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RESUMEN

La vainilla es una fuente de vainillina natural que tiene mucha importancia en la economia
de varios paises, su principal acervo genético estad amenazado por la deforestacion los que ha
provocado la desaparicion de habitats naturales y especies silvestres. Por lo que, la
multiplicacion y conservacion de la diversidad de la vainilla es de suma importancia debido
a su estrecha base genética. El objetivo de esta investigacion fue desarrollar una metodologia
para el establecimiento y multiplicacion in vitro de vainilla (Vanilla tahitensis) a partir de
explantes nodales. En el establecimiento in vitro se utiliz6 como medio de cultivo Murashige
y Skoog (MS) y en la multiplicacion in vitro se suplement6 el medio MS con una citocinina
(bencilaminopurina) y una giberelina (GAs) ademas de vitaminas, acido ascorbico. En la fase
de establecimiento in vitro la contaminacion bacteriana y fangica fue inferior al 10%,
mientras que durante la multiplicacién in vitro, la mayor altura de planta (1,50 cm), didmetro
de tallo (1,72 mm) y nimero de nudos (1,67) se obtuvieron con 2 mg L de BAP + 0,25 mg
L? de AGs.

Palabras Claves: Orquidea, micropropagacion, reguladores de crecimiento.



ABSTRACT

Vanilla is a source of natural vanillin that is very important in the economy of several
countries, its main gene pool is threatened by deforestation, which has caused the
disappearance of natural habitats and wild species. Therefore, the multiplication and
conservation of the diversity of vanilla is of utmost importance due to its narrow genetic
base. The objective of this research was to develop a methodology for the establishment and
in vitro multiplication of vanilla (Vanilla tahitensis) from nodal explants. In the in vitro
establishment, Murashige and Skoog (MS) were used as the culture medium and in the in
vitro multiplication the MS medium was supplemented with a cytokinin (benzylaminopurine)
and a gibberellin (GA3) in addition to vitamins, ascorbic acid. In the in vitro establishment
phase, bacterial and fungal contamination was less than 10%, while during in vitro
multiplication, the greatest plant height (1.50 cm), stem diameter (1.72 mm) and number of
knots (1.67) were obtained with 2 mg L-1 of BAP + 0.25 mg L-1 of AG3.

Keywords: Orchid, micropropagation, growth regulators.



1) INTRODUCCION

La vainilla (Vanilla spp.) pertenece a la familia Orchidaceae es nativa de
Centroamérica, sin embargo, se distribuye en regiones tropicales como Madagascar, India,
Filipinas e Indonesia. Esta especie, es utilizada a nivel mundial ya que de ella se obtiene
vainillina, utilizada como aromatizante y saborizante para fines comerciales, debido a su
elevada demanda en la industria. El género Vanilla cuenta con aproximadamente 110
especies a nivel mundial, siendo, V. planifolia, V. pomponay V. tahitensis las especies mas
destacadas en produccion mundial, mientras que la mayoria de las especies de este género

son consideradas silvestres (Jiménez et al., 2017).

Dentro de las especies domésticas, la planta de vainilla es valorada como una de las
plantas méas importantes dentro de este grupo. Su domesticacion, aunque no ha sido
comprobada debido a la escasez de variedades junto con la falta de distincion entre plantas
silvestres y domesticadas, se cree que se origind en el estado de México al norte de Veracruz,
esto debido a la tradicion historica que posee el cultivo dentro del territorio (Baltazar-Nieto,
2010).

Vanilla planifolia, V. tahitensis y V. pompona son las tres especies mas importantes
a nivel mundial las unicas fuentes de vainillina natural que existe. V. tahitensis es cultivada
en Tahiti, ofrece un sabor Gnico e inigualable esto se debe a sus métodos ancestrales
polinésicos de fermentacidn y curado, se presume que es un hibrido artificial y por sus
caracteristicas unicas tiene mucho mas valor que la Vanilla planifolia. Se desconoce la
conservacion actual de la V. tahitensis x V. pompona al ser especies de importancia mundial
es importante establecer una estrategia de conservacion de los recursos genéticos de la
vainilla, es primordial establecer un banco de germoplasma ya sea en campo o de forma in
vitro (Azofeifa-Bolafios et al., 2014).



