25-40 x 6-8 mm. Sépalos y
pétalos muy extendidos. Sépalos oblongo-rectangulares, obtusos, de 19-27 x 12-
13 mm. Pétalos eliptico-rectangulares, obtusos, de ca. 20 x 18 mm. Labelo
calceiforme, obovoide, comprimido dorsiventralmente, carnoso, rigido, de 20 mm de
largo y 22 mm de ancho; abertura semiorbicular, con margen entero, de ca. 10 x 15
mm, con un diente romo, poco evidente, en el margen distal. Columna muy corta,
semiterete, truncada, de ca. 8 x 9 mm. Antera y polinario vestigiales. Rostelo
abreviado. Cavidad estigmatica consistente en una angosta hendidura transversal,
poco profunda. Capsula elipsoide, con 6 costillas, glauca, péndula, de 8-10 x 3-6 cm

(Hagsater y Salazar, 1990).
Taxonomia

Catasetum integerrimum fue descrita por William Jackson Hooker y publicado en

Botanical Magazine en 1840.

Catasetum nombre genérico que procede del griego “kata”="bajo” y del latin “seta”
= “seda”. Por los dos apéndices prolongacion de la columna, parecidos a antenas,

gue estan vueltos hacia abajo en las flores macho de la mayoria de las especies.
integerrimum: epiteto latino que significa “entera, sin dientes”

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de Catasetum integerrimum Hook. (Dressler, 1993).

Clasificacion taxonémica de Catasetum
integerrimum Hook.
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Asparagales
Familia Orchidaceae
Subfamilia Epidendroide
Tribu Cymbidieae
Subtribu Casetinae
Género Catasetum
Especie Catasetum integerrimum
Hook.
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7.7 Uso medicinal, fitoquimicay distribucion

Conocida en la lengua maya como Ch’itku'uk (cuya traduccion al espafiol seria
“‘inflamado por dentro), esta especie es usada en Quintana Roo para el tratamiento
de mordedura de vibora, en tabasco para curar los “nacidos” y en Yucatan para
deshacer tumores y para curar forunculos, llagas y heridas en la piel, los
pseudobulbos son pelados, salados y asados para su aplicacion (Cox, 2013). Los
pseudobulbos de esta especie son mezclados con las flores de Laelia auntumnalis

para la preparacion de infusiones contra la tos (Martinez, 1959).

Existe un trabajo de estudios fitoquimicos de C. integerrimum, Mendieta
(2017), identifico acidos fendlicos y flavonoides presentes en extractos de acetato d
etilo de raiz y evalud la citoxicidad de los extractos de acetato de etilo de hoja,
pseudobulbo y raiz de C. integerrimum en dos lineas celulares humanas de cancer
de mama: insensible a estrogenos y sensible a estrégenos, donde las hojas y raiz
tuvieron actividad contra el cancer de mama insensible a estrogenos y el
psedobulbo fue activo contra el cancer de mama sensible a estrégenos, mostrando
que laraiz tiene el efecto mas potente. Por otra parte el andlisis fitoquimico identifico
como componentes activos a los acidos fendlicos y flavonoides, los cuales podrian

combatir el carcinoma humano.

El género Catasetum tiene aproximadamente unas 130-140 especies
distribuidas desde el noroeste de México hasta el norte de Argentina. Sin embargo,
C. integerrimum es poco frecuente, que se encuentra en los bosques humedos,
prosperando en lugares altamente perturbados. En nuestro pais se encuentra
distribuido en los estados como Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo, Veracruz,
Puebla, Querétaro, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana

Roo (Hagsater y Salazar, 1990).
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VIIl. METODOLOGIA

8.1 Descripcion del area de estudio

El presente trabajo, se efectud en tres municipios de la regién de la Huasteca
Hidalguense: Atlapexco, Huejutla y Huautla (Fig. 11). La Huasteca se encuentra
ubicada entre los meridianos 98°17" y 98°37 de longitud oeste y los paralelos
21°13’y 21°15°de latitud norte (INEGI, 1992).

Limita al norte con los estados de San Luis Potosi y Veracruz; al este con
Veracruz; al sur con Veracruz y el municipio de Calnali del estado de Hidalgo; al
oeste con el estado de San Luis Potosi y los municipios de Tlanchinol y Lolotla,
también del estado de Hidalgo. Este lugar es la region mas baja de la entidad, las

montafias son poco altas y el suelo casi no tiene ondulaciones.
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Figura 11. Ubicacion geografica de la Regién Huasteca Hidalguense vy los tres municipios de estudio.

Es una regién de gran colorido étnico por la abundante poblacién indigena
de origen nahuatl, cuya cultura, lengua y artesanias imprimen su particular sello a
la region. La planicie costera del golfo Norte, ocupa solo por una parte de los
municipios de Huejutla y Huautla (INEGI, 1992).
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Clima

Presenta zonas de clima calido y semicalido humedo con abundantes lluvias en
verano Yy principios de otofio, en municipios de Huejutla, San Felipe Orizatlan,

Huautla, Atlapexco, Xochiatipan y Jaltocan (INEGI, 1992).
Vegetacion

Presenta una vegetacion muy verde y variada a continuacion se describe cada una

de ellas.

Bosque tropical perennifolio. Este tipo de vegetacion se desarrolla en
México en altitudes de 200 a los 1000 msnm, en la Huasteca se observa
principalmente en Yahualica y Huautla. En Orizatlan, Huejutla, Jaltocan vy
Xochiatipan la selva practicamente ha desaparecido (Villavicencio y Pérez, 2010).
La selva se caracteriza por la presencia de arboles como Brosimum alicastrum
(ojite), Protium copal (copal), Bursera simaruba (chaca) y Cedrela odorata (cedro)
(INEGI, 1992).

Bosque mesofilo de montafia. En la regién Huasteca ha quedado reducido
a manchones pequefios en Huejutla, Huazalingo y Yahualica, este bosque presenta
arboles como Liquidambar styraciflua (copal o suchiate), Quercus (encinos), Clethra
mexicana (zapotillo) y Carpinus caroliniana (corriosillo). Se registra la presencia de
helechos arborecentes del género Cyathea. Abundan las plantas trepadoras como
Smilax sp (zarzapatrrilla), Vitis tilifolia (mecate de uva), asi como orquideas y epifitas
como las bromelias (INEGI, 1992).

