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Resumen

El cultivo in vitro es una técnica que ha permitido la
propagacion de distintas especies de orquideas, pero el
lento crecimiento de este grupo de plantas, asi como el
costo de las sales minerales y del agente gelificante (agar)
empleados en los medios de cultivo, pueden limitar su
aplicacion. El objetivo del presente trabajo, fue conocer el
efecto de la composicion del medio de cultivo y el uso de
sustratos como sustitutos del agar en el crecimiento in vitro
de Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp. Brotes adventicios
de ambas especies se cultivaron in vitro en distintas mezclas
de sustratos (perlita, tezontle y fibra de coco) y agar con
diferentes concentraciones de las sales basales de Murashige
y Skoog (50y 100%) y acido giberélico (AGs) (0y I mgL")
paraevaluar sulongitud, nimero de hojas, nimero de raices
y peso fresco en un disefio experimental con tres factores y
15 repeticiones, cada repeticion consistio en un frasco con
5 brotes adventicios. El comportamiento in vitro, estuvo en
funcion del genotipo; L. anceps Lindl. respondié mejor que
Epidendrum sp. Los brotes crecidos sobre perlita-tezontle
o fibra de coco-tezontle, y medios con sales al 50% y AGs
no mostraron diferencias significativas en cuanto a su
longitud, nimero de hojas, nimero de raices y peso fresco,
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Abstract

The in vitro culture is a technique that has allowed the
spread of different species of orchids, but the slow growth
ofthis group of plants, and the cost of the minerals and the
gelling agent (agar) used in the culture media, can limit its
application. The aim of this research was to understand the
effect ofthe composition ofthe culture medium and the use
of'substrates as agar substitutes for in vitro growth of Laelia
anceps Lindl. And Epidendrum sp. Adventitious buds of
both species were cultured in vitro in different substrates
mixtures (perlite, volcanic rock and coir) and agar with
different concentrations of Murashige and Skoog basal
salts (50 and 100%) and gibberellic acid (AGs) (0 and 1
mg L) to evaluate its length, number of leaves, number
of roots and fresh weight in an experimental design with
three factors and 15 repetitions, each repetition consisted
in a flask with 5 adventitious shoots. The in vitro behavior
was based on the genotype L. anceps Lindl. thatresponded
better tan Epidendrum sp. Outbreaks grown on perlite-
volcanicrock or coir-volcanic rock, and médiums with 50%
salts and AGs showed no significant difference in terms of
length, number of leaves, number of roots and fresh weight,
with respect to those grown in agar, 100% salts without
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con respecto a aquellos que lo hicieron en agar, sales al
100% y sin AGs. Los medios de cultivo con sales diluidas
sin AGsy sustratos como sustitutos del agar, permitieron
el crecimiento in vitro de las plantas de L. anceps Lindl. y
Epidendrum sp. con una reduccion significativa del 60%
de los costos.

Palabras clave: Laelia anceps Lindl., Epidendrum sp.,
acido giberélico, cultivo in vitro, medio de cultivo, sustratos.

Introduccion

Meéxico tiene una gran diversidad en especies animales
y vegetales, cuidar y preservar tal diversidad es muy
importante. Al respecto, México alberga unanotable riqueza
de orquideas, la cual ha sido registrada en 1 260 especies y
170 géneros (Soto y Salazar, 2004; Hagsater et al., 2005).
De éstas: 181 se incluyen en alguna categoria de riesgo en
la norma oficial vigente NOM-059-ECOL-2001 (Diario
Oficial dela Federacion, 2002), 72 son endémicas, 58 estan
en la categoria de amenazadas, 107 requieren proteccion
especial, 15 estan en peligro de extincidon y una especie ya
estd extinta en la naturaleza (Laelia gouldiana Rchb. F.)
(Diario Oficial de la Federacion, 2002).

Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp. son dos especies
de orquideas que debido a sus flores llamativas han sido
sometidas auna alta presion de colecta. Esta presion, aunada
a la destruccion de su habitat, ha provocado la disminucion
acelerada de sus poblaciones (Halbinger y Soto, 1997;
Romero-Tirado et al., 2007).

Con respecto a su reproduccion, la germinacion en las
orquideas representa una de las mayores limitantes para
su supervivencia, ya que el endospermo esta reducido en
algunas especies, mientras que en otras se encuentra ausente,
porlo que paraasegurar su germinacion es necesario que las
semillas se asocien con hongos micorrizicos que les provean
de nutrimentos (T¢éllez, 2011).

Elcultivo in vitro es unatécnica que facilita la germinaciony
propagacion de practicamente cualquier orquidea, ya que se
lleva a cabo en condiciones de asepsia, en presencia de una
fuente de nutrimentos y condiciones fisicas controladas, lo
que potencializa su capacidad de reproducciony crecimiento
(Zettler et al., 2001; Salazar et al., 2013). No obstante,
el costo de los materiales utilizados en la elaboracion de
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AGs. The culture médium with diluted with salts without
AGsand substrates as substitutes for agar, allowed the in
vitro growth of L. plants anceps Lindl. And Epidendrum
sp. plants with a significant 60% costs reduction.

Keywords: Laelia anceps Lindl, Epidendrum sp., culture
medium substrates, gibberellic acid, in vitro culture.

Introduction

Meéxico has a great diversity in animal and vegetal species,
to take care and to preserve such diversity is very important.
In this regard, México is home to a remarkable wealth of
orchids, which has been recorded in 1 260 species and 170
genera (Soto and Salazar, 2004; Hagsater et al., 2005). Of
these, 181 are included in some risk category in the official
norm in force NOM-059-ECOL-2001 (Diario Oficial de la
Federacion, 2002), 72 are endemic, 58 are in the threatened
category, 107 require special protection, 15 are endangered
and one species is already extinct in the wild (Laelia
gouldianaRchb. F.) (Diario Oficial dela Federacion, 2002).

Laelia anceps Lindl. And Epidendrum sp. are two orchids
species thatdueto their striking flowers have been subjected to
ahigh collection pressure. This pressure, coupled with habitat
destruction has led to the rapid decline in their populations
(Halbinger and Soto, 1997; Romero-Tirado et al., 2007).

With respect to its reproduction, germination in orchids
represents one of the major limitations to its survival, since
the endosperm is reduced in some species, while in others
it is absent, so to ensure its germination it is necessary that
the seeds are associated with mycorrhizal fungi that provide
them with nutrients (Téllez, 2011).

