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RESUMEN

En el laboratorio de cultivo de tejidos del Departamento de Biotecnologia del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), Estacion Experimental Santa
Catalina (EESC); se desarroll6 un estudio para optimizar la micropropagacion de la
especie Vanilla odorata utilizando Sistemas de Inmersiébn Temporal. Se evaluaron
diferentes frecuencias de inmersién cada 4, 6 y 8 horas con una duracion de 2 minutos
cada una y voliumenes de 150, 200 y 250 mL. Se utilizaron como explantes 10 yemas
apicales de 2cm por frasco RITA® evaluados en 9 tratamientos. El medio de cultivo
compuesto de 4.3 g.L* de medio Murashigue y Skoog (MS) con 2.15 mg.L™* de BAP,
150 mg.L* de &cido ascérbico, 35 mg.L* de clorhidrato de L-cisteina, 30 g.L* de sucrosa
con pH ajustado a 5.8. Después de 45 dias se evalud el indice de multiplicacién,
longitud, didmetro y namero de hojas por brote, raices por vitro planta, volumen de
medio de cultivo consumido y porcentaje de oxidacion. El proceso de micropropagacion
se pudo optimizar de 60 a 45 dias, y de un indice de multiplicacion de 4 en medio
semisélido a 9.3 brotes en el tratamiento t7 con una frecuencia de 8 horas y volumen de
150mL.

Palabras clave: Vanilla odorata, Sistemas de Inmersibn Temporal, optimizacion,
micropropagacion
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ABSTRACT

In the tissue culture laboratory of the Biotechnology Department of the National Institute
of Agricultural Research (INIAP), Santa Catalina Experimental Station (EESC), a study
was carried out to optimize the micropropagation of the Vanilla odorata species using
Temporary Immersion Systems. Different immersion frequencies were evaluated every
4, 6 and 8 hours with a duration of 2 minutes each and volumes of 150, 200 and 250 mL.
Ten 2 cm apical buds per RITA® flask were used as explants and evaluated in 9
treatments. The culture medium composed of 4.3 g.L-1 Murashigue and Skoog (MS)
medium with 2.15 mg.L-1 BAP, 150 mg.L-1 ascorbic acid, 35 mg.L-1 L-cysteine
hydrochloride, 30 g.L-1 sucrose with pH adjusted to 5.8. After 45 days, the multiplication
rate, length, diameter and number of leaves per shoot, roots per vitro plant, volume of
culture medium consumed and percentage of oxidation were evaluated. The
micropropagation process could be optimized from 60 to 45 days, and from a
multiplication index of 4 in semisolid medium to 9.3 shoots in treatment t7 with a
frequency of 8 hours and volume of 150mL.

Key words: Vanilla odorata, Temporary Immersion Systems, optimization,
micropropagation.
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1. CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1Generalidades

La especie mas cultivada de “vainilla” a nivel mundial es Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews, siendo Madagascar el primer productor, seguido de Indonesia y México [1].
Esta planta es parte del grupo con mayor interés comercial debido a que sus frutos
contienen vainillina, un quimico de alto valor utilizado en la industria alimenticia,
cosmeética [2] y farmacéutica por sus cualidades antioxidante y antimicrobiano, entre
otras [1]. De hecho, la vainilla es la segunda de las tres especias mas costosas después
del azafran [3]. La vainillina es extraida de las vainas de algunas plantas aromaticas del
género Vanilla. Ademas, se cultiva en otros paises como Papua Nueva Guinea, China,
Turquia, Tonga, Uganda, Comoros e India. Finalmente, el mayor importador a nivel
mundial de vainilla es Estados Unidos [4,5].

La segunda especie de Vanilla mas cultivada a escala comercial es Vanilla x tahitensis
Moore [5]. Sin embargo, en los ultimos afios se ha prestado atencién a dos especies
adicionales: Vanilla pompona subsp. grandiflora (Lindl.), cuyos frutos grandes le otorgan
una mayor vigorosidad, aunque su extracto es de menor calidad [5]; y hibridos entre V.
planifolia que presentan buen crecimiento y resistencia a altas temperaturas y fusarium
[6]. V. x tahitensis Moore es un hibrido que surgié hace unos 500-600 afios [7], con una
genética en menor contribucién del polen de la especie Vanilla odorata C. Presl., lo que

tiene un gran impacto en su aroma y en la division de la vaina [5,8].

1.1.20rigen y taxonomia

Las orquideas u orquidaceas son una familia de monocotiledéneas que tuvieron su
primera divergencia a partir del ancestro comun de todos los otros miembros del Orden
Asparagales hace 112 millones de afos [9]. Hace 90 millones de afios comenzé la
divergencia hacia los diferentes linajes que componen Orchidaceae [10], siendo
Vanilloideae uno de los linajes més antiguos y con mayor diversidad (200 especies)
[11,12]. La divergencia de Vanilloideae empezé hace 84 millones de afos [10], después

de la subfamilia Apostasioideae (15 especies) que contiene 2 géneros Apostasia y



Neuwiedia. Esta Ultima representa las orquideas mas primitivas y presentan menor

cantidad de modificaciones de un ancestro pre-orquidea [13].

La familia Orchidaceae es una de las familias mas diversas y numerosas de plantas con
semilla, representando aproximadamente el 10% de todas las plantas con semilla [14].
Se han reportado alrededor de 30.000 especies en 800 géneros en todo el mundo, lo
que la convierte en una de las familias con mayor diversidad y cantidad de especies a
nivel global [15]. Esta familia tiene una distribucién por todo el planeta, excepto en zonas
polares [16,17], y la mayoria de sus especies se encuentran naturalmente en regiones

tropicales de América, Asia y Africa, particularmente en montafias.

En Brasil, Orchidaceae representa las monocotiledéneas con el mayor nimero de
especies, con alrededor de 2.400 especies distribuidas en varios ecosistemas,
principalmente en el neotrdpico, y se agrupan en 191 géneros [18]. Esta familia es
importante tanto desde el punto de vista ecolégico como econémico, ya que algunas
especies se utilizan en la produccion de alimentos y medicamentos, y muchas otras son

altamente valoradas como plantas ornamentales.

1.1.3. Genero Vanilla

El género Vanilla es parte de la tribu Vanilleae y se caracteriza por tener solo un
estambre fértil. A pesar de que se han publicado 196 nombres en el género a nivel
especifico, actualmente se reconocen 118 especies en Orchidaceae [8], Sin embargo,
recientemente se ha reportado la existencia de 120 especies [11], mientras que algunos

autores mencionan la presencia de 126 especies [19,20].

A pesar de su lenta tasa de diversificacion genética [9]., las especies de Vanilla tienen
una distribucién pantrépica, con una distribuciéon principalmente en los trépicos del
Nuevo Mundo [12]. Aunque son raros los casos de radiaciones génicas locales [19], la
mayoria de las especies son endémicas de América tropical. Un subconjunto de 35
especies propias del clado americano produce frutos aromaticos [11,21], que

posiblemente contienen vainillina [8].

A lo largo de la historia, el género Vanilla ha sido objeto de diferentes propuestas

taxonémicas. En 1896, Rolfe propuso dos secciones para este género: Foliasae y



Aphyllae. En 1954, Porteres dividi6é Foliasae en tres subsecciones: Papiloseae,
Lamellosae y Membranaceae. En 2010, Soto Arenas & Cribb, y Bouetard et al., de

manera independiente propusieron una clasificacion para todo el género Vanilla.

La clasificacién propuesta por Soto Arenas & Cribb para el género Vanilla, divide el
género en dos subgéneros: Xannata y Vanilla. Cada uno de estos subgéneros se
subdivide en secciones y morfogrupos. El subgénero Xanata se divide en dos secciones,
Tethya y Xanata[22]. Tanto Soto Arenas & Cribb (2010) como Bouetard et al. (2010)
coinciden en los resultados obtenidos para los clados, pero con distintos nombres Paleo

tropical (gamma) y Neotropical fragante (Beta) [23].

1.1.4. Actualidad taxondmica

En 2020 Hasing et al. [14] publica el genoma de V. planifolia a escala cromosémica
seleccionando la accesion Daphna, esta especie representa el tipo comercial mas
comun de vainilla, y presento 1.480,9 Mb a escala cromosémica. Esto permitié conocer
mejor la estructura y el tamafio del genoma de esta especie. Esta informacion es
fundamental para entender los procesos de mejora genética y la biologia de la planta,
lo cual podria tener aplicaciones practicas en el futuro, como mejorar la productividad

de las plantas y aumentar la calidad de la vainilla que se produce.

En 2022 Favre et al., realizan un estudio de diversidad genética inter e intraespecifica
en el género Vanilla utilizando Genotipado por Secuenciacion (GBS, por sus siglas en
inglés) para la identificacion de 2004 marcadores de Polimorfirmos de un solo Nucleétido
(SNPs, por sus siglas en inglés) filtrados de alta calidad con el fin de analizar la relacion
genética y estructura de las dos especies mas cultivadas de Vanilla (V. planifolia y V.
tahitensis) y siete especies relacionadas estrechamente junto con 19 hibridos

interespecificos.

Los datos generados apoyan la taxonomia propuesta por Bouetard et al., (2010) [23],
pero difiere de un tema importante de analisis, la progenie de V. x tahitensis, siendo V.
odorata un progenitor, pero existe una duda con el otro progenitor dado que este Ultimo

es mas cercano a V. sotoarenasii que a V. planifolia como se habia reportado [10].



Los resultados del estudio mas actual [11], muestran que las variaciones de forma 'y
color de frutos se debe a la epigenética, mientras que la variabilidad de la morfologia de
organos reproductivos esta poco impactada por las condiciones ambientales y otorgan
un mayor valor taxonémico, y con lo que se plantea la cercania de V. x tahitensis con

sus progenitores V. odorata y V. sotoarenasii.

Esto se corrobora con Chambers et al., [8] en 2021 cuando se constata con un Analisis
de Componentes Principales (PCA), que; V. x tahitensis esta separada de V. planifolia,
pero una accesién de esta Ultima esta cercana a V. sotoarenasii. Por otra parte,
Karremans et al., (2020) [19] sostiene que V. sotoarenasii no es una especie, sino un

hibrido introgresado entre V. odorata, V. tahitensis y/o V. planifolia.

La mayor cantidad de vainilla comercial se reproduce por descendientes propagados
vegetativamente (reproduccion asexual) debido a esto se ha reportado una diversidad
genética limitada [24]. Utilizando informacion genética se ha podido confirmar la
uniformidad genética de la mayoria de los cultivos, como los estudios de variacion de
polimorfirmos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) con los que se determina
la acumulaciéon de mutaciones puntuales por medio de la multiplicidad vegetativa [2].

La baja diversidad genética se ha reportado utilizando ISSR [8], y la heterocigosidad
gue surge de la propagacion clonal estricta lleva a la acumulacion de mutaciones
deletéreas. Por lo tanto, la sostenibilidad de las plantaciones de V. planifolia podria estar
amenazada por la carga mutacional, y se plantea como la mejor estrategia para
preservar el potencial adaptativo el mantenimiento de sistemas clonales/sexuales
mixtos [25]. La ruta morfogénica directa en V. planifolia reporta altos niveles de variacion
somaclonal [26], utilizando estos sistemas se ha desarrollado una planta (Handa)

resistente a Fusarium [27].

Es importante integrar diferentes perspectivas y desarrollar tecnologias que ayuden al
mejoramiento de la vainilla como un producto de gran importancia comercial. Uno de los
primeros pasos a seguir es el desarrollo de procesos de micropropagacion para
abastecer el material vegetal necesario para las diferentes investigaciones. Las
investigaciones deben abarcar diferentes enfoques para abordar todos los temas

relevantes relacionados con la vainilla.



1.1.5. Vanilla odorata C. Presl|

La especie Vanilla odorata C. Presl. es la segunda especie con frutos mas fragantes
después de V. planifolia, pero tiene diferentes ventajas sobre esta, como mayor
tolerancia al cambio de ambiente, resistencia a condiciones adversas de alta insolacion,
sequia, sombra excesiva y menor ataque de insectos como el gusano peludo (Plusia
aurifera) y chinche roja (Tentecoris confusos) [15], por la textura y quimica de la corteza,

la disponibilidad de sus micorrizas asociadas, tiene tolerancia a la humedad [28].

V. odorata es una especie importante para investigacion, considerando que es la
especie con propiedades arométicas y organolépticas prometedoras [20,29]. Ademas,
porque presenta los valores mas amplios en altitud de 0 hasta los 2065 m.s.n.m.,
también los valores mas bajos para temperaturas minimas en el mes mas frio (3.3 a
18.1°C) y la temperatura mas alta en el mes mas caliente (32.5 °C), ademas las mas
bajas precipitaciones en el mes mas seco lo que le hace una de las mas tolerantes a la

sequia.

Tiene una amplia presencia a lo largo de la Amazonia y Andes [20], distribuida desde
México hacia el sur de América central, Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia [7]. Esto la
convierte en una de las especies con mayor abundancia, debido a que presenta uno de
los pocos casos reportados de melitocoria, que es una relacion simbiotica cuando abejas
(género Euglossa) transportan distancias largas las semillas [30]. Esta abundancia y
diversidad, asi como su perfil bioclimatico [31] le confieren la importancia para conservar

esta especie como acervo genético secundario de V. planifolia [2].

