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RESUMEN 

La presente investigación tuvo como objetivo establecer un protocolo de micropropagación 

de Vanilla odorata C. Presl. Esto se realizó con el fin de brindar una alternativa al método 

actual de propagación por esquejes, cuya eficiencia no es óptima. Se utilizaron yemas axilares 

de plantas madre de una zona de producción en Tena. Para la primera fase de establecimiento 

in vitro se evaluaron dos protocolos de desinfección (PD1 y PD2) reportados para la vainilla 

comercial V. planifolia. Para la segunda fase de multiplicación de las vitro plantas establecidas, 

se evaluaron cuatro medios de cultivo con diferentes concentraciones de 6-Bencilaminopurina 

(BAP) (0, 1, 2.15 y 3 mg.L-1). De la primera fase del estudio, se determinó que el protocolo de 

desinfección PD2 fue el más eficiente, obteniendo una menor contaminación (40%) y una 

sobrevivencia cercana al 60%. En cuanto a la fase de multiplicación, se determinó que los 

medios de cultivo con 2.15 y 3 mg.L-1 de BAP favorecieron una mayor brotación, permitiendo 

alcanzar índices de multiplicación de 4 y 3.5 respectivamente a los 60 días de evaluación. Los 

resultados obtenidos al momento, permitieron establecer y multiplicar in vitro explantes de 

V. odorata en medios de cultivo semisólidos. 

Palabras clave: Introducción, multiplicación, in vitro, vainilla amazónica. 
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ABSTRACT 

The objective of this research was to establish a micropropagation protocol for Vanilla odorata 

C. Presl in semi-solid culture media. This was done in order to provide an alternative to the 

current method of propagation by cuttings, whose efficiency is not optimal. Axillary buds of 

mother plants from a production area in Tena were used. For the first phase of in vitro 

establishment, two disinfection protocols (PD1 and PD2) reported for the commercial vanilla 

V. planifolia were evaluated. For the second phase of multiplication of the established vitro 

plants, four culture media with different concentrations of 6-Benzylaminopurine (BAP) (0, 1, 

2.15 and 3 mg.L-1) were evaluated. From the first phase of the study, it was determined that 

the PD2 disinfection protocol was the most efficient, obtaining less contamination (40%) and 

a survival close to 60%. Regarding the multiplication phase, it was determined that the culture 

media with 2.15 and 3 mg. L-1 of BAP favored a greater sprouting, allowing to reach 

multiplication indices of 4 and 3.5 respectively at 60 days of evaluation. The results obtained 

at the moment, allowed to establish and multiply in vitro explants of V. odorata in semisolid 

culture media. 

Keywords: Introduction, multiplication, in vitro, Amazon vanilla  
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

1.1. Antecedentes 

1.1.1. Vanilla sp. 

Vanilla Plumier ex Miller es el grupo más documentado de orquídeas [1]. Este género de 

orquídeas hemiepífitas [2] apareció hace aproximadamente 34 millones de años en 

Suramérica [3]. Comprende casi 140 especies [1], las cuales se encuentran en su mayoría en 

América tropical a pesar de que el género se distribuye en todos los continentes excepto 

Australia [4]. Los principales productores de vainilla actualmente son Madagascar, Tahití,  

Indonesia y México  [5].  

1.1.1.1. Usos 

A partir de las vainas fermentadas de la planta (Figura 1A) se obtiene una de las especias más 

utilizadas en todo tipo de recetas y fragancias a nivel global, siendo su sabor el más popular 

del mundo [6]. Sus características organolépticas son atribuidas a alrededor de 200 

compuestos químicos [7], de los cuales el más conocido es la vainillina (4-hidroxi-3-

metoxibenzaldehído) (Figura 1B) [8]. Existen cuatro tipos de productos obtenidos a partir de 

las vainas. El primero y más usado en los hogares es el extracto de vainilla. Este consiste en 

una solución en alcohol etílico de los componentes presentes en las vainas, en donde el 

solvente representa alrededor del 90% de la composición. El segundo producto es la 

oleorresina de vainilla, un líquido viscoso y oscuro mucho más concentrado que el extracto 

común. Aún más concentrado es el aceite esencial de vainilla, que al ser el producto más puro 

es también el más costoso. Finalmente se encuentra el azúcar vainillado, azúcar granulado 

mezclado con vainas o extracto de vainilla [9]. Los productos mencionados son utilizados en 

la industria de la perfumería, como saborizante de helados, chocolates y demás postres, 

refrescos y bebidas alcohólicas [6].  
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Figura 1.- A) Vainas de vainilla curadas. Fuente: [10]. B) Vainillina. Fuente: [11]. 

1.1.1.2. Importancia económica 

Actualmente existe gran interés económico por las vainas de vainilla debido a su alto valor y 

demanda en el mercado [12]. De hecho, cada año se consumen 2000 toneladas de las mismas 

a nivel mundial [9]. Los principales consumidores globales son Alemania, Francia y Estados 

Unidos, quienes en conjunto abarcan el 80% de las importaciones [9]. Durante los últimos 10 

años Madagascar estuvo produciendo del 50 al 80% de la demanda total, lo equivalente a 

$250.5 millones [13,14]. Esta centralización en la producción por parte de un país implica 

fluctuaciones significativas en el precio de la misma lo largo del tiempo, especialmente en 

períodos en los que dicho territorio sufre desastres naturales [14]. Esto se evidenció en el año 

2016 cuando, tras los efectos de un ciclón que azotó Madagascar, el precio del kg se disparó 

a $600 y superó el precio de la plata [15]. Actualmente la vainilla está posicionada como la 

segunda especia más costosa después del azafrán [16], lo cual demuestra el alto potencial 

económico que implica su producción. 

En Ecuador se produce vainilla por parte de la empresa Vainuz Vainillas en Santo Domingo de 

los Tsáchilas y la Asociación Kallari en la Amazonía [17]. La empresa Vainuz Vainillas empezó 

su producción en 2007, con 20 kg de vainas [18]. Actualmente registra una exportación anual 

de 300 kg a más de 10 países [18]. En el estudio financiero realizado por Rosenfeld-Molina 

(2017) de un proyecto de producción y exportación al mercado alemán por parte de la 

empresa, se encontró que este es viable y económicamente rentable. Por la alta demanda del 

producto dentro del mercado alemán y el déficit estimado en el cumplimiento de la misma, 
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se calcula que este tipo de proyectos podría contar con un periodo de recuperación de la 

inversión de 2 años y una Tasa Interna de Retorno del 77.13% [19]. En cuanto a la Amazonía, 

la vainilla se proyecta como una alternativa de sustento para los pueblos Kichwas. De hecho, 

actualmente se la conoce como el nuevo “oro verde” de la Amazonía [20]. Cada vez más 

agricultores están optando por incluir este rubro como parte de sus chagras. En Tena ya se 

han identificado 57 productores vainilleros como parte de la Asociación Kallari [21]. Aunque 

la vainilla aún representa únicamente el 10% de los ingresos de la Asociación, ya se exporta 

vainas secas a un precio de $500 por kg [20]. Es así que a pesar del reciente inicio en el cultivo 

de vainilla en el país, este ya está generando desarrollo económico. 