The in vitro culture is a technique which facilitates the
germination and propagation of virtually any orchid, as it
is done aseptically, in the presence of a controlled source
of nutrients and physical conditions, which potentiates its
reproduction and growth ability (Zettler et al.,2001; Salazar
et al., 2013). However, the cost of the materials used in
the preparation of the culture media is high, especially the
gelling agent (agar or phytagel) which can represent up
to 70% of the cost of the plants. In addition, the agar may
reduce the oxygen concentration and disable the nutrient
diffusion in the medium (Fujiwara et al., 1993; Ichimura
and Oda, 1998).
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los medios de cultivo es alto, especialmente del agente
gelificante (agar o phytagel) que puede representar hasta
70% del costo de las plantas. Ademas, el agar puede reducir
la concentracion de oxigeno e inhabilitar la difusion de
nutrimentos del medio (Fujiwara et al., 1993; Ichimura y
Oda, 1998).

Por otro lado, para algunas especies (Laelia halbigeriana
Salazar & Soto Arenas, Agave cocui Trelease) se ha
documentado que la concentracién completa de las sales
medio de Murashige y Skoog (1962) que comunmente se
utilizaen el cultivo de tejidos, sobrepasa los requerimientos
nutrimentales de los tejidos (Raya-Montafio ef al., 2011;
Gonzalez et al., 2012). Asimismo, el lento crecimiento de
la mayoria de las orquideas, contribuye al incremento en
los costos de produccion, al tener que mantener las plantas
in vitro por mas tiempo hasta que alcancen el tamafio que
permita transferirlas al invernadero.

Lareduccidn de los costos de produccion podria lograrse
con el uso de sustratos hidropdnicos (perlita, vermiculita,
fibra de coco), ya que pueden ser una alternativa para
sustituir los agentes gelificantes caros. Al respecto, se
tiene evidencia que el utilizar sustratos durante la fase
in vitro ha permitido el crecimiento de especies como
Limonium latifolium Lindl., Ipomoea batatas L.,y Myrtus
communis L. (Afreen-Zobayed et al., 1999; Afreen-
Zobayed et al., 2000; Lucchesini et al., 2006; Xiao y
Kozai, 2006).

De la misma manera, incluir fitorreguladores como el
acido giberélico en el medio de cultivo ha tenido un efecto
positivo en el alargamiento del vastago y el nimero de hojas
formadas en Cattleya loddigesii Lindl., Manihot esculenta
Crantz, Cynodon dactylon Pers.y Cuscuta chinensis Lam.
(Maheshwari et al., 1980; Bhagwat et al., 1996; Liy Qu,
2002; Avila y Salgado-Garciglia, 2006; Rodrigues ef al.,
2009).

Dada la importancia de cuidar y preservar la diversidad de
las orquideas mexicanas y de proponer alternativas para
reducir los costos de produccion de su propagacion in vitro,
el objetivo del presente trabajo fue conocer el efecto de
la composicion del medio de cultivo y el uso de sustratos
como sustitutos del agar, en el crecimiento in vitro de Laelia
anceps Lindl. y Epidendrum sp. partiendo de la hipotesis de
que los medios de cultivo diluidos suplementados con acido
giberélico, y los sustratos permitiran el crecimiento in vitro
de ambas especies.

1317

Furthermore, for some species (Laelia halbigeriana
Salazar & Soto Arenas, Agave cocui Trelease) it has been
documented that the full concentration of the Murashige
and Skoog (1962) medium salts, commonly used in tissue
culture, exceeds the tissue nutrimental requirements (Raya-
Montafo etal.,2011; Gonzalez et al.,2012). Also, the slow
growth of most orchids, contributes to increased production
costs, having to keep plants in vitro longer until they reach a
size that allows to transfer them to the greenhouse.

The reduction of production costs could be achieved with
the use of hydroponic substrates (perlite, vermiculite, coir),
as they may be an alternative to replace expensive gelling
agents. Inthisregard, there is evidence that the use substrates
during in vitro phase has allowed growth in species like
Limonium latifolium Lindl., Ipomoea batatas L., and Myrtus
communis L. (Afreen-Zobayed etal., 1999; Afreen-Zobayed
et al.,2000; Lucchesini et al., 2006; Xiao y Kozai, 2006).

Similarly, including phytoregulators as gibberellic acid in the
culture medium has had a positive effect on stem elongation
and the number of formed leaves in Cattleya loddigesii
Lindl., Manihot esculenta Crantz, Cynodon dactylon Pers.
and Cuscuta chinensis Lam. (Maheshwari et al., 1980;
Bhagwat et al., 1996; Li and Qu, 2002; Avila and Salgado-
Garciglia, 2006; Rodrigues et al., 2009).

Giventhe importance oftaking care and preserve the diversity
of Mexican orchids and to propose alternatives to reduce
production costs of it in vitro propagation, the objective of
this research was to determine the effect of the composition
ofthe culture medium and the use of substrates as substitutes
for agar, in the in vitro growth of Laelia anceps Lindl. And
Epidendrum sp. Based on the assumption that diluted culture
means supplemented with gibberellic acid, and substrates
would enable the in vitro growth of both species.

Materials and methods

Culture mediums

The culture mediums tested for the growth of adventitious
buds of Laelia anceps Lindl. and Epidendrum sp. of 1.1
+0.1 cm, previously regenerated in vitro, containing
nutrient salts of Murashige and Skoog (MS) 50 and 100%,
30 g L'sucrose, 0 and 1 mg L gibberellic acid (AG,),
agar (7 g L") or 30 ml of substrate mixtures: pearlite-
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Materiales y métodos

Medios de cultivo

Los medios de cultivo evaluados para el crecimiento de
brotes adventicios de Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp.
de 1.140.1 cm, previamente regenerados in vitro, contenian
las sales nutritivas del medio Murashige y Skoog (MS) al 50
y 100%,30 gL' desacarosa, 0y 1 mg L' deacido giberélico
(AG,), agar (7 g L") 6 30 ml de las mezclas de sustratos:
perlita-tezontle (PT) y fibra de coco-tezontle (FCT) en
proporcion 3:1 (tamafio de particula de 0.5 mm). El pH de
los medios se ajustd a 5.7-5.8.

Establecimiento de los cultivos

Los brotes adventicios se colocaron en frascos de vidrio de
250 ml que contenian 30 ml de los medios de cultivo descritos
anteriormente mas los sustratos PT, FCT o agar (Cuadro 1).
Previamente, los frascos se esterilizaron en una autoclave
durante 15 minutos a 120 °C antes del establecimiento de
los brotes (explantes).

Loscultivos se incubaron enun cuarto de crecimientoa 26 +2
°Cyun fotoperiodo de 16 h proporcionado porlamparas de luz
blanca fria fluorescente (intensidad luminica 25 ymol m2s).