Esta especie presenta caracteristicas morfolégicas similares a Vanilla insignis Ames,
pero a diferencia tiene sus tallos sulcados, apéndices mas numerosos y grandes, hojas
mas anchas y su habito xerdfilo. Esta especie también se la confunde visualmente con
Vanilla fimbriata que difiere por entrenudos mas cortos, hojas anchas, flores grandes y
superficie apical densamente peluda con un callo semiorbicular limitado al apice del
l6bulo medio.[32]. Ademas, ha sido descrita por varios autores como especie

conespecifica a V. odorata [21].

En la Tabla 1 se muestra la taxonomia de Vanilla odorata C. Presl| obtenida de la web

Tropicos.org del Missouri Botanical Garden.
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Tabla 1. Jerarquia taxonémica de Vanilla odorata C. Presl

Taxo Descripcion
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta
Superdivision Embriofita
Divisién Tracheophyta
Subdivision Sppermatophytina
Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden Lilianae Takht.
Orden Asparagales Link
Familia Orchidaceae Juss.
Genero Vanilla Mill.
Especie odorata C. Presl

Elaborado por: Bermeo Jorge

Por otra parte, Vanilla ensifolia y Vanilla uncinata también fueron consideradas sinénimo
de V. odorata, pero representa una especie distinta y un taxén coespecifico de V. karen-
christianae respectivamente [19]. La ubicacion de Vanilloideae cerca de la base del arbol
filogenético de la familia de las orquideas, y la posicién basal de Orchidaceae dentro del
orden de las monocotiledéneas Asparagales como Agave, también puede ayudar a

establecer la cercania con otras especies. [13].

1.1.5.1 Descripcién morfolégica

En 2021, Chiron et al. llevaron a cabo una revisién para establecer las principales
diferencias taxondmicas entre varias especies de Vanilla que no estaban bien definidas.
En esta revision, se establecieron las caracteristicas distintivas de la especie V. odorata,
incluyendo hojas estrechas y ensiformes con una relacién largo/ancho de 10 y
entrenudos mas cortos que las hojas. Ademas, su callo apical esta formado por 3 a 5
quillas y el &ngulo del &pice del I6bulo medio presenta un angulo de agudo a obtuso [32].
La Figura 1 muestra la morfologia de las hojas, el tallo, la inflorescencia y las estructuras
de la flor, donde se pueden observar las principales caracteristicas de esta especie,

como sus hojas estrechas de alrededor de 12.5 cm, labio trilobado con bordes laterales
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http://legacy.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=43000109&conceptid=1
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http://legacy.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=40023076&conceptid=1

fimbriado, callo apical formado por quillas papiladas y cara ventral de la columna

glandulosa.

Figura 1. LAmina a color de Vanilla odorata.
Fuente: [20]

A-C. flor vista frontal a lateral D. perianto disecado, E. Labelo y columna en vista lateral, F. Labelo

vista frontal, G. Columna en vista lateral y frontal, H. Inflorescencia, I. Hojas.
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Esta informacion taxonomica es importante para establecer la cercania con otras
especies de Vanilla, ya que la familia Vanilloideae se encuentra cerca de la base del
arbol filogenético de las orquideas, y la familia Orchidaceae es la familia basal dentro

del orden de las monocotiledoneas Asparagales, al igual que Agave.

La especie presenta tallos teretes, flexuosos de color verde oscuro de 4 a 7 mm de
didmetro con raices de color blancas internodales de hasta 7 cm de largo y sus
entrenudos de 7 a 13 cm; donde crecen hojas con peciolo corto, son lanceoladas,
ensiformes, erectas, poco pecioladas, acuminadas y muy agudas abruptamente
recurvadas en el 4pice, carnosas y ligeramente nerviadas, aproximadamente de 2 mm

de grosor, con dimensiones de 14 a 20 cm de largo y de 1.2 a 2cm de ancho.

Sus inflorescencias son de 3 a 4 cm con 13 flores aproximadamente de color pélido
amarillo verdoso, labio blanco con papilas amarillas o naranjas, bracteas florales
oblongas de hasta 8 mm, mientas que las inferiores son mas largas. Ovario pedicelado
de 25 a 40 mm, tiene sépalos de 45 a 55 mm lineales lanceolados, los sépalos laterales
concavos, carnosos de 50 x 13 mm, sépalos dorsales de 52x11 mm y pétalos de 50x10

mm lanceolados.

Columna de 30 mm ventralmente densamente granuloso o peludo. Los frutos son
lineales y lanceolados de 12.5 a 16 cm de largo, sincarpicos, sésiles y fuertemente
perfumados. Damian (2020) por otro lado en su clave taxondmica establece los rasgos
que identifican a la especie; tépalos mayores a 5 cm de largo, amarillentos a crema, los

margenes del labio son lacerados y el 4pice con un cojin con protuberancias verrugosas.

1.1.5.2 Importancia econémica

La demanda de vainilla en Ecuador ha aumentado en los ltimos afios, lo que ha llevado
a un incremento en los rubros de exportacion de la planta [4]. Para mejorar los métodos
de reproduccion por esquejes, se pueden utilizar diferentes tecnologias como el cultivo
en medio semisélido y diferentes sistemas de inmersion temporal, lo que puede
aumentar la produccion de plantulas clonales con caracteristicas idénticas y también
ayudar a conservar los recursos fitogenéticos a largo plazo [33]. Esta técnica también
puede ser utilizada para investigar nuevas especies y mejorar la produccion de vainilla
[6,15,34].



Es importante diversificar la produccion de vainilla en el pais para garantizar su acervo
genético y mantener la demanda de este producto en el mercado. Hay reportes de hasta
600 délares el kilogramo de V. planifolia [35]. Vainuz, una empresa ecuatoriana, exporta
vainas de la especie V. x tahitensis al precio de 350 ddlares por kilo [4], mientras que la
Asociaciéon Kallari vende vainilla de la especie V. odorata a 500 délares el kilogramo
debido a su alta calidad [36]. Las exportaciones anuales de vainilla en Ecuador
alcanzaron los 350,000 délares en 2019 [4].

La especie V. odorata es importante debido a la composicion de sus frutos, que
contienen una alta concentracion de derivados de alcohol anisilico, los cuales aportan
un matiz floral y perfumado que define la calidad de la vainilla. Estos derivados no se
encuentran en la V. planifolia, otra especie de vainilla [12]. Aunque V. odorata puede ser
una importante fuente de ingresos para el pais, su cultivo puede ser dificil debido a que
las vainas tienden a dividirse en la vid, lo que las hace susceptibles a la proliferacion de
hongos [30].

Ademas, los altos costos de produccion también la hacen méas cara que otras especies
de vainilla aromética, como la de Madagascar, que se vende a 100 délares por kilo [4].
El precio de la vainilla ha sido muy fluctuante en los ultimos afios debido a desastres

naturales y conflictos sociales en los lugares de produccion [36,37].

1.1.5.3 Métodos de cultivo

La Vanilla es una orquidea hemiepifita que se cultiva de tres maneras distintas. Esta
planta necesita soporte fisico, materia organica y sombra para su crecimiento. La forma
de cultivo actualmente se la realiza en terrenos tipo forestal, de forma intensiva en
terrenos deforestados y en casas de sombra. Las raices aéreas de esta especie ayudan
a trepar a las vides y también absorben agua de la humedad del aire. El suelo ideal para
su cultivo esta compuesto por humus, es ligero y poroso, para evitar el desarrollo de
moho [38].

La nutricion de la Vanilla proviene de las raices subterrdneas que se alimentan de la
descomposicién de materia organica. En los sistemas de cultivo intensivo se utiliza
abono organico, mantillo de cafia de azucar y fibra de coco para mejorar la calidad del

sustrato y la nutricion de la planta [38].



1.1.5.4 Propagacion

La propagacion de la Vanilla comercial se ha realizado tradicionalmente mediante la
propagacion asexual por medio de esquejes de vides vigorosas obtenidos de plantas
madres. Los esquejes deben tener al menos 3 nodos con brotes axilares y hormalmente

tienen de 6 a 8 nodos, con una longitud de 20 a 80 cm y un didmetro de 1 cm [12].

Sin embargo, la propagacion sexual de la Vanilla es limitada debido a la baja tasa de
germinacion de sus semillas [39]. Por otro lado, el uso de técnicas tradicionales ha
contribuido a la propagacion de enfermedades y plagas que representan problemas

fitosanitarios en las plantas.

Entre los principales problemas se encuentran la pudricion de tallos y raices causados
por Fusarium oxysporum f. sp. Vanillae, necrosis y antracnosis causadas por
Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Sacc., marchitamientos a causa de Phytophthora
sp. y la roya por Calospora vanillae Massee [40].

1.1.5.5 Técnicas de cultivo in vitro

La técnica in vitro, que se refiere al cultivo de plantas en ambientes artificiales en
condiciones de asepsia y bajo el control de factores que influyen en el crecimiento [41],
han sido efectivas para la micropropagacién por organogénesis directa de multiples
brotes, aprovechando la totipotencia y plasticidad celular utilizando explantes nodales
con meristemos axilares [42], y/o apicales, tanto en medios semisolidos como medios
liquidos [43,44].

El medio de cultivo es una solucion de nutrientes especificos para cada necesidad de
cultivo. Esta compuesto por macro y micronutrientes, fuentes de carbono y agua, entre
las formas de medio estan medio liquido y el semisélido con la adicion de un gelificante.
[45] El medio Murashige & Skoog (MS, 1962) es ampliamente utilizado en el cultivo in
vitro de Vanilla [26,46], al que se le puede agregar diferentes reguladores de
crecimiento, como la Bencilaminopurina (BAP) y agua de coco para m mayor produccion
de brotes [40,47].

Ademas, se han probado extractos de otros frutos, como la pifia, como suplementos
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para sustituir el uso de reguladores de crecimiento debido a su alto costo en el mercado.
La eficiencia de estos procesos de micropropagacion se ha mejorado utilizando medios
liquidos en Sistemas de Inmersién Temporal (SITs), lo que ha logrado el mayor indice

de multiplicacion en V. planifolia [38,45, 24, 33].

Si bien la mayoria de la informacién se ha reportado en base a la especie V. planifolia,
con éxito se ha demostrado que es viable el desarrollo de estas herramientas para V.
odorata. En 2022, Romero-Zambrano G., informé la primera contribuciéon sobre
micropropagacion para la especie Vanilla odorata C. Presl, proporcionando protocolos
para desinfeccion de explantes y multiplicacién sin agua de coco y con concentraciones
especificas de 2.15y 3 ppm de BAP en los que se favorece la brotacion. En esta tesis,
se busca optimizar los sistemas de micropropagacién para mejorar la producciéon masiva

utilizando Sistemas de Inmersién Temporal (SITs).

1.1.5.6 Medio de cultivo

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica utilizada para la propagacion masiva de
plantas, investigacion en biotecnologia y mejoramiento genético de cultivos [31]. Para
su correcto desarrollo, es necesario contar con un medio de cultivo adecuado que
proporcione los nutrientes necesarios y que esté ajustado a las condiciones éptimas
para el crecimiento de las células vegetales [48].

El medio de cultivo estd compuesto por sales y vitaminas, medio Murashige & Skoog
(MS, 1962) y sucrosa, que proporcionan energia a las células vegetales. Ademas, en
algunos casos se aflade caseina para aportar nutrientes adicionales. Es importante
ajustar el pH del medio entre 5.7-5.8 para garantizar un ambiente propicio para el

crecimiento celular [48].

El agua de coco (AC) es un suplemento que ha sido ampliamente utilizado en los medios
de cultivo de otras especies [48], incluyendo la familia Orchidaceae [49], para la
germinacion y desarrollo de plantulas de orquideas debido a su amplia variedad de
componentes organicos e inorganicos. Estos incluyen amino4cidos esenciales,
vitaminas, reguladores de crecimiento, compuestos nitrogenados, &cidos orgénicos,
enzimas, hormonas, purinas y sales minerales, iones orgénicos y altos contenidos en

magnesio y fosforo [50,51].
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La composicion y las propiedades fisicoquimicas del agua de coco varian segun la
madurez del fruto. Se ha reportado una disminucién en la acidez titulable en base a la
presencia del acido malico, que es el acido organico dominante en el AC, en la madurez
del fruto [52]. Por otra parte, los contenidos de fructosa, glucosa y sacarosa aumentan

con la madurez del fruto, asi como la presencia de potasio y sodio.

Los minerales como el calcio, hierro y magnesio también tienen una mayor presencia
en frutos maduros, aungue la concentracion de compuestos fendlicos totales (TCP) es
menor [52]. Sin embargo, se ha reportado una mayor concentracion de TCP [53] y la
capacidad de captacion de radicales a mayor tiempo de maduracién, y se ha

demostrado que el calentamiento microonda a 90°C mejora estos indices [54].