1.1.1.3. Importancia socioambiental 

Los primeros registros de uso de la vainilla se extienden al año 1427 por parte de los aztecas. 

En esa época se la utilizaba en preparaciones de chocolate y para fines medicinales [22]. 

Posteriormente fue cultivada por la civilización totonaca, para quienes no solo se convirtió en 

su principal cultivo comercial si no en un agente de prosperidad [23].  Para esta civilización, la 

vainilla se trataba de una planta sagrada y objeto de reverencioso culto [24]. Se conoce 

también su consumo por parte de la cultura maya. Sus usos en el periodo prehispánico, 

además de saborizante, incluyen medicina diurética, rituales, afrodisiaco, estimulador de 

apetito y facilitador de digestión [25]. En los pueblos Kichwa de la Amazonía ecuatoriana, 

donde apenas hace unas décadas se le empezó a dar uso, las mujeres son las encargadas de 

realizar la polinización manual de la planta. Es así que el cultivo representa una oportunidad 

de empoderar a la mujer [20]. Además, el hábito de crecimiento característico de la vainilla 

implica que esta se desarrolle en asociación a árboles autóctonos [20]. Por lo tanto, su cultivo 

no implica deforestación y es apto para ser acoplado en sistemas agroforestales como lo es la 

chagra. Este último es un sistema de cultivo ancestral Kichwa que tiene incidencias en la 

recuperación cultural y del suelo [26].  

1.1.2. Vanilla odorata 

Vanilla odorata C. Presl. es una especie silvestre de vainilla. Se encuentra altamente 

distribuida a lo largo de América tropical continental [2]. Se la ha registrado en Argentina, 

Belice, Bolivia, Brasil, Nicaragua, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guatemala, Guyana, 
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Honduras, México, Panamá, Perú, Surinam y Venezuela [27]. En Ecuador, se la ha reportado 

en la Amazonía, donde está siendo cultivada como parte de las chagras Kichwa [20]. V. odorata 

consta como especie en peligro de extinción dentro de la Lista Roja de Especies Amenazadas 

de la IUCN [28]. 

1.1.2.1. Descripción botánica 

Sus hojas se caracterizan por ser largas, acuminadas y estrechamente lanceoladas [2] aunque 

hay algunas poblaciones cuyas hojas son un poco más cortas y anchas [1]. En cuanto a la flor, 

los pétalos y sépalos van de color verde a amarillento, el labelo blanco amarillento, la garganta 

carece de tonos amarillos y los márgenes son lacerado - fimbriados [1]. Sus frutos son 

sincárpicos, en forma de cápsula [29] y fuertemente fragantes [2]. En la Figura 2 se observa la 

morfología de las diferentes partes de la planta. 

 

Figura 2.- Vanilla odorata. A) Hábito. B) Flor. C) Perianto disecado, aplanado. D) Vista lateral 

del labio y la columna. E) Vistas de columna, lateral y ventral. G) Casquete de antera y 

polinia. Fuente: [1] 



 5  
 

1.1.2.2. Importancia  

En México V. odorata se cultiva ocasionalmente como fuente de fragancia por el fuerte aroma 

de sus frutos [2]. Aun así, es una de las especies que ha recibido menos atención en cuanto a 

su potencial de cultivo y comercialización, dentro de la extensa variedad de especies de 

vainilla [30]. Se sabe que el mercado de la vainilla se centra en la especie comercial V. planifolia 

[31]. Sin embargo, investigaciones relacionadas a especies silvestres como V. odorata son 

trascendentales para la diversificación de dicho mercado [30]. Sus características genéticas la 

convierten en una de las especies del género que tolera rangos más extensos de altitud y 

temperatura [31]. Además, cuenta con características organolépticas prometedoras [30]. 

Como en todo producto, el contar con destacadas características organolépticas supone una 

combinación de color, sabor, textura y aroma agradable al consumidor [32]. Es así que esta 

especie cuenta con un potencial prometedor en la industria de la vainilla.  

1.1.3. Método tradicional de propagación de vainilla 

Debido a la escasa o nula capacidad de germinación de las semillas en la propagación sexual, 

la técnica de multiplicación más usada es la propagación asexual [33]. Esta consiste en la 

reproducción por esquejes obtenidos a partir de plantas madre. Dicho método, además de ser 

laborioso, conlleva un alto riesgo de contagio de enfermedades y debilitamiento de la planta 

madre [34]. Estos problemas implican una disminución en la producción de plantas [8]. De 

esta manera, el método tradicional no resuelve la gran demanda industrial que existe 

actualmente para la vainilla [35–37]. 

1.1.4. Condiciones de cultivo 

La planta crece en clima tropical cálido húmedo [38]. Las condiciones óptimas varían de una 

especie a otra. Para el caso particular de V. odorata, se la ha encontrado en un rango de altitud 

desde 0 hasta 2065 msnm y temperatura promedio anual de 16 a 33⁰C [31].  

Los cultivos de vainilla son altamente susceptibles a patógenos como Fusarium oxysporum, 

debido principalmente a los bajos niveles de variación genética ocasionados por su 

propagación vegetativa [39]. Consecuentemente, es necesario llevar a cabo un adecuado 

control fitosanitario como parte de las condiciones de cultivo. Los manuales de producción 
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recomiendan utilizar fungicidas como Carbendazim o Caldo Bordelés para prevenir y tratar 

este patógeno [38,40].  

1.1.5. Cultivo in vitro de tejidos vegetales 

El cultivo in vitro se refiere al cultivo de células vegetales, tejidos, órganos y plántulas en un 

medio artificial en condiciones ambientales asépticas y controladas [41]. Es así que permite la 

producción de plantas libres de enfermedades masivamente, en corto tiempo y en cualquier 

época del año [42]. De esta forma, se presenta como una alternativa para conseguir resultados 

rápidos y eficientes en la propagación de diversas especies de plantas [43]. Adicionalmente 

representa una alternativa de conservación importante al requerir cantidades limitadas de 

tejido como fuente de explante [8].   

1.1.5.1. Propagación de vainilla por técnicas in vitro 

El establecimiento y propagación in vitro de vainilla es necesaria para la producción a gran 

escala y la conservación de germoplasma [8]. Se ha reportado múltiples protocolos que 

permiten la micropropagación de V. planifolia por cultivos semisólidos [34,37,44–47], en 

donde el principal regulador de crecimiento utilizado ha sido la citoquinina Bencilaminopurina 

(BAP). Este tipo de sistemas ha mostrado resultados favorables. Lee-Espinosa y colaboradores 

(2008) obtuvieron hasta 18.5 brotes por yema axilar tras 12 semanas en medio de 

multiplicación. Con su metodología de micropropagación, estimaron que con un banco de 

vitro plantas debidamente establecido es posible producir de 100’000 a 150’000 plántulas al 

año por cada explante de planta madre [46]. Por su parte, el protocolo reportado por Ramos-

Castella et. al (2014) fue capaz de generar 5.80 brotes por explante tras 4 semanas en medio 

de multiplicación [47].  

