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In vitro establishment of Prosthechea sp. protocorms under different concentrations of
naphthalene acetic acid.

ABSTRACT

Prosthechea sp. is a wild orchid craved by the color and shape of its flowers that is disappearing from the
environment because of deforestation and its removal from the population present in the rural area of the
Fusagasugd municipality (Cundinamarca, Colombia). The effect of four concentrations (0; 1,5; 3 and 4 mg/I'*) of
Naphthalene acetic acid (NAA) was proved on the development of Prosthechea sp. protocorms. The bioassay was
conducted under in vitro conditions for 42 weeks, in an asymbiotic relationship. The rooting media supplemented
with 1,5 mg/I"t NAA had no effect on root formation, however the protocorms proliferation was presented by
adventitious gemmation in 80%. The concentrations of 3 and 4 mg/I* NAA had a development of seedlings in
70% and 65% respectively, introducing abundant thick roots and root hairs. It was observed the triple response
in the treatments with the highest NAA concentrations because of the ethylene synthesis, affecting the root
geotropism. This research will serve as basis for future multiplication and conservation projects, contributing to
the preservation of the wild flora and genetic resources with great ecological and economic potential such as
orchids.
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RESUMEN

Prosthechea sp. es una orquidea silvestre apetecida
por el color y forma de sus flores, que estad
desapareciendo paulatinamente en el municipio de
Fusagasugd (Cundinamarca, Colombia) a causa de la
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deforestacion y extraccion por parte de la poblacidn
presente en la zona rural. Se probd el efecto de
cuatro concentraciones (0; 1,5; 3 y 4 mg/l-1) de
acido naftalenacético (ANA) sobre el desarrollo de
protocormos de Prosthechea sp. El cultivo se llevd a
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cabo bajo condiciones in vitro durante 42 semanas,
de manera asimbidtica. El medio de enraizamiento
suplementado con 1,5 mg/Il-1 de ANA tuvo un efecto
nulo sobre la formacion de raices, sin embargo, se
presentd proliferaciéon de protocormos por gemacién
adventicia en un 80 %. Las concentraciones de 3y 4
mg/I-1 de ANA obtuvieron desarrollos de plantulas en
70 y 65 % respectivamente, al presentar abundantes
raicesgruesasy pelosradicales.Se observdlarespuesta
triple en los tratamientos con mayor concentracion
de ANA debido a la sintesis de etileno, afectando el
geotropismo de la raiz. Esta investigacién servira
como base para futuros proyectos de multiplicacion
y conservacion, contribuyendo con la preservacion
de la flora silvestre y los recursos genéticos con gran
potencial ecoldgico y econdmico como lo son las
orquideas.

Palabras clave: micropropagacion,
asexual, auxinas.

reproduccién

INTRODUCCION

En el libro rojo de especies endémicas amenazadas de
Colombia, dedicado Unicamente a la familia Orchida-
ceae, se catalogan tres géneros con seis especies en
peligro critico (CR) y siete géneros con 64 especies en
peligro (EN), ademas de incluir 18 géneros en diferen-
tes categorias de riesgo (Salazar-Holguin et al., 2010).
Muchas de estas especies son endémicas y se encuen-
tran amenazadas por la deforestacion y el deterioro
del habitat, la recoleccidn excesiva y el aumento de la
frontera agricola, factores que contribuyen a la desa-
paricidn de estas orquideas de su medio natural (Cal-
derdn, 2007).

Dentro de las medidas propuestas para la conserva-
cion de las orquideas estan los programas de propa-
gacion artificial de especies en peligro de extincién
(Arditti & Ernst, 1993). En condiciones naturales, las
semillas dependen obligadamente del establecimien-
to de una simbiosis con un hongo especifico para que
pueda ser llevado a cabo el proceso de germinacion,
de esta compleja interaccion depende el éxito en las
primeras etapas de desarrollo, que podria tardar va-
rios afos, lo que la hace un medio limitado de propa-
gacion (lzco et al., 2004).
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Las semillas de las orquideas tienen una estructura
muy simple que consiste de un embridn reducido a
unas pocas células y rodeado de una testa usualmen-
te transparente y carente de endospermo (Arditti &
Abdul, 2000). Las semillas de las orquideas son dimi-
nutas, extremadamente livianas y producidas en gran
namero. El nimero de semillas por fruto puede variar
desde 20 hasta 4°000.000 (Ruiz et al., 2008).