Variables evaluadas

Despuésde 45,90y 135 diasdeiniciado el cultivo se evalud
lalongitud del brote (desde el inicio de laraiz hasta la punta
delahojamaslarga), el nimero de hojas y nimero deraices;
y el peso fresco se evaluo a los 60 dias con ayuda de una
balanza analitica.

Disefio experimental

Elexperimento serealizd en el Laboratorio de Biotecnologia
y Patologia de Semillas del Campus Montecillo, Colegio
de Postgraduados. Se us6 un disefio experimental
completamente al azar con tres factores: especie (2), sustratos
(3) ymedio de cultivo (4) resultando 24 tratamientos. Cada
tratamiento tuvo 15 repeticiones y cada repeticion consistio
deun frasco con cinco brotes adventicios. Alos datos de cada
variable se les realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y
la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (<
0.05). Ambos procedimientos se hicieron con el programa
estadistico SAS v.9.0 (SAS Institute, 2002).
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volcanic rock (PT) and coir-volcanic rock (FCT) in 3:1
ratio (0.5 mm particle size). The médium pH was adjusted
to 5.7-5.8.

Planting of crops

Adventitious shoots were placed in 250 ml glass vials
containing 30 ml of the culture medium described above
plus the PT, FCT or agar substrates (Table 1). Previously,
the flasks were sterilized in an autoclave for 15 minutes at
120 C before the establishment of the shoots (explants).

Cuadro 1. Tratamientos probados en el cultivo in vitro de
Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp.
Table 1. Tested treatments in the in vitro culture of Laelia

anceps Lindl. and Epidendrum sp.

Tratamiento ~ Composicion

MSI100A MS 100% con agar (testigo)

MS100FCT  MS 100% con fibra de coco-tezontle
MSI100PT MS 100% con perlita-tezontle

MS50A MS 50% con agar

MSS0FCT MS 50% con fibra de coco-tezontle
MSS0PT MS 50% con perlita-tezontle

MS100-2A MS 100% con agar y 1 mg L' de acido

giberélico
MS100-2FCT MS 100% con fibra de coco-tezontley 1 mg
L' de acido giberélico

MS100-2PT  MS 100% perlita-tezontley 1 mg L' de dcido
giberélico

MS50-2A MS 50% con agar y 1 mg L-'de acido
giberélico

MS50-2FCT  MS 50% con fibra de coco-tezontle y 1 mg
L'de acido giberélico

MS50-2PT MS 50% con perlita-tezontle y 1 mg L' de

acido giberélico
MS= Sales de Murashige y Skoog (1962).

Cultures were incubated in a growth room at 26 +2 °C and
a photoperiod of 16 h provided by cold white fluorescent
lamps (25 pmol m2s™' light intensity).

Evaluated variables

After 45, 90 and 135 days of initiating the crop, the length
of the shoot (from the beginning of the root to the tip of the
longest leaf), number of leaves and number of roots were
evaluated; and the fresh weight was evaluated at 60 days
using an analytical balance.
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Resultados and discusion

Efecto de la especie

El analisis de los resultados reflejo que la especie tuvo un
efecto significativo en la longitud del brote (45, 90 y 135
dias), el nimero de hojas (45 dias) y el nimero de raices (90
y 135 dias) (Cuadro 2). A los 45 dias de cultivo, la especie
Epidendrum sp., mostré mejor respuesta para longitud del
brote; sinembargo, después de este tiempo fue Laelia anceps
Lindl. la que presento los valores mas altos (Cuadro 3). El
numero de hojas de los brotes de Laelia anceps Lindl. después
de45 dias fue mas alto que en Epidendrum sp.peroalos 90y
135 dias ambas especies se comportaron de manera similar.

Por otra parte, para el nimero de raices no hubo diferencias
estadisticas durante los primeros 45 dias entre ambas especies,
perodespués de este periodo L. anceps Lindl. mostré valores
significativamente mayores que Epidenderum (Cuadro
3). En relacion con estos resultados, el efecto del genotipo
en el crecimiento in vitro también se observo en Cattleya
aurantiaca Bateman, Encyclia adenocaula La Llave &
Tex., Laelia speciosa Kunth., Epidendrum radicans Pav.
Ex Lindl., Euchile citrina La Llave ex Lex., Laelia albida
Bateman ex Lindl., Laelia autumnalis (Lex.) Lindl.,
Oncidium cavendishianum Batemany Oncidium tigrinum La
Llave & Lex. (Avilay Salgado-Garciglia, 2006). Asimismo,
AbdoliyMoieni (2003) encontraron que el genotipo influyo
considerablemente en la induccion de la organogénesis en
girasol (Helianthus annuus L.).
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Experimental design

The experiment was carried out in the Laboratory of
Biotechnology and Pathology of Seeds of Campus
Montecillo, Colegio de Postgraduados. A completely
randomized experimental design was used with three
factors: species (2), substrates (3) and médium culture
(4) resulting in 24 treatments. Each treatment had 15
replicates and each replicate consisted of one flask with
five adventitious shoots. The data of each variable were
analyzed by analysis of variance (ANOVA) and the
comparison of means by the Tukey test (< 0.05). Both
procedures were performed with the SAS v.9.0 statistical
program (SAS Institute, 2002).

Results and discussion

Effect of the species

The analysis of the results showed that the species had a
significant effect on shoot length (45, 90 and 135 days),
number of leaves (45 days) and number of roots (90 and 135
days) (Table2). After45 days of culture, the Epidendrum sp
species, showed better response for shoot length; however,
after this time it was Laelia anceps Lindl. which showed
the highest values (Table 3). The number of leaves of the
shoots of Laelia anceps Lindl. after 45 days was higher than
Epidendrum sp.butat90and 135 days both species behaved
in a similar way.

Cuadro 2. Suma de cuadrados del anélisis de varianza para el efecto de la especie, los sustratos y medios de cultivo en la
longitud del brote, niimero de hojas, nimero de raices y peso fresco de Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp.

después de 45,90 y 135 dias de cultivo.

Table 2. Squares sum of variance analysis for the effect of the species, substrates and culture medium on shootlength, number of
leaves, number of roots and fresh weight of Laelia anceps Lindl. and Epidendrum sp. after 45,90 and 135 days of culture.

FV GL Logitud del brote (cm) Numero de hojas Numero de raices PF (g)
45 90 135 45 90 135 45 90 135 60

E 1 436" 1.16" 6.05™ 5.67 4.41 7.71 1.18  5.63° 30.01" 3509°

S 2 2.75% 0.09 1.85™ 1.64 2.02 5.75 0.14 191 4517 229.77

M 3 2.7 0.17 1.02™ 1.06 1.27 5.26 .23 2.88° 891" 4705™

ExMx*S 6 2.84™ 0.66™ 1.9" 232" 226 1942 027" 0917 331" 2338
ERROR 192 0.08 12.25 0.12 1.23 2.35 2.67 045 0.64 1.01 377
CV (%) 21.6 21.89 18.83 27.6 21.8 27.17 5889 7879 52.69 42

"= p<0.01; "= p< 0.05; CV= coeficiente del variacion; E= especie; M= medio; S= sustrato; PF= peso fresco.
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Cuadro 3. Efecto de la especie sobre longitud de brote, niimero de hojas y niimero de raices a los 45,90y 135 dias de iniciar

el cultivo in vitro.