El medio de cultivo también puede contener diferentes reguladores de crecimiento
segun el objetivo del estudio. Por ejemplo, el BAP (Bencilaminopurina) pertenece al
grupo de las citocininas y se atribuye una disminucion en la altura de las plantas debido
al acortamiento del entrenudo. Cuando hay mas citocininas presentes, se produce una
disminucion del numero de entrenudos [50,51]. Se ha reportado que para la especie V.
X tahitensis, un medio MS con BAP y acido giberélico G3 produce una mayor generacion
de nodos y hojas [41]

1.1.6 Sistemas de Inmersion Temporal (SITs)

Los Sistemas de Inmersion Temporal (SITs) son una herramienta semiautomética de
micropropagacion que permite la produccion intensiva de plantulas clonales mediante la
programacion de factores como el tiempo y la frecuencia de inmersion [47]. Esta técnica
tiene la ventaja de facilitar el cambio de medio, mejorar la aireacién y nutricion de los
explantes. Los SITs estan compuestos por diferentes tipos de recipientes, que han sido
desarrollados desde la primera técnica de inmersién periédica en medios de cultivo
liquido en 1952.

En 1993, Alvard y Teisson crearon el recipiente de Inmersién Temporal RITA® (Figura
2), que establecié el concepto de inmersién temporal en el cultivo in vitro utilizando
medios liquidos [55]. Este recipiente presenta ventajas como la facilidad de renovacion
del medio, la reduccion de la hiperhidricidad y el aumento de la supervivencia de las

vitro plantas durante la etapa de aclimatacion [47]. Ademas, se ha demostrado que los

12



SITs permiten una mayor absorcion de nutrientes al entrar en contacto directo el medio

de cultivo con las hojas, debido a la mayor superficie de absorcién que se genera [43].

El recipiente de Inmersion Temporal (RITA®) es una patente del CIRAD (1995) y cosiste
en un recipiente autoclavable de polipropileto con dos secciones, una de
almacenamiento en la parte inferior y una seccion superior con una bandeja con
agujeros y una malla que sostiene los explantes ademas un tubo central del mismo
material que permite la entrada del aire que antes pasa por un filtro, ademas en la tapa
rosca con empaque, también un orificio lateral que permite la salida del aire al que se le

conecta una manguera y otro filtro [56].

Por inyeccion y presion de aire lleva el medio liquido del fondo hacia una bandeja
superior donde se encuentran explantes durante un tiempo y frecuencia determinada,
después de la inmersion el liquido por gravedad deciente al fondo hasta el nuevo ciclo

como se muestra en el esquema de la Figura 2.

-ﬁj

g

Figura 2. Esquema de funcionamiento del recipiente RITA®.
Fuente: [56]
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A. Periodo de exposicion B. Paso de medio desde seccion de almacenamiento a la camara de
cultivo por presion de aire por tubo central C. Periodo de inmersion. D. Paso de retorno por

gravedad.

Existen diferentes tipos de recipientes para los SITs, pero en esta investigacion se
utilizara recipientes RITA® (Recipient for Automated Temporary Immersion). Se ha
reportado para la micropropagacion de V. planifolia, obteniendo mayor cantidad de
brotes/explantes que en medios solidos [33]. En la Tabla 2 se muestra los resultados de
SITs con RITA® con V. planifolia.

Tabla 2. Reportes de los efectos de V. planifolia en Sistemas de Inmersion
Temporal tipo RITA

Micr_opropaqacfén de . Longitud Dias de Ndmero l‘VIet_iio T_iempo_fie indice de Longitud de Nﬂrﬁero de Diametro de
Vanilla planifolia en Condiciones de brotes ensayo de liquido | inmersién multiplicacion | brote (mm) hojas por brote (mm)
RITA® de siembra Y (mL) (min/h) P
Temperatura J552°C 2min /4h | 14.27+0.89 [13.50:0.88 | 1.67+0.16 | 4.83+0.23
200 | 2min/8h | 14.00+0.61 |[13.53:1.46 | 2.40£0.15 | 4.53%0.30
(Ramos-Castelld et al., Fotoperiodo 16/8-h ~10mm 20 6 2min/12h | 14.90:0.59 | 8.670.78 | 1.80+0.14 | 4.47:0.32
2014) 150 17.54+1.14 | 13.30+1.01 | 1.800.13 | 4.40£0.31
. . 199.8 | 2min/4h | 14.27+0.89 |[13.50£0.88 | 1.67+0.16 | 4.83:0.23
Intensidad luminica P
40-50pmol m* s 300 13.45:1.08 | 13.10+0.57 | 1.90+0.28 | 4.70£0.40
(Ramirez-M da & Temperatura 25+2°C (cm)
)
ami § Zois) Fotoperiodo 16/8-h 2cm 28 10 50 [, e an - 3.35£0.22 | 3.57£0.20
nareu, o - min
° i inica_[50pmol m™s™ 42 12.77+0.27 | 1.69+0.09 | 1.97 £ 0.20
La fila con relleno gris es un tratamiento utilizando medio de enraizamiento.

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

La investigacibn que se presenta tiene como objetivo optimizar el proceso de
micropropagacion de Vanilla odorata C. Presl mediante el uso de Sistemas de Inmersién
Temporal (SITs) en recipientes RITA®. Esta especie es distinta a V. planifolia, por lo

tanto, se deben evaluar los efectos especificos de los SITs en esta especie.

En estudios previos realizados con V. planifolia, se ha demostrado que las frecuencias
de inmersién mas cortas con tiempos de inmersién mas cortos son las mas adecuadas
para evitar la hiperhidratacion y promover la formacion de callos. De esta manera, se ha
establecido que un tiempo de 2 minutos y una frecuencia de inmersion de cada 4 horas

son los méas recomendados para la micropropagacion de Vanilla en general.

Ademas, se ha encontrado que el uso de una menor cantidad de medio liquido puede
proporcionar mejores resultados. Por lo tanto, estos factores se tendran en cuenta en la
investigacion de optimizacion de la micropropagacion de V. odorata mediante SITs en

recipientes RITA®.
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Cabe destacar que este proyecto se lleva a cabo en el Departamento de Biotecnologia
del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) de la Estacién Santa
Catalina, como parte del proyecto de investigacion de "Vainilla". Con este estudio se
busca contribuir al desarrollo de una tecnologia mas eficiente y rentable para la

produccién de plantulas clonales de Vanilla odorata.

1.2 Planteamiento del problema

La propagacion de Vanilla presenta limitaciones debido a que se realiza principalmente
por esquejes del tallo, lo que conlleva problemas fitosanitarios y baja tasa de
germinacion y viabilidad de semillas [39]. Ante esto, se busca optimizar la
micropropagacion de Vanilla odorata C. Presl utilizando Sistemas de Inmersion
Temporal (SITs) en recipientes RITA®, ya que no existen reportes para esta especie en

este sistema.

Entre las problematicas mas importantes que se presentan en el cultivo de Vanilla se
encuentra la vitrificacién o hiperhidricidad por exposicion prolongada al medio de cultivo,
lo que afecta la eficiencia de produccién [57]. Los SITs se plantean como una alternativa
viable para mejorar la eficiencia de produccién, ya que se han reportado mejores
resultados [46] y requieren una menor mano de obra para su producciéon [4,41,57].
Ademas, la especie V. odorata puede ser establecida como un sistema de produccién
agroforestal en comunidades amazdnicas, lo que representa una oportunidad para su

desarrollo dentro de la sociedad ecuatoriana.

Es importante tener en cuenta que, aunque se toman como referencia los estudios
previos realizados con V. planifolia, se evaluaran los efectos de la especie V. odorata,
la cual es una especie distinta y puede presentar resultados diferentes. El proyecto de
investigacion de “Vainilla” que se lleva a cabo en el Departamento de Biotecnologia del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) de la Estaciobn Santa
Catalina incluye la optimizacién de la micropropagacion de Vanilla odorata C. Presl

utilizando SITs en recipientes RITA®.
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1.3 Justificacién de la investigacion

La importancia agrocomercial de la “vainilla” y la sobreexplotacion de especies
comerciales como V. odorata han generado la necesidad de métodos de propagacion
mas eficientes, como la micropropagacion y el cultivo in vitro, para la prevenciéon
fitosanitaria y la produccion a gran escala[26,28,35]. En este contexto, la optimizacién
de la micropropagacion con medios liquidos se vuelve fundamental para el desarrollo
de tecnologias mas eficientes en beneficio de empresas y gremios pequefios,

contribuyendo asi al desarrollo local y nacional.

Para la realizacién de esta investigacion se utilizara los frascos tipo RITA®, que ofrecen
ventajas como la facilidad de manipulacién de explantes y cambio de medio, una mejor
nutricion mineral, disminucién de problemas de asfixia o vitrificacion, y renovacion de
aire [58], ademas por la cantidad de reportes con estos recipientes en SITs [46,47,59].
Este proyecto es parte del proyecto mas amplio: “Evaluacién de un sistema eficiente de
propagacion de Vainilla odorata utilizando Sistemas de Inmersién Temporal (SITs)”
creado por el Instituto Nacional de Investigaciones Agronémicas dentro del
Departamento Nacional de Biotecnologia. En beneficio de gremios pequefios y
asociaciones campesinas como la Asociacion Amazonica Kallari, la cual es participe de
este proyecto, junto con el INIAP, GIZ y URAI.

La factibilidad econémica del cultivo de V. odorata por sus caracteristicas organolépticas
ha abierto la oportunidad para la diversificacion de un producto altamente rentable como
es la “vainilla” en el mercado mundial. Considerando los casos comerciales en el

Ecuador [4], se plantea la importancia de investigar esta especie de Vanilla [58].

Ademas, la investigacién contribuira a la promocién de sistemas alternativos de cultivo
y comercializacion de la “vainilla”, fomentando la generacién de cultivos agroecolégicos
en sistemas agroforestales diversificados y utilizando como guias a parientes silvestres
de la vainilla y sus polinizadores naturales como las abejas del género Euglossa [60].
Es importantes mencionar que las especies comerciales se encuentra amenazadas
debido a la sobreexplotacion [61], V. odorata se encuentra en la Lista Roja de especies
Amenazadas de la IUCN [62].
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La generacion de tecnologia para la propagacién masiva en SITs para V. odorata es la
base para el desarrollo de sistemas a gran escala y agroforestales con plantas de buena
calidad sanitaria uniforme que beneficien a la poblacion en general. En este sentido, la
investigacion en micropropagaciéon de V. odorata utilizando Sistemas de Inmersién
Temporal SITs (RITA) es fundamental para la evaluacion de la eficiencia de este método

de propagacion y su potencial aplicacién en la produccion a gran escala de vainilla.

1.4 Objetivos de lainvestigacion

1.4.1General

Optimizar el proceso de micropropagacién con un protocolo de cultivo in vitro de V.
odorata C. Presl en medios liquidos con el uso de Sistemas de Inmersion Temporal
(SITs) tipo RITA®.

1.4.2Especificos

e Determinar la frecuencia de inmersion mas eficiente para la
micropropagacion de V. odorata C. Presl en medio liquido usando SITs tipo
RITA®.

e Establecer la cantidad de medio liquido mas eficiente para la
micropropagacion de V. odorata C. Presl usando SITs tipo RITA®.
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2. CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1 Localizacién del estudio

El desarrollo experimental de este estudio se realizdé en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales del Departamento Nacional de Biotecnologia del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), Estacién Experimental Santa Catalina, ubicada

en la localizacion descrita en la Tabla 3.

Tabla 3. Ubicacidén del sitio experimental

Descripcién
Provincia Pichincha
Cantén Mejia
Parroquia Cutuglagua
Lugar Estacién Experimental
Santa Catalina (EESC)
Altitud 3100 m.s.n.m.
Latitud UTM 0°22°8"S
Longitud UTM 78°33 247 O

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

2.2 Condiciones de cultivo

Las condiciones del cuarto de cultivo donde se llevd a cabo el montaje de los Sistemas

de Inmersién Temporal se especifican en la Tabla 4.

Tabla 4. Ubicacion del sitio experimental

Descripcién

Temperatura promedio 21+3°C

Fotoperiodo 16/8 horas luz
Intensidad de luz 3000 Im
Humedad relativa 20%

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023
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2.3 Metodologia

2.3.1 Material Vegetal

Se utilizé vitro plantas de Vainilla odorata y V. planifolia. Las vitro plantas cultivadas en
medio semisoélido fueron establecidas en el Laboratorio de cultivo vegetal del
Departamento de Biotecnologia del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP — Estacién Santa Catalina). Se cont6 con material vegetal, vitro plantas en medio
semisolido obtenido por multiplicacion, aplicando el protocolo de desarrollo reportado en
la tesis de Romero G. (2022), y que forma parte de la primera fase del proyecto “Vainilla”
creado por el INIAP. Se utilizaron aproximadamente 458 vitro plantas de la especie V.
odorata. Y ademas aproximado de 80 vitro plantas de la especie V. planifolia que se

utilizé como referencia o para los ensayos en SITs tipo RITA.