La alta produccion de semillas ha sido descrita como
una caracteristica comun de aquellas plantas que tie-
nen requerimientos muy especificos en la germina-
cién, tales como micotrofia (Roy et al., 2011). En con-
diciones naturales las semillas requieren necesaria-
mente la presencia e infeccidn de un hongo simbionte
gue actua a manera de “endospermo” exdgeno y le
proporciona la fuente de carbohidratos y nutrientes
necesarios para el proceso de germinacién (Otero &
Bayman, 2009). Esta asociacion micorrizica es tipi-
ca de las orquideas, donde el flujo de carbono va del
hongo a la planta y no al revés (Barba et al., 2001).

Durante la germinacién el embrién aumenta su volu-
men para llenar el espacio interior de la testa hasta
romperla y emerger (fase 1). A continuacion se for-
ma una estructura tuberizada (o masas de células
indiferenciadas) llamada protocormo, con apariencia
esférica ovoide y de color verde (fase 2). Siempre po-
see micorriza sobre la cual, eventualmente, se desa-
rrollaran los primordios caulinares y radicales (fases 3
y 4) (Avila-Diaz et al., 2009).

El protocormo es una estructura organdgena particu-
lar que procede del embridn, compuesta generalmen-
te de una yema terminal y una corona de rizoides (Sai-
prasad & Polisetty, 2003). El cuerpo consiste de lar-
gas células parenquimaticas que acumulan sustancias
de almacenamiento (Chugh et al., 2009). Las raices,
siempre adventicias, se forman mds tardiamente en
la base de los nudos de los tallos con hojas. El proto-
cormo esta recubierto de una epidermis que puede
llegar a producir otros protocormos por gemacion ad-
venticia a partir de los tejidos superficiales (Margara,
1988).

El protocormo puede continuar creciendo durante
semanas, meses o incluso afios dependiendo de
la especie, hasta alcanzar la edad apropiada para
producir raices y hojas; el abastecimiento por parte
del hongo de los azlcares y nutrientes necesarios
cesa en el momento en el que la planta joven tiene la
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capacidad de producirlos por si misma (McKendrick,
2000). Esto indica que el protocormo tiene la funcion
de actuar como un érgano de almacenamiento de
nutrientes que mas adelante permite la aparicion de
los brotes foliares y radicales (Pedroza-Manrique &
Alonso, 2009).

La emergencia de los protocormos en la ontogénesis
de las orquideas puede ser considerado como un paso
necesario en la transicion de la reproduccion sexual a
la asexual, presente de manera exclusiva en este gru-
po de plantas (Mahendran & Narmatha, 2012). Debi-
do a esta facilidad, los protocormos se han utilizado
como explantes en trabajos de embriogénesis somati-
ca y organogénesis directa e indirecta, cuyas técnicas
son aplicadas ampliamente en la micropropagacion
vegetativa (Tuong et al., 2004; Zhao et al., 2008).

En 1824 se observo por primera vez la asociacién en-
tre la semilla y el hongo simbionte. Solo hasta 1899 se
establecieron los requerimientos de la micorriza para
la germinacién de las semillas de orquideas. Experi-
mentos realizados por Knudson en la germinacion de
Cattleya shoroederae Rchb.f. x Cattleya gigas Rchb.f.
(1918) y Cattleya labiata Lindl. x Cattleya aurea Lindl.
(1919), permitieron confirmar que estas semillas pue-
den germinar sin el hongo si se usan cierto tipo de
azucares simples y nutrientes en el medio de cultivo
(Wing Yam & Arditti, 2009).

Los métodos de cultivos in vitro se presentan como
una alternativa para suplir las condiciones necesarias
para el desarrollo de las semillas de orquidea, ya sea
facilitando la simbiosis o en medios asimbidticos don-
de se desplaza el papel del hongo simbionte (Chang
& Chang, 1998). Mediante diversas técnicas y medios
de cultivo se logra estimular el proceso germinativo y
también acortar el tiempo de desarrollo de las plantu-
las, por lo que es necesario crear protocolos de pro-
pagacion in vitro con la expectativa de ser aplicados
en programas de multiplicacién masiva de especies
en peligro de extincidn, y contribuir sustancialmente
también a proyectos de conservacion y posteriormen-
te a planes de reintroduccién al medio natural (Rodri-
guez et al., 2009).