La vainilla es una especie importante, que no se produce en muchos paises, pero se
consume en el mundo entero. La vainilla y los diferentes extractos y esencias que se
producen de ella, es un insumo base para miles de productos, asi el 50 % de los 10.000
perfumes méas comercializados aprovechan la sustancia y el 70 % de los helados més
consumidos en el planeta. Ademas, es imprescindible para aromatizar jabones y cremas
corporales (Quintana & Aguilar, 2020).

Madagascar e Indonesia son lideres mundiales en la produccion de vainilla (3102 y
2259 toneladas ha™), contribuyendo al mercado con el 90% del producto (Inderiati &
Ratnawati, 2019). En Latinoamérica México es el mayor exponente con 522 toneladas
(FAOSTAT, 2021).

En Ecuador no existen datos estadisticos de la produccién de vainilla, sin embargo,
existen empresas privadas como “Kallari” y “Vainilla Vainuz — Vainillas del Ecuador”
quienes cultivan aprovechando las condiciones climaticas favorables para el cultivo y la
posterior exportacion del producto. Es un producto que requiere mano de obra especializada
durante el proceso, pero es beneficioso para la diversificacion economica (Quintana &
Aguilar, 2020).

La vainilla suele ser reproducida mediante esquejes, pero al utilizar esta técnica
suelen generarse algunos problemas, tales como retraso en el crecimiento, desarrollo y
produccion, este tipo de técnicas se realiza solo a minima escala debido a las enfermedades
que pueden presentarse como pudricion de tallos y raices (Gatjens-Boniche et al., 2018), se
trata de un hongo el cual se observa en el tallo de la planta con una tonalidad de café oscuro,
mientras que en la raiz la lesion avanza a las raices adventicias, de esta manera se impide la
absorcion de agua y nutrientes necesarios para el debido desarrollo de la planta (Loaiza,
2019).

La propagacion mediante cultivo in vitro de explantes nodales es una técnica

innovadora en la produccion de vainilla. Por ello, es importante desarrollar una metodologia



de micropropagacién para Vanilla tahitensis, a partir de explantes nodales, por ser una
alternativa viable para obtener vitroplantas conservando la calidad genética del material

vegetal ademas del valor econdmico y cultural que tiene la especie a nivel mundial.



2) OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general

v Desarrollar una metodologia para el establecimiento y multiplicacion in vitro de

vainilla (Vanilla tahitensis) a partir de explantes nodales.
2.2.  Objetivos especificos

v Desarrollar un protocolo para el establecimiento in vitro de Vanilla tahitensis.

v Evaluar el efecto de diferentes combinaciones de citoquininas y giberelinas en la

multiplicacion in vitro de explantes nodales de V. tahitensis.



3) MARCO TEORICO

3.1. Origeny distribucion

La Vainilla tiene su origen en los bosques tropicales de México y América central
(Villanueva, 2017). México es uno de los ocho centros de origen de varias especies que son
comestibles y ha contribuido al desarrollo y alimentacion de la humanidad (Flores et al.,
2017).

Los mexicanos que pertenecian a la cultura Maya fueron los que dieron inicio a los
métodos de curado de frutos, los cuales eran utilizados para dar fragancia a lugares como
templos, a estos se les agregaba sustancias como por ejemplo resina de copal para que
adquieran un fragante aroma. Por otra parte, los Aztecas empleaban V. planifolia en una

sustancia sagrada compuesta de cacao, vainilla y miel (Diez, 2014).

A mediados del siglo XIX en la polinesia francesa se considera la introduccion de la
vainilla, la aclaracion del origen de la vainilla Tahiti es compleja ya que se han propuesto
tres introducciones de distintos origenes (Filipinas, Francia e India occidentales)
(Brunschwig et al., 2017).

La vainilla no es una especie endémica de la flora polinesia, fue en 1848 cuando los
primeros plantones fueron traidos por un almirante francés adaptandose a su nuevo entorno,
las variedades importadas adquirieron sin embargo unas caracteristicas singulares dando
nacimiento a una nueva subespecie, la Vanillla tahitensis. En primer momento, fue un
elemento decorativo muy apreciado en los jardines polinesios, luego hacia 1880 comenzd el
cultivo a gran escala. En aquella época, la vainilla de Tahiti fue el segundo producto de
exportacion de lo que por entonces se denominaban los “Establecimientos Franceses de

Oceania (Explore France, 2017).



3.2. Taxonomia

Segun Roskov et al. (2020), la vainilla pertenece al reino plantae, division
Tracheophyta, de clase Liliopsida, orden Asparagales, familia Orchidaceae, género Vanilla,

especie Vanilla tahitensis J.W. Moore.

