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RESUMEN

Laelia anceps subsp. anceps es una especie de la fa-
milia Orchidaceae que presenta altas tasas de extraccién y
comercio ilegal en diversos estados de la Republica Mexica-
na, ademas requiere de condiciones nutricionales especificas
debido a sus caracteristicas de desarrollo y distribucién. Por
lo cual, el objetivo de la presente investigacion fue establecer
un protocolo de micropropagacion in vitro comparando el
efecto de la citocinina 6-bencilaminopurina (BAP) y el nitrato
de potasio (KNO,). Para ello, se cultivaron semillas estériles en
medio MS sin reguladores de crecimiento vegetal. Posterior a
la germinacién, se indujo en las vitroplantas la formacion de
brotes y raices en medio MS, suplementado con 0, 2.5,5.0 y
10mg L'de BAP0 0, 2.5 50y 10 mg L"de KNO,. Los resul-
tados mostraron que la adicion de BAP mejoré el proceso de
propagacién en todos los tratamientos analizados, en tanto
que, la adicion de 10 mg L' de KNO, indujo los mejores re-
sultados al producir 11.4 £ 0.6 raices las cuales desarrollaron
velamen, una estructura radicular que favorece la absorcién
de agua. Estos resultados sugieren que a mayor concentra-
cion de KNO, podrian mejorar los resultados de propagacion
en esta orquidea.
Palabras-clave: conservacion, orquideas,
vegetal.

biotecnologia

ABSTRACT

Laelia anceps subsp. anceps is a species of the Orchi-
daceae family that presents high rates of illegal extraction
and trade in several states of the Mexican Republic, and also
requires specific nutritional conditions due to its develop-
ment and distribution characteristics. Therefore, the aim of
the present investigation was to establish an in vitro micro-
propagation protocol comparing the effect of the cytokinin
6-benzylaminopurine (BAP) and potassium nitrate (KNO,).
For this, sterile seeds were grown in MS medium without
plant growth regulators. After germination, formation of
shoots and roots in MS medium was induced in vitroplants
supplemented with 0, 2.5, 5.0 and 10 mg L' of BAP or 0,
2.5,5.0 and 10 mg L' of KNO,. The results showed that the
addition of BAP improved the propagation process in all the
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treatments analyzed, while the addition of 10 mg L of KNO,
induced the best results by producing 11.4 + 0.6 roots with
the developed of sail, a structure root that favors the water
absorption. These results suggest that higher concentration
of KNO, could improve the propagation results in this orchid.
Keyword: conservation, orchids, vegetal biotechnology.

INTRODUCCION

L. anceps subsp. anceps es una orquidea epifita que se
distribuye en las vertientes del Golfo de México, al sur del Pa-
cifico mexicano y alcanza los paises de Guatemala y Hondu-
ras en Centroamérica. Esta especie crece a una altitud entre
los 900y 1500 m, principalmente en el ecosistema de bosque
mesofilo de montafa, por lo cual estd sujeta a las heladas en
los meses invernales (Halbinger y Soto, 1997). Debido a sus
caracteristicas de desarrollo y distribucién, los requerimien-
tos nutricionales de elementos como fésforo, magnesio,
calcio y potasio en esta orquidea son mas exigentes.

En algunas especies de orquideas, elementos como
las sales de potasio incrementan la resistencia contra las en-
fermedades y las sequias, ademas contribuyen en la sintesis
de proteinas, el uso eficiente del agua y la generacién y desa-
rrollo de brotes y raices (Velasco-Velasco, 1999; Rademacher,
2015).

L. anceps subsp. anceps alcanza los 50 cm de altura,
presenta pseudobulbos alargados y cada pseudobulbo
desarrolla una hoja apical con estructura coriacea. La inflo-
rescencia es terminal y usualmente produce de dos a tres
flores, resupinadas, grandes y muy vistosas donde los péta-
los y sépalos poseen colores que van desde el rosa hasta el
morado, el labelo suele ser de un color purpura con el disco
amarillo pélido lineas magenta, moradas o rojas (Halbinger y
Soto, 1997).

Debido a la belleza ornamental de sus flores, esta
orquidea posee una fuerte demanda entre los coleccionistas
nacionales e internacionales, ademas de estar sometida a
una fuerte presidon de extraccién por ser una especie utili-
zada en ceremonias y rituales religiosos (Tejeda-Sartorius et
al., 2017). Aunado a lo anterior, también se le han conferido
algunas propiedades medicinales, entre las que destacan: su
uso como tratamiento para la hipertension, la disenteria, los
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dolores postparto, agente vasorelajante y relajante espasmo-
litico (Vergara-Galicia et al., 2010).

