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RESUMEN

Laelia halbingeriana (Orchidaceae) es una planta epifita
endémica de la canada de Oaxaca, amenazada por la
reduccion de su habitat debido a deforestacion, cambios de
uso de suelo, extraccion ilegal de plantas. Se desarrolld una
metodologia en el Colegio de Postgraduados en Ciencias
Agricolas en 2010, para su propagacion in vitro como
estrategia de conservacion usando el medio Murashige
Skoog (MS) suplementado con 6-benciladenina (BA)
(0,2.22 y 4.43 uM L") y 3-acido naftalenacético (ANA)
(0, 2.6, 5.2 y 10.4 uM L"). Con estos medios fueron
cultivadas plantulas de 2.5 cm con tres concentraciones de
sacarosa (58.43, 87.64 y 116.85 mM L) y cinco de sales
minerales del medio MS (50, 75, 100, 125 y 150%). Para
el enraizamiento, las plantulas fueron cultivadas en medio
MS suplementado con cinco concentraciones de ANA (0,
2.6,7.8,10.4y 13 uM L") y cinco de acido 3-indolbutirico
(AIB)(0,4.92,7.38,9.84y12.3 uM L"). Se utiliz6 el disefio
experimental completamente al azar con arreglo factorial
y diez repeticiones. En la multiplicacion, el BA (2.22 uM
L) increment6 el nimero promedio de hojas por planta
(3.93), mientras que la mayor longitud (1.11 cm) se logrd
al adicionar ANA (5.2 pM L!). La concentracion de azicar
y las sales minerales no influyeron en la organogénesis in
vitrode L. halbingeriana. El enraizamiento presento mayor
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ABSTRACT

Laelia halbingeriana (Orchidaceae) is an epiphytic plant,
endemic from Oaxaca’s glen, threatened by its habitat
shrinking due to deforestation, land-use changes and,
illegal plant extraction. Amethodology was developed in
the Graduated College in Agricultural Sciences in 2010,
for its in vitro propagation as a conservation strategy
using Murashige and Skoog medium (MS) supplemented
with 6-benzyladenine (BA) (0, 2.22 and 4.43 uM L)
and 3-naphthaleneacetic acid (NAA) (0, 2.6, 5.2 and
10.4 pM L1). With these media, seedlings of 2.5 cm
with three concentrations of sucrose were grown (58.43,
87.64 and 116.85 uM L") and five mineral salts of MS
medium (50, 75, 100, 125 and 150%). For rooting, the
seedlings were grown on MS medium supplemented with
five concentrations of NAA (0, 2.6, 7.8, 10.4 and 13 uM
L) and five 3-indole butyric acid (IBA) (0, 4.92, 7.38,
9.84 and 12.3 pM L"). A completely randomized design
with factorial arrangement and ten repetitions was used.
In the multiplication, BA (2.22 uM L) increased the
average number of leaves per plant (3.93), while the
longest (1.11 cm) was achieved by adding NAA (5.2
uM L1). The sugar and mineral salts concentration did
not influenced the in vitro organogenesis of L.
halbingeriana. Rooting showed higher number of roots
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numero de raices por planta (2.62), se obtuvo reduciendo
las sales minerales a 75%, la adicion de 7.8 uM L' de ANA
increment6 el nimero de raices (2.86).

Palabras clave: Orchidaceae, fitoreguladores, sales
minerales.

INTRODUCCION

Laelia halbingeriana es una planta epifita endémica de la
cafiada de Oaxaca, en la reserva de la biosfera Tehuacan-
Cuicatlan, amenazada por lareduccion de su habitat debido
afactores como la deforestacion, cambios de uso del suelo
y extraccion ilegal de plantas (Hangsater et al., 2005) que
aumenta el riesgo de la desaparicion. Existen muy pocos
estudios acerca de sureproduccion. En este tipo de plantas,
lareproduccion sexual de formanatural es limitada, debido
a la naturaleza de la semilla (tamafio pequefio con poca
o nula materia de reserva), por lo que la germinacioén asi
como los estados de desarrollo subsecuentes dependen de la
relacion simbidtica conun hongo micorrizico (Rhizoctonia
solani) (Suarez et al., 2006; Otero et al., 2007; Mosquera
etal.,2010). Porras-Alfaroy Bayman et al. (2007) sefialan
que cada especie tiene una especificidad por el hongo
micorrizico.

La germinacion de semillas in vitro es una alternativa de
reproduccion viable, pues es posible sustituir la accion de
los hongos micorrizicos con el medio de cultivo (Gil e al.,
2007; Otero y Bayman, 2009). Mediante este método se
logra incrementar la variabilidad genética de la especie.
Para la propagacion de orquideas, se han estudiado los
medios de cultivo minimos, la constitucion de reguladores
de crecimiento asi como la accion benéfica de la peptona
y el carbon activo entre otros aditivos (Ouyang et al.,
2006); sin embargo, larespuesta morfogénica de los tejidos
dependen del tipo y concentracion de los reguladores de
crecimiento.