1.2. Planteamiento del problema 

Hasta la fecha no existe ningún reporte publicado sobre un protocolo validado para la 

micropopagación de V. odorata. Esto se debe a la centralización que existe en el mercado 

actual por especies comerciales como V. planifolia.  Es así que la carencia en el desarrollo de 

tecnologías para V. odorata no solo representa un vacío en el conocimiento, si no que afecta 

a la diversificación del mercado de la vainilla. Ante la falta de un método alternativo de 

propagación, la multiplicación de esta especie se ve restringida al método tradicional por corte 
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de esquejes. El mismo, al presentar inconvenientes en cuanto a la calidad fitosanitaria de las 

plantas y su potencial productivo, afecta directamente al rendimiento de los cultivos de 

vainilla en las chagras de la Amazonía ecuatoriana. 

1.3. Justificación de la investigación 

Es urgente y necesario desarrollar herramientas que permitan a los productores sostener la 

creciente demanda de la vainilla en el mercado regional y global. Los beneficios que presenta 

el cultivo in vitro posibilitan esto, generando cultivos menos laboriosos y a la vez más 

sustentables y productivos. Habiendo sido exitoso en otras especies del mismo género, el 

cultivo in vitro se presenta como una alternativa viable para la propagación de V. odorata.  

La presente investigación es pionera en la generación de información hasta ahora ausente en 

la Amazonía ecuatoriana. Además, el trabajo se realizó para fomentar la cadena de valor de la 

vainilla en la Amazonía. Esto es, mediante el establecimiento de tecnologías que posibiliten 

producir mayor cantidad de plantas de calidad uniforme a escala comercial, lo cual incide 

directamente en la economía de este sector agrícola.  

1.4. Objetivos de la investigación 

General 

Establecer un protocolo de micropropagación de Vanilla odorata C. Presl. 

Específicos 

- Determinar un protocolo de desinfección eficiente para el establecimiento in vitro de 

V. odorata. 

- Evaluar el efecto de cuatro medios de cultivo en la multiplicación in vitro de V. odorata.  
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CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 

2.1. Localización del estudio 

La investigación se realizó en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento 

Nacional de Biotecnología de la Estación Experimental Santa Catalina del Instituto Nacional de 

Investigaciones Agropecuarias (INIAP).  La localización del sitio se especifica en la Tabla 1.  

Tabla 1. Ubicación del sitio experimental 

Provincia Pichincha 

Cantón Mejía 

Parroquia Cutuglagua 

Sitio Estación Experimental Santa Catalina 

(EESC) 

Altitud 3100  msnm 

Latitud  0° 22’ 8’’ S 

Longitud  78° 33’ 24’’ O 

Fuente: Estación Meteorológica Izobamba, ubicada en la EESC-ENIAP 

2.2. Condiciones de cultivo  

Las condiciones del invernadero en el que se establecieron las plantas se detallan en la 

Tabla 2. Las características del laboratorio en el que se desarrollaron los estudios 

experimentales de establecimiento y multiplicación del material vegetal se encuentran en 

la Tabla 3. 

Tabla 2. Condiciones de invernadero 

 Temperatura 

22±2°C Promedio 

14±1°C Máxima 

23±1°C Mínima 

 Humedad relativa 

40% Promedio 

30% Máxima 

60% Mínima 
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Tabla 3. Características del sitio experimental 

21±3°C Temperatura promedio 

16/8 horas luz Fotoperiodo 

65-70 μmol.m-2.s-1 Intensidad de luz 

20% Humedad relativa 

 

2.3. Metodología 

Los materiales utilizados para el desarrollo de la metodología se enlistan en el Anexo 1. 

2.3.1. Colecta de material 

Se colectaron plantas de V. odorata previamente identificadas por caracterización 

morfológica. Se seleccionó plantas de hasta dos meses de edad en el vivero del señor Francisco 

Cerda ubicado en la provincia de Napo, cantón Tena (10'49''S, 7750'5''O) (Anexo 2). En la 

misma locación se colectó sustrato para el trasplante. 

2.3.2. Establecimiento en invernadero  

Un día después de la colecta, las plantas se establecieron en el invernadero del INIAP 

localizado en la Estación Experimental Santa Catalina, provincia de Pichincha, cantón Mejía, 

parroquia Cutuglahua. Se las trasplantó a macetas individuales, adicionando el sustrato 

recolectado en Tena. El mismo, consistió en un suelo franco arenoso de pH 5.46 compuesto 

en un 71% de arena, 22% de limo y 7% de arcilla [48]. Se limpiaron las hojas y tallos con una 

solución jabonosa compuesta de agua corriente y jabón neutro. Se aplicó fertilizante 

(MARCHFOL 25.16.12) 1 g.L-1 a nivel de sustrato y fungicida (Carbendazim) 0.5% (v/v) de 

manera foliar. Las plantas se mantuvieron durante dos semanas para aclimatación en 

invernadero antes del inicio de los experimentos (Anexo 3), con las condiciones detalladas en 

la Tabla 2.  



 10  
 

2.3.3. Fase de establecimiento in vitro 

2.3.3.1. Diseño experimental y procesamiento estadístico 

La unidad experimental estuvo conformada por un tubo de ensayo con 5 mL de medio de 

cultivo y un explante. Los explantes consistieron en yemas axilares de hasta 5 mm de diámetro 

y 20 mm de largo provenientes del primero al cuarto nudo de plantas establecidas en 

invernadero (Anexos 4A y 4B).  

Se utilizó un Diseño Completamente al Azar (DCA) y se efectuaron 30 observaciones por cada 

tratamiento.  Los datos se procesaron estadísticamente con el software R versión 4.1.0 [49]. 

Se utilizó la prueba exacta de Fisher con tabla de 2x2. El nivel de significancia estadística alfa 

utilizado fue de 0.05. 