De acuerdo con la clasificacion de la NOM-059-SE-
MARNAT-2010, esta especie no se encuentra considerada
dentro de alguna categoria de riesgo, sin embargo, ante el
saqueo y trafico desmesurado de esta orquidea en diversas
regiones del pais, es importante como medida preventiva
implementar un protocolo de propagacién masiva que dis-
minuya la presién que actualmente sufren sus poblaciones
silvestres. En este contexto, la micropropagacién in vitro a
través del Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) es considerada
como una alternativa biotecnoldgica efectiva.

La micropropagacién in vitro se ha utilizado para
propagar con éxito diferentes especies de orquideas terres-
tres, epifitas y rupicolas en diferentes partes del mundo. Los
protocolos de propagacién incluyen germinacién simbidtica
y asimbidtica de semillas (Diengdoh et al., 2017), y métodos
asexuales que emplean como explantes secciones de raices
(Nunes-Picolotto et al., 2017), protocormos (Pérez-Martinez
y Castafeda-Garzdn, 2016) y hojas (Santos-Diaz y Carranza-
Alvarez, 2009; Goswami, 2016).

Otro paso clave dentro del proceso de micropropaga-
cidninvitro, eslaadicion de las cantidades correctas de macro
y micronutrientes, ademas de diversas hormonas sintéticas
de crecimiento vegetal para inducir la morfogénesis in vitro
(de Wit et al., 2016). Sin embargo, el costo de los materiales
utilizados para la elaboracién de los medios de cultivo y el
uso de fitohormonas sintéticas es alto en comparacion con
nutrientes como el potasio. Por lo anterior, el objetivo de la
presente investigacién fue evaluar y comparar el efecto de
diferentes concentraciones de la citocinina 6-bencilamino-
purina (BAP) y nitrato de potasio (KNOs) sobre el rendimiento
para la produccién de brotes y raices en L. anceps subsp.
anceps bajo condiciones in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantas jovenes de L. anceps subsp. anceps fueron re-
colectadas en el municipio de Tamasopo, S.L.P, México (coor-
denadas: 21°49'25.01" latitud Norte y 99°27'58.36" longitud
Oeste) a una altitud de 1129 m. Las plantas fueron colocadas
sobre corteza de arbol de la especie Tabebuia rosea (Bigno-
niaceae) y mantenidas durante 40 dias en condiciones de
invernadero (25 °Cy 70 % de humedad) para su adaptacion
y aclimatacién. La polinizacién de estas plantas se realizd
de forma manual siguiendo la metodologia establecida por
Menchaca-Garcia (2011), y las semillas de las capsulas forma-
das fueron utilizadas como donadoras de explantes. Se utilizé
el medio basal con vitaminas MS (Murashige y Skoog, 1962;
Phyto Technology Laboratories) suplementado con 30 g L™
de sacarosa, 3.0 g L' de carbdn activado (Karal S.A. de C.V,
Ledn, México) y 8 g L' de agar (Phyto Technology, Shawnee
Mission, KS; Plant Tissue Culture grade). El pH de los medios
de cultivo se ajusto a 5.7 y fueron esterilizados a 120 °C por 20
min (1.37x10° Pa). Los cultivos se mantuvieron a 25 °C con un
fotoperiodo de 16 horas de luz a 45 pmol m=? sy 8 horas de

oscuridad, la luz fue suministrada con lamparas fluorescentes
blanco frio (Phillips, Saltillo, México).

Desinfeccion de la capsula y protocolo de germinacién

Las cépsulas de L. anceps subsp. anceps antes de la
dehiscencia fueron esterilizadas de forma superficial con
jabén antibacterial al 30 % por 20 minutos, AgNO, al 10 %
por 10 minutos, etanol al 70 % por 2 minutos, y finalmente
con hipoclorito de sodio al 10 % por 10 minutos. Las semillas
fueron cultivadas para germinar en medio MS basal adicio-
nado con 1 % (p/v) de carbén activado (Karal S.A. de CV,
Ledn, México) y sin la adicion de reguladores de crecimiento
vegetal. Las unidades experimentales se mantuvieron en el
cuarto de cultivo del Laboratorio de Investigacién en Cien-
cias Ambientales de la U.A.S.L.P, a una temperatura de 25 °C
con un fotoperiodo de 16 horas de luzy 8 horas de oscuridad,
la luz fue suministrada con ldmparas fluorescentes blanco
frio (Phillips, Saltillo, México).