Table 3. Effect of the species on shoot length, number of leaves and number of roots at 45, 90 and 135 days after starting

the in vitro cultivation.

Especie Longitud de brote (cm) Numero de hojas Numero de raices
45 90 135 45 90 135 45 90 135
Laelia anceps 1.2b 1.7a 2a 42a 53a 6.2a 1.2a 1.2a 23a
Epidendrum sp. 1.5a 1.5b 1.7b 3.8b Sa 5.8a 1.1a 0.8b 1.5b
DSH 0.8 0.13 0.11 0.3 0.6 0.5 0.2 0.3 0.3

DSH= diferencia significativa honesta. Letras distintas en una columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey<0.05).

Efecto de los sustratos

Los sustratos tuvieron efecto significativo en la longitud
de brote (45 y 135 dias) y numero de raices a los 135 dias
(Cuadro 2). Después de 45 dias de cultivo, la longitud
de los brotes fue estadisticamente superior en perlita-
tezontle (PT), pero a los 135 dias los valores mas altos se
registraron en los brotes cultivados en agar, en tanto no se
encontraron diferencias significativas en los tratamientos
con fibra de coco-tezontle (FCT) y PT (Cuadro 4) (Figura
1). Con respecto a numero de hojas, no se observaron
diferencias significativas entre los brotes crecidos en los
distintos sustratos y agar durante los 135 dias que los brotes
permanecieron in vitro.

Cuadro 4. Efecto de los sustratos en la longitud de brote,
numero de hojas y niimero de raices a los 45, 90

y 135 dias iniciado el cultivo.
Table 4. Effect of the substrates on shoot length, number of
leaves and number of roots at 45, 90 and 135 days

after cultivation.

Longitud de Numero de Numero de
Sustrato brote (cm) hojas raices

45 90 135 45 90 135 45 90 135
Agar 1.2b 1.7a 2.1a 4.1a 5a 6.3a 1.2a 1.2a 2.2a
FCT 1.2b 1.6a 1.8b 3.9a 5.2a 5.7a 1.2a 0.8a 1.5b

PT l4a 1.5a 1.7b 4.1a 5.4a 6.1a 1.1a 1.0a 2.1a
DSH 0.11 02 1.6 04 08 0.7 03 04 0.5

FCT=fibrade coco-tezontle; PT=perlita-tezontle; DSH=diferencia significativa
honesta. Letras distintas en una columna indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey<0.05).

Asimismo, se observo que el numero de raices fue
estadisticamente similar en agar, FCT y PT a los 45 y
90 dias de cultivo; sin embargo, después de 135 dias los
brotes cultivados en FCT tuvieron un nimero de raices

Moreover, for the number of roots there were no statistical
differences during the first45 days between the two species,
but after this period L. anceps Lindl. showed significantly
higher values tan Epidenderum (Table 3). Regarding these
results, the genotype effect on the in vitro growth was
also observed in Cattleya aurantiaca Bateman, Encyclia
adenocaula La Llave & Tex., Laelia speciosa Kunth.,
Epidendrum radicans Pav. Ex Lindl., Euchile citrina La
Llave ex Lex., Laelia albida Bateman ex Lindl., Laelia
autumnalis (Lex.) Lindl., Oncidium cavendishianum
Bateman and Oncidium tigrinum La Llave & Lex. (Avila
and Salgado-Garciglia, 2006). Also, Abdoli and Moieni
(2003) found that genotype greatly influenced the induction
of organogenesis in sunflower (Helianthus annuus L.).

Effect of substrates

The substrates had a significant effect on shoot length (45
and 135 days) and number of roots at 135 days (Table 2).
After 45 days of cultivation, shoot length was statistically
higher in perlite-volcanic rock (PT), but at 135 days the
highest values were recorded in shoots grown on agar, while
no significant differences were found in treatments with
coir-volcanic rock (FCT) and PT (Table 4) (Figure 1). With
respect to the number of leaves, no significant differences
were found between the shoots grown on different substrates
and agar during the 135 days when shoots were kept in vitro.

Itwas also observed that the number of roots was statistically
similar in agar, FCT and PT at 45 and 90 days of culture;
however, after 135 days FCT-grown shoots had significantly
fewer root numbers than those grown on agar or PT (Table
4). In this regard, Keatmetha and Suksa-Ard (2004) found
that the use of vermiculite and peat moss during the in vitro
culture of Anthurium andraeanum L. did not promote more
roots compared to the use of phytagel.
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significativamente menor que aquellos crecidos en agar o
PT (Cuadro 4). Al respecto, Keatmetha y Suksa-Ard (2004)
encontraron que el uso de vermiculita y peat most durante el
cultivo invitro de Anthurium andraeanum L.no promovieron
mayor nimero de raices con respecto al uso de phytagel.

Porsuparte, Afreen-Zobayed et al. (2000) usaron diferentes
combinaciones de vermiculitay pulpa de papel para sustituir
elagar en cultivo in vitro de lpomoea batatas L. obteniendo
los mejores resultados en vermiculita con 30% de pulpa de
papel. Asimismo, Labrousse et al. (2012) evaluaron sorbarod
(tampodn de celulosa), turba y pulpa de papel como soportes
alternativos al agar en la micropropagacion de Nemesia
denticulata (Benth.) Grant ex Fourc., ellos encontraron
que los sustratos promovieron el mejor desarrollo de raices
y mayor supervivencia en la aclimatacion. Asimismo,
Hazarika (2006) indica que las raices de Brassica oleracea
L. desarrolladas en agar tienen baja funcionalidad, lo que
limita la supervivencia de las plantas durante el proceso de
aclimatacion. De la misma manera, Kozai (2010) y Oh et
al. (2012) encontraron que los sustratos vermiculita, pulpa
de papel y perlitaaumentan la conductividad hidrica, lo que
favorece la absorcion de nutrientes por las plantas.