Bosque de encino. El encinar se presenta en zonas francamente tropicales
en parte de la Huasteca. En clima caliente constituyen una condicién relictual y se
correlaciona con los avances de los glaciares de Pleistoceno. Asi este bosque
puede considerarse como refugio de especies. El bosque de encino se observa en
Huautla, Atlapexco y Yahualica (Villavicencio y Pérez 2010). La huasteca también
es rica en frutas tropicales como: naranja, platano, tamarindo, mamey, cacao, café,

y cafia de azucar.
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Fauna

Su fauna es muy abundante, hay aves como: tértola, clarin, jilgueros, cenzontle,
cuitatoca, aguila, cuervo, calandrias, paloma, papan, garzas, tordos, alondras,

cotorras, palomas, ruisefior, codorniz, guajolote silvestre y colibries.

Entre los mamiferos hallamos conejos, tejones, tlacuaches y es posible
encontrar algun jabali, gato montés, coyote y venado cuachichoco. Tiene reptiles
pequefios y serpientes, algunas muy venenosas, como el coralillo, la nauyaca, boa
constrictor y metlapil o mano de metate. También encontramos rios, como el
Calabozos, Amajac, Candelaria y Hules, corrientes de agua que van a desembocar

al rio Panuco y luego al Golfo de México (Guia Hidalgo, 2015).

Figura 12. Vegetacion de la Region Huasteca Hidalguense. A) Vegetacion presente en Atlapexco, B)
Vegetacion presente en Huautla, C) Vegetacion presente en Huejutla, (O Luis Angel F. Martinez
Espinoza).
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8.2 Trabajo de campo

En cuanto al trabajo de campo se refiere, se muestrearon 13 sitios pertenecientes
a los 3 municipios (Cuadro 2), el trabajo se dividié en tres partes, la primera
obtencién de informacién por medio de entrevista a pobladores y determinar la
utilidad que se le da a la orquidea desde el punto de vista etnoboténico, la segunda
realizar muestreos en areas con vegetacion para estimar el tamafio de las
poblaciones (individuos femeninos y masculinos), hospederos en cada sitio y
polinizadores La tercera colectar material vegetal para el estudio fitoquimico y

cultivo in vitro de la especie.

Cuadro 2. Sitios de muestreo pertenecientes a los tres municipios (Huejutla, Atlapexco y Huautla).

Municipio Localidad Latitud Longuitud | Altitud
(msnm)
Xiloco 21°11°25” 98°48°44"" | 417
Santa Catarina | 21°09°78” 98°37°75" | 215.44
HUEJUTLA Rancho la | 21°07°22" 98°23°40"" | 319
Guera
Las chacas 21°12°37” 98°41°98"" | 147.91
Chacatitla 21°08°09” 98°23'58"" | 266
Ixtacuayo 21°05°75” 98°38°76"" | 286.57
ATLAPEXCO | Cuatapa 21°07°36" 98°37°21"" | 337.4
Valle verde 21°07°09” 98°37°31"" | 147
La puerta 21°05°69” 98°26°97"" | 500
Cuatenahuatl 21°06°31” 98°27°76 448.6
HUAUTLA Hernandeztla 21°01°25 98°30°34"" | 546
El Barbecho 21°02°10” 98°18°46"" | 507
Pautitla 21°05°80"" 98°27°24"" | 459

1. Parala obtencion de informacion acerca de los usos, partes que son usadas,
lugares de colecta, y otros aspectos, se realizO por medio de una
comunicacién personal con los habitantes de la zona y vendedores que se
dedican a la compra y venta de plantas medicinales (Fig. 13). Esto se llevo a
cabo, por medio de entrevistas semiestructuradas, donde las personas que

fueron entrevistadas por lo general eran adultas, personas que conservan el
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uso de remedios naturales y personas que se dedican a vender en los

tianguis plantas curativas de la region.

Figura 13. Entrevista a pobladores y comerciantes de la regién Huasteca. A-B) Atlapexco, C-D)

Huejutla, E-F) Huautla (©Eleimy Hernandez Bautista).

2. Se hicieron salidas a campo durante los meses de septiembre-noviembre, en
los 13 sitios pertenecientes a los tres municipios, estos fueron ubicados en
puntos de verificacion de la vegetacion con fragmento de selva mediana
subperennifolia (bosque tropical subcaducifolio sensu Rzedowki, 1978) con
un intervalo altitudinal entre los 100 a 500 msnm. Se tomaron fotografias de
la vegetacion, se colectaron ejemplares botanicos de los hospederos a los
gue se encuentra asociada la orquidea, mismos que fueron identificados con
la ayuda de claves taxondémicas especializadas (Pennigton y Sarukhan,
1998), se contabilizé el numero de individuos masculinos y femenino, se
determind la abundancia de la especie en cada sitio, como el polinizador en
el area de estudio.
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Figura 14. Muestreo en fragmentos de selva mediana subperennifolia. A) Fragmento de selva, B)
Hospedero Quercus oleides, C) Hospedero Cecropia obtusifolia, D) Flor masculina de C. integerrimum,
E) Flor femenina de C. integerrimum (©Eleimy Hernandez Bautista).

3. La obtencion del material vegetativo (raiz y pseudobuldo) y reproductivo
(capsula) de la especie, fueron realizadas en dos lugares diferentes, los
pseudobulbos se colectaron en la localidad de Cuatapa, Atlapexco y La
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Puerta, Huautla (Fig. 15). Se eligieron pseudobulbos jévenes y que
estuvieran en buenas condiciones para llevar a cabo el cultivo in vitro. La
capsulay laraiz se colectaron en la localidad de Rancho La Guera, Huejutla,

Hidalgo, ya que presentaba abundancia de individuos en una especie de

palma (Fig. 15).

Figura 15. Colecta de material vegetal. A-B) Tallos jévenes, C-D) Raiz y plantulas de Catasetum
integerrimum (©Eleimy Hernandez Bautista).

La determinacion taxonémica de la especie fue corroborada por la Dra. Dorismilda
Martinez Cabrera, el material colectado se resguard6 en el Herbario HERITH del
Instituto Tecnoldgico de Huejutla, para el posterior traslado al Laboratorio de
Fitoquimica de la Facultad de Ciencias de la UNAM, donde se realizé el analisis
fitoquimico con la raiz de Catasetum integerrimum. Asimismo, los presudobulbos
joévenes y capsulas se trasladaron al laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, del
Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM, para la micropropagacion de

tejidos.
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8.3Andlisis fitoquimico

Diagrama general del disefio experimental seguido en la parte fitoquimica para la
obtencion de extractos y la separacion e identificacion de los metabolitos

secundarios en C. integerrimum (Fig. 16).

Catasetum integerrimum Hook.