2.3.3.2. Tratamientos 

Se evaluaron dos protocolos de desinfección: 

- Protocolo de desinfección 1 (PD1). Modificado de (Lee-Espinosa et al., 2008) [46]. Los 

explantes se cepillaron en una solución jabonosa compuesta de agua corriente y jabón 

neutro, y se enjuagaron en agua corriente. Se escindieron raíces aéreas y hojas y se 

dividió el explante por cada yema. Las yemas se llevaron a agitación en 100 mL de agua 

destilada con 1 gota de Tween 20 por 20 minutos. Para el enjuague, se las agitó en 

agua destilada por 10 minutos. Posteriormente se agitó en fungicida (Carbendazim 

Carbenpac®500 al 0.5 % y Sulfato de cobre pentahidratado al 0.5%) durante 1 hora. En 

cámara de flujo se expuso a los explantes a etanol 70% por 30 segundos seguido de 

concentraciones sucesivas de hipoclorito de sodio: 1% + 5 gotas de Tween 20 por 20 

minutos, 0.5% por 10 minutos y 0.1 % por 2 minutos respectivamente. Finalmente se 

llevó a cabo 4 enjuagues con agua destilada estéril que contenía 150 mg.L-1 de ácido 

cítrico y 100 mg.L-1 de ácido ascórbico. 

- Protocolo de desinfección 2 (PD2). Modificado de (Sharma & Bora, 2017) [50]. Los 

explantes se cepillaron en una solución jabonosa compuesta de agua corriente y jabón 

neutro, y se enjuagaron en agua corriente. Se escindieron raíces aéreas y hojas y se 

dividió el explante por cada yema. Posteriormente se agitó en fungicida (Carbendazim 

Carbenpac®500 al 0.5 % y Sulfato de cobre pentahidratado al 0.5%) durante 1 hora. En 
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cámara de flujo los explantes se expusieron a etanol 70% por 30 segundos seguido de 

concentraciones sucesivas de hipoclorito de sodio: 3.8% + 5 gotas de Tween 20 por 1 

hora y 1.925% por 30 minutos respectivamente. Finalmente se llevó a cabo 4 

enjuagues con agua destilada estéril que contenía 150 mg.L-1 de ácido cítrico y 100 

mg.L-1 de ácido ascórbico.  

Los explantes provenientes de ambos protocolos de desinfección se cultivaron en medio 

Murashige y Skoog (MS) con 2.15 mg.L-1 de BAP, 35 mg.L-1 de clorhidrato de L-cisteína, 30 g.L-

1 de sacarosa, 2 g.L-1 de carbón activado, 2.2 g.L-1 de Gelrite™ y pH ajustado de 5.8. Modificado 

de [47]. Las unidades experimentales se mantuvieron en el cuarto de cultivo con las 

condiciones detalladas en la Tabla 3 durante 60 días. En el día 30 se llevó a cabo un subcultivo 

en el mismo medio descrito anteriormente.  

El proceso de establecimiento in vitro se encuentra esquematizado en el Anexo 5. 

2.3.3.3. Variables evaluadas 

A los 30 días de cultivo se evaluaron las siguientes variables: 

- Porcentaje de contaminación con hongos (%): se registró visualmente la presencia o 

ausencia de hongos. Se realizó una relación porcentual entre el número de explantes 

sembrados y el número de explantes contaminados con hongos. 

- Porcentaje de contaminación con bacterias (%): se registró visualmente la presencia o 

ausencia de bacterias. Se realizó una relación porcentual entre el número de explantes 

sembrados y el número de explantes contaminados con bacterias. 

- Porcentaje de contaminación mixta (%): se registró visualmente la presencia o 

ausencia de hongos y bacterias. Se realizó una relación porcentual entre el número de 

explantes sembrados y el número de explantes contaminados con hongos y bacterias. 

- Porcentaje de oxidación (%): se registró visualmente la cantidad de explantes oxidados 

por unidad experimental. Se realizó una relación porcentual entre el número de 

explantes sembrados y el número de explantes oxidados. 

- Tasa total de sobrevivencia: Se realizó una relación entre el número de explantes 

sembrados y el número de explantes sin contaminación ni oxidación. 



 12  
 

- Porcentaje de brotación (%): se registró visualmente la cantidad de yemas brotadas 

por unidad experimental. Se realizó una relación porcentual entre el número de 

explantes sembrados y el número de explantes brotados. 

- Porcentaje de enraizamiento (%): se registró visualmente la cantidad de raíces por 

unidad experimental. Se realizó una relación porcentual entre el número de explantes 

sembrados y el número de explantes enraizados. 

2.3.4. Fase de multiplicación 

2.3.4.1. Diseño experimental y procesamiento estadístico 

La unidad experimental estuvo conformada por un frasco de vidrio con 15 mL de medio de 

cultivo y 1 explante. Los explantes consistieron en yemas axilares de hasta 5 mm de diámetro 

y 15 mm de largo provenientes de plantas establecidas in vitro en la fase anterior (Anexo 4C). 

Se utilizó un Diseño Completamente al Azar (DCA) y se efectuaron 10 observaciones por 

cada tratamiento. Los datos se procesaron estadísticamente con el software R versión 4.1.0 

[49]. La normalidad y la homogeneidad de la varianza se evaluaron mediante las pruebas de 

Shapiro y Levene respectivamente. Para los datos en escala de razón se realizó un test de 

Kruskal Wallis seguido de un Test de Mann-Whitney entre cada par de grupos con corrección 

de significancia. Para los datos en escala ordinal se realizó una prueba exacta de Fisher. El 

nivel de significancia estadística alfa utilizado fue de 0.05. 

2.3.4.2. Tratamientos 

Se evaluaron cuatro medios de cultivo: 

- Medio control: Modificado de (Ramos-Castellá, Iglesias-Andreu, Bello-Bello & Lee-

Espinosa, 2014) [47]. Medio MS suplementado con 150 mg.L-1 de ácido ascórbico, 35 

mg.L-1 de clorhidrato de cisteína, 30 g.L-1 de sacarosa, 100 mL.L-1 de agua de coco, 2.2 

g.L-1 de Gelrite™ y pH ajustado a 5.8.  

- Medio 1: Modificado de (Ramos-Castellá, Iglesias-Andreu, Bello-Bello & Lee-Espinosa, 

2014) [47]. Medio MS suplementado con 1 mg.L-1 de BAP, 150 mg.L-1 de ácido 

ascórbico, 35 mg.L-1 de clorhidrato de cisteína, 30 g.L-1 de sacarosa, 100 mL.L-1 de agua 

de coco, 2.2 g.L-1 de Gelrite™ y pH ajustado a 5.8. 
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- Medio 2: Reportado en (Ramos-Castellá, Iglesias-Andreu, Bello-Bello & Lee-Espinosa, 

2014) [47]. Medio MS suplementado con 2.15 mg.L-1 de BAP, 150 mg.L-1 de ácido 

ascórbico, 35 mg.L-1 de clorhidrato de cisteína, 30 g.L-1 de sacarosa, 100 mL.L-1 de agua 

de coco, 2.2 g.L-1 de Gelrite™ y pH ajustado a 5.8.  