3.3. Descripcién morfoldgica

V. tahitensis crece en climas calidos y himedos con temperatura promedio de 25°C,
el suelo en donde se realice siembra debe tener buen drenaje y materia organica en gran
cantidad (Saldivar-Iglesias, 2015). Chambers et al. (2019) mencionan que, la vainilla produce
dos tipos de raices, las adventicias que le permiten a la planta trepar y sostenerse del tutor,
mientras que la raiz subterranea, adquiere nutrientes del suelo y retienen agua. El tallo es

blando, de color verde y su textura carnosa (Alvarez, 2019).

Las hojas de vainilla varian su tamafio de acuerdo, a la maduracion en un rango de 8
a 25 cm de largo, y de 2 a 9 cm de ancho, posee hojas ovaladas o lanceoladas. Las flores
poseen el fragante aroma caracteristico de la vainilla, el color varia de acuerdo con la especie
y su tamafio aproximadamente es de 6 a 8 cm de largo y 5 a 10 cm de ancho. La floracion se
da en un periodo de 2 meses una vez por afio (Chambers et al., 2019).

Los frutos de vainilla tienden a formarse en la cuarta u octava semana después de
haberse efectuado la fertilizacion en el ovario de la planta, se trata de una capsula carnosa,
prolongada, de 15 a 25 cm de largo y de 8 a 14 mm de ancho, su color es verde y al llegar a
la etapa de maduracién pasa a tornarse verde amarillento, esta etapa se realiza entre el tercer
o0 el décimo mes, las semillas de V. tahitensis son redondas y pequefias, de aproximadamente
0,24 a 0,33 mm (Macas, 2019).



3.4.Importancia econémica y nutricional de la vainilla

En el género Vanilla existen tres especies que son consideradas de importancia
economica en el mundo V. planifolia, V. tahitensis y V. pompona ya que estas poseen la
mayor fuente de vainillina. Vanilla tahitensis posee un sabor unico, debido al aroma de sus
vainas, dando como resultado una mezcla entre el aroma de las vainas verdes combinadas
con los métodos de fermentacién y curado. Se deduce que es un hibrido artificial y debido a
sus propiedades unicas las vainas adquieren un valor mas alto que el de Vanilla planifolia
(Azofeifa-Bolafios et al., 2014).

La vainilla representa un rubro econémico importante a nivel mundial, hasta el 2018
genero un rendimiento de 7 575 ton (FAO, 2018), por su gran demanda y diversidad de usos,
entre los que sobresalen: la elaboracion de alimentos, cosméticos, y otras industrias, variando
tanto su aroma como su sabor de acuerdo al ambiente donde se esta generando su crecimiento
(Chambers et al., 2019).

Su importancia se resalta en la elaboracion de dulces y helados de alta calidad, la
vainilla es utilizada para la produccién de chocolate fino y sencillo, se comercializa las
capsulas, el extracto de vainilla, se obtiene el aztcar de vainilla, se extrae sustancias olorosas
y sabrosas. Vanilla tahitensis contiene piperonal que es usado en la fabricacion de perfumes
(Colombia, 2003).

El cultivo de vainilla no solo se enfoca la importancia econémica sino también en la
cultural, ecoldgica y social ya que al desarrollarse en bosques tropicales y subtropicales esta
ayudando a la conservacion de la flora natural. La importancia de la vainilla se encuentra en
sus vainas de calidad gourmet, en el mercado internacional son muy apetecibles por ello
alcanza precios muy elevados llevando el segundo lugar del cultivo mas costoso a nivel

mundial (Saldivar-Iglesias, 2015).



3.5.Cultivares de importancia econdmica de vainilla a nivel mundial

3.5.1. Vanilla planifolia

Es una de las especies de mayor importancia a nivel mundial debido a que su fruto es
utilizado como saborizante y aromatizante tiene caracteristicas organolépticas ocupando el
segundo lugar entre las especies mas costosas, la principal zona de produccion de la vainilla
en México es la region del Totonacapan, que abarca el norte del estado de puebla y el centro

de Veracruz (Cervantes Castillo et al., 2018).