El uso especifico de acido naftalenacético en las eta-
pas de germinacién y desarrollo de las semillas de or-
guidea en medio in vitro, permite aumentar la tasa de
germinacién y reducir el tiempo de desarrollo de los
protocormos, cualidades buscadas para un eficiente

método de propagacion a gran escala (Pedroza-Man-
rigue & Mican-Gutiérrez, 2006). Por ejemplo, con
Odontoglossum gloriosum Rchb.f. fue posible obtener
cerca de 330.000 plantulas en 40 semanas, mientras
gue con Comparettia falcata Poepp. & Endl. se obtu-
vieron 160.000 pldntulas en 21 semanas, en ambos
casos a partir de una sola capsula (Pedroza-Manrique
et al., 2005).

El cultivo de orquideas en el municipio de Fusagasu-
gd es raramente dado u ocasionalmente esta presente
en colecciones privadas, sin embargo se utilizan mé-
todos vegetativos de propagacién que a veces resul-
tan ser limitados e ineficientes (Aubry, 2003). El obje-
tivo de esta investigacion fue establecer el desarrollo
de protocormos de la orquidea Prosthechea sp. pre-
sente en la zona rural del municipio de Fusagasuga,
bajo condiciones in vitro mediante la utilizacion de
cuatro concentraciones de acido naftalenacético, con
el fin de ser usados como base para futuros proyectos
de multiplicacidon y conservacidn que servirdn como
referente para otros trabajos en este género, contri-
buyendo con la preservacién de la flora silvestre y los
recursos genéticos con gran potencial ecolégico y eco-
ndmico. En este caso, Prosthechea sp. es una especie
util por su uso en cruzamientos como patrones para
hibridos intergenéricos (Arditti, 2008).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las cdpsulas de Prosthechea sp. se recolectaron de
plantas silvestres en la vereda “La Aguadita” del mu-
nicipio de Fusagasuga (Cundinamarca), por la carre-
tera que conduce al parque “San Rafael”, en el pun-
to 4923°32”N y 74918°48”W, a una altitud de 1.909
msnm, temperatura media de 17 2C, humedad relativa
media de 85 % y precipitacién anual de 1.250 mm.

El tiempo de maduracidn de las capsulas era descono-
cido, y se establecid su estado de madurez teniendo
en cuenta el color de los tejidos (coloracién amarillen-
ta). Estas se colocaron en bolsas de papel debidamen-
te marcadas y fueron trasladadas en nevera de icopor
hacia el laboratorio para su posterior siembra, realiza-
da 48 horas después.

La fase del cultivo in vitro se realizd en el laboratorio
de propagacion vegetal de la estacidon experimental
agroforestal “Chilacas”, ubicada en la carretera
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Zipaquira-Pacho, kildmetro 30, vereda “La Cabrera”,
municipio de Pacho (Cundinamarca), ubicada a una
altura de 2.050 msnm, temperatura media de 17,5
oC y humedad relativa del 75 %. Las instalaciones
contaban con dreas especializadas y condiciones de
asepsia.

Desinfeccion y siembra del material vegetal

En el laboratorio, las capsulas recolectadas fueron la-
vadas superficialmente con abundante agua y jabodn.
Luego se desinfectaron durante 10 minutos con una
solucién de hipoclorito de sodio al 5 %. A continua-
cidén se enjuagaron dos veces con agua esterilizada y
luego se sumergieron en alcohol al 70 % por 1 minuto.
Posteriormente, se llevaron a la cdmara de flujo lami-
nar, donde se dejaron escurrir sobre servilletas estéri-
les y finalmente fueron flameadas con el mechero de
Bunsen. Las semillas extraidas asépticamente fueron
esparcidas sobre la superficie del medio de cultivo, en
frascos de vidrio de 250 ml de capacidad, que conte-
nia cada uno 25 ml del medio de cultivo, de acuerdo
al tratamiento.

Disefo experimental

El ensayo se arregld en un disefio completamente al
azar, con cuatro tratamientosy 20 repeticiones, donde
cada frasco de vidrio correspondié a la unidad experi-
mental. Todos los medios fueron expuestos a 16 horas
de fotoperiodo con luz blanca (ldmpara fluorescente)
y 8 de oscuridad, en cuarto de incubacion a una tem-
peratura de 25 °C. El tiempo total del experimento
fue de 42 semanas.

El experimento se dividié en dos fases: Germinacién
de semilla y establecimiento de protocormos, y dife-
renciacion y enraizamiento de protocormos.