Para la propagacion de orquideas se han empleado
citocininas naturales 2-isopenteniladenina (2iP), zeatina,
citocininas sintéticas N6-benciladenina (BA) y la cinetina
(6-furfuril-aminopurina), en concentraciones de 0.01 a 10
mgL'; donde estaultima es lamenos eficiente de las cuatro.
También se ha postulado que la concentracion de sales
minerales y de sacarosa, son factores determinantes en el
proceso de organogénesis in vitro de estas plantas (Sorace
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per plant (2.62), obtained by reducing 75% of mineral
salts, the addition of 7.8 uM L of NAA increased the
number of roots (2.86).

Key words: Orchidaceae, mineral salts, phytoregulators.

INTRODUCTION

Laelia halbingeriana (Orchidaceae) is an epiphytic plant,
endemic from Oaxaca’s glen, in the Tehuacan-Cuicatlan
Biosphere Reserve threatened by its habitat shrinking due
to factors such as deforestation, land-use changes and illegal
extraction of plants (Hangsater et al., 2005) that increases
the risk of extinction. There are very few studies on its
reproduction. In this type of plant, sexual reproduction is
naturally limited due to the seed’s nature (small size with
little or no reserve material), so that, the germination and
subsequent development stages depend on a symbiotic ratio
with amycorrhizal fungi (Rhizoctonia solani) (Suarezetal.,
2006; Otero et al., 2007; Mosquera et al., 2010). Porras-
Alfaro and Bayman et a/. (2007) noted that each species has
amycorrhizal fungus specificity.

In vitro seed germination is a viable alternative for
reproduction, since it’s possible to replace the action of the
mycorrhizal fungi in a culture medium (Gil et al., 2007,
Otero and Bayman,2009). By using this method, an increase
in the genetic variability of the species is achieved. For the
propagation of orchids, the minimal growth media have been
studied, the formation of growth regulators as well as the
beneficial action of the peptone and, the activated carbon
among other additives (Ouyang et al., 2006); however,
the tissues’ morphogenic response depend on the type and
concentration of the growth regulators.

For the propagation of orchids, natural cytokinins have
been used, 2-isopenteniadenine (2iP), zeatin, synthetic
cytokinins, N6-benzyladenine (BA) and kinetin (6-furfuryl-
aminopurine) in concentrations of 0.01 to 10 mg L"'; where
the latter is the least efficient of them all. It has also been
postulated that, the concentration of mineral salts and
sucrose are determining factors in the in vitro process of
organogenesis of these plants (Sorace et al., 2008). The
largest number of seedlings in vitro of L. speciosa was
accomplished by Sarabia et al. (2010), by adding to the
culturemediumNAA (0.5 mg L") and gibberellicacid (GA3)
(0.1 mg L) obtaining 70% survival.
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etal.,2008). Lamayor formacion de plantulas irn vitro de L.
speciosafuelogradapor Sarabiaetal. (2010), al adicionar al
medio de cultivoANA (0.5 mg L) y acido giberélico (AGs;)
(0.1 mg L) quienes obtuvieron 70% de supervivencia al
ser aclimatadas.

Aunque ya se han establecido metodologias para la
propagacion in vitro de orquidea de diferentes géneros,
existen pocos estudios en L. halbingeriana, por lo que es
factible modificar las condiciones conocidas, para mejorar
los resultados de la micropropagacion como una estrategia
inicial, para asegurar posteriormente la conservaciéon en
su ambiente natural. Basados en lo expuesto previamente,
el objetivo de la presente investigacion fue establecer un
método practico y competitivo para propagar in vitro L.
halbingeriana.

MATERIALES Y METODOS

Multiplicacién de plantulas

Plantulas de L. halbingeriana cultivadas in vitro fueron
proporcionadas por el Dr. Raymundo Enriquez del Valle,
provenientes del laboratorio de cultivo de tejidos del Instituto
Tecnoloégico Agropecuario de Oaxaca (ITAO).

Medios de cultivo

El medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) fue
utilizado como base de los medios preparados; todos los
medios de cultivo contenian 2.96 uM de tiamina, 5.55
UM de mio-inositol, 6 g L' de agar (Merck®) y el pH fue
ajustado a 5.7 £0.1 antes de agregar el agar. El medio se
esterilizo a 121 °C (1.05 kg cm?) durante 17 min. Todas
las cantidades expresadas en la composicion de los medios
estan dadas por litro de medio, a menos que otra cosa sea
indicada.

Las plantulas fueron originalmente cultivadas en una serie
de 12 medios (Cuadro 1), para determinar la condiciéon mas
favorable en lamultiplicacion del numero de plantas. Todos
los cultivos fueron conservados durante 60 dias en un cuarto
deincubacidéna25+2 °C, 16 hde fotoperiodo con intensidad
luminica de 76 umol m s! producida por lamparas de luz
blanca fria fluorescente. Se determino el desarrollo de las
plantulas durante un periodo de 60 dias.
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Even though, methodologies for in vitro propagation of
orchids on different genera have been established, there are
only a few studies on L. halbingeriana, making it feasible to
modify the known conditions in order to improve the results
of micropropagation as an initial strategy to ensure further
conservation in the wild. Based on these, the objective of
this research was to establish a practical and competitive in
vitro propagation of L. halbingeriana.

MATERIALS AND METHODS

Seedlings propagation

The L. halbingeriana seedlings cultured in vitro were
provided by Dr. Raymundo Enriquez del Valle, from the
tissue culture laboratory of the Agricultural Technological
Institute of Oaxaca (ITAO).