3.5.2. Vanilla tahitensis

Desde el punto de vista de Brunschwig et al. (2017), la vainilla de Tahiti representa
menos del 1% de la produccion total de vainilla mundial, posee un aura unica, debido a un
original sabor a anis, muy apreciado especialmente en gastronomia y perfumeria. La Vanilla
tahitensis fue por mucho tiempo considerada como un cruce entre la Vanilla planifolia y
Vanilla pompona. En realidad, se trata mas bien de una subespecie de la Vanilla planifolia
(Explore France, 2017).

3.5.3. Vanilla pompona

Segun Hernandez-Ruiz et al. (2019), la Vanilla pompona es una especie prioritaria
dentro del acervo genético secundario de V. planifolia, porque posee caracteristicas
importantes que no se encuentran en el germoplasma de esta Ultima, como la resistencia a
antracnosis (Collectotrichum sp.), la pudricion de raiz (Fusarium oxysporum sp.) y la
tolerancia a climas xerofitos. En México se reconoce de manera general la existencia de dos
poblaciones de V. pompona una de las flores con segmentos extendidos de grandes
dimensiones que se distribuye de Veracruz hacia el norte de Oaxaca por la vertiente del golfo

de Meéxico y otras con flores semicerradas ubicadas en la costa del océano pacifico.



3.6. Propagacion in vitro

Como expresan Martinez & Gago (2008), el término micropropagacion se definié por
primera vez en 1986 como “cualquier proceso aséptico que comprenda la manipulacion en
las plantas de sus 6rganos, de sus tejidos o de sus células y que produzcan poblaciones de
plantulas que permitan el desvio tanto del proceso sexual normal como de la propagacion
vegetativa no aséptica que se practica convencionalmente”. Mientras que Flores et al. (2017)
la define como el proceso de multiplicacién asexual de plantas aplicando métodos de cultivos
de tejidos in vitro vegetales, la mas extensa en lo que respecta a la biotecnologia vegetal, es
mas utilizada por su gran cantidad de productividad, tiene muchas ventajas entre estas
mantener las caracteristicas genotipicas del material inicial, el uso de ambientes controlados
en condiciones asepticas, el niamero ilimitado de plantas que se obtener a corto plazo (Flores
etal., 2017).

Segretin (2007) reporta que en los protocolos utilizados durante el cultivo in vitro se

pueden distinguir las siguientes etapas durante el proceso:

1) Eleccion de la planta y/o tejido donante de explantes.

2) Establecimiento, que consiste en la desinfeccion de los explantes (generalmente con
hipoclorito sodio) y su posterior adaptacion al medio artificial de modo de inducir callo,
brote, raiz 0 embridn somatico segln se desee.

3) Multiplicacion, para generar una masa vegetal suficiente para la regeneracion del nimero
plantas necesarias.

4) Enraizamiento, en la que se busca la formacion de raices con el fin de convertir los brotes
0 embriones sométicos en plantulas completas.

5) En relacion a la aclimatacion Indacochea-Ganchozo et al. (2017) mencionan que, esa
etapa es esencial en una micropropagacion porque de ella depende la eficiencia y la calidad
final de las plantas producidas in vitro, y a la vez es una etapa critica donde las plantas no

suelen tolerar las condiciones ambientales.



3.7.Importancia de la micropropagacion de la vainilla

La propagacion y el cultivo de las orquideas con el pasar del tiempo fue
revolucionando con las investigaciones de Knudson (1922), quien realiz0 trabajos con
semillas que germinaron en un medio simple de azlcar logrando propagar la vainilla por

medio de explantes nodales de plantulas (Sedano et al., 2015).

Segun Gamboa-Gaitan, (2014), recientemente se ha explorado la posibilidad de
conservar y propagar la vainilla in vitro lo cual ha arrojado unos resultados esperanzadores

al menos para la preservacion en el corto y mediano plazo.

Divakaran et al. (2006), establecieron in vitro puntas de brote y segmento nodales de
plantas cultivadas en el campo de diferentes vainillas (V. planifolia, V. andamanica, V.
aphylla, V. piliferay V. wightiana) en el Instituto Indio de Especias Investigaciones, paraello
utilizaron como medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) suplementado con 15g/L™* de
sacarosa y manitol sellados en recipientes a 22 + 2° C, logrando buen crecimiento en las

plantas estudiadas.

Lozano et al. (2015), micropropagaron Vanilla planifolia empleando medio de cultivo
Murashige & Skoog, junto con Bencilaminopurina, Kinetina, meta-Topolina y Thiadiazuron,
en diferentes concentraciones (2.22 UM, 4.44 uyM y 8.8 uM), sacarosa (20 g L-1),
consiguiendo 6,1 brotes/explante con una altura promedio de 5,59 cm por brote con BAP
(8.88 M) despues de 120 dias del cultivo.