Induccién de brotes y raices

Para inducir el desarrollo de brotes y raices, se utiliza-
ron vitroplantas de L. anceps subsp. anceps de 12 semanas de
edad contadas a partir de la germinacién. Las vitroplantas se
cultivaron en medio MS suplementado con 0,2.5,5.0y 10 mg
L' de 6-bencilaminopurina (BAP; marca Phyto Technology
Laboratories) o con 0, 2.5, 5.0y 10 mg L' de nitrato de pota-
sio (KNO,; marca Fermont). Después de la adicion de ambos
reactivos, se ajustd el pH de los medios a 5.7 con NaOH 1N
y/o HClI 1N. Las vitroplantas se sembraron en estos medios
de cultivo durante 90 dias, y se mantuvieron a 25 °C con un
fotoperiodo de 16 horas de luz a 45 pmol m=2 s~y 8 horas de
oscuridad, la luz fue suministrada con ldamparas fluorescentes
blanco frio (Phillips, Saltillo, México).

Diseio experimental y analisis estadistico

Se establecieron ocho tratamientos que tuvieron diez
frascos como repeticion, en cada frasco se sembraron diez
vitroplantas, para un total de 80 unidades experimentales
con 100 vitroplantas por tratamiento. El desarrollo de las vi-
troplantas en cada tratamiento fue evaluado mensualmente.
Se registraron cuatro variables: nimero de brotes, longitud
foliar, nimero de raices y longitud de raices por un periodo
de 90 dias. Los datos fueron recopilados como media * error
estandar de la media (SEM). Posteriormente, para cada varia-
ble se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via tipo
modelo lineal general (MLG), verificando previamente los
supuestos de normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov)
y homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). Adicional-
mente, se utilizo la prueba de Tukey (p < 0.05) para comparar
las medias entre los diferentes tratamientos. Los andlisis
estadisticos fueron realizados usando el programa Statistic
para Windows, version 8.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Germinacion de las semillas

Las semillas de las orquideas son de tamano microscé-
pico, contienen un embrién que se encuentra indiferenciado

)
Volumen XXII, Nimero 1 "43{‘
33



Castillo-Pérez et al: Biotecnia / XXII (1): 32-38 (2020)

y carecen de un endospermo por lo cual necesitan de la
simbiosis con hongos denominados micorrizicos para poder
germinar (Hagsater et al., 2015). Con el uso del cultivo in vitro
es posible sustituir dicha relacién simbidtica, ya que durante
este proceso biotecnolégico se proporcionan los regulado-
res de crecimiento necesarios para que las semillas puedan
germinar (Yang et al., 2017). En la actualidad, existen diversos
protocolos reportados para la germinacién asimbidtica de
semillas de orquideas, tanto epifitas como terrestres, que han
sido exitosos (Zhang et al., 2015; Khamchatra et al., 2016).

En la presente investigacion, se seleccionaron las
semillas como explantes, dado que el establecimiento de
cultivos in vitro no fue exitoso con hojas, pseudobulbos ni
con raices (resultados no mostrados), debido a la falta de res-
puesta de los tejidos en los medios adicionados con auxinas
o citocininas. Posterior a los 45 dias de cultivo, la germinacion
de las semillas de L. anceps subsp. anceps alcanzé el 95 % y
se observo la formacién de cuerpos similares a protocormos
(PLB’s: Protocorm Like Bodies), de igual manera, la longitud
de las plantulas germinadas también aumenté alcanzando
aproximadamente los 30 mm en promedio (Figura 1). En
cuanto al aspecto morfoldgico, las semillas comenzaron a
hincharse y los embriones comenzaron a desarrollar un color
verde-amarillento que terminé en color verde (Figura 2A),
ademas se presento la aparicidon de las primeras hojas a los
23 dias de cultivo (Figura 2B). La mayor tasa de crecimiento
se observé a los 45 dias (0.66 mm/dia). Sin embargo, la con-
servacion de las plantulas en este medio durante mas de 65
dias indujo oxidacién y necrosis tisular.