Los explantes sembrados en los SITs fueron los extremos apicales de 2 cm de longitud
de vitro plantas con 1 meristemo apical, y de 2 a 3 meristemos laterales. Se cultivaron
en recipientes tipo RITA® de 1L (150 x 130 mm), en medio de cultivo sin Gelrite™
reportado por Romero G (2022), compuesto por 4.3 g.L! de medio Murashig y Skoog
(MS) con 2.15 mg.L* de BAP, 150 mg.L* de &cido ascérbico, 35 mg.L? de clorhidrato
de L-cisteina, 30 g.L* de sucrosa con pH ajustado a 5.8; este protocolo fue modificado
de (Ramos-Castella, Iglesias-Andreu, Bello-Bello & Lee-Espinosa, 2014).

Los explantes se sembraron en recipientes tipo RITA® de 1L previamente autoclavados
con el medio liquido segun el volumen de cada uno de los tratamientos y dentro de
fundas con los orificios de salida cubiertos con papel aluminio. Después de la siembra
se colocan mangueras Yy filtros hidréfobos de 0.2 um estériles en cada una de los
orificios, uno de entrada de aire con manguera pequefia y uno de salida con manguera
mas larga. Se vuelve a cerrar la funda con el recipiente dentro, para después transportar
todos los recipientes al cuarto de cultivo donde se instalaron tres ensayos con sus cuatro
repeticiones por cada frecuencia. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 21
+3°C, con un fotoperiodo de 16/8 - h de luz/oscuridad, luz led blanca (65-70 pmol.m2.s

1) y una humedad relativa de 20%.
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Se evaluaron los efectos en 9 tratamientos siendo estos 7 las variables evaluadas;
indice de multiplicacién, longitud de brote, ancho de brote, hojas por brote, raices por
vitroplanta, porcentaje de oxidacion e hiperhidratacién, con dos factores frecuencia de
inmersién y volumen de medio de cultivo liquido, y la interaccion de ambos en Sistemas

de Inmersién Temporal tipo RITA a los 45 dias desde la siembra.

2.3.2 Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial de 32 (3 niveles
para cada uno de los 2 factores). La unidad experimental fue un contenedor RITA® de
1000 mL, 150mm de altura 'y 130 mm de didmetro de polisulfona, y los explantes fueron
extremos apicales de 2 cm de longitud de las vitroplantas cultivadas en medio
semisolido. Se usaron 10 explantes por recipiente con 4 repeticiones por cada
tratamiento montado. Cada frecuencia montada tuvo 12 ensayos (frascos) con los 3
distintos volimenes, para lo que se us6 360 explantes de Vanilla odorata para los
tratamientos, y 36 explantes de V. planifolia para el control Cp.

Los datos se procesaron estadisticamente con el software RStudio 2022.12.0+353. Se
realiz6 un andlisis de varianza de dos factores (TWO WAY ANOVA) para determinar las
diferencias significativas entre los tratamientos, seguido de la prueba de Tukey al 95%
de significancia (p < 0.05). Se comprobd la normalidad y la homogeneidad de la varianza

mediante las pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente.

En las variables que no cumplieron con estos supuestos, se realizé una prueba de
Kruskal Wallis con una correccion estadistica con el método Bonferroni. Es importante
considerar que este método de ajuste tiene limitaciones en la flexibilidad para ajustar los
niveles de significancia para diferentes conjuntos de comparaciones. Por lo tanto, se
aplicé la prueba de Willcoxon con el tratamiento con mayor oxidacién como referencia.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con un nivel de confianza del 95%.
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Tabla 5. Esquema del andlisis de varianza (ANOVA) en la micropropagacion de Vanilla
odorata C. Presl utilizando Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA.

Fuente de variaciéon Grados de libertad
Total 35
Tratamientos 8

Frecuencias de inmersion (F)
Volimenes de inmersion (V)
FxV 4

Error experimental 27

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

2.3.4 Factores de estudio

Se tuvieron dos factores de estudio: frecuencia y volumen de medio liquido. Se
precisaron 3 volumenes (v1=150 mL, v2=200mL y v3=250 mL), con un tiempo de 2
minutos de inmersién, en cada una de las 3 diferentes frecuencias de inmersion (f1=
2min cada 4 horas, f2 = 2min cada 6 horas y f3 = 2min cada 8 horas). Resultando en 9
tratamientos montados en el Sistema de Inmersion Temporal (SIT).

Para el control se utiliz6 el protocolo reportado por Ramos-Castella et al., (2014),
utilizando como regulador de crecimiento 2.15 mg.L' de BAP; Romero G., (2022)
plantea que el medio de cultivo en medio semisélido con agua de coco tuvo una
influencia negativa en la produccion de brotes. Por esta razon se considerd también
importante realizar un control con el protocolo con agua de coco, pero con la especie V.

odorata.

El protocolo creado por Ramos-Castella et al. [47], (2014) reporta un indice de
multiplicacién de 17.54x+1.14 en V. planifolia que consta de 6 explantes por recipiente
como densidad de siembra; para este estudio se evaludé 5 repeticiones. Ademas,
Ramirez-Mosqueda & Iglesias-Andreu [46] (2016) resultados para el indice de
multiplicacion a los 42 dias de 12.77+0.27 con una densidad de siembra de 10
explantes. Considerando que el volumen era el mismo, es decir 25mL por explante, se

estableci6 la evaluacién para este estudio a los 45 dias.
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2.3.5 Tratamientos

La interaccion entre los dos factores de estudio da como resultado 9 tratamientos como

se muestra en la Tabla 6, para la micropropagacion de Vanilla odorata C. Presl utilizando
SITs tipo RITA®.

Tabla 6. Tratamientos de multiplicacion V. odorata

Tratamiento Codificacion Descripcion

t1 fivi  Frecuencia de inmersion de 2 minutos cada 4 horas en 150 MI de medio.
T2 fiva Frecuencia de inmersién de 2 minutos cada 4 horas en 200 Ml de medio.
Ts fivs  Frecuencia de inmersién de 2 minutos cada 4 horas en 250 Ml de medio.
Ta fava  Frecuencia de inmersion de 2 minutos cada 6 horas en 150 MI de medio.
Ts fav2  Frecuencia de inmersion de 2 minutos cada 6 horas en 200 Ml de medio.
Te fava  Frecuencia de inmersion de 2 minutos cada 6 horas en 250 Ml de medio.
T7 favi  Frecuencia de inmersion de 2 minutos cada 8 horas en 150 Ml de medio.
Ts fav2  Frecuencia de inmersion de 2 minutos cada 8 horas en 200 MI de medio.
To favs  Frecuencia de inmersion de 2 minutos cada 8 horas en 250 Ml de medio.

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

A manera de control y basado en la investigacién bibliogréafica se utilizara un tratamiento

anico con el cual se ha reportado los mejores resultados por Ramos-Casttella (2014)
[47] con V. planifolia.

2.35 Variables evaluadas

Los efectos se evaluaron a los 45 dias después de la siembra y entre las variables
respuesta se establecio las siguientes para cada tratamiento:

indice de multiplicacién: Se establecio la relacion entre el nimero de brotes viables y
la cantidad de explantes iniciales, obteniendo asi el nimero de brotes por explante que
produce cada planta.

Longitud de brotes (cm): Utilizando papel milimétrico se midio los brotes generados,
desde la base hasta el meristemo apical.

Diametro de brote (cm): Con papel milimétrico se midio el diametro de los brotes,
desde una perspectiva cenital.

Numero de hojas por brote: Por registro visual se realizé un conteo del nimero de
hojas por brote cultivado en cada unidad experimental.
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Numero de raices por vitroplanta: Por registro visual, se realizé un conteo general del
namero de raices en cada una de las 10 vitroplantas sembradas.

Porcentaje de brotes oxidados e hiperhidratados (%): Se establecera la relacion
porcentual entre el nimero de brotes oxidados e hiperhidratados y la cantidad total de

brotes. La hiperhidratacién se detectara de forma visual por sensibilidad al quiebre.
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3. CAPITULO lll: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1 Multiplicacion en Sistemas de Inmersion Temporal

Se comprobd que las variables evaluadas cumplieran los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza. Se utilizé la prueba de normalidad de Shapiro — wilk,

Kolmogorov — Smirnov y la prueba de homogeneidad de varianza de Levenne (Tabla 7).

Tabla 7. Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza para tratamientos de
multiplicacion in vitro de Vanilla odorata en medio de cultivo liquido con SITs RITA®

Nimero  Numero de

indice de Longitud de Diametro . i
Prueba o de hojas raices por Oxidacién Hiperhidratacion
multiplicacién brote de Brote .
por brote vitroplanta
Shapiro-Wilk 0.64 0.61 0.08 0.14®W 0.63 3.96E-09 2.31E-12
p-value
Levenne 0.25 0.69 0.32 0.56 0.82 0.006 7.40E-17

Nota: (1) Se uso la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

3.2 indice de multiplicacion

Los datos siguen una distribucion normal y homogeneidad de varianza como se muestra
en la Tabla 7, se realiz6 un andlisis con ANOVA de dos factores para conocer los efectos
principales de las variables independientes como se muestra en la Tabla 8; pudiendo

establecer que hay diferencias significativas entre las frecuencias.
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Tabla 8. ANOVA del indice de multiplicacion de la micropropagacion de V.
odorata con SITs-RITA

Error
Fuente de Variacién Grados de Libertad cuadratico Valor F Pr (>F)
medio
Total 35
Tratamientos
Frecuencias de inmersion (f) 2 11.96 3.85 0.03*
Volimenes de medio (v) 2 2.98 0.96 0.39ns
fxv 4 5.56 1.79 0.16"
Error experimental 27
Coeficiente de Variacion 25.48

Nota: (ns): No significativo, (*) Significativo

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023
Para el indice de multiplicaciéon en la micropropagacién de V. odorata la prueba de
significancia y comparacién de las medias (Tabla 9), mostr6 que para el factor frecuencia
existen diferencias con 3 rangos de significancia (a, ab y b), siendo la frecuencia f3 la
gue presento mayor indice de multiplicacion con 7.72 brotes por explante, mientras que
f2 present6 el menor indice de multiplicacion con 5.8 brotes por explante. Ademas, es
importante mencionar que los resultados de f1 fueron cercanos a 3 por lo que su grado
de significancia fue (ab). Para el factor volumen no hubo diferencias significativas.
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Tabla 9. Prueba de significancia y comparacion de medias del indice de
multiplicacién de la micropropagacion de V. odorata con SITs — RITA

Factores Descripcion indice de Multiplicacion
(brote/explante)

Frecuencia (f) f1= cada 4 horas 7.24 ab
f2= cada 6 horas 580 Db
f3= cada 8horas 772 a
Volumen (v) vl= 150 mL 713 a
v2= 200 mL 6.35 a
v3= 250 mL 7.28 a
fxv t1= cada 4 horas + 150mL 6.58 a
t2= cada 4 horas + 200mL 738 a
t3= cada 4 horas + 250mL 778 a
t4= cada 6 horas + 150mL 550 a
t5= cada 6 horas + 200mL 583 a
t6= cada 6 horas + 250mL 6.08 a
t7= cada 8 horas + 150mL 933 a
t8= cada 8 horas + 200mL 585 a
t9= cada 8 horas + 250mL 798 a
Cp 7.87
Co 5.72

Nota: Los datos con letras diferentes expresan estadisticas diferencias significativas.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

En las interacciones de los factores no se observé diferencia significativa, pero en la
Figura 3 se presenta una grafica de cajas y bigotes que muestra los resultados de todos
los tratamientos en funcién de su indice de multiplicacion. La leyenda muestra que el
contorno de las cajas separa en grupos segun la frecuencia, siendo los 3 tratamientos
primeros f1, los 3 siguientes f2 y los 3 dltimos 3, donde se puede observar que los dos
mejores resultados corresponden al tratamiento f3, donde el tratamiento t7 fue con el
cual se obtuvo mejor promedio con 9.3 brotes por explante, con volumen v1 de 15 mL
por explante y frecuencia f3 de 8 horas durante 2 minutos de inmersion, la frecuencia
mas prolongada de este estudio. A este resultado le sigue t9 y t3, ambos con volumen

de 25 mL por explante.
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Figura 3. indice de multiplicacién de los tratamientos evaluados a los 45
dias de cultivo.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

El tratamiento t8 con un volumen v2 y muestra una diferencia marcada con los otros
tratamientos con frecuencia f3. El tratamiento t8 muestra la mediana mas baja de todo
el estudio, y ademas una variabilidad de datos alta. Otro aspecto a notar en la Figura 3
es que las medianas de cada tratamiento son préximas entre cada frecuencia con
excepcién de f3, considerando que el tratamiento t8 presento el menor resultado de la

mediana del indice de multiplicacion.

Por otra parte, la grafica también nos muestra la alta variabilidad de los datos, expresada
en la longitud de la caja de cada tratamiento de la frecuencia f3 y ademas de los
volimenes v3 con excepcion del tratamiento t9 que presenta una baja variabilidad.