Germinacion de semilla y establecimiento de
protocormos.

El medio de cultivo para la iniciacion o germinacién
a base de sales Murashige y Skoog (MS) (1962), en
concentracion de 4,43 g/I, adicionado con fécula de
maiz tal como se realizé con Masdevallia coccinea Lin-
den ex Lindl. y Maxillaria nutans Lindl., donde se agre-
garon 10 g/I' y sin ningln regulador de crecimiento,
de acuerdo con Pedroza-Manrique et al. (2010). Adi-
cionalmente se utilizaron 4 g/I"* de agar, 30 g/I" de sa-
carosa y myo-inositol en concentracion de 0,1 g/I2. El
pH del medio se ajustod a 5,8.
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Diferenciacion y enraizamiento de protocormos

Se tomaron como explantes los protocormos prove-
nientes del medio de germinacién y se subcultivaron
en otro medio de cultivo, con cuatro niveles distin-
tos de acido naftalenacético (ANA) con el propdsito
de estimular el crecimiento y desarrollo radical. Este
medio consistié en sales MS enriquecido con agua
de coco, banano y manzana, 30 g/I"* de sacarosa y 4
g/l de agar. Los tratamientos comprendieron cuatro
concentraciones diferentes de ANA (0; 1,5; 3y 4 mg/
I1), para determinar su efecto sobre la formacion de
hojas y raices. El medio se ajusté a un pH de 5,8 y se
complementd con 2 g/l de carbdn activado como
antioxidante, para prevenir pérdidas por exudacion
de fenoles.

La respuesta de los protocormos en el medio de enrai-
zamiento se evalud cualitativamente a través de una
escala con cuatro estados de desarrollo (tabla 1). A
cada estado se relaciond un valor numérico para su
posterior andlisis estadistico. Esta evaluacidén se tomo
de manera visual.

Tabla 1. Variable “respuesta” de protocormos de Prosthechea sp. a
concentraciones de 0; 1,5; 3 y 4 mg/I* de ANA.

Valor

numérico Respuesta
0 Muerte
1 Regeneracién de protocormos
2 Primera raiz
3 Plantula (presencia de multiples hojas

primarias y raices)

Analisis estadistico

Se realiz6 anadlisis de contraste para observar las
diferencias entre los tratamientos a través de la prueba
de chi-cuadrado (x?), para un grado de significancia
(a) de 0,05 (Milton, 2001). El andlisis de variables
categdricas se realizd a través del procedimiento
CATMOD (Debnath, 2007; Debnath, 2008) del paquete
estadistico SAS®, version 9.0.
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RESULTADOS

Germinacion de semilla y establecimiento de
protocormos

Eltiempo de incubacién de las semillas de Prosthechea
sp. para la fase de germinacion y establecimiento de
protocormos fue de 21 semanas (figura 1). Casos
similares ocurrieron con semillas de Masdevallia
coccinea Linden ex Lindl. y Maxillaria nutans Lindl.,

donde el tiempo de germinacién se llevd a cabo en
24 semanas (Pedroza-Manrique et al., 2010), en
Odontoglossum gloriosum Rchb.f. tomé 31 semanas
(Pedroza-Manrique & Mican-Gutiérrez, 2006) y en
Epidendrum elongatum Jacq., cerca de 30 semanas
(Pedroza-Manrique & Alonso, 2009). Sin embargo, se
han reportado tiempos de germinacién de 9 semanas
en Cymbidium elegans Lindl., segiin Pant & Pradhan
(2010).

Figura 1. Protocormos de Prosthechea sp. desarrollados in vitro bajo diferentes concentraciones de ANA.

1. Diferenciacién y enraizamiento de protocormos

Esta fase durd 21 semanas, periodo que permitié ob-
servar diferentes respuestas de diferenciacién y en-

raizamiento de los protocormos de Prosthechea sp.
entre los tratamientos evaluados, de acuerdo con el
analisis de frecuencias (tabla 2) con las cuatro concen-
traciones de ANA en el medio de cultivo.

Tabla 2. Anélisis de frecuencias de acuerdo a la respuesta de protocormos segtin la concentracion de ANA en la orquidea Prosthechea sp.