(Raiz)

lSecado y triturado

Extracto organico

l Maceracién en hexano

Filtracion

v

Evaporacion del disolvente

/

Material vegetal

Maceracién en ¢

Acetato de etilo

Filtracion
Evaporacion del Material vegetal
disolvente

Maceracion
en metanol

Filtracion

Evaporacion

v \ 4 del disolvente
Extracto de Extracto de
Extracto de hexano acetato de etilo metanol

Identificacion de compuestos

.

Aislamientos de
compuestos puros

Figura 16. Etapas del analisis fitoquimico de C. integerrimum.
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Para la obtencion de extractos organicos de Catasetum integerrimum. Se
pesaron 119.5 gramos de raiz mismas que fueron secadas a temperatura ambiente
y dos meses después de la colecta se trituraron completamente y se colocaron en

frascos para su posterior maceracion con diferentes disolventes (Fig. 17).

Figura 17. Preparacién del material vegetal: A) Limpieza y trituracién de la raiz, B) Maceracion de la
raiz en hexano. (©Luis Angel F. Martinez Espinoza).

8.3.1 Obtencion de extractos

La raiz seca se sometid a tres extracciones de 24 horas cada una, utilizando
tres disolventes de polaridad creciente (hexano, acetato de etilo y metanol). El
exceso de disolvente se elimind en un rota evaporador y finalmente, una vez
obtenido el extracto, se colocaron en frascos de cristal y llevados a una campana
de vacio para su secado (Fig. 18). Los extractos fueron pesados para calcular su

rendimiento.
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Figura 18. Obtencidon de extractos organicos: A) Maceracion vy filtracion, B) Destilacion del
disolvente y C) Extracto.

8.3.2 Identificacion preliminar por cromatografia en capa fina de los

metabolitos secundarios presentes en Catasetum integerrimum Hook.

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos de C. integerrimum se
identificaron por medio de cromatografia en capa fina (CCF). Para ello, se utilizaron
placas de silica gel (Merck) de 8.5 x 10 cm y 0.1 mm de espesor. Se trabajaron con
dos grupos de metabolitos secundarios: terpenos y flavonoides, mediante la
siguiente metodologia:
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Terpenos. Las muestras de cada uno de los extractos, asi como los
estandares se aplicaron en las placas cromatograficas. Los terpenos utilizados
fueron B-sitosterol, acido ursolico, acido oleandlico y estigmasterol de la marca
Sigma-Aldrich. Las placas se colocaron en una camara de cromatografia con 5 mL
de una fase movil de hexano-acetato de etilo (7:3 v/v). Posteriormente, las placas
fueron observadas en una camara de luz UV (onda corta 254 nm y onda larga 365
nm) y finalmente fueron revelados con el reactivo de vainillina para identificar
terpenoides (Fig.19) (Wagner y Bladt, 1996).

Flavonoides. Para la deteccién de flavonoides agliconas se aplicaron en las
placas cromatogréaficas los extractos de acetato de etilo y metanol y los estandares
canferol, naringenina y quercetina (Sigma-Aldrich). Para el corrimiento de la placa
se utiliz6 10 mL de una mezcla de cloroformo-acetona-acido férmico (12:2:1 viv/v).
Posteriormente, la placa se asperjé con el reactivo de Productos Naturales (Wagner
y Bladt, 1996) y fue observada en una camara de luz UV en una longitud de onda
de 365 nm.

Para la identificacion de flavonoides glicosilados, los extractos de acetato de
etilo y metanol fueron aplicados en la placa cromatogréafica y la naringina y rutina
como estandares. La fase movil que se preparé fue acetato de etilo-acetona-acido
férmico-acido acético-agua (12:6:1:1:1 v/v/iviviv). La placa fue revelada con el
reactivo de Productos Naturales y observada en una camara de luz UV a una
longitud de onda de 365 nm (Wagner y Bladt, 1996).
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Figura 19. Procedimiento de cromatografia en capa fina. A) Extractos de raiz, B) Aplicacion de muestras,
C) Corrimiento de la placa en la fase movil, D) Aplicaciéon del revelador y E) Calentamiento de la placa.
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8.3.3 Separacion cromatografica por columna del extracto de acetato de etilo

de Catasetum integerrimum

En virtud de que en trabajos previos realizados C. integerrimun tuvo actividad
citotdxica en lineas celulares (Mendieta, 2017), se procedio en este trabajo a hacer
la separacion de los componentes de los extractos de acetato de etilo (2.98g), se
realizd por cromatografia en columna convencional sobre gel de silice 60 GF 254
(Merck), utilizando como disolventes hexano y polaridad creciente con acetato de
etilo, hasta eluir con acetato de etilo (100%), posteriormente con mezclas de
acetato de etilo-metanol (9:1,8:2, 7:3, 6:4, 1:1 y metanol al 100%). Finalmente, se
obtuvieron 8 fracciones con etanol al 70%. Las fracciones de 50 ml se colectaron en
matraces bola y se concentraron en un rota evaporador. En total se obtuvieron 171

fracciones (Cuadro 3).

Cuadro 3. Fracciones obtenidas de la columna cromatografica del extracto de acetato de etilo de

raiz de C. integerrimum.

Sistema de elucion Proporcion de disolventes Fracciones obtenidas
Hexano 100% 4
Hexano:acetato de etilo 9:1 5-10
Hexano:acetato de etilo 7:3 11-16
Hexano:acetato de etilo 6:4 17-27
Hexano:acetato de etilo 1:1 29-44
Hexano:acetato de etilo 4:6 45-54
Hexano:acetato de etilo 3.7 55-57
Hexano:acetato de etilo 2:8 58-71
Hexano:acetato de etilo 1:9 72-87
Acetato de etilo 100 88-109
Acetato-metanol 9:1 110-124
Acetato-metanol 8.2 125-127
Acetato-metanol 7:3 128-139
Acetato-metanol 6:4 140-149
Acetato-metanol 1.1 150-159
Metanol 100 % 160-163
Etanol 70% 164-171
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Por cromatografia en capa fina se detecto la complejidad y pureza de cada
fraccion reuniendo las fracciones semejantes (Fig. 20). Se purificaron los

compuestos mediante la técnica de cristalizacion.

Catasetum integerrimum
Raiz

Extracto acetato de etilo

CC (171 fracciones)

NERRRRRRRRERNRERERE

2- 17- 28- 36- 44- 60- 68- 76- 84- 92- 100- 108- 117- 123- 131- 134- 138- 146- 152- 158- 164-
1 21 35 43 59 67 75 83 91 99 107 116 122 130 133 137 145 151 157 163 171

B - sitosterol

Figura 20. Reunion de fracciones del extracto de acetato de etilo de Catasetum integerrimum.
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8.4 Cultivo in vitro

El trabajo experimental se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos

Vegetales del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM.