Culture media

The culture medium of Murashige and Skoog (1962) was
used as the groudnwork for the prepared media; all the
culture media contained 2.96 uM of thiamine, 5.55 uM of
myo-inositol, 6 gL' agar (Merck®), and pH was adjusted at
5.740.1 before adding the agar. The medium was sterilized
at 121°C(1.05 kg cm?) for 17 min. All quantities expressed
in the media composition are given per liter of medium,
unless otherwise noted.

The seedlings were first grown in a series of 12 media
(Table 1), in order to determine the most favorable
condition in the multiplication on the number of plants.
All cultures were maintained for 60 days in an incubation
room at 25 +2 °C, 16 h photoperiod with light intensity of
76 umol m s produced by fluorescent cold white lighted
lamps. The seedlings’ development over a period of 60
days was determined.

In orderto evaluate the effect on the concentration of mineral
salts and sucrose in the in vitro seedlings’ development of L.
halbingeriana, new explants were selected bout 2.5 cm in
length and subjected to 15 treatments conformed by three
concentrations of sucrose (58.43, 87.64 and 116.85 mM),
combined with five concentrations ofthe total mineral salts
of MS medium (50, 75, 100, 125 and 150%) as indicated
in Table 2.
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Cuadro 1. Composicion quimica de los medios de cultivo, estos contenian concentracion de sales minerales del medio
Murashige y Skoog (MS) al 100% y 87.64 mM de sacarosa.
Table 1. Chemical composition of the culture media, containing concentrations of mineral salts from Murashige and Skoog

medium (MS) at 100% and 87.64 mM sucrose.

Medio MS BA (uM) ANA (uM) Medio MS BA (uM) ANA (uM)
I 0 0 7 222 52
2 0 2.6 8 2.22 10.4
3 0 5.2 9 4.43 0
4 0 10.4 10 4.43 2.6
5 2.22 0 11 4.43 5.2
6 2.22 2.6 12 4.43 10.4

Paraevaluar el efecto de laconcentracion de sales minerales
y sacarosa en el desarrollo de las plantulas in vitro de L.
halbingeriana, fueron seleccionados nuevos explantes de
aproximadamente 2.5 cm de longitud y se sometieron a
15 tratamientos conformados por tres concentraciones de
sacarosa(58.43,87.64y 116.85 mM), combinadas con cinco
concentraciones de las sales minerales totales del medio MS
(50,75,100, 125 y 150%) como se indica en el Cuadro 2.

In the third trial, vigorous shoots approximately 3 cm
length were selected for cultivation in a series of 25 media,
containing 87.64 mM of'sucrose. In this case, the combination
of NAA was evaluated (0,5.2,7.8, 10.4 and 12.3 uM) with
IBA (0, 4.94, 7.38, 9.84 and 12.3 uM) to induce the in
vitro rooting of the seedlings (Table 3). For each bottle of
100 ml capacity, 25 mL of culture medium was added, 10
explants were planted to produce a total of 30 explants per

Cuadro 2. Composicién quimica de los medios de cultivo, estos contenian 2.22 nM de BAy 5.2 uM de ANA, méas 100% del
medio Murashige y Skoog (MS) y las cantidades de sacarosa indicadas.
Table 2. Chemical composition of the culture media, containing 2.22 uM of BAand 5.2 uM of NAA, plus 100% of Murashige
and Skoog medium (MS) and the indicated amounts of sucrose.

Medio MS Concentracion de sales (%) Sacarosa(mM) Medio MS  Concentracion de sales (%)  Sacarosa (mM)

13 50 58.43
14 75 58.43
15 100 58.43
16 125 58.43
17 150 58.43
18 50 87.64
19 75 87.64
20 100 87.64

21 125 87.64
22 150 87.64
23 50 116.85
23 75 116.85
25 100 116.85
26 125 116.85
27 150 116.85

Eneltercerensayo, brotes vigorosos de aproximadamente 3
cmdelongitud, se seleccionaron para cultivarlos en unaserie
de 25 medios que contenian §7.64 mM de sacarosa. En este
caso fue evaluada la combinacion de ANA (0,5.2,7.8,10.4
y 12.3 uM) con AIB (0, 4.94, 7.38, 9.84 y 12.3 uM), para
inducir el enraizamiento in vitro de las plantulas (Cuadro
3). A cada frasco de 100 ml de capacidad sé adicionaron 25
mL de medio de cultivo, fueron sembrados 10 explantes
para generar un total de 30 explantes por tratamiento.
Los explantes se mantuvieron por 60 dias en el cuarto de
incubacion a 25 2 °C, 16 h de fotoperiodo con intensidad
luminica de 76 umol m? s!, producida por lamparas de luz

treatment. The explants were maintained for 60 days in the
incubation room at 25 £2 °C, 16 h photoperiod with light
intensity of 76 umol m™ s, produced by fluorescent cold
white lighted lamps. The experimental design was completely
randomized with a factorial arrangement of 34, 5+3 and 5*5
in the first, second and third experiment, respectively.

Evaluated variables and statistical analysis
The evaluated variables for all the cases were: number

and length of leaves, seedling height, root number, root
length. Using these information, an analysis of variance
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blanca fria fluorescente. El disefio experimental utilizado fue
completamente al azar con arreglo factorial 3+4,5%3y55en
el primero segundo y tercer experimento, respectivamente.
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and a comparison of means test, Tukey p< 0.05 using the
statistical package SAS version 9.1 (SAS, 2003) were
conducted.