Tratamiento Muerte Regeneracién . ) Plantulas
Primera raiz (%)
(mg/I'* ANA) (%) protocormos (%) (%)
0 90 0
1,5 20 0
3 15 70
4 15 65

Los resultados mostraron que en el medio de cultivo
sin la adicion de ANA (0 mg/I) se obtuvo el mayor
porcentaje de muerte de protocormos (90 %), sin re-
generacion de alguno de ellos ni presencia de raices
ni plantulas.

El medio de cultivo adicionado con 1,5 mg/I" de ANA
presentd muerte de protocormos en un 20 %, pero
obtuvo el mayor porcentaje en la regeneracién de
estos, en un 80 %. El crecimiento de los protocormos
se caracterizd por la proliferacién de nuevos
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protocormos formando agregados sobre la superficie
del medio, donde no hubo formacién de estructuras
radicales. La adicién de pequefias cantidades de
auxina estimuld la regeneracién secundaria de
protocormos en Prosthechea sp. sin la formacién de
estructuras radicales, lo cual sugiere que el medio con
1,5 mg/I"t de ANA promovid inicialmente la formacion
de callo en esta especie.

La regeneracion secundaria de protocormos también
se presentd en los tratamientos con 3 y 4 mg/I* de

ANA pero en porcentajes mds bajos, con 15y 20 %
respectivamente. Los protocormos desarrollados en
los medios con 3 y 4 mg/I* de ANA se desarrollaron
en plantulas con la formacién de multiples raices, pre-
sentes en un 70y 65 % respectivamente. En estos tra-
tamientos el crecimiento radical obtuvo un aumento
pronunciado en didmetro, torndndose grueso y cu-
bierto por vellosidades (figura 2).

Figura 2. Plantulas de Prosthechea sp. desarrolladas a partir de protocormos bajo diferentes concentraciones de ANA.

El desarrollo radical fue superior al desarrollo foliar,
con multiple enraizamiento y longitud variable. En las
plantulas obtenidas en los tratamientos con 3y 4 mg/
|1 de ANA se observd la respuesta triple, correspon-
diente a la interaccidn etileno-auxina, donde se ob-
tuvo el cambio de direccién en el alargamiento de las
raices. Sobre las raices aéreas se formd el velamen,
tejido caracteristico de las raices de orquideas.

En el analisis de contraste chi-cuadrado no se presen-
taron diferencias entre los tratamientos de 3 y 4 mg/I
1 de ANA, al contrario del tratamiento con 1,5 mg/I*
de ANA que si presentd diferencias estadisticas con
respecto a ellos (tabla 3). Como no hubo regenera-
cién de protocormos para el tratamiento sin ANA (0
mg/I), este no se tuvo en cuenta para dicho analisis
de contraste.

Tabla 3. Andlisis de contraste chi-cuadrado (x?) con un grado de significancia (a) de 0,05 para concentraciones de ANA sobre desarrollo de protocormos
de Prosthechea sp.

Contraste DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq
1,5 mg/I* vs. 3 mg/I*? 3 51,16 <0,0001
1,5 mg/Itvs. 4 mg/I? 3 41,58 <0,0001
3mg/lItvs. 4 mg/I* 3 0,15 0,9858

Vol. 6 (1) pp. 6-15, enero-junio 2016

11



12

Establecimiento de protocormos Prosthechea sp.

DISCUSION DE RESULTADOS

Germinacion de semillay
establecimiento de protocormos

De acuerdo con los resultados obtenidos en este
estudio para Prosthechea sp., estos indican que los
tiempos para germinacién y establecimiento de
protocormos son variables y caracteristicos de cada
especie de orquidea. Lo mas relevante en cada caso es
la obtencién de protocormos con forma de pequenias
esferas de 2,5 mm de didmetro aproximadamente.
Tanto en Oncidium stramineun Lindl. como en
Brassia verrucosa Bateman ex Lindl.,, se formaron
protocormos de entre 2 y 3 mm de diametro (Flores-
Escobar et al., 2008; Flores-Escobar et al., 2011).

Diferenciacion y enraizamiento de
protocormos

Dentro del ciclo natural de desarrollo, el embrién de
las orquideas pasa al estado de protocormo y luego
se desarrolla directamente a plantula (Flores-Escobar
et al., 2008; Jhonson et al., 2007; Salazar & Cancino,
2012; Yamazaki & Kazumitsu, 2006). Se ha observa-
do la sobreproduccién de protocormos en muchos
explantes de orquideas cultivadas in vitro, mediante
la adicién de pequefias cantidades de ANA, como en
Laelia speciosa Kunth. con 0,5 mg/I", en Cymbidium
elegants Lindl. con 0,5 mg/I* y en Melissa officinalis
Lindl. con 0,09 mg/I?%, el cual fue capaz de mejorar la
produccion de brotes foliares, aunque no promovia ri-
zogénesis (Avila-Diaz et al., 2009; Da Silva et al., 2006;
Pant & Pradhan, 2010).