Bello-Bello et al. (2015), utilizaron brotes obtenidos de Vainilla planifolia de 0,5 cm
de altura de la region de Totonacapan, Veracruz México, y los cultivaron en medio MS
suplementado con 2mg/L* de BAP (bencilaminopurina, Sigma®). Logrando 100% de

supervivencia en brotes.



Ramirez-Mosqueda & Iglesias-Andreu (2016) evaluaron sistemas de biorreactores
(biorreactores de inmersion temporal (BIT), biorreactores de inmersion por gravedad (BIG)
y receptor de inmersion temporal automatizada (RITA)) en las fases de multiplicacion y
enraizamiento de V. planifolia. Logrando en la multiplicacion in vitro 18, 06 brotes/explante
utilizando sistemas BIT. Mientras que, para la fase de enraizamiento el mejor resultado en

cuanto a raices mas largas se logro con BIT.

3.8.Medios de cultivos

Los medios de cultivos son ambientes artificiales que han sido disefiados por el ser
humano para suministrar los nutrimentos minerales con las canatidades necesarias,
incluyendo los macroelementos y microelementos (Krikorian, 1993). Los medios de cultivos
requieren de esterilizacion, luego de ser preparados, esto con el fin de excluir algun tipo de
microorganismo que contaminen la poblacion muestreada (Apella & Araujo, 2005).

3.9.Fitorreguladores de crecimiento

Son compuestos generados por sintesis quimica, en ocasiones presentan estructura
diferente a los procedentes de la planta, pero con actividad bioldgica parecida. Son utilizados
para realizar cambios durante el ciclo de vida de las plantas y mejorar aspectos importantes
en el ambito agricola, los principales grupos de fitorreguladores son las auxinas, giberelinas,

citoquininas, acido abscisico y etileno (Castro et al., 2019).

3.9.1. Giberelinas

Las giberelinas estan adheridas a varios aspectos del desarrollo y ciclo de vida de las
plantas tales como la floracién, senescencia y germinacion que ayudan al enraizamiento y al
incremento de longitud de raices y tamafio del explante (Laguna-lbarra et al., 2019). Las
giberelinas participan en la germinacion de semilla, el crecimiento del tallo, la induccion

floral, el desarrollo del poleny el crecimiento del fruto (Bohorquez-Sandoval et al., 2011).



3.9.2. Citoquininas

Las citoquininas se usan para promover la formacion de brotes laterales, inducen a la
division celular, estimula la formacion de la clorofila y mejora los procesos fotosintéticos y
esto permite la adaptacion del explante a las nuevas condiciones del cultivo (Laguna-lbarra
et al., 2019). Intervienen en procesos de division celular, retardo en la senescencia de la
planta, inducen la formacion de raices y regulan la dominancia apical (Bohorquez-Sandoval
etal., 2011).



4) METODOLOGIA

4.1. Localizacion del ensayo

La presente investigacion se desarroll6 en el laboratorio de cultivo de tejidos de la
Facultad de Ingenieria Agrondmica de la Universidad Técnica de Manabi, ubicada en la
parroquia Lodana, km 13%2 via Portoviejo-Santa Ana, durante los meses de enero a junio del

2021.

4.2.  Material vegetal

La especie que se utilizo para la investigacion fue Vanilla tahitensis, colectada en una
plantacion perteneciente a la empresa “Adseragro” ubicada en el sitio “San Juan” del canton

Jama de la provincia de Manabi, el material vegetal utilizado consistio en explantes nodales

obtenidos de vainilla (Figura 1).
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Figura 1. Material vegetal empleado para el establecimiento in vitro de Vanilla tahitensis.
a) Trasplante de plantas en maceta. b) Plantas para extraccion de explantes. c) Plantas

seleccionadas para realizar la siembra in vitro.



4.3.  Actividades desarrolladas en el laboratorio de cultivo de tejidos

4.3.1. Seleccion y preparacion del material proveniente de campo

Luego de colectar brotes de Vanilla tahitensis en campo, estos fueron sembrados en
macetas donde se mantuvieron por tres meses aproximadamente. Se realizaron aplicaciones
semanales de fungicida (Rozzo 2cc/litro de agua) para reducir los niveles de contaminacion.
Posteriormente, las plantas fueron llevadas al laboratorio de cultivo de tejidos para iniciar el

trabajo de investigacion.