Cuadro 3. Composicion de medios que contenian 100% de sales minerales (Murashige y Skoog) MSy 87.64 mM de sacarosa.
Los medios contenian las cantidades de ANA y AIB indicadas.
Table 3. Media composition containing 100% of mineral salts (Murashige and Skoog) MS and 87.64 puM sucrose. The media
contained the indicated amounts of NAA and IBA.

Medio MS ANA (uM) AIB (uM) Medio MS ANA (uM) AIB (uM)
28 0 0 41 7.8 9.84
29 0 4.94 42 7.8 12.3
30 0 7.38 43 10.4 0
31 0 9.84 44 10.4 4.94
32 0 12.3 45 10.4 7.38
33 52 0 46 10.4 9.84
34 52 4.94 47 10.4 12.3
35 52 7.38 48 13 0
36 52 9.84 49 13 4.94
37 52 12.3 50 13 7.38
38 7.8 0 51 13 9.84
39 7.8 4.94 52 13 12.3
40 7.8 7.38
Variables evaluadas y analisis estadistico RESULTS AND DISCUSSION

Las variables evaluadas en todos los casos fueron: nimero
y longitud de hojas, altura de plantula, nimero de raices,
longitud deraices. Con los datos obtenidos se hizo un analisis
de varianzay se llevd a cabo una prueba de comparacion de
medias Tukey auna p<0.05 con el paquete estadistico SAS
version 9.1 (SAS, 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del tipo y concentracion de fitohormonas en
la etapa de multiplicacion in vitro de plantulas de L.
halbingeriana

Se observaron diferencias estadisticas significativas en la
respuesta de las plantas, respecto a los tratamientos. Con la
adicionde 2.22 pM de BA se obtuvieron hasta 3.93 hojas en
promedio, mientras que al duplicar dicha concentracion, la
formacion de hojas se redujo 13% (Figura 1A). El nimero
de hojas no se vio afectado por la presencia de ANA en
el medio de cultivo (Figura 1B). En cuanto a la longitud

Type and concentration of phytohormones effect at
the in vitro multiplication stage of L. Halbingeriana’s
seedlings.

There were statistically significant differences in the
response of the plants with respect to the treatments. With
the addition of 2.22 uM of IBA, 3.93 leaves were obtained
on average, while doubling the concentration, the leaves
formation was reduced at 13% (Figure 1A). The number
of leaves was not affected by the presence of NAA in the
culture medium (Figure 1B). As for the length of the leaves,
it was found that, with the addition of IBA there were no
differences between treatments for this variable (Figure 1C).
In the hybrid Brassocattleya ‘Pastoral’ x Laeliocattleya’
Amber Glow’ Araujo et al. (2006), found in this species
that the addition of low concentrations of IBA increased
the number of shoots.

These results agree with those reported by Sarabia et al.
(2010), who, with the addition of IBA obtained the greatest
callus formation, and the best quality of it in L. speciosa;
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de las hojas se encontro, que con la adicion de BA no se
observaron diferencias entre los tratamientos para esta
variable (Figura 1C). En el hibrido de Brassocattleya
‘Pastoral’ x Laeliocattleya ‘Amber Glow’ Araujo et al.
(2006), encontraron en esta especie que la adicion de bajas
concentraciones de BA incrementaron el nimero de brotes.
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however, it was possible to stimulate the length of the leaves
by using NAA in the culture medium, considering that
with 5.2 uM L' of NAA, the leaves length was increased
to 1.45 cm and, by reducing its concentration to 2.6 uM
L, the length was reduced at 31% (Figure 1D). These data
contrasted with those reported by Coello et al. (2010), who
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Figura 1. Efecto de la concentracion de BA (Ay C) y concentracion de ANA (ByD), en el niimero y longitud de las hojas formadas

in vitro de L. halbingeriana en un periodo de 60 dias.

Figure 1. BA (A and C) and NAA (B and D) concentration effect on the number and length of the leaves formed in vitro of L.

halbingeriana over a period of 60 days.

Estos resultados coinciden con los encontrados por Sarabia
et al. (2010), quienes con la adicion de BA obtuvieron la
mayor formacién de callo, asi como la mejor calidad del
mismo en L. speciosa; sin embargo, se logro estimular la
longitud de hojas al utilizar ANA en el medio de cultivo,
pues con 5.2 uM L' de ANA se increment6 la longitud de
las hojas hasta 1.45 cm y al reducir su concentracion a 2.6
uM L la longitud se redujo 31% (Figura 1D). Estos datos
contrastan con los registrados por Coello et al. (2010),
quienes en Guarianthe skinneri (Bateman) Dressier & W.
E. Higgins, obtuvieron el mayor numero de brotes (10.6) al
utilizar concentraciones de 16.1y 0,0023 uM de BA. En el
estudio realizado por Suarez et al. (2007), encontraron que
la adicion de BA tiene mayor influencia que el ANA en la
propagacion in vitro de Euchile mariae.

in Guarianthe skinneri (Bateman) Dressler & W. E. Higgins,
obtained the highest number of shoots (10.6) when using
concentrations of 16.1 and 0.0023 uM of IBA. In the study
by Suarezetal. (2007), it was found that, the addition of IBA
had more influence than NAA for the in vitro propagation
of Euchile mariae.