Efecto de medio de cultivo

Fue posible observar diferencias significativas en la longitud
el brote (45 y 135 dias), y el nlimero de raices después de los
90y 135 de cultivo por efecto del medio (Cuadro 2). Alos 45
dias deiniciado el cultivo, los brotes crecidos en el medio MS
al 50% con AGs (MS50-2) mostraron lamayor longitud, pero
al final de la evaluacion este medio y el que contenia las sales
MS al 100% sin AGs no fueron estadisticamente diferentes
(Cuadro 5). Alrespecto, Coello et al. (2010) encontraron que
elacido giberélico fue el factor que promovié el alargamiento
delos brotes de Guarianthe skinneri Bateman. Por otra parte,
el nimero de hojas no fue significativamente diferente entre
los distintos tratamientos a lo largo del cultivo. En contraste,
Rodrigues et al. (2009) encontré que el uso de AGs en el
crecimiento de Cattleya loddigesii Lindl. promovio un mayor
numero de hojas. Asimismo, s6lo el numero de raices de los
brotes crecidos en MS al 100% fue significativamente menor
queel deaquellos que permanecieronenelmedioMS al 50%y
AGsdespuésde90y 135 diasdeiniciado el cultivo (Cuadro 5).

Por su parte, Jara et al. (2007) utilizaron cuatro medios
(MS 50%, MS 100%, medio Morel, medio Knudson para
la germinacion in vitro de Chloraea virescens (Willd.)
Lindl., Chloraea lamellata Lindl. y Gavilea araucana
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Figura 1. Brotes adventicios de Laelia anceps Lindl. (a, b, ¢)
y Epidendrum sp. (d, e, f) 90 dias después de iniciar
el cultivo in vitro. Agar (a, d), fibra de coco-tezontle
(b, e) y perlita-tezontle (c, f). Barra 1 cm.

Figure 1. Adventitious buds of Laelia anceps Lindl. (a, b, ¢)
and Epidendrum sp.(d, e, f) 90 days after initiation
of in vitro culture. Agar (a, d), coir-volcanic rock (b,
e) and perlita-volcanic rock (c, f). Bar 1 cm.

Meanwhile, Afreen-Zobayed et al. (2000) used various
combinations of vermiculite and paper pulp toreplace agar for
invitro culture of lpomoea batatas L. obtaining the best results
with vermiculite with 30% paper pulp. Also, Labrousse e al.
(2012) evaluated Sorbarod (buffer cellulose), peat and paper
pulp as alternative supports to agar in micropropagation for
Nemesia denticulata(Benth.) Grantex Fourc., they found that
substrates promoted better root development and increased
acclimation survival. Also, Hazarika (2006) indicates that
the roots of Brassica oleracea L. developed in agar have
low functionality, limiting the survival of plants during the
acclimatization process. Similarly, Kozai (2010) and Oh et
al. (2012) found that substrates of vermiculite, paper pulp
and perlite increase water conductivity, which favors the
absorption of nutrients by plants.

Effect of culture medium

It was possible to observe significant differences in shoot
length (45 and 135 days), and number of roots after 90 and
135 days of cultivation by medium effect (Table 2). At 45
days after starting the cultivation the shoots grown on MS
medium with 50% AGs (MS50-2) showed the greatest
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Phil., encontrando que el medio MS 50% indujo los mejores
resultados en las especies estudiadas. De igual manera,
Dalzotto (2013) reportd que la altura de planta, nimero
de raices y materia seca a los 95 dias del cultivo in vitro de
Oncidium bifolium (Sims) Dumort. fueron mayores en el
medio MS 50%. Los resultados de este trabajo muestran que
medios menos concentrados que contenian sales MS al 50%
no limitaron el crecimiento de los brotes de Laelia anceps
Lindl. y Epidendrum sp.1o que concuerda con lo obtenido por
Pervin (1997), quien observo que las orquideas de los generos
Vanda, Dendrobium, Aerides, Acampey Apathoglottis pueden
desarrollarse en medios con pocos nutrientes (peptona,
inositol, extracto de platano o agua de coco).
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length, but at the end of the evaluation this medium and
the one containing MS salts at 100% without AGs showed
no statistically differences (Table 5). In this regard, Coello
et al. (2010) found that gibberellic acid was the factor that
promoted shoot elongation of Guarianthe skinneri Bateman.
On the other hand, the number of leaves was not significantly
different between the different treatments throughout the crop.
In contrast, Rodrigues ez al. (2009) found that the use of AGs
CattleyaloddigesiiLindl. growth promoted a greater number
of leaves. Also, only the number of roots of shoots grown in
MS at 100% was significantly lower than those remaining
in MS medium at 50% and AG, after 90 and 135 days after
starting the culture (Table 5).

Cuadro 5. Efecto del medio de cultivo en la longitud de brote, niimero de hojas y nimero de raices después de 45, 90

y 135 dias de cultivo.
Table 5. Effect of culture medium on shoot length, number of leaves and number of roots after 45, 90 and 135 days
of cultivation.

Medio de Longitud de brote (cm) Numero de hojas Numero de raices

cultivo 45 90 135 90 135 45 90 135
MS100 1.3b 1.6a 1.9 ab 41a 5.1a 6.1a 1.2a 0.7b 1.5b
MS50 1.2b 1.5a 1.7b 39a 54a 6.1a 1.2a 0.9ab 1.8ab
MS100-2 1.1b 1.6a 1.7b 38a 49a 55a 09a 1 ab 2 ab
MS50-2 l.6a 1.7a 2.1a 42a 52a 64a 1.3a 14a 23a
DSH 0.14 0.24 0.2 0.6 1.0 0.93 0.4 0.5 0.6

MS=sales de Murashige y Skoog; MS100=MS al 100%; MS50=MS al 50%; MS100-2=MS al 100% con 1 mg L' de acido giberélico; MS50-2=MS al 50% con 1 mg
L' de acido giberélico; DSH= diferencia significativa honesta. Letras distintas en una columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey <0.05).

Por su parte, Flores-Escobar et al. (2008) observaron que los
brotes de Oncidium stramineum Lindl. cultivados en medio
MS suplementado con extractos organicos (agua de coco,
peptona, carbon activado, polivinilpirrolidona) alcanzaron
una longitud de 2.05 cm de longitud en 90 dias, valor muy
cercano al obtenido en el medio que contenia 50% de las sales
MSy 1 mg L' de AG3;(MS50-2), en un intervalo de tiempo
similar.