Efecto de las concentraciones de BAP y KNO, sobre la
formacion de nuevos brotes y la longitud foliar

Para la inducciéon de nuevos brotes, se transfirieron
hojas individuales de al menos 1 cm de longitud a medio MS
suplementado con las diferentes concentraciones de BAP y
KNO,. La aparicién de los nuevos brotes se manifesté median-
te protuberancias pequefas de color verde con la aparicién
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Figura 1. Germinacién de semillas de L. anceps subsp. anceps y crecimiento
de vitroplantas. Las semillas germinaron en medio MS basal adicionado con
1% (p/v) de carbén activado.

Figure 1. Germination of L. anceps subsp. anceps seeds and growth of
vitroplants. Seed germinated in MS basal medium added with 1 % (w/v) of
activated charcoal.
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de rizoides y las primeras hojas (Figura 2C, D) después de
dos semanas de cultivo. La formacion de los nuevos brotes
aumenté de forma gradual en los tratamientos adicionados
con BAP (Figura 2E).

A

Figura 2. Desarrollo de Laelia anceps subsp. anceps. (A), Semilla con embrién
no germinado; (B), el embriéon aumenta de tamano y rompe la testa (ger-
minacién); (C), aparicién de protocormo y rizoides; (D), aparicion de la hoja
primordial; (E), desarrollo de mas hojas y raices; (F), plantula con raiz y hojas
completamente desarrolladas.

c: cubierta seminal, e: embrion, ri: rizoides, p: protocormo, h: hoja, ra: raiz.
Figure 2. Development of Laelia anceps subsp. anceps. (A), Seed with
non-germinated embryo; (B), the embryo increases in size and breaks the
seed coat (germination); (C), emergence of protocormo and rhizoids; (D), ap-
pearance of the primordial leaf; (E), development of more leaves and roots;
(F), seedling with root and fully developed leaves.

c: seminal cover, e: embryo, ri: rhizoids, p: protocormo, h: leaf, ra: root.

La mayor producciéon de brotes se encontré en el
tratamiento adicionado con 10 mg L™ de BAP el cual produjo
13.2 + 1.1 brotes el cual fue estadisticamente significativo
con respecto al control. La produccién de brotes en los tra-
tamientos adicionados con KNO, fueron similares cuando se
compararon con el tratamiento control y la adiciéon de 2.5 mg
L de la citocinina BAP (Figura 3).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por
distintas investigaciones donde la adicién de BAP al medio
de cultivo induce el desarrollo de los brotes en diferentes es-
pecies de orquideas epifitas (Cazarez-Favela et al., 2016; Ro-
binson et al., 2017), por este motivo es una de las citocininas
mas utilizadas para inducir la division celular y estimular la
proliferacidon de brotes. Por su parte, Lozano-Rodriguez et al.
(2015) describieron que la concentracion de BAP utilizada es
directamente proporcional a la formacién de brotes in vitro
en especies epifitas de la familia Orchidaceae.

La accién del KNO, en la induccién de brotes vege-
tales no ha sido reportada hasta la actualidad, sin embargo,
existen algunas investigaciones que mencionan la adicion
de KNO, al medio de cultivo durante el proceso de micropro-
pagacion in vitro de orquideas epifitas en las cuales el KNO,
solo es utilizado para enriquecer el medio de cultivo, no para
analizar su efecto inductor de brotes o raices (Sultana et al.,
2015; Nahar etal., 2015, 2017).
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Figura 3. Produccién media (n = 10) del nimero de brotes obtenidos en los
tratamientos adicionados con BAP y KNO,. Las barras de error representan
el error estandar de las concentraciones. Las medias con diferentes letras
muestran diferencias significativas (p<0.05).

Figure 3. Average production (n = 10) of the number of shoots obtained in
the BAP and KNO, added treatments. The error bars represent the standard
error of the concentrations. Means with different letters show significant dif-
ferences (p<0.05).

La longitud foliar desarrollada en los nuevos brotes
aumentoé de forma gradual en los medios de cultivo adi-
cionados tanto con BAP, como con KNO,. Las plantas que
desarrollaron la mejor longitud foliar después de 90 dias fue-
ron las cultivadas en el medio adicionado con 10 mg L™ de
BAP, alcanzando una longitud de 7.0 +£ 0.6 cm (Figura 4). Los
tratamientos adicionados con 10 mg L™ de KNO, mostraron
resultados similares a los tratamientos control y los adiciona-
dos con 2.5y 5.0 mg L' de BAP (Figura 4).