Se eligio entre varios, un fruto de 5 meses y otro de 7 meses, después de su
polinizacién, proveniente de la localidad de Rancho la Gliera, Huejutla, Hidalgo (Fig.
21) y los tallos jovenes colectados en el municipio de Huautla. Ambos estuvieron
bajo observacion y cuidado donde solo los tallos se asperjaron durante 2 semanas
con un fungicida (CAPTAN 1mg/l) cada 2 dias, con la finalidad de eliminar hongos
y bacterias que esta pudiera presentar en vida silvestre, asi mismo las capsulas se

resguardaron en bolsas de papel para evitar la humedad.

Figura 21. Material vegetal para el cultivo in vitro. A) Fruto inmaduro, B) Tallos jévenes.

8.4.1 Seleccién y preparacion del medio

Se hizo la seleccién del medio MS (Murashige & Skoog, 1962) (Fig. 22). Este
se ha convertido en el medio mas usado en el cultivo de tejidos vegetales, ya que
es un medio apto para la mayoria de las especies excepto para las que son
sensibles a la salinidad y tiene una concentracion adecuada de todos los nutrientes,
vitaminas, fitohormonas que son esenciales para el crecimiento de células y dando
como resultado el proceso de germinacion, crecimiento de plantulas, produccion de
protocormos (Cortez-Azenon, 2013).
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Para la preparacion de las soluciones concentradas el medio MS fue 50% en
su concentracion de inorgénicos y 100% de orgénicos, 30 g de sacarosa y 4 g de
Gellan. Como base de los medios de cultivo se nivelo el pH con sales y bases segun
las recomendaciones para el medio. Las semillas y tallos se cambiaran al mes de la

germinacion (Cuadro 4).

Cuadro 4. Medio de Murashige y Skoog, 1962 (rico en sales).

Componente Gramos/1 Litro | Gramos/10 Litros
1 MACRONUTRIENTES
(NH4)NOs 1.65 16.5
KNOs 1.9 19
MgSO4*7H20 0.37 3.7
KH2PO4 0.17 1.7

2 solucién
CaClz 0.44 4.4

3 MICRONUTRIENTES

MnSO4 *H20 0.01689 1.1698
ZnS04*7H20 0.0086 0.086
H3BOs 0.0062 0.062
Kl 0.00083 0.0083
NA2M0o0O4 *2H20 0.00025 0.0025
CUSO4 *5H20 0.000025 0.00025
CoClz *6H20 0.000025 0.00025

4 Solucién
FeSO4 7H20* 0.0278 0.278
NA2EDTA* 0.0373 0.373

5 VITAMINAS

Tiamina *HCL 0.0001 0.001
Ac. Nicotinico 0.0005 0.005
Piridoxina *HCI 0.0005 0.005

6 Solucién
Inositol 0.10 1.0

7 AMINOACIDOS

Glicina 0.002 0.02
Sacarosa 30
Agar bactereoldgico 8.5
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8.4.2 Desinfeccion del material vegetal
Frutos inmaduros

Se determind el estado de cada cdpsula haciendo una revision de la superficie y de
no observar grietas ni aberturas se prosiguié con la desinfeccion. Primero se elimind
el residuo floral muerto de la parte apical de la capsula, después se lavo con agua
y jabon antibacterial para eliminar las esporas, por ultimo se desinfecto en
hipoclorito de sodio al 10% por 25 minutos, siguiendo con un lavado con agua
destilada esterilizada por 3 minutos. Y posteriormente se sumergié en etanol al 30%
durante 20 minutos, los frutos se lavaron tres veces en agua destilada estéril.
(Fig.22).

e
VAR RIS
B
R
EEIEE

Figura 22. Seleccion de fruto inmaduro. A) Fruto de 7 meses, B) Fruto de 5 meses, C) Desinfeccion.

Tallos jovenes

Se eliminaron hojas y el resto de raices a los tallos en agua corriente, se tomo en

cuenta una serie de soluciones para llevar acabo la desinfeccién debido a las
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probabilidades de contaminacién son mas altas en tallos, raices y hojas. Estos
O0rganos se encuentran expuestos al sustrato y al aire, donde pueden obtener

facilmente un mayor nimero de bacterias.

Para la desinfeccidon se trabajé en una camara de flujo laminar donde se
prepararon las soluciones con agua destilada esterilizada mismas que fueron
depositadas en frascos y se prepard una solucion de jabén antibacterial al 15%,
durante 20 minutos, se trataron con etanol al 96% durante 1 minuto, posteriormente
se cambio en agua oxigenada al 3% durante un minuto, y se paso al hipoclorito de
sodio al 15% durante 20 minutos. Finalmente, se lavd con agua destilada estéril,
enseguida se realizo la siembra, los tallos se colocaron en cajas Petri donde se

efectuaron cortes para la siembra.

Figura 23. Eleccion de tallos jévenes para el cultivo in vitro.

8.4.3 Siembra in vitro
Frutos inmaduros

La siembra se realiz6 en condiciones asépticas, en una camara de flujo laminar
utilizando: bisturi, espatulas, pinzas y plato de aluminio previamente esterilizados,
dentro de un plato de aluminio se colocd la cépsula, primeramente se cortd
transversalmente las partes exteriores y se realiz6 un corte longitudinal para sacar
las semillas. Con una espatula se fue tomando una cantidad proporcional de 0.1162
g aproximadamente de semillas, y estas se esparcieron en frascos que contenian
25 mL de medio de cultivo MS (50% de inorganicos y 100% de organicos, con 30 g

de Sacarosa y 4 g de Gellan). Posteriormente se etiquetaron y se sellaron para
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evitar abrir los frascos y fueron colocados en una camara de incubacion a 26 + 2°C,
fotoperiodo 16/8 e intensidad luminosa. Las semillas se observaron durante los 30
dias posteriores a la siembra y se cambi6 de medio al observar la germinacion de

las semillas (Fig. 24).