Efecto de los tratamientos

Diferencias significativas se encontraron para la longitud
el brote, el nimero de hojas y el numero de raices a
los 45, 90 y 135 dias en la interaccion de los factores
(Cuadro 2). Después de 135 dias de cultivo, la longitud
de los brotes de L. anceps Lindl. de los tratamientos con
sales MS al 50%, AGs y agar (MS50-2A) y sales MS al
100% con agar (MS100-A) fue estadisticamente mayor
que la de los otros tratamientos. No obstante, a los 90

Meanwhile, Jara et al. (2007) used four mediums (MS 50%,
MS 100%, Morel medium, Knudson medium for in vitro
germination of Chloraea virescens (Willd.) Lindl., Chloraea
lamellata Lindl. and Gavilea araucana Phil., finding that
the MS 50% medium induced the best results in the studied
species. Similarly, Dalzotto (2013) reported that plant height,
number of roots and dry matter at 95 days of'in vitro culture of
Oncidium bifolium (Sims) Dumort. were higherin the MS 50%
medium. The results of this paper show that less concentrated
media containing MS salts at 50% did not limit growth of shoots
of Laelia anceps Lindl. and Epidendrum sp. whichis consistent
with the results of Pervin (1997), who observed that orchids
of the genera Vanda, Dendrobium, Aerides, Acampe and
Apathoglottis can grow in media with few nutrients (peptone,
inositol, banana extract or coconut water).

Flores-Escobar et al. (2008) observed that shoots of
Oncidium stramineum Lindl. cultured in MS medium
supplemented with organic extracts (coconut water, peptone,
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dias solo se apreciaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos MS50-2A y MS50A (MS 50% sin AG3) y
MS100-2PT (MS100%,AGsy perlita-tezontle) (Cuadro 6).

Lo anterior indica que los brotes de L. anceps Lindl.
pueden crecer bien tanto en agar como en perlita-tezontle o
vermiculita-perlita, y sales MS al 50 6 100% con o sin AG3
durante 90 dias, y después de este tiempo el crecimiento es
mejor en los medios gelificados con agar, indistintamente de
laconcentracion desales 0 AGs. Estos resultados concuerdan
con los de Martinez-Hernandez et al. (2006) quienes
evaluaron la germinacion, multiplicacién y enraizamiento
de Citrus volkameriana Ten & Pasq., Citrumelo swingle
(Citrus Paradise Macfad cv. Duncan x Poncirus TrifoliaLL.)
y Citrange en vermiculita, perlitay tezontle, no encontrando
diferencias estadisticas significativas entre estos y los
tratamientos con agar.
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activated charcoal, polyvinylpyrrolidone) reached a length
0f2.05 cmin 90 days, which is a very close to that obtained
in the medium containing 50% of the MS salts and 1 mg L"!
of AGs (MS50-2) in a similar time interval.

Effect of treatments

Significantdifferences were found for shoot length, number
of leaves and number of roots at 45, 90 and 135 days in the
interaction factors (Table 2). After 135 days of cultivation,
the shoot length in L. anceps Lindl. in the treatments of MS
salts at 50%, AGs and agar (MS50-2A) and 100% MS salts
with agar (MS100-A) was statistically higher than the other
treatments. However, at 90 days only statistical differences
between treatments MS50-2 A and MS50A (MS 50% without
AG3)and MS100-2PT (MS100%, AGs and perlite-volcanic
rock) (Table 6) were observed.

Cuadro 6. Efecto de los tratamientos en la longitud del brote de Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp. a 45,90 y 135 dias

del cultivo.

Table 6. Effect of treatments on shoot length of Laelia anceps Lindl. and Epidendrum sp. at 45,90 and 135 days of culture.

) Laelia anceps Epidendrum sp.
Tratamiento 45 90 135 45 90 135
MS100A 1.3b 2ab 29a 1.2b 1.4ab 2.1c-e
MS100FCT 1.2b 1.5ab 1.5fg 1.3b 1.5ab l.6e-g
MS100PT 1.3b 1.7 ab 2c¢-f 1.2b 1.6 ab 1.5e-g
MS100-2A 1.1b 1.9 ab 1.9c-g 1.2b 1.6 ab 1.5e-g
MS100-2FCT 1.2b 2ab 2.4b-d 1.1b 1.3b l.6e-g
MS100-2PT 1.1b 14b 13¢g 1.2b 1.6 ab 1.7d-g
MS50A 1.1b 1.3b 13¢g 1.3b 1.6 ab 1.6e-g
MS50-FCT 1.1b 1.7 ab 1.8¢c-g 14D 1.6 ab 1.7e-g
MS50PT 1.2b 1.8ab 2.4bc 1.2b 1.3b 1.5e-g
MS50-2A 1.2b 23a 34a 1.2b 1.32b 1.8 c-g
MS50-2FCT 1.1b 14b l.6e-g 1.2b 1.7 ab 1.8 ¢c-g
MS50-2PT 1.2b 2 ab 2c-f 39a 1.6 ab 1.7e-g
DSH 0.5 0.8 0.7

DSH = diferencia significativa honesta. Letras distintas en una columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey < 0.05).

Asimismo, estos autores mencionan que la supervivencia
durante la aclimatacion fue mayor en las plantas provenientes
de sustratos, ya que las de agar sufrian estrés provocado por
el rompimiento de raices, causando su muerte. Afreen-
Zobayed et al. (2000) observaron que los tratamientos a
base de agar en la micropropagacion de [pomoea batatas L.
quedaron por debajo de los tratamientos abase de vermiculita
y pulpa de papel.

This indicates that outbreaks of L. anceps Lindl. can
grow properly in both agar and perlite-volcanic rock or
vermiculite-perlite, and MS salts at 50 or 100% with or
without AGs for 90 days, and after this time the growth is
betterinthe media gelled with agar, despite the concentration
of salts or AGs. These results agree with those of Martinez
etal. (2006) who evaluated the germination, multiplication
and rooting of Citrus volkameriana Ten & Pasq., Citrumelo
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A diferencia de lo observado en L. anceps Lindl. en
Epidendrum sp.no se encontraron diferencias significativas
en la longitud de los brotes sometidos a los distintos
tratamientos probados a lo largo del periodo de cultivo
(Cuadro 6).

Por otro lado, no existieron diferencias significativas
para el numero de hojas formadas en los brotes de L.
anceps Lindl. y los brotes Epidendrum sp. después de
los 45 y 90 dias, pero a los 135 dias s6lo Epidendrum sp.
del tratamiento MS50A (MS 50%, agar) tuvo un niumero
de hojas estadisticamente diferente, mientras que para L.
anceps Lindl. el tratamiento MS50 PT (MS 50% perlita-
tezontle) indujo la formacion de un mayor niimero de
hojas (Cuadro 7).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Martinez-Hernandez et al. (2009) investigadores que
evaluaron vermiculita como sustituto de agar en Citrus
volkameriana Ten & Pasq., Citrumelo swingle (Citrus
paradise Macfad cv. Duncan x Poncirus trifolia L.)
y C-35 y encontraron en sus valores obtenidos que el
numero de hojas no presentaron diferencias estadisticas
significativas durante las primeras ocho semanas del
crecimiento in vitro.

Luis Antonio Flores-Hernandez et al.

