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Las laelias son las orquideas mexicanas mas tipicas
que se han cultivado por siglos. Laelia anceps subsp.
anceps habita bosques de encino calidos en México,
Guatemala y Honduras. Es una planta epifita de 25 a
50 cm de altura, con pseudobulbos elipsoide-ovoides
con hoja solitaria y 2-3 flores grandes, usualmente de
color rosa purpura (Halbinger 1997). Debido a sus
flores llamativas es sometida a una presion de colecta
muy grande, ademas de la destruccion de su habitat,
lo cual estd provocando la disminucion acelerada de
sus poblaciones. A pesar de que las orquideas produ-
cen frutos con cientos hasta millones de semillas
(Benzing 1981, Arditti & Arditti 1986) dependen para
germinar en su habitat de una asociacion micorrizica
(Stancato et al. 1998), de caracteristicas especificas
del arbol hospedero y de condiciones ambientales
favorables (Madison 1977, Dressler 1981); por lo que
solo un porcentaje extremadamente bajo alcanza la
madurez; un ejemplo fue Encyclia boothiana (Lindl.)
Dressler en Florida, cuya colonia de 29 adultos pro-
dujo solo una plantula en un afio (Stenberg & Kane
1998). Una de las practicas mas adecuadas para salva-
guardar las orquideas es a través de la germinacion
asimbidtica in vitro, como lo estableci6 Knudson en
1922 (Hicks 2005), obteniendo miles de plantas, con
una variabilidad genética mucho mayor que la obteni-
da por la micropropagacion clonal (Stenberg & Kane
1998), lo cual es deseable en caso de una reintroduc-
cion a sus areas naturales. Las sales basales utilizadas
tradicionalmente en los medios de cultivo para la ger-
minacion y desarrollo in vitro de otras laelias y géne-

ros emparentados son las de Knudson C (KC) para L.
purpurata Lindl. & Paxton (Stancato et al. 1998), L.
albida Bateman ex Lindl. (Santos et al. 2005), E.
boothiana (Stenberg y Kane 1998); y las de
Murashige y Skoog (MS) para L. flava Lindl.
(Moraes et al. 2005) y Epidendrum radicans Pav. ex
Lindl. (Pateli 2003). Las sales basales, asi como la
sacarosa grado analitico, tienen un costo elevado y
son de dificil adquisicion en zonas rurales de la
mayoria de las entidades federativas de México, por
tal razon resulta conveniente sustituirlos por fertili-
zantes inorganicos y azlicares caseros para la germi-
nacion y desarrollo in vitro de L. anceps subsp.
anceps, con el propdsito de establecer un protocolo
util para su propagacion y se aproveche en comunida-
des rurales que exploten esta orquidea a través de un
manejo sustentable.

Metodologia

MATERIAL BIOLOGICO. Se colectaron tres capsulas
maduras dehiscentes de L. anceps subsp. anceps, para
obtener semillas.

DESINFESTACION Y SIEMBRA IN VITRO. Se colocaron
aproximadamente 100 semillas en sobres de papel fil-
tro para su desinfestacion, con etanol al 70% durante
5 min y hipoclorito de sodio (NaOCl) al 0.55% por
10 min, y siembra sobre los medios de cultivo para
germinacion. Al registrar que mas del 50% de las
plantulas presentaron al menos dos raices, se transfi-
rieron a los medios de cultivo para el desarrollo de
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FiGura 1. Desarrollo de plantulas a los 270 dias de cultivo
en medios de germinacion.

50%

plantulas con fertilizantes o con sustitutos de carbohi-
dratos. Los cultivos se mantuvieron con un fotoperio-
do de 16 horas de iluminacion de 581 lux emitida por
cuatro lamparas fluorescentes de 40W a 20° C.

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO. Se utiliza-
ron para la germinacion de las semillas las sales
basales de MS (Sigma Chemical Cat. # M5524), adi-
cionado con vitaminas y sacarosa grado analitico, y el
medio de cultivo KC (Cat. # K4003). Se prepararon
al 100% y 50% de la concentracion de sales con diez
repeticiones cada uno. Para el desarrollo de plantulas
se prepararon medios de cultivo sustituyendo las sales
basales con tres fertilizantes comerciales o tres susti-
tutos de carbohidratos. Los fertilizantes, Peters (P)
(24-8-16), Floren (F1) (10-15-5) y Folifértil (Fol) (20-
30-10), fueron utilizados en tres concentraciones, al
100%, 50% y 25%, la primera concentracion igual6 el
peso de las sales del medio MS utilizado como testi-
go. Los sustitutos de carbohidratos, azucar refinada
(AR), azucar no refinada (ANR) y piloncillo (P) fue-
ron adicionadas por separado al medio MS (testigo),
en sustitucion de la sacarosa grado analitico (S). Se
utilizaron 20 plantulas o repeticiones para cada medio
de cultivo. Todos los medios de cultivo fueron esteri-
lizados a 20 lbs pulg'1 y 120° C durante 15 min. En
los medios de cultivo para germinacion se registraron
a los 270 dias el nimero y peso fresco de las plantu-
las germinadas. Las plantulas después de 100 dias de
cultivo, en el medio para su desarrollo, se registraron
altura de la planta, longitud de raiz, nimero de raices
y plantas con pseudobulbos. A los datos obtenidos se
les aplicod un analisis de varianza (ANDEVA), con el

LANKESTERIANA 7(1-2), marzo 2007. © Universidad de Costa Rica, 2007.