The absence of IBA in the culture medium negatively
influenced the growth of the seedlings grown in vitro,
growingonly 1.96 cm (Figure 2A); however, by adding 4.43
uM L' of IBA, the plant height got increased (2.19 cm). A
similar response was found when adding NA A to the culture
medium, since with 5.2 uM L', the highest explant height
(2.24 cm) was obtained, and when reduced at 2.6 pM L,
the height of the seedlings decreased on average (1.97 cm),
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La ausencia de BA en el medio de cultivo influyé
negativamente en el crecimiento de las plantulas desarrolladas
invitro,yaquesoloalcanzaron 1.96 cmdealtura (Figura2 A);
sinembargo, al adicionar4.43 pM L' de BA, se incremento
la altura de planta (2.19 cm). Se encontré una respuesta
similar al adicionar ANA al medio de cultivo, yaque a 5.2
uM L' se obtuvo la mayor altura por explante (2.24 cm), y
cuando se redujo hasta 2.6 uM L, la altura de las plantulas
disminuy6 en promedio (1.97 cm), ademas se observo que
tanto laausenciade ANA en el medio como la concentracion
de 10.4 uM L', presentaron el mismo efecto inhibitorio en
la altura promedio de las plantulas.
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it was also observed that, for both, the absence of NAA in
the medium as well as the concentration of 10.4 uM L,
showed the same inhibitory effect on the average height of
the seedlings.

Rhizogenesis process was also affected by the two types
of phytohormones used (Figure 3). The presence of IBA
influenced the number of roots, and by adding 2.22 and
4.43 uM L' was obtained on average, 1.82 roots not
statistically different from controls without IBA, in which
only 1.55 roots on average were obtained per seedling.
Regarding the average length of the seedlings, the addition

B
|5 :

2.2+

2.151 ab

0 26 52 " 104
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Figura 2. Efecto de la concentracion de BA (A) y ANA (B) en la altura de plantas formadas in vitro de L. halbingeriana en un

periodo de 60 dias.

Figure 2.IBA (A) and NAA (B) concentration effect on L. halbingeriana’s height of in vitro formed plants over a period of 60 days.

El proceso de rizogénesis también fue afectado por los dos
tipos de fitohormonas utilizadas (Figura 3). La presencia
de BA influy6 en el nimero de raices ya que al adicionar
2.22y4.43 uM L' se obtuvieron 1.82 raices en promedio
sin ser estadisticamente diferente al testigo sin BA en el
cual inicamente se obtuvieron 1.55 raices en promedio por
plantula. En cuanto a la longitud promedio de las plantulas,
la adicion de 4.43 uM L' de BA numéricamente fue mejor
al obtener una longitud de 1.14 cm sin ser estadisticamente
diferentes a las plantas de los otros tratamientos utilizados.

Con el regulador de crecimiento ANA la respuesta de
las plantulas fue negativa, ya que al no adicionar esta
fitohormona el numero de raices fue mayor (1.89) y al
adicionar 10.4 uM L' se inhibe la formacion en 20%; la
longitud de raices tuvo un efecto similar al encontrarse que
numéricamente es mejor en ausencia de ANA en el medio
(1.12 cm), mientras que la adicion de 10.4 uM L' solo se
obtuvo un incremento promedio de 1.02 cm.

of4.43 uM L' BA was numerically better to get a length
of'1.14 cm, not being statistically different from the plants
from the other treatments.

With NAA, the seedling’s response was negative, because
when this phytohormone was not added, the number of roots
was higher (1.89) and by adding 10.4 uM L', the formation is
inhibited by 20% on the roots length, an effect quite similar
to that found numerically better in the absence of NAA in
themiddle (1.12 cm), while the addition of 10.4 uM L' only
produced an average increase of 1.02 cm.

Sucrose and mineral salts concentration on L.
halbingeriana propagation

Sucrose concentration did not affect the in vitro
organogenesis of L. halbingeriana (Table 4). However,
the concentration of 87.64 uM L' did favored its growth,
due to the osmotic potential generated by this quantity of
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Figura 3. Efecto de la concentracion de BA (Ay C) y de ANA (B y D) sobre el nimero y longitud de las raices formadas in vitro

de L. halbingeriana a 60 dias de incubacion.

Figure 3.IBA (A) and NAA (B) concentration effect on in vitro L. Halbingeriana’s roots number and length at 60 days ofincubation.

Efecto de la concentracion de sacarosa y sales
minerales en la propagacion de plantulas de L.
halbingeriana

La concentracion de sacarosa no afect6 la organogénesis
in vitro de L. halbingeriana (Cuadro 4). Sin embargo, la
concentracion de 87.64 mM L' favorecio su crecimiento,
debido que el potencial osmdtico que generd esta
cantidad de sacarosa permitié a la plantula absorber
agua y nutrientes. En cambio, el adicionar 116.85
mM L' de sacarosa al medio de cultivo, disminuyd
considerablemente el potencial osmotico, lo que dificulta
la absorcion de agua y nutrientes hacia el interior de
las plantulas, por lo que el crecimiento de las hojas fue
limitado.

sucrose enabled the seedling to absorb water and nutrients.
In contrast, the addition of 116.85 uM L on sucrose medium
significantly decreased the osmotic potential, hindering the
absorption of water and nutrients into the seedlings, so the
leaf growth was too limited.