Swingle (Citrus Paradise Macfad cv. Duncan x Poncirus
Trifolia L.) and Citrange in vermiculite, perlite and volcanic
rock, without finding significant statistical differences
between these and the treatments with agar.

These authors also mention that survival during
acclimatization was greater in plants coming from substrates,
since the agar ones suffered stress caused by the rupture of
roots, causing their death. Afreen-Zobayed et al. (2000)
found that treatments based on agar in the micropropagation
of Ipomoea batatas L. were below the treatments based on
vermiculite and paper pulp.

Unlike what was observedin L. anceps Lindl. in Epidendrum
sp. no significant differences were found in the length
of the shoots submitted to the different treatments tested
throughout the growing period (Table 6).

On the other hand, there were no significant differences in the
number of leaves formed in shoots of L. anceps Lindl. and
Epidendrum sp. after 45 and 90 days, but at 135 days only
Epidendrum sp. of the MS50A treatment (50% MS agar) had
a statistically different number leaves, while for L. anceps
Lindl. the treatment MS50 PT (MS 50% perlita-volcanic rock)
induced the formation of a larger number of leaves (Table 7).

Cuadro 7. Efecto de los tratamientos en el nimero de hojas de Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp. a los 45,90y

135 dias después del inicio del experimento.

Table 7. Effect of treatments on the number of leaves of Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp. at 45,90 and 135 days

after the beginning of the experiment.

Tratamiento Laelia anceps Epidendrum sp.

45 90 135 45 90 135
MS100A 49a 54a 6.7 a-¢ 39a 52a 59a-e
MS100FCT 39a 44a 5.3b-¢ 39a 5a 5.4 a-e
MS100PT 4.6a S5a 5.3b-e 3.8a 5.8a 7.9 a-c
MS100-2A 37a 4a de 4a 52a 5.1b-e
MS100-2FCT 4.7 a 62a 7.1 a-e 3.7a 6a 6.6 a-e
MS100-2PT 33a 36a 5.1b-e 3.6a 4.6a 6a-c
MSS50A 33a 44a 5.1b-e 3.8a 54a 8.6a
MS50-FCT 4a 5a 4.9c-¢ 42a 5.8a 5.7 a-e
MS50PT 48a 6.8a 7.9a-c 36a 52a 4.3 de
MS50-2A 4.7a 4.6a 6.6 a-¢ 48a 54a 8.1ab
MS50-2FCT 34a 42a 5b-e 33a 48a 5.3b-e
MS50-2PT S5a 62a 7.4 a-d 39a 6a 6a-¢
DSH 1.9 3.6 3.2

DSH= diferencia significativa honesta. Letras distintas en una columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey <0.05).

Por otra parte, Xiao y Kozai (2006) probaron un material
poroso (Florialite) alternativo al agar en el crecimiento
de Limonium latifolium Lindl. y encontraron diferencias

These results agree with those of Martinez-Hernandez ez al.
(2009) who evaluated vermiculite as a substitute for agar
in Citrus volkameriana Ten & Pasq., Citrumelo swingle
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estadisticas significativas en el area foliar, peso seco y fresco
durante los primeros 25 dias de cultivo. Al respecto, los
resultados obtenidos en esta investigacion indican que cultivar
losbrotesde L. anceps Lindl. y Epidendrum sp. enmedios con
el 50% de las sales y las mezclas de perlita-tezontle o perlita-
fibrade cocoy sin AGs promueve un niimero similar de hojas
al de aquellos cultivados en las sales MS al 100% y agar.

Alos 135 diasseobservo quesololosbrotesde L. anceps Lindl.
que se cultivaron en el tratamiento MS50-A formaron un
numero deraices significativamente menor que el deaquellos
del tratamiento MS50-FCT (Cuadro 8). Para Epidendrum sp.
los tratamientos MS100FCT y MS50-2FCT indujeron un
menor numero de raices. En ese mismo intervalo de tiempo,
los brotes de Epidendrum sp. cultivados en el tratamiento
MS100A-2A s6lo mostraron ser significativamente mas
eficientes para formar raices que los de los tratamientos
MSS50-PT, MS50-A, MS100-2PT, MS100-2FCT, MS100-
FCT y MS100-A (Cuadro 8).

Al respecto, Xia y Kozai (2006) encontraron que los brotes
de Limonium latifolium Lindl. formaron mayor nimero de
raices en Florialite, que en agar. Por su parte, Mohan et al.
(2004) usaron residuos organicos de cafia de aziicar como
sustituto del agar en el enraizamiento in vitro de manzano
(Malus prunifolia Borkh.) y obtuvieron un incremento de
63% en el nlimero de raices.
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(Citrus paradise Macfad cv. Duncan x Poncirus trifolia L.)
and C-35 and found that the number of leaves did not show
statistically significant differences in the first eight weeks
of in vitro growth.

On the other hand, Xiao and Kozai (2006) tested a porous
material (Florialite) alternative to agar for Limonium
latifolium Lindl. growth and found significant statistical
differences inleafarea, dry and fresh weight during the first
25 days of cultivation. In this regard, the results obtained in
this research indicate that growing outbreaks of L. anceps
Lindl. and Epidendrum sp. in media with 50% of the salts
and mixtures of perlite-volcanic rock or perlite-coir without
AGs promotes a similar number of sheets to those grown in
the MS salts at 100% and agar.

After 135 days it was observed that only the shoots of
L. anceps Lindl. which were cultivated in the MS50-A
treatment formed significantly fewer roots than those
in the MS50-FCT treatment (Table 8). For Epidendrum
sp. the MS100FCT treatments and MS50-2FCT induced
a lower number of roots. At that same time interval, the
shoots of Epidendrum sp. cultivated in the treatment
MS100A-2A showed to be significantly more efficient to
form roots than those ofthe MS50-PT, MS50-A, MS100-
2PT,MS100-2FCT, MS100-FCT y MS100-A treatments
(Table 8).