No existen hasta el momento reportes cientificos
donde se haya analizado el efecto del KNO, sobre la longitud
foliar en orquideas, sin embargo, en brotes de Musa sp. Cv.
Cavendish se encontr6 que la adicion de KNO, no produce
efectos significativos en la altura de los brotes provenientes
de plantas propagadas in vitro (Montenegro-Juérez et al.,
2014).

La inclusion de mayores concentraciones de KNO, po-
dria inducir una mayor cantidad de brotes nuevos con ade-
cuada longitud foliar, debido a que aumentaria la cantidad de
potasio biodisponible en el medio. El potasio es considerado
como uno de los cationes principales en el desarrollo de las
plantas y entre sus funciones bioquimicas mds importantes
destacan, el balance eléctrico de la mayoria de los aniones
minerales y organicos como los carboxilatos, la regulacion
osmatica, el incremento de electrélitos en la célula (debido
a que mantiene una pared celular gruesa), la regulacién del
agua en la planta y la disminucién de ataque por microor-
ganismos patdgenos, debido a que elimina la acumulacién
de cadenas de carbohidratos y de nitrégeno no proteico, los
cuales pueden producir la proliferacion de bacterias, hongos,
nematodos y virus (Becerra-Sanabria et al., 2007).
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Figura 4. Longitud foliar media (n = 10) desarrollada en los tratamientos adi-
cionados con BAP y KNO.,. Las barras de error representan el error estandar
de las concentraciones. Las medias con diferentes letras muestran diferen-
cias significativas (p<0.05).

Figure 4. Average leaf length (n = 10) developed in the BAP and KNO, add-
ed treatments. The error bars represent the standard error of the concen-
trations. Means with different letters show significant differences (p<0.05).

Efecto de las concentraciones de BAP y KNO, sobre el
sistema radicular

Para el proceso de rizogénesis en los diferentes tra-
tamientos adicionados con BAP y KNO, se evaluaron dos
variables: 1) la produccién del nimero de raices y 2) la lon-
gitud que alcanzaron las raices desarrolladas. Para el nUmero
de raices se detecté que la mayor produccién se obtuvo al
agregar 10 mg L' de BAP, donde se produjeron un promedio
de 14.4 £ 0.9 raices. Los tratamientos con las concentracio-
nes de 2.5y 5.0 mg L' de KNO, mostraron los valores mas
bajos para la produccion de raices (7.6 + 0.5 y 8.3 + 0.6 raices
respectivamente) y el tratamiento adicionado con 10 mg L™’
de KNO, fue similar a los tratamientos adicionados con BAPy
al tratamiento control, formando 11.4 + 0.6 raices (Figura 5).
Ademas, las raices que se produjeron bajo este tratamiento
desarrollaron una estructura radicular conocida como ve-
lamen (Figura 6), tejido esponjoso constituido por células
muertas sin citoplasma, el cual capta el agua del ambiente
dejandola disponible para su absorcion al interior de la raiz
(Chomicki et al., 2015). En la Figura 2F se puede observar una
vitroplanta con hojas y raices completamente desarrolladas,
en la cual la formacion de velamen radicular podria favorecer
el subsecuente proceso de aclimatacién.

La longitud que las raices alcanzaron bajo el efecto de
los tratamientos fue mayor en los adicionados con BAP (Figu-
ra 7). El tratamiento adicionado con 10 mg L™ de BAP indujo
la mayor longitud en las raices de las plantulas (7.6 £ 0.3 cm) y
mostré diferencias significativas contra todos los demas tra-
tamientos. Sin embargo, la menor y mayor concentracion de
BAP no mostraron la tendencia que se observé en la variable
para el nimero de raices, donde el incremento del nimero
de raices fue directamente proporcional al incremento de
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Figura 5. Produccién media (n = 10) del nimero de raices desarrolladas en
los tratamientos adicionados con BAP y KNO.,. Las barras de error represen-
tan el error estandar de las concentraciones. Las medias con diferentes letras
muestran diferencias significativas (p<0.05).

Figure 5. Average production (n = 10) of the number of roots developed
in the treatments added with BAP and KNO,. The error bars represent the
standard error of the concentrations. Means with different letters show sig-
nificant differences (p<0.05).

las concentraciones de BAP. Esto podria deberse a que cada
planta responde de forma diferente en procesos de estimulos
mecanicos o estrés ambiental, disminuyendo o aumentando
su crecimiento radicular (Jaffe, 1980), lo cual pudo ocasionar
que las plantas evaluadas para esta variable hayan tardado
mas en adaptarse a la adicién de BAP pero que con el paso
del tiempo la hayan metabolizado adecuadamente.