- Medio 3: Modificado de (Ramos-Castellá, Iglesias-Andreu, Bello-Bello & Lee-Espinosa, 

2014) [47]. Medio MS suplementado con 3 mg.L-1 de BAP, 150 mg.L-1 de ácido 

ascórbico, 35 mg.L-1 de clorhidrato de cisteína, 30 g.L-1 de sacarosa, 100 mL.L-1 de agua 

de coco, 2.2 g.L-1 de Gelrite™ y pH ajustado a 5.8.  

Las unidades experimentales se mantuvieron en el cuarto de cultivo (Anexo 6) con las 

condiciones detalladas en la Tabla 3 durante 60 días. En el día 30 se llevó a cabo un subcultivo 

en medio sin agua de coco bajo las mismas concentraciones de reguladores de crecimiento 

detalladas anteriormente. 

2.3.4.3. Variables evaluadas 

A los 30 y 60 días de cultivo se evaluaron las siguientes variables: 

- Índice de multiplicación: Se estableció la relación entre el número de brotes viables y 

la cantidad de explantes iniciales, obteniendo así el número de brotes producidos por 

cada explante sembrado. 

- Número de raíces: Se contabilizó las raíces por cada unidad experimental. 

- Longitud de brotes (cm): Se midieron los brotes desde la base hasta la punta.  

- Ancho de brotes (cm): Se midió el diámetro de los brotes en su región más ancha. 

- Porcentaje de oxidación (%): se registró visualmente la cantidad de explantes oxidados 

por unidad experimental. Se realizó una relación porcentual entre el número de 

explantes sembrados y el número de explantes oxidados. 
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CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS 

3.1. Fase de establecimiento in vitro 

Los protocolos evaluados permitieron establecer in vitro plantas de V. odorata (Figura 3). 

 

Figura 3.- V. odorata establecida in vitro y su crecimiento 

En la Figura 4 y el Anexo 7 se detalla el desempeño de los dos protocolos de desinfección en 

las variables evaluadas. 

 

Figura 4.- Representación de las variables de estudio ante los dos protocolos de desinfección 

evaluados. Los asteriscos (*) indican las variables en las que se encontró diferencias 

estadísticamente significativas entre protocolos (P < 0.05).  
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Se detectó contaminación microbiana mediante síntomas visibles ocasionados en el medio de 

cultivo (Anexo 8). En cuanto a la contaminación por hongos, fue identificada por la presencia 

de colonias de aspecto algodonoso de colores blanco, verde, anaranjado y negro. Esta fue 

registrada en un 3.12% de los explantes desinfectados con PD1 y un 18.75% de aquellos 

tratados con PD2, no presentándose diferencias estadísticamente significativas entre sí. Por 

su parte, la contaminación por bacterias fue registrada a través de colonias traslúcidas u 

opacas de color blanco, amarillo y rojo. Esta se presentó en 71.88% y 21.88% de los explantes 

tratados con PD1 y PD2, respectivamente. En esta variable se encontró diferencias 

estadísticamente significativas entre protocolos, indicando que PD2 fue más efectivo en evitar 

la contaminación bacteriana. De manera similar, PD2 minimizó la contaminación mixta. La 

misma se evidenció en un 18.75% para PD1 mientras que no se la encontró en PD2. En 

definitiva, de manera general PD2 se desempeñó mejor evitando la contaminación. Mientras 

que el 93.75% de los explantes tratados con PD1 presentaron algún tipo de contaminación, 

para PD2 el porcentaje de contaminación total encontrado fue 40.62%. Por otro lado, los 

protocolos no mostraron diferencias significativas entre sí en cuanto a oxidación. Esta 

característica fue encontrada en un 9.38% de los explantes tratados con PD1 y en un 0% de 

aquellos tratados con PD2.  

PD2 también posibilitó más sobrevivencia. De hecho, con este protocolo se obtuvo una 

sobrevivencia de 59.38% mientras que con PD1 fue de 6.25%. Lo mismo ocurrió con el 

enraizamiento y la brotación, para los cuales se tuvo valores de 71.88% y 75% con PD2. Dichos 

porcentajes resultaron significativamente mayores a los obtenidos con PD1 para las mismas 

variables, siendo estos de 31.25% y 28.12% respectivamente.  

3.2. Fase de multiplicación 

La metodología aplicada permitió multiplicar explantes de V. odorata (Anexos 9 y 10).  La Tabla 

4 describe el desempeño de los 4 medios de cultivo para las variables evaluadas. 
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Tabla 4.- Promedios y pruebas de significancia para las variables de estudio ante los cuatro 

medios de cultivo a los 60 días. 

Medio Índice de 

multiplicación 

Longitud de 

brote (cm) 

Ancho de 

brote (cm) 

Número 

de raíces 

Oxidación 

(%) 

 (1)* (1) (1) (1)* (2)* 

Control 0,73 b 0,91 0,27 1,45 a 45,45 a 

1 mg.L-1 BAP  2,00 b 1,04 0,32 0,82 ab 27,27 ab 

2 mg.L-1 BAP 4,00 a 0,86 0,31 0,55 bc 0,00 b 

3 mg.L-1 BAP 3,55 a 0,81 0,25 0,36 c 0,00 b 

(1) Test de Kruskal – Wallis 

(2) Test de Fisher 

Los asteriscos (*) indican las variables que presentaron diferencias estadísticamente 

significativas entre tratamientos. Las letras indican cuáles son los tratamientos entre los 

cuales se encontró diferencias. 

3.2.1. Índice de multiplicación 

Se demostró que la producción de brotes tuvo diferencias entre los medios de cultivo 

evaluados (Figura 5). Los medios con 2.15 y 3 mg.L-1 de BAP permitieron la mayor producción 

de brotes y no presentan diferencias estadísticamente significativas entre sí. En los mismos se 

encontró índices de multiplicación de 4 y 3.55 respectivamente a los 60 días de cultivo. En 

contraste, ambos se diferencian estadísticamente a los medios control y con 1 mg.L-1 (Figura 

6). Estos últimos presentan índices de multiplicación de 0.73 y 2, respectivamente. De esta 

manera, la concentración de BAP en el medio y la producción de brotes se relacionan de 

manera directamente proporcional. Esta relación se mantiene a lo largo del período de 

evaluación (Figura 7). De hecho, tras finalizar los 60 días de evaluación la tendencia de 

aceleración en la producción de brotes se mantuvo y en el día 75 se observó que los explantes 

del medio con 2.15 mg.L-1 de BAP alcanzaron un índice de 7.8. Sin embargo, es importante 

notar que dicha aceleración en la tendencia se tuvo únicamente a partir de los 30 días en todos 

los medios de cultivo. Este suceso coincide con el subcultivo realizado en medio sin agua de 

coco.  
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Figura 5.- Vitro plantas de V. odorata de 2 meses de crecimiento en medio de multiplicación. 