La segunda siembra de las semillas se hizo con una capsula de 7 meses
después de su polinizacion, la metodologia tanto de desinfeccion y siembra fue la
misma. Sin embargo, en esta ocasion el medio fue adicionado con reguladores de

crecimiento BAP 0.1mg/l y GA s4+7 0.1mg/l.
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Figura 24. Procedimiento de siembra de semillas. A) Flameado de semilla, B) Corte transversal, C)
Corte longitudinal, D) Capsula abierta, E) Extraccion de semillas inmaduras, F) Siembra de semillas.
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Tallos jovenes

Se trabajé asépticamente en el interior de una camara de flujo laminar con tres
pseudobulbos jévenes de C. integerrimum, utilizando cajas Petri donde se coloco
un bulbo de 4cm de longitud, con un bisturi y una pinza estériles se retir6 un
fragmento de la corteza gruesa del bulbo, agregandole una pequefa cantidad de
cloro al 2%. Para evitar alguna contaminacion o alguna presencia de bacteria, que
pueda ocasionar contaminacion estando sembrada en el medio. Se le realizaron
cortes transversales al tallo, y cada fragmento se deposité en frascos de Gerber,
donde se le coloco 5mL de medio liquido MS 50/100 aplicando hormonas: auxina
(acido naftalenacético ANA 0.2 mg/l) citoxina (benzil-amino-purina BAP 1.0 mg/l),
agregando una pequefia cantidad de fungicida (terminafica 3ml) y antibiético
(cefotaxima 30uf) al medio correspondido con reguladores de crecimiento BAP (3
mg/l) y ANA (5 mg/l). Se colocaron 9 frascos, sellados y cubiertos con papel
aluminio, manteniéndolos en agitacién en un periodo de 24 h para ser observados

si presentaban alguna contaminacion.
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IX. RESULTADOS
9.1 Aspectos ecoldgicos y etnobotanicos

En la regibn Huasteca Hidalguense a esta orquidea se le conoce
comunmente como trompa de puerco, sin embargo, también se hace referencia a
otros nombres como cola de pato, concha de armadillo y flor de astronauta, en la
literatura botanica es conocida como “entera sin dientes”. Es una orquidea epifita
dioica caracterizada por un tallo fusiforme de coloracion verde y grisaceo, presentan
flores masculinas y femeninas dimorficas que pueden encontrarse en la misma
inflorescencia o inflorescencias e individuos separados (Fig. 25). Las hojas tiene
forma lanceolada, presentan una coloracion verde-tierno y son caducas, presentan

variacion en el tamario.

Figura 25. Ejemplares de Catasetum integerrimum en vida silvestre (©Luis Angel F. Martinez

Espinoza).

En los 13 sitios de fragmentos de bosque tropical subcaducifolio de la zona
de estudio se determinaron 12 hospederos naturales de C. integerrimum: Bursera
simaruba (chaca), Guazuma ulmifolia (guacima), Cedrela odorata (cedro), Pscidia
piscipula (chijol), Inga vera (chalahuite), Cecropia obtusifolia (trompetillo), Trichilia
havanensis (palo cuchara) y Carpodiptera amelieae (telcén), Parmentiera aculeata
(chote), Tabuebia rosae (palo de rosa), Quercus oleoides (encino) y Sabal mexicana

(palma real). Estos hospederos muestran variacion en la corteza que puede ser lisa,
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escamosa, fisurada e incluso formada por las bases de las hojas en el caso de la
palma (Cuadro 5; Fig. 26).

Figura 26. Hospederos a los que se encuentra asociada la orquidea Catasetum integerrimum. A)
Bursera simaruba, B) Guazuma ulmifolia, C) Trichilia havanensis, D) Carpodiptera amelieae, E)
Cecropia obtusifolia, F) Sabal mexicana.
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Se registra a Sabal mexicana como el hospedero con mayor abundancia de

individuos en la zona, seguido de Bursera simaruba y Quercus oloeides (Fig. 27).

Cuadro 5. Lista de hospederos y los tipos de corteza que presentan. *Tallo cubierto por las bases

persistentes de las hojas.

Hospedero Corteza lisa Corteza Corteza fisurada
escamosa
Bursera simaruba X
Cedrela odorata X
Carpodiptera ameliae X

Guazuma ulmifolia

Parmentiera aculeata

Pscidia piscipula

Tabuebia rosea

Trichilia havanensis

Quercus oloeides

Pithecellobium dulce X
Sabal mexicana*

Cecropia obtusifolia X

X X X X X X
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Figura 27. Abundancia de individuos de la orquidea por hospedero, identificados en la zona de

estudio.
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En los fragmentos del bosque tropical subcaducifolio de la zona de estudio
se detecta que las poblaciones de C. integerrimum tienen una abundancia similar
en los municipios de Huautla y Huejutla, mientras que, para Atlapexco se registro
una menor cantidad de individuos (Fig. 28). Sin embargo, se encontré que en las
poblaciones silvestres hay mayor abundancia de individuos masculinos en

comparacién con los femeninos (Fig. 28).
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Figura 28. Graficas de abundancia: A) Abundancia de la especie en la zona de estudio, B) Abundancia por sexo

en las poblaciones silvestres.

Se registraron los siguientes visitantes florales: hormigas, escarabajos y se
encontrd el polinizador de esta orquidea el abejorro macho de Eulaema cingulata
(Apidae) (Fig. 29).

Figura 29. Macho de Eulaema cingulata visitando la flor masculina de Catasetum integerrimum
(©Dorismilda Martinez Cabrera).
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Las entrevistas realizadas a los pobladores y vendedores de esta especie de
orquidea, nos permiten confirmar que en parte de la zona Huasteca Hidalguense
gue tiene diversos usos en la medicina tradicional como son: curar heridas y llagas
en la piel, tratamientos de colitis, diabetes, hipertension arterial, afecciones del rifidn

e incluso en cancer de la matriz y préstata (Fig. 30).

Los 6rganos de la planta utilizados son: pseudobulbo, hojas, raiz, flores y
frutos siendo predominante el uso del primero (Fig. 31), segun los pobladores se

consume en forma de infusién o licuado en agua y se bebe en ayunas.

Usos medicinales de C. integerrimum Organos utilizados

Dolor de Q“'Stes

rlnon
Hlpertensmn

1%
Colitisy Colesterol
gastrltls

3%

Figura 30. Usos medicinales de Catasetum
integerrimum.
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Figura 31. Porcentaje de los érganos de la
planta utilizados.




9.2 Andlisis fitoguimico
9.2.1 Identificacion de metabolitos secundarios de C. integerrimum por (CCF)

Se calculd el rendimiento de los extractos de hexano, acetato de etilo y
metanol de la raiz de C. integerrimum, como podemos observar en el cuadro 6, el

extracto de acetato de etilo tuvo el mayor rendimiento.

Cuadro 6. Rendimiento de los extractos obtenidos de la raiz de C. integerrimum.

Raiz de C. integerrimum EXTRACTOS
Hook. i
Peso seco (g) Hexano Acetato de etilo Metanol
Peso (g) % Peso (g) % Peso (g) %
11959 0.04 0.33 1.13 9.45 0.31 2.59

El perfil cromatografico de las muestras de C. integerrimum mostré la
presencia de los terpenos g-sitosterol y estigmasterol en los extractos de hexano y

acetato de etilo (Fig. 32).