Cuadro 8. Efecto de los tratamientos en el niimero de raices de Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp. después de 45,90 y

135 dias de cultivo.
Table 8. Effect of treatments on the number of roots of Laelia anceps Lindl. y Epidendrum sp. after 45, 90 and 135 days of
culture.
Tratamiento Laelia anceps Epidendrum sp.
45 90 135 45 90 135
MS100A 1.1a-c 1 a-c 2.1b-f 1.6 ab 0.8 bc 1.1d-f
MS100FCT 09a-c 0.4 bc 1.4 c-f 1.1 a-c 0.2bc 04f
MS100PT 1.1 a-c 1 a-c 2.3b-f 1.33 a-c 1 a-c 1.9b-f
MS100-2A 1.2 a-c 2 ab 2.6b-¢ 0.7 a-c 1.4a-c 3.1a-c
MS100-2FCT 1.3 a-c 0.8 bc 2.1b-f 1.1a-c la-c 1d-f
MS100-2PT 09a-c 0.8 bc 1.9b-f 03c 0.2bc 1ef
MS50A 0.9a-c 0.6 bc 0.7ef 1.1a-c 0.4 bc 1.1d-f
MSS50-FCT 1.8a 1.6 a-c 3a-d 1.4 a-c 1.4 a-c 2.4b-¢
MS50PT 1.1 a-c 1.4 a-c 2.4b-e 1a-c 0.4bc 1.1d-f
MS50-2A 1.4a-c 2.8a 49a 1.4 a-c 1 a-c 2.1b-f
MS50-2FCT 1.2 a-c 0.4 bc 09ef 0.4a-c 0.4bc 04f
MS50-2PT 1.7 a-c 1.8 a-c 3.7ab 1.3a-c 2 ab 2b-f
DSH 1.2 1.9 2

DSH= diferencia significativa honesta. Letras distintas en una columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey < 0.05).
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Se ha documentado que las raices formadas en medios
con agar suelen ser delgadas y fragiles, mismas que se
dafian durante el transplante, lo que ocasiona la pérdida de
individuos (Deberghy Maene, 1981; Roberts y Smith 1990).

En el Cuadro 2 se observan diferencias significativas para
el peso fresco de los brotes a 60 dias de cultivo. Asimismo,
solo se encontraron diferencias significativas entre los brotes
de L. anceps Lindl. del testigo (MS100A) y los tratamientos
MS100-PT, MS100-2PT, MS100A para la variable peso
fresco (Cuadro9). Entanto que para Epidendrum sp. el peso
fresco de los brotes del testigo fue estadisticamente similar
al de los tratamientos MS50-FCT, MS50-PT, MS50-2FCT,
MS50-2PT. En relacion con esto, al estudiar el efecto de la
vermiculita como sustituto del agar en Carica papaya L.
Kataoka (1994) encontro que el peso fresco de lasraices era
mayor en los explantes desarrollados en agar. En el presente
estudio el uso de sustratos, medios diluidos y la adicion de
acido giberélico (AGs) no tuvieron efectos negativos en el
peso fresco de L. anceps Lindl. y Epidendrum sp.

Cuadro 9. Peso freso de los brotes de Laelia anceps Lindl.
y Epidendrum sp. después de 60 dias de cultivo
in vitro.

Table 9. Fresh weight of Laelia anceps Lindl. and

Epidendrum sp. Shoots after 60 days of in vitro

culture.
) Peso fresco (g)
Tratamientos
Laelia anceps  Epidendrum sp.
MSI00A 70.8 a 50.4 a-d
MS100FCT 42 .4 a-d 41 a-d
MS100PT 36.4b-d 28.3¢cd
MS100-2A 39 a-d 35.6b-d
MS100-2FCT 57.2ac 479a-d
MS100-2PT 32cd 39.7 a-d
MSS50A 22.7d 52.6 a-d
MS50-FCT 54.4 a-d 38.5b-d
MS50PT 473 a-d 41.5a-d
MS50-2A 45.6a-d 45.6a-d
MS50-2FCT 33.5b-d 38.2b-d
MS50-2PT 65.3 ab 53.5a-d
DSH 31.8 31.8

DSH= diferencia significativa honesta. Letras distintas en una columna indican
diferencias estadisticas significativas (Tukey < 0.05).

En el presente trabajo, los mejores tratamientos evaluados
podrian formar un protocolo en el que se utilicen medios de
cultivo diluidos y sustratos como sustitutos del agar. Este
protocolo representa una alternativa para la propagacion
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In this regard, Xia and Kozai (2006) found that the shoots
of Limonium latifolium Lindl. formed a greater number
of roots in Florialite than in agar. On the other hand,
Mohan ef al. (2004) used organic sugar cane residues as
a substitute for agar in the in vitro rooting of apple trees
(Malus prunifolia Borkh.) and obtained a 63% increase in
the number of roots.

Ithas been documented that roots formed in mediums with
agar are usually thin and fragile, which are damaged during
transplantation, leading to the loss of individuals (Debergh
and Maene 1981; Roberts and Smith 1990).

Table 2 shows significant differences for the fresh weight
of shoots at 60 days of cultivation. Also, significant
differences between L. anceps Lindl control shoots
(MS100A) and treatments MS100-PT, MS100-2PT,
MS100A for the fresh weight variable, were found (Table
9). While for Epidendrum sp. the fresh weight of the
control shoots was statistically similar to the treatments
MS50-FCT, MS50-PT, MS50-2FCT, MS50-2PT. In
this regard, when studying the effect of vermiculite as a
substitute for agar in Carica papaya L. Kataoka (1994) it
was found that fresh root weight was higher in the explants
developed in agar. In this research the use of substrates,
diluted mediums and addition of gibberellic acid (AG3)
had no negative effect on the fresh weight of L. anceps
Lindl. and Epidendrum sp.

Inthis research, the best evaluated treatments could become
aprotocol in which diluted culture mediums and substrates
are used as substitutes for the agar. This protocol represents
analternative to the in vitro propagation of L. anceps Lindl.
and Epidendrum sp. Which is efficient and has a lower
cost. This decrease in cost is attributed to the reduction in
the concentration of nutrient salts and AGs, but especially
to the use of inexpensive substrates, which unlike agar,
represents only 13 to 17% of the cost.

Conclusions

The use of less concentrated culture medium without AGs;
and substrates as support, allowed the growth of L. anceps
Lindl. and Epidendrum sp. plants with the same or greater
efficiency than the conventional gelled with agar culture
method. Replacing agar with substrata and use of culture
medium with diluted salts without AGs, not only allows
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in vitro de L. anceps Lindl. y Epidendrum sp. eficiente y a
un costo menor. Dicha disminucion en el costo se atribuye
a la reduccion en la concentracion de las sales nutritivas y
AGs, pero sobre todo al uso de sustratos baratos, los cuales
a diferencia del agar, s6lo contribuyen con 13 a 17% del
costo del mismo.

Conclusiones

El uso de medios de cultivo menos concentrados, sin AGs
y sustratos como soporte, permitio el crecimiento de las
plantas de L. anceps Lindl. y Epidendrum sp. con la misma
o mayor eficiencia que el método de cultivo convencional
gelificado con agar. La sustitucion del agar por sustratos y el
uso de medios de cultivo con sales diluidas sin AGs no s6lo
permite el crecimiento in vitro de los brotes de las especies
de orquidea en estudio, sino que puede reducir los costos de
producciénde las plantas propagadas mediante esta técnica.
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