The concentration of mineral salts in the medium did not
affect the number and length of the leaves, which contrasts
with that obtained by Romero et al. (2007), who pointed
out that, using mineral salts at 50 and 100% concentration,
a greater number of seedlings grown in vitro of L. anceps
would be obtained. Rhizogenesis process was affected
by the concentration of mineral salts, as both the high
concentrations as low concentrations of inorganic salts (150
and 50%) decreased the formation ofroots (1.65) onaverage;
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Cuadro 4. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la organogénesis in vitro de Laelia halbingeriana a 60 dias de

incubacion.

Table 4. Sucrose concentration effect on in vitro organogenesis of Laelia halbingeriana at 60 days of incubation.

Sacarosa Ntimero de hojas Longitud de Numero de Longitud de Longitud del

(mM L") hojas (cm) raices raices (cm) explante (cm)
58.43 3.59 a* 0.98b 1.95a 0.78 a 0.82a
87.64 3.77a 1.07a 191a 0.82a 0.88a
116.85 3.69a 1.00 ab 2.11a 0.80a 0.87a
DMS 0.24 0.07 0.57 0.23 0.07

“=medias con la misma letra en cada columna son iguales estadisticamente a p< 0.05 prueba de tukey.

La concentracion de sales minerales en el medio no afecto el
numero y la longitud de hojas, resultados que contrastan con
los obtenidos por Romero et al. (2007), quienes sefialan que
al utilizar sales minerales a 50 y 100% de su concentracion,
se obtiene una mayor cantidad de plantulas desarrolladas in
vitro de L. anceps. El proceso de rizogénesis fue afectado por
la concentracion de las sales minerales, ya que tanto las altas
concentraciones como las bajas concentraciones de sales
minerales (150 y 50%), disminuyen la formacion de raices
(1.65) en promedio; mientras que una concentracion de 75%
promueve su formacion (2.62) raices por planta en promedio.
Sin embargo, la concentracion de sales minerales no afecto el
crecimientodelasraices (Cuadro 5). Estos datos contrastan con
los obtenidos por Romero ez al. (2007), quienes determinaron
que en los medios MS al 50% y al 100% no existen diferencias
en el enraizamiento de L. anceps subsp. Anceps.

while a 75% concentration did promote its growth, (2.62)
on average per plantroots. However, the concentration of
mineral salts did not affect the growth of the roots (Table
5). These data contrast with those obtained by Romero et
al.(2007), who found that in MS media at 50% and 100%
there is no difference in the rooting of L. anceps subsp.
Anceps.

Differences were observed in the average leaf’s formation,
due to the interaction between sucrose concentrations
and mineral salts contained in the culture medium. The
Figure 4A shows that the medium with 150% mineral
salts, and 116.85 uM L sucrose, favored the formation
ofleaves perplant(4.03), while decreasing the percentage
of mineral salts at 50% concentration, with the same
amount of sucrose was observed a decrease in the average

Cuadro 5. Efecto de 1a concentracion de sales minerales MS sobre la organogénesis in vitro de L. halbingeriana a 60 dias

de incubacion.

Table 5. MS mineral salts concentration effect on the organogenesis in vitro of L. halbingeriana at 60 days of incubation.

Sales minerales Numero de Longitud de Numero de Longitud de Longitud del
(%) hojas hojas (cm) raices raices (cm) explante (cm)
150 3.82a 1.03a 1.68b 0.85a 0.88 a
125 3.7a 0.98a 1.78 ab 0.83a 0.89a
100 3.85a 1.06 a 2.15ab 0.87a 09a
75 3.52a 0.99a 2.62a 0.74 a 0.83a
50 3.56a 1.04a 1.65b 0.66 a 0.79 a
DMS 0.36 0.1 0.85 0.34 0.1

“= medias con la misma literal en cada columna son iguales estadisticamente a p< 0.05 prueba de tukey.

Se observaron diferencias en el promedio de formacion de
hojas, por efecto de la interaccion entre concentraciones
de sacarosa y sales minerales contenidas en el medio de
cultivo. En la Figura 4A se muestra que el medio con 150%
de sales minerales y 116.85 mM L' de sacarosa, favorecio

yield of leaves per seedling to 3.13. These data contrasts
with the results by Sorace et al. (2008), who pointed out that
adding 116.85 uM L' sucrose and 50% of the concentration
of mineral salts in MS medium, the further development of
Oncidium baueri’s seedlings would be obtained.
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la formacion de hojas por planta (4.03); mientras que
al disminuir el porcentaje de sales minerales a 50% de
concentracion, con la misma cantidad de sacarosa, se
observd una disminucion del promedio de produccion
de hojas por plantula a 3.13. Estos datos contrastan con
los resultados obtenidos por Sorace et al. (2008), quienes
sefialan que al adicionar 116.85 mM L' de sacarosay 50%
de la concentracion de sales minerales en el medio MS,
se obtiene mayor desarrollo de plantulas de Oncidium
baueri.

Yarixhi Atenea Raya-Montafio et al.