Este comportamiento se debe a que el protocormo
en condiciones naturales, es el érgano de almacena-
miento compuesto por grandes células parenquima-
tosas que acumulan sustancias por largos periodos de
tiempo hasta que las condiciones ambientales sean
las adecuadas para la emergencia de las primeras ho-
jas y raices (Vinogradova & Andronova, 2002).

Resultados similares de regeneracién secundaria
de protocormos se encontraron en Laelia speciosa
Kunth. con 1 mg/I* de ANA, en Dendrobium candidum
Wall ex Lindl. con 0,2 mg/I"* de ANA y en Cymbidium
sp. con 0,1 mg/I"* de ANA (Avila-Diaz et al., 2009; Zhao
et al., 2008).
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El ANA en concentraciones adecuadas puede favo-
recer la formacion de raices adventicias, tal como se
encontré en Coelogyne stricta (D.Don) Schltr,, donde
pseudobulbos cultivados bajo 1y 2 mg/I** de ANA pro-
baron ser los mds efectivos en la generacidn del nime-
ro de raices por plantula (Basker & Bai, 2006). El etile-
no, sintetizado como consecuencia de elevadas canti-
dades de auxina en el medio, también participa en la
diferenciacion radical y estd implicado en la induccidn
de raices laterales y adventicias (Taiz & Zeiger, 2006).

Las auxinas de todos los tipos estimulan la produccién
de etileno en muchos tipos de células vegetales, en
especial cuando se agregan cantidades elevadas de
auxinas (Salisbury & Ross, 1994). La respuesta triple
tiene implicaciones mecanicas, porque en condicio-
nes naturales la acumulacién de etileno en tejidos ra-
diculares ayuda a perforar y guiar el crecimiento en
suelos compactos (Montaldi, 1995). Sin embargo, se
ha encontrado también que en bajas dosis el gas pue-
de estimular la elongacion de la raiz (Azcén-Bieto &
Talén, 2000). Ademas las auxinas favorecen el creci-
miento vertical o apical, por lo que estas raices pudie-
ron haber respondido al alargamiento por la presen-
cia del ANA en el medio. Caso similar se observd en
Phaius tankervilliae Rchb.f. donde la mayor extension
de las raices se dio en presencia de 0,1 mg/I* de ANA
(Sultana et al., 2012).

La falta de uniformidad en la respuesta del explante
al medio se debe a varios factores como diferencias
genéticas, competencia de nutrientes y microclimas al
interior del vaso de cultivo (Vinogradova & Andronova,
2002).

El velamen desarrollado sobre las raices consiste en
una cobertura esponjosa de células muertas de color
blanco, cuya funcidn es la absorcién hidrica, reducien-
do la pérdida de agua y también estd implicado en
la protecciéon mecdnica de las raices (Zotz & Winkler,
2013); es caracteristico de las plantas con habitos epi-
fitos como las orquideas y su presencia en medios in
vitro se ha considerado un efecto secundario por la
accion combinada del etileno y la auxina, tal como se
obtuvo en esta investigacién. Observaciones similares
se registraron en Cymbidium iridioides D.Don. donde
se presentaron raices gruesas y con pelos radicales,
en un medio con 1 mg/I"* de acido indolacético (AIA)
(Pant & Swar, 2011).
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CONCLUSIONES

e La adicidn de ANA en el medio de cultivo in vitro
para generacién de protocormos y establecimien-
to de pldntulas de Prosthechea sp. obtuvo resul-
tados diferenciales en esta investigacién, por lo
que se hace necesario realizar estudios exhausti-
vos para implementar su utilizacién en la micro-
propagacion de esta especie de orquidea.

e A partir de los resultados obtenidos en esta in-
vestigacion se podran realizar otros estudios del
efecto de diferentes concentraciones de ANA so-
bre la obtencion de protocormos y desarrollo de
pldntulas, con el objetivo de iniciar propagaciones
masivas de Prosthechea sp. con fines de conser-
vacion de esta orquidea, inicialmente para la zona
de influencia de Fusagasuga (Cundinamarca).
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