Figura 32. Identificacién de terpenos en extractos de hexano y acetato de etilo de Catasetum
integerrimum. H=Hexano, A=Acetato de etilo, 1=B-sitosterol, 2=Acido ursélico, 3=Acido oleanolico,
4=Estigmasterol.
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Los resultados obtenidos por CCF de la presencia de flavonoides agliconas
indican que el canferol, quercetina y naringenina se encuentran tanto en el extracto

de acetato de etilo como en el de metanol (Fig. 33).

Figura 33. Identificacion de flavonoides de los extractos de acetato de etilo y metanol de C.
integerrimum. A=Acetato de etilo, M=Metanol, 1=Canferol, 6=Quercetina, 7=Naringenina.

El analisis de flavonoides glicosilados mostré la presencia de rutina y

naringina en los extractos de acetato de etilo y metanol (Fig. 34).

Figura 34. Identificacion de flavonoides glicosilados de los extractos de acetato de etilo y metanol.
A=Acetato de etilo, M=Metanol, 1=Rutina, 2=Naringina.
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9.2.2 Cromatografia en columna del extracto de acetato de etilo de Catasetum

integerrimum

El fraccionamiento cromatografico del extracto de acetato de etilo permitio
purificar de las fracciones 19-21, un sélido blanco, el cual mediante CCF fue

identificado como B-sitosterol (Fig. 35).

Figura 35. Identificacion del B-sitosterol por CCF en las fracciones 19-21 del extracto de acetato de
etilo de C. integerrimum. 1=fracciones 19-21, 2=estandar B-sitosterol, 3=p-sitosterol purificado.

Por otro lado, de las fracciones 84 a la 116, reunidas en 4 grupos, se
purificaron varios sélidos amarillentos, cuyos perfiles cromatograficos muestran que
son mezclas de metabolitos, razén por la cual, no se pudo realizar otro tipo de

andlisis para determinar su estructura (Fig. 36).

Figura 36. Perfiles cromatograficos de los precipitados de las fracciones 84-116 obtenidas del extracto de
acetato de etilo de C. integerrimum. 1=fracciones 84-91, 2=fracciones 92-99, 3=fracciones 100-107 y 4=
fracciones 108-116.
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9.3 Cultivo in vitro
9.3.1 Germinaciéon de semillas inmaduras

Antes de iniciar las pruebas de germinacion, se contabilizé el nimero de semillas
de la cdpsula de siete meses de desarrollo. Para ello, se tomo una cantidad pequefia
que peso6 0.11627 g, de éstas solo se tomaron 0.56 mg para contabilizarlas. Se
determind que una capsula de Catasetum integerrimum producen casi 8, 000 000
millones semillas. También se midieron las semillas, determinando un promedio en

su tamafio de 0.5 mm de longitud y 0.2 mm de ancho (Cuadro 7, Fig. 37).

Cuadro 7. Numero de semillas de C. integerrimum.

Peso Semillas
0.65mg 1177
0.116279g 244 227
36 fcos 8792172

Figura 37. Semillas de Catasetum integerrimum.

Se trabajé con dos capsulas en diferente estado de madurez: 5y 7 meses.
La primera present6 un peso de 60.187 g y una longitud de 11.6 cm. Esta se utilizé
en la primera siembra, en la que se obtuvieron 36 frascos con 25 ml de medio de
cultivo MS. En la primera semana algunas
semillas comenzaron oxidarse y otras a
tomar un color amarillento y blanco. Se
logré el 10% de la germinacion después de
28 dias de efectuada la siembra, por lo que

se efectu6 un cambio a medio de cultivo

nuevo, con la misma concentracion de los o _

Figura 38. Germinacion de semillas del fruto
componentes empleados en la  inmaduro
germinacion, sin la necesidad de aplicar

reguladores de crecimiento (Fig. 38).
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Se documentd la germinacion de las semillas hasta la formacion de los
protocormos, con base en lo publicado en trabajos previos en los que se incluye a
las orquideas (Fig. 39). A la semana posterior de la siembra se presento un exceso
de oxidacion en las semillas, sin embargo, el color blanco que presentaban algunas
semillas indicaban la posible germinacion de ellas. Al término de la segunda semana
ocurrié el rompimiento de la testa, en las que el embrién quedd expuesto en el medio
MS (sin reguladores de crecimiento). A los 28 dias estas tomaron un color verde y
los primeros protocormos con pelos absorbentes Después de 54 dias de la siembra

las semillas formaron cuerpos parecidos a protocormos en un 20% (Fig. 40).

Embrién hinchado

W’ &merdo la testa
Semilla @7

Semilla con
embriénviable  9enminando

-3 «
Plértula con Profocormo
Hojasiriciales - coni mides

Pseudo
bubo

\

e
J \ Rae

Figura 39. Estadios ontogénicos de orquidea, segin Seaton y Ramsay (2005).

Figura 40. Fases de germinacién de semillas Catasetum integerrimum. A) Semilla con embrién, B)
Embridon hinchado, C) Protocormo con rizoide o pelos absorbentes, D) Protocormo con brote apical
E) Plantula con hojas iniciales F) Plantula con raiz.
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Se efectuo la comparacion de las etapas de desarrollo porteriores a la germinacion
de la semilla hasta la formacion de protocormos de C. integerrimum con otras

especies en las se ha empleado el medio de cultivo MS (cuadro 8).

Cuadro 8. Etapas de desarrollo posteriores a la germinacién de las semillas en algunas especies de

orquideas.

Germinacién Protocormos Primordio Primeros Referencias

de semillas foliar rizoides

Catasetum 28 dias 54 dias 84 dias 134 dias Este trabajo

integerrimum

Cattleya mendelii 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias  Mercado
(2012)

Prosthechea 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias  Alvarado

chacaoensis (2011)

Brassolaeliocattleya 15 dias 48 dias 72dias 125 dias  Andrade et al.

(2015)

La siembra del fruto de 7 meses con un peso de 69.811 g y una longitud de
12.3 cm con el mismo medio de cultivo pero adicionando reguladores de
crecimiento, no se obtuvo germinacion después de un mes de haber sido

sembradas

9.3.2 Establecimiento del cultivo in vitro de tallos jévenes de Catasetum

integerrimum Hook.

Mediante el CTV es posible obtener brotes y callo a partir de explantes de
distintos 6rganos vegetales. El callo es una desdiferenciacion celular acompafiada
de crecimiento tumoral, que da lugar a una masa de células (callo), la cual bajo las
condiciones adecuadas de luz, temperatura y nutrientes es capaz de generar
organos o embriones somaticos. El cultivo de callos puede derivarse de una
variedad de organos de planta (raiz, tallo, hoja), usados como explantes y colocados
en un medio solido o semisélido, generalmente se utiliza el medio MS (Murashige y
Skoog, 1962), (Dixon, 1991).