Figura 6. Velamen en las raices de vitroplantas de L. anceps subsp. anceps
observadas con un estereoscopio.

Figure 6. Velamen in the roots of vitroplants of L. anceps subsp. anceps ob-
served with a stereoscope.
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Las raices de las plantulas sembradas en los trata-
mientos adicionados con 2.5y 5.0 mg L™ de KNO, alcanzaron
una longitud de 3.8 + 0.2 y 3.3 £ 0.1 cm, respectivamente,
siendo estos los tratamientos con los resultados mas bajos.
Las plantulas bajo el tratamiento adicionado con 10 mg L™
de KNO, desarrollaron una longitud radicular de 4.9 £ 0.1 cm,
este efecto fue similar al observado en el tratamiento control
(5.4 £ 0.1 cm) y al tratamiento adicionado con 5.0 mg L' de
BAP (5.3 + 0.1) sin diferencias estadisticas entre estos trata-
mientos (Figura 7).

Figura 7. Longitud radicular media (n = 10) desarrollada en los tratamientos
adicionados con BAP y KNO.. Las barras de error representan el error estan-
dar de las concentraciones. Las medias con diferentes letras muestran dife-
rencias significativas (p < 0.05).

Figure 7. Mean root length (n = 10) developed in the treatments added with
BAP and KNO,. The error bars represent the standard error of the concen-
trations. Means with different letters show significant differences (p<0.05).

Las investigaciones sobre el uso de KNO, como induc-
tor de raices en especies vegetales se encuentran muy limi-
tadas, por lo cual este trabajo podria servir como referente
para futuros estudios. De acuerdo con la Potassium Nitrate
Association, la manera mas recomendable de agregar KNO,
a las plantas es mediante la aplicacién foliar, lo cual plantea
la hipotesis, de que probablemente, los rendimientos obte-
nidos fueron bajos por que el compuesto se agrego directa-
mente al medio de cultivo dificultando la biodisponibilidad
de los iones NO2 y del K* para las plantas in vitro.

Finalmente, la Figura 8 muestra una comparacion
general entre las vitroplantas del tratamiento control, las de-
sarrolladas en medios enriquecidos con BAP y en medios con
KNO,. Las vitroplantas en el tratamiento control manifesta-
ron un buen desarrollo foliar con buena produccion de raices
(Figura 8A), en tanto que, se observd una clara diferencia
entre el sistema radicular desarrollado en las plantas con BAP
donde no se produjo velamen (Figura 8B), en comparacion
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Figura 8. Aspecto final de las vitroplantas de Laelia anceps subsp. anceps. (A)
tratamiento control; (B) tratamiento adicionadas con BAP; (C) tratamiento
adicionadas con KNO,.
Figure 8. Final appearance of vitroplants of Laelia anceps subsp. anceps. (A)
control treatment; (B) treatment added with BAP; (C) treatment added with
KNO..

con las plantas adicionadas con KNO,, donde el velamen
radicular fue evidente, ademas de que la coloracién de las
raices se observé de un color verde mas intenso (Figura 8C)
comprobando con esto el efecto benéfico de este tratamien-
to en el desarrollo de las vitroplantas.

CONCLUSIONES

Las concentracionesde 2.5y 5.0 mg L de KNO, utiliza-
das en este estudio no mostraron resultados estadisticamen-
te significativos en la morfogénesis o diferenciacion celular
(formacion de raices y hojas). La adicion de 10 mg L' de KNO,
produjo efectos similares al tratamiento control y a la adicion
de 2.5 mg L' de BAP, observandose el desarrollo de velamen
en las raices de las vitroplantas. Este resultado sugiere que
podria incrementarse y mejorarse la morfogénesis en cuanto
alaformacion de nuevos brotes y del sistema radicular de las
plantulas al aumentar la concentracion de KNO.,. La adicion
de BAP favoreci6 la induccion y el desarrollo de los brotes,
asi como el proceso de rizogénesis en las plantas de todos
los tratamientos. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion podran ser utilizados para propagar de manera
masiva plantas de L. anceps subsp. anceps, las cuales podrian
ser comercializadas de manera legal a través de una Unidad
de Manejo para la Conservacién de la Vida Silvestre (UMA), o
bien implementar protocolos de transferencia de la tecnolo-
gia para la reinsercion de la especie a su habitat natural.
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