El tratamiento con el menor niamero de brotes es el tratamiento 4, en la Figura 4 se

puede observar las 4 repeticiones del tratamiento.
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Figura 4. El tratamiento con mayor nimero de brotes (Tratamiento t7) y el tratamiento con

menor niamero de brotes (Tratamiento t4).
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

En la Figura 3 se puede observar que el segundo mejor promedio fue del tratamiento 9
con la frecuencia 3 (f3), estos resultados son diferentes a las mejores frecuencias
reportadas por Ramos-Castella et al.,[47] (2014) para V. planifolia en los cuales se
obtiene los peores resultados en la frecuencia cada 8 horas, y en la mayor frecuencia

de inmersion evaluada de 2 min cada 12h se tienen los mejores resultados.

La frecuencia f1 tiene las inmersiones en periodos de tiempo més cortos, por lo tanto,
mas inmersiones por dia, esto puede haber estimulado a una mejor respuesta
adaptativa por parte de las vitroplantas teniendo resultados consecutivos segin su
volumen para los tratamientos con esta frecuencia (t3, t2, y t1). Y siendo t3 el tratamiento
con mejores resultados para esta frecuencia (7.78 brotes/explante) por tener mas
disponibilidad de nutrientes.
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Figura 5. Las cuatro repeticiones del tratamiento t2, con
bajo consumo de medio de cultivo
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

Relacionando este resultado con el consumo de medio, t1 y t3 presentan similar
consumo de medio, pero el tratamiento t2 presenta el mayor consumo de medio de
cultivo, pero no presento un gran desarrollo en su tejido vegetal (por su nUmero de hojas)
como se muestra en la Figura 5 con los brotes evaluados del tratamiento y se puede ver
un tamafio menor de las vitroplantas en comparacion de los tratamientos mostrados en
la Figura 4. Los resultados del control con V. planifolia son menores a los resultados
reportados utilizando frascos tipo RITA®, pero en esta investigacion fueron los
segundos con mejor promedio para indice de multiplicaciéon. Los controles muestran una

clara diferencia entre si.

3.3 Longitud de brotes

Se determiné que hay normalidad y homogeneidad de varianza entre los datos de
longitud de brote (Tabla 7). En el ANOVA se observa diferencia significativa entre las
frecuencias, pero no hay diferencias significativas entre los volimenes evaluados, ni
entre la interaccion de los dos factores, como se muestra en la Tabla 10. Ademas, el
coeficiente de variacion es de 8.62% lo que indica unos datos homogéneos con baja

variabilidad.

La frecuencia mas larga (f3: 8 horas) tiene los tratamientos con mejores resultados, tanto

para largo como diametro de brote. Los efectos en la longitud y diametro presentaron

diferencias altamente significativas entre las frecuencias, pero no hay diferencias entre
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los diferentes volumenes para la longitud de brote, agrupando los tres volumenes en un

solo grupo de significancia como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. ANOVA de longitud de brote en la micropropagacion de V. odorata con SITs —

RITA
Fuente de Variacion Grados de Libertad Error cua.drético Valor F  Pr (>F)
medio
Total 35
Tratamientos
Frecuencias de inmersion (f) 2 0.04 6.97 0.004 **
Volimenes de medio (v) 2 0.002 0.33 0.72ns
fxv 4 0.01 1.50 0.23ns
Error experimental 27
Coeficiente de Variacion 8.62

Nota. (ns): No significativo, (*) Significativo
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

Hay diferencias entre las frecuencias con 3 grupos significativos distintos, siendo la
frecuencia 3 (8 horas) la que presenta el mejor resultado de 0.94 cm, seguida de 0.87
para la frecuencia f1 y finalmente f2 con un promedio de 0.83 resultado cercano al

anterior.
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Tabla 11. Prueba de significancia y comparacion de medias de longitud de brote en
la micropropagacion de V. odorata con SITs — RITA

Factores Descripcion Longitud de brote
(cm)
Frecuencia (f) fl= cada 4 horas 0.87 ab
f2= cada 6 horas 083 b
f3= cada 8horas 094 a
Volumen (v) vl= 150 mL 0.89 a
v2=200 mL 0.88 a
v3= 250 mL 087 a
fxv t1= cada 4 horas + 150mL 0.89 a
t2= cada 4 horas + 200mL 082 a
t3= cada 4 horas + 250mL 090 a
t4= cada 6 horas + 150mL 082 a
t5= cada 6 horas + 200mL 087 a
t6= cada 6 horas + 250mL 079 a
t7= cada 8 horas + 150mL 097 a
t8= cada 8 horas + 200mL 094 a
t9= cada 8 horas + 250mL 091 a
Cp 1.03
Co 0.92

Nota: Los datos con letras diferentes expresan estadisticas diferencias significativas.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

El efecto de la interaccion de los 2 factores se observa en la Tabla 9, no se evidencia
diferencias entre los resultados de los tratamientos, sin embargo, el mayor promedio fue
del tratamiento t7 (8 horas + 150mL) con 0.97 cm longitud de brote. El tratamiento t8
obtuvo el segundo mejor resultado en cuanto al promedio de largo de brote, registrando
una medida de 0.94cm. A pesar de ello, se observo un bajo indice de multiplicacién en
este tratamiento. En tercer lugar, se encuentra el tratamiento t9 con un promedio de

0.91cm, muy cercano al promedio obtenido por el tratamiento t3 de 0.90cm.
En la Figura 4 se puede ver los tratamientos, y sus resultados de longitud de brotes,

destacando los tres tratamientos de la frecuencia f3 con mejores resultados y las

medianas superiores a todos los otros tratamientos del estudio.
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Figura 6. Longitud de brotes los tratamientos evaluados a los 45 dias de

cultivo.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

Existe mas variabilidad de los datos en los tratamientos con la frecuencia 2 y el
volumen v2. El control Cp con V. planifolia tubo los mejores resultados para longitudes

de brote con 1.03 cm por brote.

3.4 Diametro de brotes

Se constatdé que hay una normalidad y homocedasticidad en los datos (Tabla 7); y se
realiz6 un andlisis de varianza evidenciando una diferencia altamente significativa entre

las frecuencias, y diferencia significativa para el volumen.
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Tabla 12. ANOVA del diametro de brote en la micropropagacion de V. odorata con SITs —

RITA
Fuente de Variacion Gr-ados de Error cua.drétlco Valor F Pr (>F)
Libertad medio
Total 35
Tratamientos
Frecuencias de inmersion (f) 2 0.02 45.36 2.33e-09 ***
Volumenes de medio (v) 2 0.002 3.51 0.04 *
fxv 4 0.0003 0.67 0.62ns
Error experimental 27
Coeficiente de Variacion 9.35

Nota. ns: no significativo, *: significativo, ** y ***: altamente significativo.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

En la comparacion de las medias para el diametro de brote se puede ver una diferencia
con tres grupos de significancia bien definidos, siendo el mejor el didmetro de los
explantes del tratamiento 3, con 0.28 cm, seguido de la frecuencia f1 (0.24 cm), y con

una mayor diferencia la frecuencia f2 (0.19cm).

Tabla 13. Prueba de significancia y comparacion de medias del didmetro de
brote en la micropropagaciéon de V. odorata con SITs — RITA

Factores Descripcion Didmetro de brote (cm)
Frecuencia (f) fl= cada 4 horas 024 b
f2= cada 6 horas 019 ¢
f3= cada 8horas 0.28 a
Volumen (v) v1= 150 mL 0.22

v2=200 mL 0.24 ab
v3= 250 mL 025 a
fxv t1= cada 4 horas + 150mL 0.22 bc
t2= cada 4 horas + 200mL 0.23 bc
t3= cada 4 horas + 250mL 0.26 ab
t4= cada 6 horas + 150mL 0.18 ¢
t5= cada 6 horas + 200mL 020 ¢
t6= cada 6 horas + 250mL 019 ¢
t7= cada 8 horas + 150mL 0.27 ab
t8= cada 8 horas + 200mL 0.28 ab
t9= cada 8 horas + 250mL 0.29 a

Cp 0.27

Co 0.28

Nota: Los datos con letras diferentes expresan estadisticas diferencias significativas.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023
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Segun el volumen se dividen en 3 grupos significativos, pero con un rango de proximidad
mas reducido. El volumen v3 presento el mejor resultado (0.251 cm), seguido del
volumen v2 y vl con una mayor diferencia. En el ANOVA no se evidencia una diferencia
significativa entre los tratamientos lo que puede deberse a que el rango es muy reducido.
Pero al aplicar Tukey se evidencia una diferencia entre las medias ya que esta prueba
es mas sensible, al comparar pares de tratamientos entre si lo que puede resultar en

una tendencia a diferenciarse entre los promedios de cada tratamiento.

El mayor promedio de diametro de brote el del tratamiento t9 (0.29 cm) con volumen v3
(25mL por explante, considerando que el promedio del didmetro de los tratamientos de
la frecuencia f3 (t9, t8 y t7) fueron cercanos con diferencias de 0.01 a 0.02 cm como se
observa en la Tabla 13, agrupandolos en los 2 primeros grupos de significancia (a y ab;
Tabla 13).

Los tratamientos se dividieron en cuatro grupos de acuerdo a su significancia en
términos del promedio de diametro. El tratamiento t9 (8 horas con 25mL por explante)
tuvo el mejor promedio de diametro con 0.29cm. Los tratamientos t8, t7 y t3 se agruparon
en otro grupo de significancia (ab).

En la Figura 5 se pueden apreciar los mejores resultados en términos de diametro de
brote, en los cuales predominan los tratamientos de la frecuencia f3. Sin embargo, es
importante destacar que, dentro del rango de las medianas correspondientes a esta
frecuencia se ubica él también la mediana del tratamiento t3, las medianas se observan
con la linea del centro de las cajas de cada tratamiento. Por otro lado, los grupos con

un didmetro de brote inferior a 0.2cm de tallo se observaron en la frecuencia 2.
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Diametro de brote
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Tratamientos

0.15

Figura 7. Diametro de brotes de los tratamientos evaluados a los 45 dias de cultivo.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

El tratamiento t9 fue el tratamiento con mayores didmetros para anchos de los brotes
tuvo didmetros estadisticamente iguales con el control Co de V. odorata, se observé
esta coincidencia puede que, debido otros factores como el medio de cultivo o la
densidad de siembra, porgue con respecto a las configuraciones del SITs frecuencia y
volumen son distintas al tratamiento t9.

Por otra parte, el control Cp muestra resultados buenos, pero en otro grupo significativo
(ab), esto sugiere que la diferencia entre ambas especies también tiene efectos en el
diametro del brote.

3.5 Numero de hojas por brote

Se verific6 homogeneidad de varianza y normalidad en los tratamientos como se
muestra en la Tabla 7. Se realiz6 un ANOVA de dos factores y se establecio que, hay
diferencias altamente significativas en el niamero de hojas entre las frecuencias,
mientras que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los volumenes de

medio de cultivo, ni entre las interacciones de los dos factores.
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Tabla 14. ANOVA del nimero de hojas por brote en la micropropagacion de V.

odorata con

SITs — RITA
Fuente de Variaciéon Gr.ados de Error cuafjrétlco Valor F Pr (>F)
Libertad medio
Total 35
Tratamientos 8
Frecuencias de inmersion (f) 2 0.71 16.24 2.34e-05 ***

Volumenes de medio (v) 2 0.07 1.55 0.23ns
fxv 4 0.04 0.88 0.49ns

Error experimental 27

Coeficiente de Variaciéon

Nota: ns: no significativo, *: significativo, ** y ***: altamente significativo

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

En la comparacién de medias (Tabla 15) se observa para las frecuencias tres grupos de
significancia y con rango de diferencia, siendo el mejor resultado para la frecuencia f3
(2.14 cm), seguida de la frecuencia f2 y finalmente f1. Segun el volumen solamente se

tuvo un grupo de significancia, siendo el mejor promedio del del volumen v1 (1.98 cm)

seguido del v3 y v2 con promedios muy cercanos.
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Tabla 15. Prueba de significancia y comparacién de medias del nimero de hojas
por brote en la micropropagacion de V. odorata con SITs — RITA

Factores Descripcion Numero de hojas por brote

Frecuencia (f) f1= cada 4 horas 165 ¢
f2= cada 6 horas 190 b
f3= cada 8horas 214 a
Volumen (v) vl= 150 mL 198 a
v2=200 mL 185 a
v3= 250 mL 186 a
fxv t1= cada 4 horas + 150mL 1.80 ab
t2= cada 4 horas + 200mL 156 b
t3= cada 4 horas + 250mL 160 b
t4= cada 6 horas + 150mL 2.04 ab
t5= cada 6 horas + 200mL 187 ab
t6= cada 6 horas + 250mL 1.78 ab
t7= cada 8 horas + 150mL 211 a
t8= cada 8 horas + 200mL 211 a
t9= cada 8 horas + 250mL 219 a

Cp 1.87

Co 2.21

Nota: Los datos con letras diferentes expresan estadisticas diferencias significativas.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

El nimero de hojas entre las frecuencias presentd una diferencia altamente significativa,
siendo la frecuencia f3 la que mostré el mejor resultado en el promedio para nimero de
hojas. Todos los tratamientos con frecuencias f3 obtuvieron los mejores resultados para
namero de hojas (t9, t8 y t7) agrupados en el primer grupo significativo. En la presente
investigacion el tratamiento t9 fue el que presentdé mejores resultados con 2.19 hojas
por explante, en el mismo grupo de significancia que los tratamientos (t8 y t7) de la
frecuencia f3, sefialando que no se encontré diferencias estadisticas con respecto al

volumen.