Se establecié un método de cultivo utilizando tallos jovenes de Catasetum

integerrimum colectados en vida silvestre, mismos que fueron sembrados en un
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medio MS liquido, agregando fungicida y antibiético con reguladores de crecimiento.
En el proceso de establecimiento se realizaron evaluaciones, en las que se detect6
contaminacion en el medio de cultivo en tres ocasiones y demas en algunos casos
hubo oxidacion de los tejidos, por lo que se procedié a cambiar el medio y agregar
una concentracion mas alta de fungicida y antibiético, para lograr erradicar la
proliferacion de bacterias y hongos. Una vez que se logré controlar la contaminacion

se colocaron en un medio solido MS con reguladores de crecimiento.

Se efectud una segunda siembra en las mismas condiciones de desinfeccion
y de medio de cultivo sélido que la primera siembra, esto para confirmar que las
condiciones eran las idoneas debido que ya no hubo oxidacion y contaminacién en
los explantes de tallo. Después de un mes no se obtuvo la formacion de callos a

partir del psedobulbo de C. integerrimum (Fig. 39).

Figura 41. Establecimiento de tallos jovenes. A) Capa interna del primer tallo, B-C-D)
Establecimiento del segundo siembra de tallos.
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X. DISCUSION

Desde una perspectiva ecolégica, podemos decir que la Huasteca
Hidalguense presenta fragmentos de bosque tropical subcaducifolio (BTSC sensu
Rzedowski, 1978), en algunos casos con cierto grado de perturbacion
principalmente, por los asentamientos humanos y la deforestacion. En el estrato
superior o dosel del BTSC se encuentran arboles de 20-30 m de altura a los que se
asocian numerosas epifitas entre ellas, Catasetum integerrimum, orquidea que en
los ultimos cinco afos esta siendo extraida de su habitat para uso en la medicina
tradicional. En este contexto, se identificaron 12 especies arbéreas como
hospederos, éstos presentan variacién en las caracteristicas morfolégicas de la
corteza: lisa (Cecropia obtusifolia y Pithecellobium dulce), escamosa (Bursera
simaruba y Carpoditera amelieae) y fisurada (Cedrela odorata, Quercus oleoides,
Tabebuida rosea y Piscidia piscipula). Se confirmé que C. integerrimum tienen una
mayor asociacion a hospederos de corteza fisurada, siendo Sabal mexicana el
hospedero con mayor abundancia de individuos. En el Ultimo caso posiblemente se
relaciona con las caracteristicas peculiares de las palmas que retienen las bases de
las hojas en el tallo, facilitando el establecimiento de las plantulas de la orquidea, la
retencion de agua y nutrientes, ademas de asegurar mayor exposicion a la luz lo
que permite el mejor desarrollo de las plantas. Sin embargo, C. integerrimum
también logra establecerse en arboles de corteza lisa como la chaca (B. simaruba),
lo que sugiere una amplia adaptacién para su germinacion y establecimiento. Esto
también se presenta en algunas orquideas como Acronia diabolica, Dryadella
dodsonii y Lepanthes vibrissa donde la corteza de los hospederos no parece ejercer

ninguna influencia en la abundancia de las tres especies (Sanchez, 2016).

Por otra parte, en las poblaciones silvestres se encontro que el 87% es de
individuos masculinos y solo el 13 % de individuos femeninos. Aun se desconocen
los factores que inciden para esta proporcion en el sexo de las plantas,
posiblemente estan determinadas genéticamente, sin embargo, se sugerimos
indagar si los factores ambientales ejercen alguna influencia, debido a que en

algunos individuos se logré observar que la misma planta puede producir flores
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masculinas y femeninas en épocas distintas. Aunado a ello, se encontré a Eulaema
cingulata como unico polinizador en la zona, esto indica la alta especificidad que la
planta tiene con dicho polinizardor. Esta especie se ha registrado como el
polinizador de C. integerrimum en la literatura (Hagsater y Salazar, 1990), también
se ha sefialado que los machos de las abejas Euglossini reciben como recompensa
el néctar, polen e incluso ceras, aceites y fragancias (Dressler, 1993). La alta
especificidad de polinizador (entendida como una relacion de una especie de planta
a un polinizador), es muy comun en la familia Orchidaceae, debido a que cerca del
60% de especies solo se les ha reportado un solo polinizador (Tremblay, 1992). Sin
embargo, no ocurre en todos los grupos de orquideas, por ejemplo en E. xantinum

se presentan 9 polinizadores la mayoria lepiddpteros (Farfan, 2008).

El bajo porcentaje de individuos femeninos y la alta especificidad del
polinizador, podria reflejarse en la formacion de una menor cantidad de frutos. La
baja produccion de frutos en muchas especies de orquideas tiene consecuencias
sobre los tamafios poblacionales (Calvo, 1990). En este sentido, las estrategias
reproductivas en C. integerrimum se ven compensadas con la reproduccion asexual
por formacién de pseudobulbos, ademéas de la formacion de capsulas grandes =210
cm, con un elevado nimero de semillas (en promedio 8,000 000) para asegurar la

reproduccion sexual.

Algunos trabajos de caracter etnobotanico (Hagsater et al., 2005; Anderson
et al., 2005), se han orientado en documentar los usos tradicionales de C.
intergerrimum Hook. Sin embargo, solo se habia registrado su uso en la aplicacion
de cataplasmas para tratamiento de heridas y como antinflamatorio, este uso se
registra en otras especies como Catasetun maculatum, Cyrtopodium macrobulbon,
Bletia purpurea y Prostochea citrina (Garcia-Pefia y Pefia, 1981). Por otra parte,
Aguilar et al. (1994), mencionan que C. integerrimum tiene uso anticonceptivo y
antiinflamatorio. En este trabajo se incrementa el conocimiento sobre el uso
medicinal de esta orquidea en la region Huasteca Hidalguense, los pobladores la
emplean para tratar la colitis, diabetes, hipertension arterial, afecciones del rifién y

el cancer en la matriz y la préstata. Cabe destacar, el uso medicinal ha traido como
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consecuencia la extraccion de poblaciones silvestres en la Huasteca, lo que

posiblemente esté afectando el tamafio de las poblaciones.