Se utilizé explantes nodales de vainilla que fueron colocados en un vaso de
precipitacion y lavados con jabon liquido durante 5 minutos (Figura 2a), posteriormente se
colocaron en agitacion en un Shaker (agitador orbital) (Figura 2b) y se enjuagé con abundante
agua. El material fue llevado a condiciones de asepsia (camara de flujo laminar) y colocado
en frascos esterilizados conteniendo una solucion de Tween 20, por 15 minutos, luego fueron
sumergidos en etanol al 90% por 5 minutos, por ultimo, para su desinfeccion los explantes
se llevaron a una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1,5 % por un lapso de 20
minutos (Figura 2c), finalmente se enjuagaron por tres ocasiones con agua destilada estéril.

Este procedimiento se realizé con cada solucién (Figura 2d).



Figura 4. Preparacion y desinfeccion de los explantes. a) Corte de explantes utilizados
para el establecimiento in vitro. b) Explantes nodales colocados en agitador orbital. c)
Explantes nodales colocados en solucidn de Tween 20 durante 15 minutos. d) Explantes
en hipoclorito de sodio.

4.3.2. Siembra

Una vez realizado el proceso de desinfeccion se procedio a reducir el tamafio de los
explantes (Figura 3a-b), los mismos que fueron colocados en una solucion de cisteina (500
ppm) para evitar oxidacion, previo a la siembra. Se sembraron 120 explantes nodales de
Vanilla tahitensis en tubos de ensayo de 25x150 mm, conteniendo el medio basico de
Murashige & Skoog (1962) suplementado con vitaminas, 15g de azucar, 1,5 g de gel y 25
ppm de amoxicilina (Figura 3 c-d). Una vez realizada la siembra se sell6 con papel films,

seguidamente los cultivos fueron colocados en camara de crecimiento por 15 dias con un



fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad y temperatura de 24 £ 2. En esta fase se evalud

el nimero de explantes contaminados por hongos y bacterias (Figura 3e).

Figura 5. Establecimiento in vitro de explantes. a-b) Reduccién del tamafio de explantes.
c-d) Siembra de explante en tubo de ensayo con medio MS. e) Explantes en cuarto de

crecimiento.

4.3.3. Variables evaluadas

a) Porcentaje de contaminacion

Se evalud el numero de explantes nodales contaminados a partir del tercer dia de

establecimiento durante 2 semanas.
b) Tiempo de respuesta

Se evalud desde la primera semana hasta el momento en que se dé el desarrollo de

una yema.



4.3.4. Multiplicacién in vitro de explantes de Vanilla tahitensis

Los explantes establecidos en medio basico de Murashige y Skoog (MS), se
cultivaron durante 10 dias, para luego ser transferidos a los tratamientos a estudiar (Tabla 1).
El material vegetal se mantuvo en cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas luz

y 8 de oscuridad y una temperatura de 24 + 2 grados centigrados.

Tabla 1. Tratamientos para la multiplicacion in vitro de Vanilla tahitensis.

Medio s6lido Murashige y Skoog (MS)
BAP (mg) GAs KINETINA GAs
1) 1,0mgL? 0,25 mg L* 4) 0,5mgL? 0,25 mg L*
2) 1,5mgL? 0,25 mg L* 5) 0,75mgL* 0,25 mgL?
3) 2,0mg L* 0,25mgL? | 6) 1,0 mg L™ 0,25 mg L
7) Testigo (MS sin reguladores de crecimiento)

4.3.5. Variables analizadas

a) Numero de nudos
Se contabilizé en cada tratamiento el nimero de nuevos nudos emitidos.
b) Diametro de tallo

Se midio el didmetro del tallo cada tratamiento, con la ayuda de un calibrador.

Todas las variables fueron evaluadas a las ocho semanas después de la siembra en los

tratamientos correspondientes.



4.3.6. Andlisis estadistico

Los datos se sometieron a pruebas de normalidad (Shapiro-Wilks modificado) y
homogeneidad de los residuos de la varianza.