Los tratamientos se agruparon en 3 grupos de significancia siendo los tratamientos de
la frecuencia f3 los cuales presentaron los mejores resultados, seguidos de todos los
tratamientos de la frecuencia 2 (t4, t5 y t6) los que presentaron los promedios (1.78, 1.87
y 2.04 hojas respectivamente) en el mismo grupo de significancia (ab) junto con el
tratamiento t1 (1.8 hojas). En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos para el

namero de hojas en el estudio de la micropropagacion de V. odorata bajo RITA®.
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Mientras que, el volumen v1 (15mL por explante) presenta el mejor resultado para
namero de hojas. El tratamiento t9 siendo la excepcion de esta relacion mencionada
que tuvo los mejores resultados estadisticamente iguales para los tratamientos de la

frecuencia f3.

Frecuencia 1 B3 2 f3 Volumen E vi B3 w2 E V3

Hojas por brote

- .I‘
IR

t1 t2 i3 t4 t5 t6 i7 t8 {9
Tratamientos

Figura 8. Hojas por brote de los tratamientos evaluados a los 45 dias de cultivo.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

El resultado para el control Co fue el mejor resultado de este estudio para niamero de
hojas por brote. Mientras que el control Cp presentd 1.87 hojas por brote ubicandose en

el grupo significativo medio de este estudio.

3.6 Numero de raices por vitroplanta

Se verific6 normalidad y homogeneidad de varianza como se muestra en la Tabla 7. Se
utilizéd un ANOVA de dos factores y se establecio que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre las diferentes frecuencias, volimenes, ni en la interaccién de estos
dos factores. Se determin6 que no existen diferencias significativas entre ninguno de los
dos factores, ni la interaccion entre ambos. Los mejores promedios para el nUmero de
raices se presentaron en la frecuencia de inmersion f2 (cada 6 horas) en el tratamiento
t6 (2.38) pero en la frecuencia f3 presenta un promedio cercano, y el tratamiento t7 (2.25

raices, frecuencia de cada 8 horas y volumen 15 mL por explante).
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Tabla 16. ANOVA de nimero de raices por vitro planta en la micropropagacion de V.
odorata con SITs — RITA

Grados de Error cuadratico

Fuente de Variacion ) ) Valor F Pr (>F)
Libertad medio

Total 35

Tratamientos 8
Frecuencias de inmersion (f) 2 1.57 2.50 0.10"s
Volumenes de medio (v) 2 0.41 0.66 0.53ns
fxv 4 0.83 1.33 0.29"

Error experimental 27

Coeficiente de Variacion 50.84

Nota. (ns): No significativo
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

En la comparacién de medias no se muestran diferencias entre la varianza intra grupos

alta por lo que se agrupan en un solo grupo significativo tanto las frecuencias, volumen.

Tabla 17. Prueba de significancia y comparacién de medias del nimero de raices por
brote en la micropropagacion de V. odorata con SITs — RITA

Factores Descripcion Numero de raices por
vitroplanta
Frecuencia (f) fl= cada 4 horas 115 a
f2= cada 6 horas 183 a
f3= cada 8horas 170 a
Volumen (v) v1l= 150 mL 163 a
v2=200 mL 135 a
v3= 250 mL 170 a
fxv t1= cada 4 horas + 150mL 125 a
t2= cada 4 horas + 200mL 090 a
t3= cada 4 horas + 250mL 130 a
t4= cada 6 horas + 150mL 140 a
t5= cada 6 horas + 200mL 1.73 a
t6= cada 6 horas + 250mL 238 a
t7= cada 8 horas + 150mL 225 a
t8= cada 8 horas + 200mL 143 a
t9= cada 8 horas + 250mL 143 a
Cp 2.10
Co 1.80

Nota: Los datos con letras diferentes expresan estadisticas diferencias significativas.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023
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En la Figura7 se puede ver el numero de raices por vitroplanta por tratamiento se
observa que hay una relacién inversamente proporcional seguin los volimenes entre las
frecuencias f2 y f3, como también se observa en los promedios de la tabla 17, es decir
a mayor volumen f2 presenta los mejores resultados mientras que f3 los peores. El mejor
promedio para niumero de raices por vitroplanta fue del tratamiento t6 con frecuencia de
6 horas y 250mL.

Frecuencia =N 2 Volumen $ V1 $ v2 E v3

w

Raices por vitro planta
= (%

0
t1 t2 13 t4 t5 16 {7 it ta
Tratamientos

Figura 9. Raices por vitroplanta de los tratamientos evaluados a los 45
dias de cultivo.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

Los dos controles Cp y Co también presentan el tercer y cuarto resultado con mayor
namero de raices por vitroplanta respectivamente, esto puede deberse a la composicién
del medio de cultivo viendo una mejor respuesta de V. planifolia para la produccion de
raices, ya que, si se compara con el tratamiento t1 con los mismos parametros de

frecuencia y volumen de los controles, los promedios son lejanos entre si.

3.7 Porcentaje de Oxidacion

Los porcentajes de oxidacion en este estudio no cumplen con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza, por lo cual se realizé un analisis con la prueba
no parameétrica Kruskal Wallis como se muestra en la Tabla 18 no mostro que hay

diferencias significativas entre ninguno de los factores en estudio y su interaccion.
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Tabla 18. Prueba Kruskal- Wallis de porcentaje de oxidacion en la
micropropagacion de V. odorata con SITs — RITA

Grados de
Factores ) P- value
Libertad
Tratamientos 8 0.71
Frecuencias de inmersion (f) 2 0.12
Volumenes de medio (v) 2 0.56

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

Se realiz6 la prueba utilizando el método de correccidon Bonferroni para comparar las
medianas de la variable oxidacion, entre todos los tratamientos. Los resultados indican
gue no se encontraron diferencias significativas entre los factores y su interaccion, lo
que se evidencia al agruparlos en un anico grupo de significacién estadistica (Tabla 19).

Sin embargo, se presenta un rango para facilitar la interpretacion de los valores.
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Tabla 19. Prueba Kruskal- Wallis con rango de significancia estadistica para el
porcentaje de oxidacion en la micropropagacion de V. odorata con SITs —

RITA
Factores Descripcion Oxidacion (%) Rango
Frecuencia (f) f1= cada 4 horas 0.66917 1892 a
f2= cada 6 horas 1.08917 17.17 a
f3= cada 8horas 0.85725 1942 a
Volumen (v) v1l= 150 mL 0.70725 19.29 a
v2=200 mL 1.51833 20.04 a
v3= 250 mL 0.39000 16.17 a
fxv t1= cada 4 horas + 0.75250 2138 a
150mL
t2= cada 4 horas + 0.36250 1725 a
200mL
t3= cada 4 horas + 0.89250 18.13 a
250mL
t4= cada 6 horas + 0.00000 1350 a
150mL
t5= cada 6 horas + 3.26750 2450 a
200mL
t6= cada 6 horas + 0.00000 1350 a
250mL
t7= cada 8 horas + 1.36925 23.00 a
150mL
t8= cada 8 horas + 0.92500 18.38 a
200mL
t9= cada 8 horas + 0.27750 16.88 a
250mL
Cp 15
Co
0.0

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

Posteriormente se analizd con la Figura 8 con la prueba de Wilconxon para comparar
en pares, en este caso el tratamiento t7 presento resultados mas altos en las medianas
de porcentaje de oxidacion, pero se observa una mayor variabilidad de los datos en las

frecuencias f1 y f3 que también presentan datos atipicos.
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Figura 10. Graficas para frecuencia, volumen y tratamientos comparando
con pruebas Kruskal-Wallis y Wilcoxon.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

En los tratamientos T3.1, T5.1, T5.2 y T8.1, se presentaron 4 explantes oxidados con
todos sus brotes, cada uno con 3, 5, 3 y 4 brotes respectivamente, algunos de estos
casos se observan en la Figura 9 (A y B). Ademas, se presentaron casos de oxidacion
en brotes puntuales como en el tratamiento T3.1 con 3 brotes oxidados, y para el resto
de casos son en total 9 brotes en los tratamientos T1.1, T1.3, T2.1, T7.1 (2), T7.2 (3) y
T9.2. En Cy D de la Figura 9, se puede observar dos casos de oxidacion.

Ademas, se registr6 2 explantes hiperhidratados en el tratamiento T7.1 y en el
tratamiento T7.3, los cuales se pueden observar en E y F de la Figura 11. En cuanto a
las frecuencias, no se encontraron diferencias significativas, aunque se observé que la
frecuencia f1 y f3 se relacionan con los valores cercanos del rango, al igual que el
volumen v1 y v2. En cuanto a la interaccion de factores, se pudo observar que los

tratamientos t5, t7 y t1 presentaron los rangos superiores.

En volumen se tiene una mayor cantidad de oxidados es el volumen vl y todos

presentan datos atipicos. Visualizando la Figura 8 los tratamientos se observa la
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mediana del tratamiento t1 y t7 en rangos similares, pero el tratamiento t5 presenta
fuerte variabilidad de datos y los datos extremos mas predominantes, y los tratamientos
t4 y t6 no presentaron ningun tipo de oxidacion teniendo un 100% de brotes viables. En
el control Cp se tuvo un explante oxidado, especificamente en el control C3.3 con 3

brotes y de un total de oxidacion de 1.5%.

3.8 Porcentaje de Hiperhidratacién

Al no cumplir con los supuestos de normalidad y heterocigocidad. Se realizé una prueba
Kruskal-Wallis, considerando que el porcentaje de hiperhidratacién fue minimo en todo
este estudio y se registré Unicamente en un tratamiento. Se evidencia que no hay
diferencias entre los factores, pero si hay una diferencia significativa entre los
tratamientos (Tabla 20).

Tabla 20. Prueba Kruskal- Wallis de porcentaje de hiperhidratacién en la
micropropagacioén de V. odorata con SITs — RITA

Grados de

Fuente de Variacion P- value
Libertad
Tratamientos 8 0.04
Frecuencias de inmersion (f) 2 0.13
Volumenes de medio (v) 2 0.13
MSD 8.73

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

El porcentaje de 0.16% se registro en la frecuencia 3 de cada 8 horas y en el volumen
vl de 15mL por explante. Ya que en estos factores fueron en los Unicos que se
presentaron los casos de hiperhidratacion. El tratamiento t7 muestra los Unicos 2 casos
de brotes hiperhidratados y por esto en la Tabla 21 se puede observar dos grupos

significativos en las interacciones de los dos factores.
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Tabla 21. Prueba Kruskal- Wallis para el porcentaje de hiperhidratacion en la
micropropagacion de V. odorata con SITs — RITA

Factores Descripcion

Hiperhidratacion (%)

fl= cada 4 horas
Frecuencia (f) f2= cada 6 horas

f3= cada 8horas

0.00
0.00
0.16

v1l=150 mL
Volumen (v) v2= 200 mL
v3= 250 mL

0.16
0.00
0.00

t1= cada 4 horas + 150mL
t2= cada 4 horas + 200mL
t3= cada 4 horas + 250mL
t4= cada 6 horas + 150mL
fxv t5= cada 6 horas + 200mL
t6= cada 6 horas + 250mL
t7= cada 8 horas + 150mL
t8= cada 8 horas + 200mL
t9= cada 8 horas + 250mL

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.47
0.00
0.00

o o 9 T o o o T o 2 2O D G

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

En ninguno de los controles se observaron brotes hiperhidratados. Si se realiza un

conteo general de los brotes totales que son 2507 brotes con respecto a estos casos

muy puntuales tenemos que el porcentaje que representan los brotes oxidados es de

0.75% mientras que los casos de brotes hiperhidratados representa el 0.08%, dandonos

un total de 0.83% entre ambos casos.

Figura 11. Explantes con alteraciones morfolégicas, algunas fotos de explantes con brotes

oxidados e hiperhidratados.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

La Tabla 21 presenta los resultados de los mejores tratamientos obtenidos para la

micropropagacion de V. odorata en Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA. Se
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muestran los efectos sobre el indice de multiplicacion, longitud y didmetro de brote,
namero de hojas por brotes, raices por vitro planta, porcentaje de oxidacion e

hiperhidratacién.

Tabla 21. Promedios y pruebas de significancia para los variables evaluados de los
mejores tratamientos y controles de este estudio.

indice de Longitud Diametro Namero de Numero de Oxidacién Hiperhidratacion
g multiplicacién de brote de brote hojas por raices por (%) (%)
-g (brote/explante) (cm) (cm) brote vitroplanta
[
8
|_
t7 9.33 0.97 0.27 ab 211 a 2.25 1.84 0.4725
t8 5.85 0.94 0.28 ab 211 a 1.43 0.93 -
t9 7.98 0.91 0.29 a 219 a 1.43 0.28 -
Cp 7.87 1.03 0.27 1.87 2.07 1.50 -
Co 5.72 0.92 0.28 2.21 1.75 - -

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

Nota: Tiempo en cultivo: 45 dias. Sistema de cultivo: sistema de inmersion temporal (RITA),
con una frecuencia de inmersion de 2min. Los valores de los promedios, seguidos de letras
minusculas diferentes son significativamente diferentes a p < 0,05 segun la prueba de Tukey.