3”I0CC PROCEEDINGS

M Tallo y Hojas [ Raiz

FIGURA 2. Peso fresco en gramos de plantulas a los 270
dias de cultivo en medios de germinacion.

programa Statgraphics Plus 5.0, cuando el analisis fue
no paramétrico se empleo la prueba de Krukal Wallis
y el diagrama de cajas y alambres y cuando fue para-
meétrico se utilizo la prueba de intervalos de Tukey,
para establecer en cual de los medios de cultivo se
obtuvo mejor respuesta para la germinacion y desa-
rrollo de plantulas de L. anceps subsp. anceps.

Resultados y Discusion

GERMINACION. Después de 270 dias de la siembra de
las semillas de L. anceps subsp. anceps para su ger-
minacion se determind que en los medios MS al 50 y
100% se desarrollaron una mayor cantidad de plantu-
las con dos o mas raices (Fig. 1). A pesar de no existir
diferencias significativas entre ellas, las plantulas
obtenidas en el medio MS 100% fueron mas vigoro-
sas, lo que se reflejo en su peso fresco (Fig. 2), ya que
fue el doble del obtenido en el MS 50%. El medio
MS, rico en sales minerales, favorecio el desarrollo
de las plantulas de esta orquidea, incluso cuando se
utiliz6 a la mitad de su concentracion; a diferencia del
medio KC, formulado especialmente para la germina-
cién de orquideas (Arditti & Ernst 1993). El desarro-
llo de plantulas vigorosas de L. anceps subsp. anceps
durante su germinacion en MS, aunque lento, coinci-
de con lo reportado por Stenberg y Kane (1998) para
E. boothiana.

DESARROLLO DE PLANTULAS CON SUSTITUTOS DE SALES
BASALES. Los medios de cultivo con fertilizantes que
indujeron la mayor altura en las plantas, después de
100 dias en cultivo, fueron P y Fl al 25% (Fig. 3), sin
existir diferencias significativas entre ellos; mientras



ROMERO-TIRADO et al. - Germinacion y desarrollo in vitro de Laelia anceps

Fico. I

F150

an
R R P - e -

o0

v
ol
)

FIGUraA 3. Longitud promedio de las plantas a los 100 dias
de cultivo en medio con sales basales o fertilizantes.
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FiGura 4. Raices promedio por planta a los 100 dias en
medio con sales basales o fertilizantes.
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FiGura 5. Longitud promedio de raices a los 100 dias en
medio con sales basales o fertilizantes.
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FiGura 6. Plantas con pseudobulbos en medio con sales
basales o fertilizantes a los 100 dias de cultivo.
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FiGUrA 7. Longitud promedio de plantas en medio MS con
sacarosa o sustitutos de carbohidratos a los 100 dias de
cultivo.
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FiGura 8. Longitud promedio de raices en medio MS con
sacarosa o sustitutos de carbohidratos a los 100 dias de
cultivo.
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FIGURrA 9. Raices promedio por planta en medio MS con
sacarosa o sustitutos de carbohidratos a los 100 dias de
cultivo.
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que con Fl al 25% se generaron un mayor nimero
promedio de raices por planta (Fig. 4) y la longitud
promedio de las raices en todos los tratamientos osci-
16 entre los 2 y 3.5 cm (Fig. 5). Una caracteristica
relevante del desarrollo de las plantas fue la diferen-
ciacion de los pseudobulbos, ésta varid significativa-
mente entre los tratamientos, ya que al considerar el
porcentaje de plantas que generaron pseudobulbos se
obtuvo que 70% las desarrollaron con P al 25% de su
concentracion, disminuyendo un 3% de las plantas en
P y Fol al 100%, 10% en Fol al 50% y 18% en F1 al
25%; lo que significa que en los tratamientos restan-
tes se desarrollaron estas estructuras en menos del
50% de las plantas, resultando el menor porcentaje en
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el medio MS (Figura 6). El fertilizante Peters es el
unico que contiene urea en su formula y posiblemente
este elemento incrementd el contenido de nitrégeno
total mejorando el desarrollo de las plantas.

DESARROLLO DE PLANTULAS CON SUSTITUTOS DE CAR-
BOHIDRATOS. El medio de cultivo adicionado con P,
como carbohidrato, resulto estadisticamente diferente
ya que las plantas después de 100 dias de cultivo se
desarrollaron con una menor talla (Figura 7). En el
medio con S las plantas desarrollaron raices con
mayor longitud (Figura 8), aun cuando no existieron
diferencias significativas con los medios con AR y
ANR; mientras que para la generacion de raices por
planta (Figura 9) no existieron diferencias significati-
vas, presentando un promedio de 5 a 7 por planta. El
desarrollo de pseudobulbos fue despreciable estadisti-
camente, pues solo se desarrollaron en dos plantas de
un total de 25, en el medio con S.

Conclusiones

El medio MS al 100 % favorece el desarrollo de
plantulas vigorosas, con dos 6 mas raices y mayor
biomasa para la germinacion. El uso de fertilizantes
comerciales como sustitutos de las sales inorganicas
en el medio de cultivo favorece el desarrollo de plan-
tas de L. anceps subsp. anceps. El fertilizante Peters
al 25% promueve la generacion de pseudobulbos y
plantas con mayor tamaio. El uso de azucar refinada
o no refinada, como sustitutos de carbohidratos en el
medio de cultivo, o de sacarosa grado analitico indu-
ce los mismos efectos en el desarrollo de las plantas.
El uso del fertilizante Peters al 25% y azucar no refi-
nada como sustitutos de componentes del medio de
cultivo favorecen el desarrollo vigoroso de plantas de
L. anceps subsp. anceps en un periodo de 100 dias.
Estos sustitutos de medio de cultivo son econémicos
y de facil adquisicion.
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