A) Medio con 3 mg.L-1 de BAP. B) Medio con 2,15 mg.L-1 de BAP. C) Medio con 1 mg.L-1 de 

BAP. D) Medio sin hormonas 

 

Figura 6.- Índice de multiplicación para cada uno de los medios evaluados a los 60 días de 

cultivo. Las letras indican cuáles son los tratamientos entre los cuales se encontró 

diferencias estadísticamente significativas. 
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Figura 7.- Índice de multiplicación para cada uno de los tratamientos evaluados a lo largo del 

tiempo. 

3.2.2. Dimensiones de los brotes 

La concentración de regulador de crecimiento en el medio no afectó a las dimensiones 

(longitud y ancho) de los brotes producidos. En estas variables, ninguno de los medios 

presentó diferencias estadísticamente significativas entre sí (Tabla 4). En promedio, los brotes 

producidos a los 60 días de cultivo tuvieron dimensiones de 0,91 cm de longitud y 0,29 cm de 

ancho. 

3.2.3. Número de raíces 

El medio con la concentración más alta de BAP y aquel sin presencia de la misma tienen 

diferencias significativas entre sí en cuanto a la producción de raíces (Figura 8). Es decir, 

mientras que las vitro plantas que crecieron en medio con 3 mg.L-1 de BAP generaron en 

promedio 0.36 raíces, aquellas del medio control produjeron 1.45.  En la Figura 9A se muestra 

una vitro planta sembrada en medio con 2,15 mg.L-1 de BAP, la cual no cuenta con raíces. Esto 

contrasta a lo observado en la Figura 9B, con una vitro planta sembrada en medio con una 

menor concentración de BAP (1 mg.L-1) y que presenta una pronunciada raíz. Por lo tanto, la 



 19  
 

relación entre la concentración de BAP y la presencia de raíces es inversamente proporcional, 

contrario a lo obtenido con la producción de brotes. 

 

Figura 8.- Cantidad de raíces por explante sembrado, para cada uno de los medios 

evaluados a los 60 días de cultivo. Las letras indican cuáles son los medios entre los 

cuales se encontró diferencias estadísticamente significativas. 

 

Figura 9.- Vitro plantas de V. odorata de 2 meses de crecimiento en medio de multiplicación. 

A) Medio con 2,15 mg.L-1 de BAP. B) Medio con 1 mg.L-1 de BAP.  
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3.2.4. Oxidación 

La oxidación (Figura 10) se presentó únicamente en los explantes sembrados en los medios 

control y a 1 mg.L-1. En los mismos, se la encontró en niveles de 27.27% y 45.45% 

respectivamente. De hecho, la oxidación registrada para el medio control es estadísticamente 

significativa en relación a los demás tratamientos (Tabla 4).   

 

 

Figura 10.- Explantes de V. odorata oxidados tras 60 días en medio de multiplicación control 

y a 1 mg.L-1. 
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CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Fase de establecimiento in vitro 

PD2 se desempeñó de mejor manera en la eliminación de contaminación microbiana, tanto 

para colonización bacteriana como mixta. Los factores que diferenciaron a este protocolo en 

relación a PD1 fueron las mayores concentraciones y tiempos de exposición a hipoclorito de 

sodio. Así, es evidente que este producto fue determinante para alcanzar una mejor 

desinfección. El hipoclorito de sodio es un desinfectante efectivo contra todo tipo de 

bacterias, hongos y virus [51]. Ejerce su acción a través de la oxidación irreversible de 

proteínas, aminoácidos y péptidos microbianos [52].  Así mismo, por su alto pH es capaz de 

interferir en la integridad de la membrana celular [52,53]. También se ha demostrado que la 

exposición al mismo afecta de manera negativa al ADN microbiano [52,54]. En definitiva, es 

un producto que cuenta con múltiples vías para ejercer su efecto desinfectante. Actualmente 

es uno de los agentes más utilizados en el cultivo in vitro [55]. De hecho, su uso ha sido 

recomendado para la desinfección de explantes nodales de vainilla por su alta efectividad, 

mínima toxicidad para el operador y bajo costo [56]. 

En cuanto a oxidación, ninguno de los protocolos de desinfección evaluados contó con niveles 

significativos. Esto pudo deberse al uso de ácido cítrico y ácido ascórbico en el último enjuague 

de los explantes como parte de ambos protocolos de desinfección, así como la adición de 

carbón activado al medio de cultivo. Mientras el ácido cítrico y el ácido ascórbico tienen acción 

antioxidante, el carbón activado actúa como un adsorbente capaz de remover compuestos 

fenólicos que pueden deteriorar al explante [57]. Cabe recalcar que la exposición de cloro a 

altas concentraciones tiende a afectar negativamente a la viabilidad del tejido vegetal [55]. 

Sin embargo, las mayores concentraciones de cloro utilizadas en PD2 fueron lo 

suficientemente altas para aumentar la efectividad sin alcanzar niveles que ocasionaran 

pérdida de explantes por oxidación. De esta manera, la sobrevivencia se vio optimizada.  

Por otro lado, la mayor sobrevivencia alcanzada con PD2 implica que una mayor cantidad de 

vitro plantas puedan desarrollarse. Por consiguiente, se alcanzó mayores niveles de brotación 

y enraizamiento con este protocolo. 
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4.2. Fase de multiplicación  

4.2.1. Índice de multiplicación 

Se evidenció una relación directamente proporcional entre la concentración de BAP y el índice 

de multiplicación. Las citoquininas como el BAP se caracterizan por su capacidad de inducción 

de la división celular, la liberación de la dormancia en los brotes laterales y a menudo la 

formación de brotes adventicios [58]. Es así que el BAP se posiciona como el principal actor 

para la proliferación de brotes en el cultivo in vitro, y su presencia en concentraciones óptimas 

permite la producción de múltiples brotes [50].  

El índice de multiplicación de 4 obtenido para el medio con 2,15 mg.L-1 es menor a los 

resultados de (Ayele, Tefera & Bantte, 2017) [37] y (Ramos-Castellá, Iglesias-Andreu, Bello-

Bello & Lee-Espinosa, 2014) [47], quienes reportan índices de 5,33 y 5,80 para la multiplicación 

de yemas axilares de V. planifolia en medios semisólidos. Además, en los mencionados 

reportes se obtuvieron dichos valores en un periodo de alrededor de 30 días en contraste a 

los 60 días de evaluación que se tuvo en el presente estudio. Al respecto, es importante 

considerar que durante los 30 días iniciales de evaluación únicamente se tuvo la producción 

de un brote por explante en promedio en todos los medios de cultivo (Figura 7). A partir del 

subcultivo en medio sin agua de coco la tendencia de proliferación comienza a cambiar, y es 

apenas desde este punto donde empieza a evidenciarse multiplicación propiamente dicha. 

Estos resultados indican que la inclusión de agua de coco como parte del medio de cultivo 

tuvo un impacto negativo durante los primeros 30 días en la producción de brotes.  