Efectos significativos: a p < 0,05
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4. CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUCION

4.1 Interpretacion de resultados

4.1.1indice de multiplicacion

La frecuencia con mejores resultados fue f3: cada 8 horas. V. odorata presenta mejores
resultados para las frecuencias de inmersion f3 (8 horas / 3 veces por dia), la mas larga
de este este estudio. A diferencia de este estudio que para la especie Las mejores
frecuencias de inmersion reportadas para la micropropagacion de la especie V. planifolia
utilizando recipientes RITA han sido de cada 6 horas [58], y cada 4 horas [46,47,59],

siendo estas las menores frecuencias evaluadas

Se sabe que el genotipo de cada especie de vainilla influye en sus preferencias de
frecuencia de inmersién para la micropropagacion. Georgiev et al. (2014) sostiene que
segun la especie y el sistema de inmersion temporal utilizado dependeran los efectos
evaluados para la micropropagacién de las plantas [56], En este sentido, se ha
observado que V. planifolia, con un genotipo diferente al de V. odorata, prefiere
frecuencias cortas de inmersién (4-6 horas), mientras que V. odorata presenta mejores

resultados en frecuencias de inmersion largas (8 horas).

La diferencia genética encontrada en estas especies sugiere que sus preferencias de
frecuencia de inmersion son especificas y pueden estar relacionadas con su adaptacion
a diferentes entornos y condiciones de crecimiento. Es importante destacar que la ruta
de morfogénesis de cada especie también puede influir en estas preferencias [63]. En
la investigacion realizada se ha observado que V. planifolia prefiere mas veces de riego
por dia, mientras que V. odorata prefiere pocas veces de riego. Esto puede deberse a
las condiciones climéticas y de suelo en las que se desarrollan cada una de estas
especies. Sin embargo, es importante tener en cuenta que los resultados obtenidos en
esta investigacion no son concluyentes y se necesitan mas estudios para confirmar

estas observaciones.

Por otro lado, en un estudio reciente realizado en Biorreactores de inmersion temporal

(BIT®) Villegas-Ramirez (2022) se reportd el mejor indice de multiplicacion global (33.7
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brotes/explante) en V. planifolia la mejor frecuencia de inmersion de cada 6 horas, con
la consideracion que este fue la menor frecuencia evaluada. A diferencia de este estudio
que present6 los mejores resultados para las frecuencias mas largas. Ademas, en el
reporte se usé un tiempo de inmersién de 10 min, mayor al reportado por la mayoria de

estudios con Sistemas de inmersion temporal en V. planifolia (2 minutos).

En los reportes con RITA para V. planifolia reportan disminucion en el indice de
multiplicacién a mayores volimenes (50mL por explante) teniendo mejores resultados
(17.54 brotes/explante) con el menor volumen evaluado (25 mL por explante). Con estas
mismas configuraciones en los SITs (2 min cada 4 h y 25mL por explante) Ramirez-
Mosqueda reporta en BITs un resultado similar de 18.06 brotes/explante. A diferencia
de Villegas-R. J. que reporta los mejores resultados utilizando BIT (34.93
brotes/explante) para los mayores volimenes evaluados (40mL por explante) [35], al
igual que este estudio que reporta al mayor volumen evaluado el mejor promedio como

se observa en la comparacion de medias (Tabla 11).

En la interaccion de los factores, se observo que el tratamiento t7, con volumen v1 de
15mL por explante, present6 el mejor resultado. Es posible que en los tratamientos de
la frecuencia f3, con menos inmersiones por dia, se haya generado estrés hidrico por
déficit de agua. Lo que podria explicar por qué los explantes de esta especie asimilaron
de mejor manera los nutrientes presentando una respuesta caracterizada por cambios
morfoldgicos, fisiolégicos, como algunos de los observados. Sin embargo, es necesario
realizar analisis bioquimicos y moleculares para contrastar la informaciéon con otras
especies y tener una comprensién mas completa de los procesos subyacentes a estas

preferencias de frecuencia de inmersién [63].

Aunqgue no existen reportes sobre el efecto de esta especie ante el estrés hidrico, pero
los resultados muestran que a diferencia de V. planifolia, que presenta mayor nimero
de brotes con 6 inmersiones por dia, la especie V. odorata presenta mayor nimero de
brotes con menos inmersiones por dia (3). Es importante sefialar que, si bien las
caracteristicas del perfil bioclimatico de V. odorata son diferentes que las de V. planifolia,
debido al desarrollo de cada genotipo esta estimulado por diversas condiciones
ambientales en las que su crecimiento es 6ptimo. Estas condiciones especificas nos
pueden ayudar a entender las preferencias en condiciones in vitro de cada especie,

como es el caso de la frecuencia de inmersion, lo cual se podria asociar con
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caracteristicas propias de cada especie como la resistencia a la sequia de la especie en

estudio.

Segun reportes de Martinez-Santos, E. et al. (2021) al inducir estrés hidrico generado
por el déficit de agua en V. planifolia se registré una reduccién del indice estomatico y
el porcentaje de estomas abiertos, esto afecta al equilibrio hidrico alterando el balance
entre la absorcion y transpiracion de las vitro plantas, ademas se reporta que una
acumulacién de prolina [63]. La prolina esta relacionada con la capacidad adaptativa

ante condiciones ambientales ante las cuales resulta dificil una adaptacion.

Entonces el estrés generado en las vitro plantas de V. odorata por la cantidad de medio
de cultivo, siendo los menores volimenes los que generan mayor estrés, y por su
capacidad a mejor adaptabilidad y supervivencia, serian una posible razén por las
cuales se tiene un mayor niumero de brotes en el tratamiento t7. Sin embargo, es
importante continuar investigando en esta linea para entender mejor las respuestas
adaptativas de las vitroplantas ante diferentes tipos de estrés y cémo se pueden utilizar
estas respuestas para mejorar la produccion de plantas en condiciones desfavorables.

Considerando que el volumen no presento diferencias significativas, es importante
analizar la variacion entre los promedios. En los tratamientos con una frecuencia de
inmersién f1 (cada 4 h) el mejor promedio del volumen en esta frecuencia fue el volumen
v3 (25mL por explante; 7.78 brotes/explante) relativamente cercano al tratamiento t9
(volumen v3 y frecuencia f3; 7.98 brotes/explante), Mientras que los tratamientos con
frecuencia f3 (cada 8 h), t7 y t9 presentan mejores promedios con volumen vl

(15mL/explante) y v3 (25 mL/explante) respectivamente.

Segun observacion visual durante el funcionamiento del SIT con respecto a la forma de
inmersién del liquido. En los tratamientos con menor volumen (v1) se observé que el
medio de cultivo subia lenta y llegaba a los explantes de manera suave, mientras que
en los volimenes mayores (v2 y v3) el medio subia de manera violenta y movia de forma

brusca todos los explantes.

La forma de inmersion del liquido es un factor importante a considerar en los sistemas
de inmersion temporal, ya que puede afectar la morfologia y desarrollo de las vitro

plantas [73]. En este caso, la forma violenta de inmersién en los volimenes mayores
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pudo provocar problemas en la posicién y crecimiento de los explantes, lo cual puede
impactar en la produccién de brotes. Los resultados reportados por Ramos-Castella et
al. (2014) coinciden con esta observacion, mostrando que volimenes mayores a 150mL
pueden reducir la produccion de brotes. Por lo tanto, la eleccion del volumen adecuado
de medio de cultivo en los sistemas de inmersién temporal puede ser crucial para

obtener los mejores resultados en la multiplicacién de vitro plantas.

Si bien los sistemas de inmersion temporal (SIT) entre sus beneficios son reducir el
estrés mecanico a comparacion de los sistemas con agitacion [44], en este caso puede
representar una causa que este influenciando en el indice de multiplicacion.
Dependiendo del volumen estos podrian influir en la integridad morfologica y el
desarrollo del crecimiento debido al estrés mecanico, siendo este generado por el
cambio de posicion y movimiento producido en cada inmersion de las vitroplantas. Watt
en 2012 evidencia que el volumen del frasco y del medio de cultivo tiene relacion con la

biomasa en el cultivo, y es un factor determinante en la micropropagacion en SITs.

Se ha reportado para otros SITs en los que se tiene una menor produccion de biomasa
debido al estrés mecéanico [64]. Es decir, el estrés mecanico pudo afectar al desarrollo
de las plantas, ya que requiri6 mas energia para retomar su crecimiento apical, lo cual
limitd su crecimiento y producciéon de nuevos brotes. El indice de multiplicacion de V.
odorata en medio semisélido se optimizé de 4 brotes/explante [65] a 9 brotes/explante

utilizando medio liquido en los SITs tipo RITA®.

4.1.2Largo y didmetro de brotes

En este estudio el mejor resultado de los tratamientos en el largo de brote fue en el
tratamiento t7 de (0.97cm, con volumen v1), pero el control Cp obtuvo el mayor promedio
de 1.03 cm. Para V. planifolia en RITA el mayor largo de brote se reporté por Ramirez-
Mosqueda en 2016, de 1.69 cm (2 min cada 4 horas con 25mL por explante) a los 42

dias de cultivo.

A diferencia de otros reportes como Ramos-Castella et al., (2014) que a los 30 dias de
cultivo presenta un largo de brote de 13.5 mm con una frecuencia de cada 4 y 8 horas
de inmersion y 33.33 mL por explante. A los 45 dias de cultivo (6 semanas), y utilizando

BIT se reporta por Villegas-R (2022) la mayor longitud de brote para la frecuencia de
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cada 10 minutos cada 6 horas y 30 mL por explante (2.51 cm) y en el volumen de 20

mL por explante (2.08 cm).

Los resultados sugieren que la longitud de los brotes en la especie V. planifolia depende
tanto de la frecuencia como del volumen de inmersion en el medio de cultivo. Se
obtienen mejores resultados en volumenes menores y frecuencias de inmersiébn mas
cortas [44,45,64]. Por otro lado, en este estudio con V. odorata se observan mejores
resultados en longitud de brotes a frecuencias de inmersion mas largas, aunque se

produce un efecto similar de brotes mas largos en volimenes de cultivo menores.

Esto puede deberse a que en los SITs el contacto directo del medio de cultivo liquido
con las hojas y toda la estructura vegetal de la planta facilita la absorcién de nutrientes,
por medio de estomas y poros acuosos, debido a que existe una mayor superficie de
absorcion [43]. Por su capacidad adaptativa y la robustes del genotipo de esta V.
odorata, como es una mayor tolerancia a la sequia; esto puede significar una mayor
produccion de osmolitos de prolina y glicina betaina, que son metabolitos utilizados en
la regulacion de la presion osmatica en las células y proteccion de efectos nocivos del
estrés abiotico.

Por otra parte, en estudios con V. planifolia que no reporta resistencia a factores
abidticos, sino se reporta que a mayor estrés hidrico se produce una reduccién en
crecimiento de brotes, proteinas solubles y porcentaje de estomas abiertos [72]. En los
tratamientos con frecuencia f3, el aumento de la superficie de absorcion, puede estar
representada por el largo y ancho de brotes, que puede haber sido estimulado por
mecanismos de adaptacién como la sintesis y acumulacién de prolina y glicina betaina
como respuesta al estrés generado en la planta debido a la cantidad limitada de medio

de cultivo y frecuencias de inmersion muy aplazadas.

Esta diferencia podria evidenciarse en un andlisis de metabolitos relacionados a la
adaptabilidad en cada especie. Es necesario tomar en cuenta que los datos obtenidos
en esta tesis no son prueba concluyente de esta especulacion. Pero ratifican la
diferencia entre los diferentes genotipos y no establecen ninguna preferencia para el

género, Sino sus procesos sugieren que son independientes por especies.
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Se obtuvo resultados similares al cultivo en medio semisolido, pero a los 45 dias a
diferencia de los 60 dias reportados por Romero G. (2022) que presenta los mejores
resultados reportados para V. odorata en el didmetro (0.32 cm), este resultado
concuerda con Ramos- Castella. et al. (2014) que reporta para V. planifolia el mayor
didmetro en cultivo semisdlido SS (0.51 cm) y utilizando SIT (0.48 cm) con la frecuencia

de cada 4 horas, en un volumen de 33.3 mL por explante.

El control Co muestra un bajo indice de multiplicacién, pero se posiciona entre los
mejores resultados para dimensiones de brote y numero de hojas esto puede ser por
una mejor adaptabilidad de V. odorata a condiciones extremas [31], y puede que por
influencia del medio de cultivo distinto con mayor contenido de citocininas, desarroll6

mayor tejido vegetal en con efectos positivos en las variables mencionadas [66].