En la fase de establecimiento se registré el nimero de explantes contaminados. En la
fase de multiplicacion in vitro se establecio un Disefio completamente al Azar (DCA), el cual
incluy6 6 tratamientos mas 1 testigo sin efecto hormonal con 3 repeticiones, los mismos que
se analizaron a través de un analisis de varianza (ANOVA), aplicando la prueba de
comparacién multiple de Tukey (P<0,05) para las medias de los tratamientos. El analisis se

realiz6 con el paquete estadistico InfoStat profesional.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Establecimiento in vitro

Los explantes establecidos de Vanilla tahitensis, presentaron bajos niveles de
contaminacion bacteriana y fangica (8,82% y 9,41% respectivamente). La presencia de
bacterias y hongos se determin6é mediante la observacion de las caracteristicas fenotipicas
visibles, como desarrollo de las colonias bacterianas y el crecimiento micelial de hongos
durante el establecimiento in vitro (Figura 4b-c). Sin embargo, la reduccion eficaz de la
contaminacion de los explantes de Vanilla tahitensis en esta investigacion, puede estar
relacionada con la eficiencia del protocolo de desinfeccion (Tween 20, etanol al 90 % y
NaClO al 1,5 %) y la adicién de antibiotico (amoxicilina) al medio de cultivo. En cuanto
al tiempo de respuesta, a los ocho dias después del establecimiento in vitro en los
explantes de Vanilla tahitensis se observo el inicio del desarrollo de las yemas axilares
(Figura 4a).

Figura 4. Respuesta morfogénica y contaminacion microbiana en Vanilla tahitensis. a)
Apariciéon de la primera yema axilar. b) Contaminacion fungica. ¢) Contaminacion
bacteriana.

En varias investigaciones realizadas en Vanilla planifolia se reportan bajos
porcentajes de contaminacion empleando agentes desinfectantes como hipoclorito de
sodio (Tan et al., 2011; Zuraida et al., 2013) y cloruro de mercurio (Janarthanam &
Seshadri, 2008). Mientras que Gantait & Kundu (2017), mencionan que la presencia de
bacterias en los explantes de V. planifolia fue controlada mediante una desinfeccion



exhaustiva de los explantes y con la adicion del antibidtico (estreptociclina al 0,2%) al

medio de cultivo.

Las plantulas in vitro de Vanilla tahitensis se desarrollaron normalmente en
cuanto a su tamafio, forma y coloracion. Por lo tanto, teniendo en cuenta los caracteres
morfoldgicos visibles, las plantas establecidas se mantuvieron estables fenotipicamente

con respecto al material original.

5.2.  Multiplicacion in vitro
5.2.1. Altura de planta (cm)

No se observo diferencia significativa cuando se compararon los tratamientos
entre si, sin embargo, cuando se adiciono al medio 2 de BAP mg/L™* + 0,25 AG3 mg/L™*
las plantulas mostraron la mayor altura (1,50 cm). Mientras que, bajas concentraciones
de kinetina en combinacion con AG3 (0,5 mg/L™* de KIN + 0,25 mg/L™ de AG3) afectaron

negativamente la longitud del explante (0,94 cm).

El alargamiento del tallo no se debe a una mayor formacion de nudos, sino al
resultado de una rapida elongacion de las células internodales, debido a divisiones
celulares seguidas de la elongacion celular. Los resultados en la presente investigacion
demuestran que la combinacion del BAP + AGs fue més eficaz que las combinaciones
con kinetina para aumentar la altura de planta en los segmentos nodales. En concordancia
con los reportes de Nagesh (2008); Tan et al. (2011), quienes encontraron que la tasa de
proliferacion de los explantes cultivados en el medio suplementado con kinetina era

generalmente menor que el BAP.

En relacion al analisis ortogonal se observo diferencias en relacion al testigo
(Tabla 2), siendo este superior a los tratamientos (2,50 cm). Lo que supone que las
orquideas en términos generales, prefieren sustratos con bajos contenidos minerales para

su normal desarrollo.



Erawati et al. (2020) evaluaron diferentes concentraciones de BAP (Omg. L?,
1mg. L%, 2mg. L, y 3 mg. L) y kinetina (Omg. L, 1mg. L'y 2mg. L) en medio MS,
comprobando que los brotes de Vanilla no dependen del crecimiento exdgeno y que la

mayor longitud de brotes (2 a 2,5 cm) se obtuvo con la adicion de 3mg. L™ de BAP.

Es claro suponer que los resultados en relacion a la altura de planta en especies de
vainilla son variables y tienen relacién con el comportamiento de la especie evaluada.
Noorhazira et al. (2018) reportan longitudes de 4,5 cm con 1 mg/L BAP? haciendo
suponer que a menor concentracién de BAP mayor longitud del explante. Mientras que
Cordova (2007) obtuvieron longitudes entre 2 y 4 cm con 0,5 mg/L de BAP ! en medio
MS.