El agua o endospermio líquido del coco se ha usado ampliamente en la industria de cultivo de 

tejidos vegetales como un aditivo promotor del crecimiento [59], incluso en la propagación 

masiva de diferentes especies de orquídeas [60]. Es una mezcla compleja de agua y múltiples 

sustancias nutricionales y/o hormonales, las cuales incluyen azúcares, iones orgánicos, 

vitaminas, lípidos aminoácidos, compuestos nitrogenados, ácidos orgánicos, enzimas y 

fitohormonas (auxinas y citoquininas) [59].  Su contenido en difenil urea también es valorado 

en el cultivo de tejidos vegetales, por la propiedad que tiene este compuesto de exhibir 

respuestas parecidas a las citoquininas [61]. Considerando esto y su contenido de 

fitohormonas, queda claro que el agua de coco aporta con factores de crecimiento adicionales 
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a los agregados en el medio de cultivo (exógenos) y a los que se encuentran propiamente en 

la vitro planta (endógenos). Es así que este agente podría contribuir a que la concentración de 

factores de crecimiento presentes en el medio sobrepasen el umbral óptimo, teniendo así un 

efecto inhibitorio [62]. Adicionalmente, existen factores de dormancia como el ácido abcísico 

que forman parte del agua de coco y podrían causar inhibición en el crecimiento in vitro [61]. 

Esta inhibición en el crecimiento generada por el agua de coco se ha reportado anteriormente 

en la micropropagación de orquídeas. En una evaluación del efecto de diferentes aditivos para 

el cultivo in vitro de Phalaenopsis, se encontró que la inclusión de agua de coco en el medio 

redujo el crecimiento y la sobrevivencia de las plantas [62]. En dicha investigación se reportó 

un medio de cultivo que permite la producción de plantas de 5 cm con sobreviencia de 100% 

a los 4 meses de cultivo. Al adicionar agua de coco al 10% en el medio de cultivo, la altura de 

las plantas se redujo a 3.16 cm y la sobrevivencia a 70% durante el mismo periodo de tiempo. 

Así mismo, con agua de coco al 20% en el medio, se obtuvieron plantas de 1.66 cm y 

sobrevivencia del 30%. Resultados similares fueron obtenidos en una investigación del efecto 

de ácido naftalénico (NAA) y agua de coco en el crecimiento de Paraphalaeonopsis 

serpentilingua [63]. En dicho estudio se encontró que la combinación NAA a 0.5 ppm y agua 

de coco a 7.5% permitió optimizar la cantidad de brotes producidos. Al aumentar las 

concentraciones de NAA y agua de coco a 1.5 ppm y 10% respectivamente se optimizó el 

tiempo de emergencia de la primera yema axilar, pero la cantidad de brotes producidos 

disminuyó de 11 a 1. Los autores comentan la importancia de determinar la proporción 

adecuada entre las hormonas exógenas (tanto las adicionadas directamente como las 

contenidas en el agua de coco) y endógenas, para que la multiplicación se lleve a cabo de 

manera adecuada.  

4.2.2. Dimensiones de los brotes 

Las dimensiones de brote de 0.91 cm de longitud y 0.29 cm de ancho a los 60 días de cultivo, 

fueron menores a las reportadas para V. planifolia. (Ramos-Castellá, Iglesias-Andreu, Bello-

Bello & Lee-Espinosa, 2014) [47], quienes utilizaron la misma composición de medio de cultivo 

que en el presente estudio, obtuvieron brotes de 1.05 cm de longitud y 0.51 cm de ancho a 
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los 30 días de cultivo. Al igual que con el índice de multiplicación, el tamaño de brote obtenido 

indica que aún se puede optimizar la composición del medio de cultivo.  

Los resultados encontrados no representaron evidencia suficiente para sugerir que la 

concentración de BAP afecta a las dimensiones de los brotes producidos en las vitro plantas 

de V. odorata.  Esto contrasta a lo reportado en bibliografía, que detalla la relación entre los 

factores de crecimiento en el medio y la elongación del brote [64]. Se ha reportado que la 

concentración de BAP afecta directamente a las dimensiones de brotes de vitro plantas de 

diversas especies comerciales, como uva [65], parra [66] y banana [67]. Este comportamiento 

también se ha encontrado en V. planifolia [37,68,69]. Sin embargo, es común que los efectos 

de los factores de crecimiento varíen de una especie a otra [70]. 

4.2.3. Número de raíces 

Se evidenció una relación inversamente proporcional entre la concentración de BAP y la 

presencia de raíces. Este comportamiento podría ser resultado del control ejercido por el 

balance auxinas – citoquininas en el tejido vegetal. Ambas sustancias son requeridas 

sinérgicamente para inducir la división celular y el crecimiento [71]. Por lo consiguiente, sus 

niveles en el medio de cultivo deben estar cuidadosamente balanceados y controlados para 

un adecuado desarrollo de la planta [58]. Skoog y Miller (1957) plantearon un modelo que 

explica la incidencia de ambas, de forma antagonista, en la formación de brotes y raíces [72]. 

Es decir, a menor concentración de auxinas que de citoquininas, se induce la proliferación de 

brotes. Por el contrario, concentraciones de auxinas que predominan ante los niveles de 

citoquininas se traducen en la formación de raíces. Se presume que en los medios de cultivo 

con mayor cantidad de BAP (a 3 y 2,15 mg.L-1) los niveles de citoquinina superaron la 

concentración de auxinas endógenas, lo que favoreció a la brotación. En contraste, en aquellos 

medios con menor concentración de BAP, la predominancia de auxinas desencadenó la 

producción de raíces. De esta manera, los resultados obtenidos en la presente investigación 

concuerdan con el modelo clásico de morfogénesis de raíces y brotes a partir de la relación 

auxinas/citoquininas. Aunque existen excepciones al mencionado modelo, dicho 

comportamiento ha sido corroborado en múltiples especies de plantas, incluyendo el grupo 

de las orquídeas [73–76].  
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4.2.4. Oxidación 

La presencia de oxidación en los medios con menor o nula concentración de BAP, sugiere que 

en dichos grupos existió un desbalance hormonal. Se ha establecido que si los diferentes tipos, 

combinaciones y concentraciones de factores de crecimiento en el medio no se encuentran 

balanceados se presenta estrés oxidativo en la planta, lo cual se traduce en oscurecimiento 

[57]. Por otro lado, la ausencia de oxidación en medios de cultivo con mayores 

concentraciones de BAP sugiere que dicho factor de crecimiento pudo haber ejercido un 

efecto protector ante el oscurecimiento de las vitro plantas. Se ha demostrado que 

citoquininas como el BAP tienen un efecto antisenescencia y antioxidante [77–79]. 