The treatment containing 50% mineral salts and 87.64 uM L!
sucrosedid favoredthelength oftheleaves(1.12 cm); while 58.43
UM L sucroseand 75% mineral salts decreased the length of the
leaves (0.84 cm) (Figure 4B). These results agreed with those
of Tirado et al. (2005), who by adding 58.43 uM L' of sucrose
led to increasing the leaf’s growth in Phalaenopsis hybrids.

The rhizogenesis process in L.halbingeriana was
unaffected by the combination of mineral salts and sucrose
in the culture medium; Moreno and Menchaca (2007)
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Figure 4. Number of leaves (A), length of leaves (B), plant height (C) developed in vitro of Laelia halbingeriana over a period of

60 days.
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El tratamiento que contenia 50% de sales minerales y
87.64 mM L de sacarosa favorecid la longitud de las
hojas (1.12 cm de longitud); mientras que 58.43 mM
L'de sacarosa y 75% de sales minerales disminuyeron
la longitud de las hojas (0.84 cm) (Figura 4 B).
Estos resultados coinciden con los de Tirado et al.
(2005), quienes al adicionar 58.43 mM L' de sacarosa
propiciaron un mayor crecimiento foliar en hibridos de
Phalaenopsis.

El proceso de rizogénesis en L.halbingeriana no fue
afectado por lacombinacion de sales minerales y sacarosa
en el medio de cultivo; Moreno y Menchaca (2007)
observaron que al adicionar pulpa de platano al medio de
cultivo, se aumenta el nimero de raices formadas in vitro,
asi como la formacion de pseudobulbos en Stanhopea
tigrina Bateman.

Laconcentracion de sales mineralesde 150, 125, 100, 75%
en interaccion con 116.85 mM L' de sacarosa, indujeron
mayor altura de planta (0.95 cm de altura) (Figura 4 C),
este mismo resultado se observo en lainteraccion de 100%
de sales minerales y 87.64 mM L. Por el contrario, la
reduccion de las sales minerales a 50% con 116.85 mM
L-'de sacarosa afect6 negativamente el crecimiento de las
plantulas de L. halbingeriana, ya que sélo se obtuvo 0.65
cm de altura de planta. Estos resultados contrastan con los
de Sorace et al. (2008), quienes utilizaron la concentracion
de sales minerales al 100% del medio Knudson C, para
crecer in vitro el hibrido de Dendrobium nobile; esta
concentracion favorecio el crecimiento de la parte aérea
del hibrido.

Efecto de la fuente y concentracion de auxina en la
rizogénesis in vitro de L. halbingeriana

En la Figura 5A se observa que en ausencia de ANA,
disminuye el nimero deraices y suaplicacion lo incrementa,
aunque no se encontraron diferencias significativas con dosis
entre 5.2y 13 uM L' de ANA.

Se observo que tanto la ausencia como la concentracion
alta de ANA (13.00 uM L), produjeron plantulas con
raices de menor longitud, 0.67 y 0.75 cmrespectivamente
(Figura 5C); en contraste, Pardo et al. (2008) encontraron
que el niamero de raices de brotes en Billbergia rosea,
se incrementan (8.95) con una concentracion de ANA
I mgL-".
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observed that, by adding banana pulp into the culture
medium, it did increased the number of roots formed in
vitro as well as the formation of pseudobulbs in Stanhopea
tigrina Bateman.

The concentration of mineral salts 150, 125, 100, 75% in
interaction with 116.85 uML"! sucrose induced a higher
plant height (0.95 cm) (Figure 4 C), this very result was
observed in the interaction 100% minerals and 87.64
uM L. On the other hand, the reduction at 50% mineral
salts with 116.85 uM L' of sucrose adversely affected
the seedling’s growth of L. halbingeriana, as only 0.65
cm was obtained from the plant height. These results
contrasted with those of Sorace et al. (2008), who used
the concentration of mineral salts 100% of Knudson C
medium to grow in vitro the hybrid Dendrobium nobile;
this concentration favored the aerial-growth part of the
hybrid.

Auxin’s source and concentration effect on the in vitro
rhizogenesis of L. halbingeriana

The Figure 5A shows that in the absence of NAA, the
number of roots decreases and its application will increase
it, although, there were no significant differences at doses
between 5.2 and 13 uM L' NAA.

It was observed that both the absence and the high
concentration of NAA (13 uM L), produced seedlings
with shorter roots, 0.67 and 0.75 cm respectively (Figure
5C); in contrast, Brown et al. (2008) found that, the number
ofroot’s sprouts in Billbergia rosea increased (8.95) with a
concentration of | mg L' NAA.

IBAmarginally affected the rooting, as both its absence and
the addition of 7.38 uM L-! promoted the formation of roots
at concentrations of 2.98 and 2.86 uM L! respectively.
However, with 9.84 uM L of IBA, it decreased 22% of
root formation (Figure 5B). The Figure 5D shows the
effect of the concentration of IBA in the length of the roots.
These results showed that for a greater length of roots,
the addition of 7.38 and 12.3 uM L' IBA, and the lack
of'it, promoted the size of the roots (0.9 cm), this may be
due to endogenous content of auxins from the explants;
however, by adding 3.12 uM L' of IBA, the length of the
roots decreases 41%. By adding 13 uM L' of NAA to the
medium, the maximum number of leaves (3.8 leaves per
plant) was obtained, but 5.2 uM L' NAA had the highest
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Figura 5. Influencia de la concentracién de ANA (Ay C) y concentracion de AIB (B y D), sobre el nimero y longitud de las raices
formadas in vitro de L. halbingeriana a 60 dias de incubacion.
Figure 5. NAA (A and C) and IBA (B and D) concentration influence on the number and length of roots formed in vitro of L.

halbingeriana at 60 days of incubation.