En los resultados obtenidos del analisis cromatografico de C. integerrimum
en este estudio, asi como en los previamente reportados muestran que esta
orquidea sintetiza principalmente dos grupos de metabolitos: terpenoides (B-
sitosterol y estigmasterol) y flavonoides (canferol, quercetina y naringenina). Estos
compuestos se habian detectado en psedobulbos y hojas de ésta orquidea
(Mendieta, 2017). La concentracion de los metabolitos que la planta sintetice
dependera de causas como el clima, el suelo y las interacciones de la planta con
herbivoros, ya que estas moléculas son utilizadas por los vegetales para defenderse
de los factores climéticos y depredadores, en este Ultimo caso, produciendo
compuestos toxicos, los cuales confieren proteccidn contra plagas y enfermedades
(Bourgaud et al., 2001). Los terpenoides tienen propiedades aleloquimicas y los que
son de consistencia cerosa permite controlar el balance de agua en hojas y tallos
(Swan, 1963; Harborne y Tuner, 1984; Harborne y Tomas-Barberan, 1991).

La separacion cromatografica del extracto de acetato de etilo permitio la
purificacion e identificacion del B-sitosterol, metabolito comun en plantas y
previamente identificado en otras orquideas. En la que podemos mencionar a
Prosthechea michuacana que se ha documentado compuestos quimicos entre ellos
se encuentra el B-sitosterol, ayudando a la prevencién y tratamiento de cancer
(Vega et al., 2015).

Sin embargo, en otras especies pertenecientes al género Catasetum, se
reporte la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas y triterpenos
(Pérez-Rico et al., 2007). Ramos et al. (2012), mencionan que Catasetum
macroglossum posee glucomanano, fenantrenos y estilbenos los cuales participan

en los efectos antiinflamatorios.

En el cultivo in vitro se logré la germinacion del 10% de las semillas
inmaduras de un fruto de 5 meses de C. integerrimum en el medio de cultivo MS sin

adicion de reguladores de crecimiento. Arenas y Aguirre (2012), también efectian
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la micropropagacion de Barkeria scandens a partir de semillas inmaduras de un
fruto de 5.5 meses con el medio MS pero adicionando como aditivo organico el
almiddén de papa, obteniendo 44.23 % de germinacién en el MS con aditivo, 38 %
sin aditivo y 30.4% en el control, confirmando el incremento en el porcentaje de la
germinacion y se acelera el tiempo de la misma. En este trabajo, se realiz6 una
segunda siembra con semillas inmaduras de un fruto de 7 meses con el medio MS
adicionando reguladores de crecimiento (BAP y GA), sin embargo, en este caso no
se obtuvo germinacion. Se esperaba que las semillas de este fruto con mayor
desarrollo y con la adicion de reguladores de crecimiento tuvieran mayor porcentaje
de germinacion, lo que se podria explicar en funcién del desarrollo del embrion y el
vigor de la semilla. Un elevado porcentaje de las semillas no presentaban embrién

por lo que no habria posibilidad de germinacion.

En relacién a las etapas de desarrollo después de la germinacién, podemos
confirmar que C. integerrimum presenta periodos similares a Cattleya mendilli y
Postrechea chacaoencis en cuanto a la germinacion (28-30 dias), formacion de
protocormos (54-60 dias) y formacion de primordios foliares (84-90 dias) como
(Alvarado, 2011; Mercado, 2012). Sin embargo, en otras orquideas como

Brassolaeliocattleya muestran periodos mas cortos en el desarrollo de estas etapas.

En las pruebas de cultivo in vitro de tallos jovenes se logré establecer un
medio de cultivo idéneo en medio MS liquido adicionando fungicida y antibidticos.
En este caso no se obtuvo el desarrollo de callos, ya que solo se evalu6 por un
periodo corto de un mes. En otros trabajos de micropropagacion de orquideas, como
el de se ha demostrado la multiplicacién de 12-50 protocormos/explante, en medio
MS dicionando ANA/BA y GA después de 21 dias, en C. pendua, E. adenocaula, P.
cirina, L. speciosa, O. trigrimum y R. splendens (Salgado et al., 2012). Esto confirma
que es posible obtener protocormos y plantulas a partir de los tejidos de
pseudobulbo, por lo que se deberian probar la adicion de reguladores de
crecimiento en diferentes concentraciones para la micropropagacion de C.

integerrimum.
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Las orquideas son grupo de plantas que en el que se registran un elevado
namero de especies en alguna categoria de riesgo de la NOM-059-ECOL-2010
(SEMARNAT, 2010), esto a consecuencia de la perturbacion de los habitats
naturales y por la extraccion de las especies de poblaciones silvestres. Es por ello,
que el cultivo in vitro constituye una alternativa para la propagacion y conservacion
ex situ de las especies y plantea la posibilidad de su reintroduccién a los

ecosistemas.
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XI. CONCLUSIONES

Este el primer trabajo en el que se describen 12 hospederos de C.
integerrimum, confirmando que la especie puede adaptarse a arboles de corteza
lisa a fisurada, presentando mayor asociacion a los de corteza fisurada e incluso
tuvo mayor abundancia en Sabal mexicana, Q. oleoides y B. simaruba. En las
poblaciones silvestres se detectd mayor abundancia de individuos masculinos
(87%), y solo el 13 % de individuos femeninos. Asi como, un solo polinizador E.
cingulata. El bajo porcentaje de individuos femeninos y la alta especificidad del
polinizador, se refleja en menor cantidad de frutos. En este sentido, las estrategias
reproductivas en C. integerrimum se ven compensadas con la reproduccion asexual
por formacién de pseudobulbos, ademas de la formaciéon de capsulas grandes con

un elevado numero de semillas para asegurar la reproduccién sexual.

En relacion a la parte etnobotanica, se incrementa el conocimiento sobre el
uso medicinal de esta orquidea en la region Huasteca Hidalguense. Los
pseudobulbos tienen mayor demanda para el tratamiento de la colitis, diabetes,

hipertension arterial, afecciones del rifidn y el cancer en la matriz y la prostata.

El andlisis fitoquimico de la raiz permiti6 confirmar la presencia de
terpenoides (B-sitosterol y estigmasterol) y flavonoides agliconas (Canferol,

Quercetina y Naringenina) y glicosilados (rutina y naringina) en las muestras.

Se logro la microprogacion de C. integerrimum a partir de semillas inmaduras
en un medio de cultivo MS sin adicion de reguladores de crecimiento, obteniendo
hasta un 10% de germinacion a los 28 dias. Asimismo, se establecié un medio de
cultivo MS con adicion de antibiéticos, fungicidas y reguladores de crecimiento para

la propagacion a partir de explantes de tallos jovenes.

Los aspectos que se abordan en esta investigacion contribuyen en la generacion
de conocimientos que puede ser aplicados en el manejo y conservacion de C.

integerrimum en la Huasteca Hidalguense.
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