4.3. Perspectivas 

Los resultados reportados marcan un inicio en la micropropagación de V. odorata. Más allá de 

los medios de cultivo semisólidos utilizados en el presente estudio, existen métodos que 

permiten optimizar la brotación de las plantas in vitro. Entre estas tecnologías destacan los 

Sistemas de Inmersión Temporal (SITs). Las ventajas que representan el uso de estos sistemas 

incluyen la automatización del proceso, el contacto incrementado de los explantes con el 

medio nutritivo, la reducción de costos asociados a medios sólidos y el control de la 

hiperhidricidad, lo cual en su defecto reduce el estrés mecánico en los cultivos vegetales [80]. 

Estos han probado ser útiles para la micropropagación de diversas especies útiles, incluyendo 

a V. planifolia.  [47,81]. En esta última, se ha reportado que la micropropagación con SITs 

puede llegar a duplicar el índice de multiplicación obtenido con medios semisólidos [47]. Una 

vez que se conoce la composición adecuada para el desarrollo de V. odorata en medio de 

cultivo semisólido, es prometedor evaluarla en sistemas como los SITs. 

Además de sus implicaciones en la productividad del cultivo, la micropropagación de las 

diferentes especies de vainilla representa una alternativa efectiva para su mantenimiento en 

bancos genéticos in vitro [82]. En este sentido, es importante caracterizar genéticamente el 

material establecido. Al entender la diversidad genética existente, es posible proponer 

estrategias de conservación efectivas [83]. Además, conocer el germoplasma de las especies 

silvestres de vainilla abre nuevas posibilidades en el mejoramiento de los cultivares 

comerciales [84], cuya falta de variabilidad genética tiene un impacto negativo en su 
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tolerancia a cambios de temperatura y enfermedades [33]. En definitiva, el reporte de un 

protocolo para el establecimiento y multiplicación in vitro de V. odorata abre la puerta a un 

sinnúmero de investigaciones venideras.  
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. Conclusiones 

Las metodologías evaluadas permitieron establecer y multiplicar vitro plantas de V. odorata 

en medios de cultivo semisólidos.  

En la fase de establecimiento in vitro, PD2 fue el protocolo más eficiente para la desinfección 

de los explantes por tener las mayores concentraciones y tiempos de exposición a hipoclorito 

de sodio. Esto repercutió en la disminución de la contaminación y la optimización de la 

sobrevivencia observada en este protocolo. 

Por su parte, en la fase de multiplicación se estableció que los medios de cultivo con 2.15 y 3 

mg.L-1 de BAP favorecieron la brotación de V. odorata a la vez que minimizaron el 

enraizamiento y la oxidación de las vitro plantas. Los índices de multiplicación obtenidos son 

menores a los reportados en bibliografía para la especie V. planifolia. En el presente estudio 

la multiplicación empezó de manera tardía, a los 30 días de cultivo. Esto incidió en el número 

de brotes registrados y pudo deberse a la presencia de agua de coco en el medio durante el 

primer mes. En definitiva, la conservación de una relación óptima entre auxinas y citoquininas 

en el medio de cultivo es crucial para el adecuado desarrollo de las vitro plantas.  

5.2. Recomendaciones 

Se recomienda probar otros agentes desinfectantes en PD2 y/o diferentes concentraciones de 

los mismos para reducir la contaminación por hongos.  

En cuanto a la multiplicación, se recomienda realizar ensayos a diferentes concentraciones de 

agua de coco en el medio de cultivo para valorar si es posible optimizar la brotación.  

En futuros estudios se recomienda aplicar otros sistemas de cultivo, como lo son los Sistemas 

de Inmersión Temporal (SITs), que posiblemente permitan acrecentar el índice de 

multiplicación alcanzado.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1.- Lista de materiales  

Insumos 

Barra magnética Jarras plásticas graduadas  
Bisturís Jeringas 5 y 10 ml 
Frascos de vidrio de 100 y 200 ml con tapa Lámpara de alcohol 
Cinta indicadora Autoclave Mandil y traje de enfermero 

Rolopac Mango de bisturí 
Erlenmeyers varios volúmenes Papel aluminio 

Espátulas Papel toalla  
Fósforos Papel toalla absorbente  
Fundas plásticas Papel servilleta 

Guantes  Parafilm 

Mascarillas Pinzas anatómicas  
Probetas de varios volúmenes Tijera de podar 

Reactivos 

MS sin vitaminas Tween 20 
Sucrosa Carbendazim 
Gelrite (Phytagel) Hipoclorito de sodio 
Hidóxido de sodio Ácido ascórbico 
Ácido clorhídrico Ácido cítrico monohidratado 
Clorhidrato de cisteína Nafthalaceticacid (NAA) 
Carbón activado 6-Bencilaminopurina (BAP) 
Agua de coco Etanol 70% 

Equipos 

Agitador magnético Dispensador de medio 
Agitador orbital Estanterías con lámparas 
Autoclave horizontal Estufa 
Autoclave tipo olla Incubadora 
Balanza de precisión Microondas 
Cámara flujo laminar simple pH-metro 
Cámara flujo laminar doble Pipetas 
Destilador de agua Refrigeradora 
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Anexo 2.- Sitio de colecta 

 

 

Anexo 3.- Plantas V. odorata establecidas en invernadero 
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Anexo 4.- Material vegetal utilizado para el establecimiento in vitro. A) Porción de 4 yemas 

axilares escindida de la planta en invernadero. B) Yema axilar de la planta en invernadero. C) 

Yemas axilares de planta establecida in vitro.  
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Anexo 5.- Proceso de introducción in vitro. A) Colecta del explante. B) Desinfección. C) 

Disección del explante. D) Siembra y evaluación. 

 

Anexo 6.- Cuarto de cultivo 
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Anexo 7.- Porcentajes y pruebas de significancia para las variables de estudio ante los dos 

protocolos de desinfección evaluados.  

 Contaminación por hongos (%) P valor * 

Protocolo 1 3,12 0,10 

Protocolo 2 18,75  

 Contaminación por bacterias (%)  

Protocolo 1 71,88 0,00 

Protocolo 2 21,88  

 Contaminación mixta (%)  

Protocolo 1 18,75 0,02 

Protocolo 2 0,00  

 Contaminación total (%)  

Protocolo 1 93,75 0,00 

Protocolo 2 40,62  

 Oxidación (%)  

Protocolo 1 9,38 0,24 

Protocolo 2 0,00  

 Sobrevivencia (%)  

Protocolo 1 6,25 0,00 

Protocolo 2 59,38  

 Enraizamiento (%)  

Protocolo 1 31,25 0,00 

Protocolo 2 71,88  

 Brotación (%)  

Protocolo 1 28,12 0,00 

Protocolo 2 75,00  

*p-valor Test de Fisher 
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Anexo 8.- Problemas en el establecimiento in vitro. A) Contaminación por hongos. B) 

Contaminación mixta. C) Contaminación por bacterias. D) Oxidación. 

 

Anexo 9.- Micropropagación de V. odorata. 
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Anexo 10.- Brotación de V. odorata. A) Fotografía original. B) Conteo de brotes. 