El AIB afectdé marginalmente la rizogénesis, ya que tanto
su ausencia como la adicion de 7.38 uM L' promovieron la
formacion de raices, en concentraciones de 2.98 y 2.86 uM
L' respectivamente. Sin embargo, con 9.84 uM L' de AIB
disminuy6 22% la formacion de raices (Figura 5 B). En la
Figura 5D se observael efecto delaconcentracionde AIBenla
longitud de las raices. Los resultados mostraron, que para una
mayor longitud de raices la adicion de 7.38 y 12.3 uM L' de
AIB,asicomolaausenciadeella, promovieron el tamanode las
raices (0.9 cm), esto se puede deber al contenido endogeno de
auxinas delos explantes; sinembargo, al adicionar 12.3 yM L™!
deAlB lalongitud delasraices disminuye41%. Aladicionar 13
uM L' de ANA almedio, se obtuvo el maximo numero dehojas
(3.8 hojas por planta); sin embargo, con 5.2 uM L''de ANA se
obtuvo lamayor longitud de 1.25 cm. En la Figura 6Ay 6C se
observaque laausencia de lahormona produjo menor niimero
de hojas por planta (3.1) y longitud (1.07 cm) de hojas.

length 1.25 cm. The Figure 6A and 6C shows that, the
absence of the hormone produced a lower number of leaves
per plant (3.1) and leaf’s length (1.07 cm).

Furthermore, the concentration of 7.38 uM L of IBA
was more favorable, as it was on average 3.67 leaves per
plant, and by increasing the concentration to 9.84 uM
L, the number of leaves decreased by 10%. With respect
to the length of the leaves, 0 and 7.38 uM L produced
longer leaves at 1.25 and 1.31 cm respectively. However,
itwas adversely affected at 20% of the length of the leaves
when the concentration of IBA was 12.3 uM L' (Figures
6B and 6D).

Regarding the plant’s height, the high concentration of 13
UM NAAL producedthe tallest plants, 1.13 cmon average,
but in the absence thereof, achieved only 86% of'its growth
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Figura 6. Influenciadela concentracion de ANA (Ay C)y concentracion de AIB (By D) en el niimero ylongitud de hojas formadas

in vitro de L. halbingeriana a los 60 dias de incubacion.

Figure 6. NAA (A and C) and IBA (B and D) concentration influence on the number and length of leaves formed in vitro of L.

halbingeriana at 60 days of incubation.

Porotrolado, laconcentracionde 7.38 uM L-'de AIB fue mas
favorable, ya que se obtuvieron en promedio 3.67 hojas por
planta, y al incrementar la concentracion hasta 9.84 uM L',
disminuy6 elntimero de hojas 10%. Conrespectoalalongitud
de las hojas, 0 y 7.38 uM L' produjeron hojas mas largas
en 1.25y 1.31 cm respectivamente. Sin embargo, se afectd
negativamente hasta 20% la longitud de las hojas cuando la
concentracion de AIB fue de 12.3 uM L™ (Figuras 6B y 6D).

Con respecto a la altura de planta, la concentracion alta de
ANA de 13 uM L' produjo las plantas mas altas, de 1.13
cm en promedio; sin embargo, en ausencia del mismo, solo
alcanzaron 86% de este crecimiento (Figura 7A). E1 AIB
produce un valormaximo de altura de plantaa laconcentracion
de 7.38 uM L, valores superiores o inferiores disminuyen
esta variable respuesta hasta en 20% (Figura 7B).

(Figure 7A). IBA produced a maximum value of the
plant’s height at the concentration of 7.38 uM L, higher
or lower values to reduce this variable’s response in 20%
(Figure 7B).

CONCLUSIONS

Based on the results, for the in vitro propagation of
Laelia halbingeriana a practical method was able to be
established.

For the leaves’ formation, the best promoter was IBA in
a concentration of 2.22 uM L' in Murashige and Skoog
medium.
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Figura 7. Efecto de la concentracion de ANA (A) y de AIB (B) en la altura de plantas formadas de L. halbingeriana in vitro a 60

dias de incubacion.

Figure 7. NAA (A) and IBA (B) concentration effect on the plant’s height consisting of L. halbingeriana in vitro at 60 days of

incubation.

CONCLUSIONES

Conbase en losresultados de este trabajo, para la propagacion
invitrode Laelia halbingeriana selogro establecerun método
practico.

Para la formacion de hojas el mejor promotor fue BA en
una concentracion de 2.22 uM L en el medio de cultivo
Murashige y Skoog.

De manera general la concentracion de sales minerales en
el medio y la concentracion de azucar, no influyeron en la
formacion de hojas y raices generadas in vitro de Laelia
halbingeriana.

En la fase de enraizamiento in vitro la adicion de ANA al
medio de cultivo promovi6 el enraizamiento.
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