5.2.2. NUmero de nudos

Se observo diferencias significativas en el andlisis de varianza y en el ortogonal,
logrando el mayor nimero de nudos (1,67) con 2 mg/L™* de BAP mg/L?* + 0,25 mg/L*
de AGz y 1,76 cuando no se adicion6 ningun fitorregulador al medio de cultivo (Figura
5b-c). Sin embargo, cuando se adiciond 0,75 mg/L* de KIN + 0,25 mg/L™ de AG; el
numero de nudos se vio afectado (Figura 5a), lo que hace suponer que la kinetina no
favorece el aumento de nudos en vainilla. EI nimero de nudos que se logré cuando se

combind BAP con la giberelina posiblemente se deba a que el AGs indujo el crecimiento

l\)

Figura 5. Emision de nudos en Vanilla tahitensis. a) Presencia de nimero de nudos
con KIN. b) Presencia de nudos con AGs..c) Presencia de nudos en el testigo.

internodal en esta especie.
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Zerihun et al. (2009) cultivando segmentos nodales de Vanilla planifolia en

diferentes niveles de BAP combinados con AGs, observaron 6 - 8 nudos/explante siendo

la inclusion de AGz lo que facilito el crecimiento vertical del nudo con un aumento de la

longitud entre nudos.

Tabla 2. Altura de planta, nimero de nudos y didmetro del tallo en la multiplicacion

in vitro de explantes de Vanilla tahitensis en medio MS suplementado con
concentraciones de BAP, KIM y AGs.

Tratamientos

T1=1BAP + 0,25 AG3
T2=1,5BAP + 0,25 AGs
T3=2BAP + 0,25 AG3
T4=0,5KIN + 0,25 AG3
T5=0,75 KIN + 0,25 AG3
T6=1KIN + 0,25 AGs

T7=Testigo
Probabilidad ANOVA

Fuente de variacion
Tratamiento
Tratamiento vs Testigo

Coeficiente de variacion (%)

Altura de planta
(cm)

1,34 £ 0,05

1,39 £ 0,07

1,50 + 0,08

0,94 £ 0,07

1,03 £ 0,00

1,21 + 0,00

2,50+ 0,05

0,072NS
0,000*

17,8

Numero de
nudos

1,49 £ 0,04 abc
1,56 £ 0,04 abc
1,67 £ 0,10 ab
1,19+0,05¢
0,38+0,03d
1,33£0,02 bc

1,76 + 0,06 a

0,000*
0,004*

16,35

Diametro de
tallo (mm)

1,66 £ 0,04 ab
1,63+£0,04 ab
1,72+0,00 a
1,33+ 0,12 bc
1,10+0,02c
1,52 £0,02 ab

1,79+0,02 a

0,040*
0,003*

14,47



5.2.3. Diametro de tallo (mm)

Se observo diferencias significativas en el andlisis de varianza y en el ortogonal,
logrando el mayor didmetro (1,72 mm) con 2 de BAP mg/L™? + 0,25 AGs mg/Ly 1,79
mm cuando no se adiciond ningun fitorregulador al medio de cultivo. Sin embargo, las
combinaciones de AGsz con kinetina afectaron negativamente el didmetro de la planta. Lo
que incide en que probablemente el BAP muestre un efecto positivo sobre el diametro del
tallo. En este sentido, los regulares de crecimiento utilizados incidieron en la arquitectura
del tallo. Lo que sugiere que las giberelinas tienen un movimiento mas generalmente

bidireccional de la molécula en la planta (Hernandez, 2015).



6. CONCLUSIONES

1. Los bajos niveles de contaminacion microbiana en el establecimiento in vitro de
los explantes se debio al protocolo de desinfeccion aplicado. Adicionalmente, los

explantes se adaptaron de manera favorable a las condiciones de cultivo.

2. Los mejores resultados en las variables analizadas en la multiplicacion in vitro se

consiguieron adicionando al medio de cultivo 2 mg/L™* BAP + 0,25 mg/L™* AGs.

7. RECOMENDACIONES

1. Utilizar antibidticos en los medios de cultivos para evitar la contaminacion

bacteriana.

2. Probar otras dosis de giberelinas (AGs) y combinarlas con otras hormonas en la

fase de multiplicacion.
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