Los resultados de esta investigacion contribuyen a la comprension de los perfiles
biocliméaticos de cada especie de Vanilla, al relacionar las frecuencias y volimenes de
medio de cultivo con factores ambientales como la disponibilidad y exposicién al agua,
evaluando variables ambientales como precipitacion y temperatura, segun los bioclimas
de origen. Esto permite interpretar las preferencias de cada especie y relacionarlas con
resultados en laboratorio, basados en la informacién generada por Jiménez et al. (2017),
quien estudio el perfil biocliméatico de varias especies de Vanilla y sus efectos en el

desarrollo vegetativo.

Hernandez et al. en 2010 report6 que V. odorata requiere menos precipitacion promedio
anual (365 mm) y menor temperatura en el mes mas frio (3°C) en comparacién con V.
planifolia, que necesita 1.500 mm anuales. Esto sugiere que V. odorata es una especie
de Vanilla aromatica robusta que responde mejor ante el estrés hidrico y lapsos de

tiempo mas largos para inmersiones.

4.1.3Numero de hojas por brote

Los mejores resultados de numero de hojas reportados para V. planifolia utilizando RITA
fue de 2.40 hojas por brote Ramos-Castella el al., (2014) para un tratamiento con una
frecuencia de cada 8 horas, que concuerda con los resultados de esta investigacion
frecuencia f3 (pero en diferentes volimenes), reportandose que a mayor volumen mayor

namero de hojas. Ramirez- Mosqueda y lglesias- Andreu (2016) reporta el mayor
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nuamero de hojas (2.70 hojas) en SITs tipo BIG (Gravity Immersion Bioreactors) con

inmersiones de 2 min cada 4 horas y un volumen de 25 mL por explante.

En 2022 Villegas utilizando BIT reporta los mejores resultados para nimero de hojas
por vitroplantas (34.73 hojas/explante) en la frecuencia mas baja del estudio cada 6
horas durante 10 minutos y con volumen de 30mL por explante, pero se reporta mejores
resultados a mayor volumen (40mL por explante). Esto puede estar relacionado con la
capacidad adaptativa de V. odorata al ser reportada como una especie silvestre [31],
puede presentar mejores respuestas ante diferentes tipos de estrés como la limitante

del volumen del medio de cultivo.

Por otra parte, el mayor promedio obtenido para niumero de hojas por vitroplanta fue de
19,25 hojas en el tratamiento t7 que tiene volumen v1. El tratamiento t9 y el control Co
presentan los mejores promedios para el numero de hojas por brote, lo que diferencia
la produccién de hojas de los resultados de los tratamientos, los controles, ademas la
diferencia de los resultados entre las dos especies, puede estar dada en la disponibilidad
del medio de cultivo y su composicion.

4.1.4Numero de raices por vitroplanta

El estudio en RITA para V. planifolia de Ramirez-Mosqueda (2016) reporta 2.76 raices
por brote con una longitud de brote de 1.04 cm en medio de cultivo para enraizamiento
conformado Unicamente por medio nutritivo y sucrosa a los 28 dias. En esta
investigacion se obtuvo resultados similares, pero en nimero de raices por vitro planta,
siendo estas en su mayoria raices en desarrollo mayores a 0.2 cm. Por lo que se puede
inferir que, al consumirse los otros compuestos del medio de cultivo se inicié un proceso
de enraizamiento con los compuestos principales del medio de cultivo sucrosa y medio

nutritivo.

Ademas, por la morfologia observada en las vitro plantas de los tratamientos en general,
mostraban puntas de las hojas amarillentas como se muestra en la Figura 4. Estas
evidencias nos ayudan a entender que las vitro plantas, debido al largo periodo de
cultivo 45 dias comenzaron a mostrar alteraciones morfolégicas como las mencionadas,

que no fueron reportados en estudios con V. planifolia utilizando RITA, pero si hay
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reportes de estas alteraciones morfoldgicas similares en las que se atribuyen a sintomas
por hiperhidricidad [31].

También Macas R., (2019) reporta para V. x tahitensis una longitud de raiz de 2.31 cm,
utilizando un medio de cultivo Murashige & Skoog (MS, 1962) y las vitaminas B5
descritas por Gamborg, et al. (1968), bencil amino purina (BAP) y acido indol butirico
(IBA) como reguladores de crecimiento para enraizamiento (Macas R., 2019). A
diferencia del protocolo de Ramirez-Mosqueda este medio de cultivo si contiene

reguladores de crecimiento por lo que resulté una mayor longitud de raiz.

Los resultados reportados de raices por brote sembrado los controles Cp (2.1 raices)
fueron de los mayores en este estudio, posiblemente por la composicién del agua de
coco por lo que este protocolo puede servir como un medio de enraizamiento. El
tratamiento t2 present6 la menor cantidad de raices y el mayor consumo de medio, esto
puede ser debido a la incapacidad de asimilar nutrientes llevando al desarrollo de tejido
radicular para poder captar mayor cantidad de nutrientes. Por otra parte, el tratamiento
6 se tiene el menor resultado para longitud de brotes, pero la mayor cantidad de raices.

4.1.50xidacion e Hiperhidratacion

El porcentaje de oxidacién fue mayor que de hiperhidratacién, esto que ratifica los
beneficios de los SITs para reducir estas alteraciones morfoldgicas [60]. Ramos-
Castella menciona casos hiperhidratacion en tratamientos a 45 minutos de inmersién
cada 8 horas, pero reporta que la especie V. planifolia, responde mejor a tiempos de
inmersién de 2 min e inmersiones frecuentes de 4 horas para prevenir la hiperhidricidad.
En este estudio se presentaron 2 brotes hiperhidratados un porcentaje menor al 0.1%.

En los tratamientos que mas se registrd oxidacion fue en el tratamiento t7.

A pesar que estos datos no son suficientes para establecer conclusiones con respecto
a la diferencia entre tratamientos y la efectividad ante estas variables, podemos
mencionar algunas de las posibles causas por las que se encontraron los casos
puntuales. En el tratamiento t7 se pudo deber al estrés en las plantas donde también se

encontraron los casos de hiperhidratacion y oxidacion.
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Ademas, la abundancia de tejido vegetal pudo haber dificultado la recepcion de la luz
dentro de los recipientes, como también se ha reportado para en otros cultivos casos de
hiperhidratacién en los cuales el medio se queda entre los brotes al tener esta tendencia
de formar pelotas con los brotes enredados [73] . Los 2 explantes hiperhidratados del

tratamiento t7, se pueden observar en las imagenes E y F de la Figura 11.

En el control Co no se observaron casos de brotes oxidados ni hiperhidratados,
posiblemente porque el medio de cultivo de este estimul6 de manera positiva a esta
especie logrando mayores resultados en las otras variables evaluadas como ya se
menciond, ademas su capacidad adaptativa propia de cada genotipo promueve la
acumulacién de osmolitos de prolina (Pro) y glicina betaina siendo protectores de las
especies reactivas (ROS) [72].

Mientras que en el control Cp se tuvo un explante oxidado, especificamente en el control
C3.3 con 3 brotes y de un total de 239 brotes estos 3 brotes oxidados representan el
1.5% este porcentaje es alto debido a que el nUmero de explantes por cada ensayo es
de 6. A diferencia de Co la oxidacion puede haberse dado por la influencia del agua de
coco y la cantidad de componentes que esta presenta que no se pudieron asimilar de

Mmanera correcta.

4.1.6Consideraciones generales

El proceso de micropropagacion de Vanilla odorata C. Presl fue optimizado utilizando
Sistemas de inmersion Temporal (SITs) con recipientes tipo RITA a los 45 dias de
cultivo. La frecuencia f3 (2 min de inmersion cada 8 horas) presento los tratamientos
con mejores resultados para indice de multiplicacién, longitud y ancho de brote, Los
mejores resultados se registraron en el tratamiento t7 con un volumen de 15 mL por

explante (v1) y una frecuencia de inmersién de 2 min cada 8 horas (f3).

Con respecto al volumen de medio se determin6 que a mayor cantidad de volumen se
produce una reduccion en el indice de multiplicacion, pero promueve el desarrollo foliar
y engrosamiento de brotes, pero con menor longitud de los brotes como se observo en
el tratamiento t9. Esto puede ayudar a determinar qué tipo de tratamiento aplicar

dependiendo de los objetivos.
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Con respecto a la calidad de las vitroplantas después de los 45 dias se observaron hojas
con puntas quemadas y amarillentas, como se muestra en la Figura 9, en varios
tratamientos en todos los volimenes y frecuencias. Segun los reportes de estos efectos
en las hojas de orquideas se dan por una deficiencia del calcio o exceso de minerales

solubles en el agua [67].

Figura 4. Las 5 repeticiones para los controles Cp con Vanilla planifolia y los controles Co
con Vanilla odorata.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023

Si comparamos las plantas en los controles se puede ver que las vitro plantas de V.
odorata también presentan esta caracteristica de hojas amarillentas, mientras que en V.
planifolia no se observaron estas alteraciones morfolégicas, esto puede deberse a las
caracteristicas propias de cada especie y su tolerancia a largos periodos de cultivo in
vitro, siendo V. planifolia una planta con la cual se ha venido cultivando in vitro un mayor

periodo de tiempo que la especie en V. odorata.

En este estudio se tuvo los tratamientos en general presenta hojas con dafios
morfolégicos que podrian deberse a limitaciones para la absorcion de nutrientes; en
varios de los tratamientos se evidencié puntas amarillentas, como también lo report6
Villegas- R. J. (2022) en sus investigaciones, pero sin referirte a un tratamiento
especifico. Puede que esto promueva la activacion de diferentes mecanismos
adaptativos que lleven a la especie a aprovechar la disponibilidad de recursos para la
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generacion de nuevos brotes y ocasionando que las hojas queden comprometidas como

se observo en los ensayos evaluados [67].

Sin embargo, estas observaciones podrian utilizarse como base para futuras
investigaciones en programas de mejoramiento genético o en la optimizacion de
protocolos de multiplicacion. Es posible que la capacidad adaptativa de V. odorata le
permita hacer un mejor uso del medio de cultivo en situaciones de estrés, como la
disponibilidad limitada de medio liquido o frecuencias de inmersion mas largas. En
definitiva, se necesita una mayor investigacion para determinar las implicaciones
genéticas  fisioldgicas de estas caracteristicas bioclimaticas en V. odorata y cémo se

pueden aplicar en la practica del cultivo in vitro.
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5. CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Los resultados de este estudio demostraron que el establecimiento de un protocolo de
micropropagacion con medio liquido en Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA®
para Vanilla odorata C. Presl logré optimizar el proceso de micropropagacion,
alcanzando un indice de multiplicacién de 9.3 brotes por explante, lo que supera el

indice reportado en la misma especie utilizando medio semisadlido.

Se determiné que la frecuencia de inmersion cada 8 horas durante 2 minutos fue la méas
eficiente, obteniendo los mejores resultados para el nimero de hojas por brote y la
longitud y didmetro de los brotes. Asimismo, se observé que la especie V. odorata

presenta mejores respuestas de crecimiento a frecuencias largas.

En cuanto al volumen del medio liquido, se encontr6 que el uso de 15 mL por explante
fue el mas eficiente y presentd mejores resultados, siendo este el menor volumen
utilizado en el estudio, igual al mejor volumen total reportado en RITA para la

micropropagacion de V. planifolia.

5.2. Recomendaciones

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, se sugiere continuar con la
evaluacion del enraizamiento y adaptacién de las vitro plantas de V. odorata,
completando el protocolo de propagacion de acuerdo con la siguiente fase del proyecto

"Vainilla".

Se recomienda realizar evaluaciones a mayores frecuencias de inmersion para
determinar si es posible mejorar los resultados obtenidos en este estudio. Ya que se
observaron mejores efectos en los tratamientos como frecuencia de inmersién mas

largo, es decir menos inmersiones por dia.

Se sugiere evaluar otros sistemas de inmersion temporal, como el Biorreactor de
Inmersion Temporal (BIT), el cual ha demostrado ser muy efectivo en la

micropropagacion de V. planifolia.
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7. ANEXOS

Tabla anexo 1. Listado de materiales

Insumos
Pinzas anatémicas Lampara de alcohol
Bisturis (mango y cuchillas) Jeringas 5y 10 ml
Erlenmeyers varios volimenes Papel aluminio
Jarras plasticas graduadas Papel toalla
Probetas de varios voliumenes Cinta indicadora Autoclave
Barra magnética Papel servilleta
Espatulas Parafilm
Fosforera Rolopac
Fundas plasticas Mascarillas
Guantes Mandil

Reactivos
Medio MS sin vitaminas 6-Bencilaminopurina (BAP)
Sucrosa Clorhidrato de cisteina
Acido ascorbico Etanol 70% y 96%
Agua de coco Agua destilada

Equipos

Sistema de Inmersién temporal
Agitador magnético

Balanza de precision
Destilador de agua

Autoclave semiautomético
Cémara flujo laminar

Calefactor

Recipientes tipo RITA®
Mangueras

Estanterias con lamparas
pH-metro

Pipetas

Refrigeradora

Cuarto de cultivo

Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023




Figura anexo 1. Montaje de Sistema de Inmersién temporal con recipientes
tipo RITA® en cuarto de cultivo.
Elaborado por: Bermeo Jorge, 2023



