F4» Universidad
/JEcotec

UNIVERSIDAD ECOTEC

FACULTAD DE INGENIERIAS, ARQUITECTURA'Y CIENCIAS DE LA
NATURALEZA
CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

TITULO DE TRABAJO

Evaluar el uso de citoquinina y auxina en micropropagacion in vitro de vainilla
(Vanilla tahitensis) en Daule, 2024

Trabajo de titulacion presentado como requisito para la obtencién del titulo
de
INGENIERO AGRONOMO

AUTOR
JURADO GOMEZ DAYANA YAMILETTE

TUTOR
PEREZ ALMEIDA IRIS BETZAIDA

ROSAS HERNANDEZ JOSE IBRAHIN

SAMBORONDON - ECUADOR

2024



Dedicatoria

A mi mama Angelica Gdmez, por su amor incondicional, su apoyo constante

y sus ensefianzas que han sido la base de cada logro. Sin su aliento y sacrificio, este
trabajo no habria sido posible

A mi papa Alex Jurado, gracias por creer en mi incluso en los momentos mas
dificiles y por ser un modelo de dedicacion y perseverancia. Este logro es también un
testimonio de todo lo que me has ensefiado y de la influencia positiva que has tenido
en mi vida.

A mis abuelos en especial a mi querido abuelito Félix Gomez (+), cuya

memoria y sabiduria han sido una fuente inagotable de inspiracion en mi vida.
Aunque ya no estas fisicamente con nosotros, tu amor, tu fortaleza y tus ensefianzas
continuan guiandome en cada paso que doy, te llevo en mi corazén y en mi mente, y

tu legado serd una guia constante en todo lo que emprenda.

Agradecimientos

A mis docentes Miss Marianela Barona, Dr. Cesar Alcacer, Dra. Iris Pérez,

por su apoyo y comprension durante cada etapa de este viaje académico. Sus palabras
de 4nimo y sus consejos han sido una fuente invaluable de motivacion.

Finalmente, a mis amigos Oscar, Odalis, Lisseth, Michelle, Paula, Carlos,

Milton, Paulo, Jhalmar, Fabricio, Yandry, Jeremy y demas compatfieros quienes han
compartido conmigo tanto los desafios como los triunfos, y han enriquecido mi

experiencia con su amistad y colaboracion.

Gracias a todos por ser una parte fundamental de este logro



Universidad

EcotecC

ANEXO No. 9

PROCESO DE TITULACION
CERTIFICADO DE APROBACION DEL TUTOR

Samborondén, 06 de agosto de 2024

Magister

Erika Ascencio Jordan

Unidad Académica: Facultad de Ingenierias, Arquitectura y Ciencias de la Naturaleza
Universidad Tecnolégica ECOTEC

De mis consideraciones:

Por medio de la presente comunico a usted que el trabajo de titulacién TITULADO:
EVALUAR EL USO DE CITOQUININA Y AUXINA EN MICROPROPAGACION IN VITRO DE
VAINILLA (Vanilla tahitensis) EN DAULE 2024, fue revisado, siendo su contenido original en su
totalidad, asi como el cumplimiento de los requerimientos establecidos en la guia para su
elaboracién, por lo que se autoriza al estudiante JURADO GOMEZ DAYANA YAMILETTE, para

que proceda con la presentacion oral del mismo.

Atentamente,

José Hernandez Rosas, PhD.

Tutor(a)



Universidad

EcotecC

ANEXO No. 12

CERTIFICADO DE APR’OBACI()N DEL TUTOR PARA LA PRESENTACION DEL
TRABAJO DE TITULACION CON INCORPORACION DE LAS OBSERVACIONES
DE LOS MIEMBROS DEL TRIBUNAL

Samboronddn, 12 de agosto de 2024

Magister

Erika Ascencio Jordan

Unidad Académica: Facultad de Ingenierias, Arquitectura y Ciencias de la
Naturaleza

Universidad Tecnolégica ECOTEC

De mis consideraciones:

Por medio de la presente comunico a usted que el trabajo de titulacidon
TITULADO: : EVALUAR EL USO DE CITOQUININA Y AUXINA EN MICROPROPAGACION
IN VITRO DE VAINILLA (Vanilla tahitensis) EN DAULE 2024; fue revisado y se deja
constancia que el estudiante acogié e incorpord todas las observaciones realizadas
por los miembros del tribunal de sustentacién por lo que se autoriza a: JURADO
GOMEZ DAYANA YAMILETTE, para que proceda a la presentacién del trabajo de
titulacion para la revision de los miembros del tribunal de sustentacion y posterior

sustentacion.

Atentamente,

José Hernandez Rosas, PhD.
Tutor(a)



Universidad

EcotecC

ANEXO No. 10

PROCESO DE TITULACION
CERTIFICADO DEL PORCENTAJE DE COINCIDENCIAS
DEL TRABAJO DE TITULACION

Habiendo sido revisado el trabajo de titulacion TITULADO: EVALUAR EL USO DE
CITOQUININA Y AUXINA EN MICROPROPAGACION IN VITRO DE VAINILLA (Vanilla

tahitensis) EN DAULE 2024, elaborado por JURADO GOMEZ DAYANA YAMILETTEfue

remitido al sistema de coincidencias en todo su contenido el mismo que presenté un
porcentaje del (6%) mismo que cumple con el valor aceptado para su presentacion
que es inferior o igual al 10% sobre el total de hojas del documento. Adicional se adjunta

print de pantalla de dicho resultado.

Bl CERTIFICADD DE AMALEEIS
= giat=
-

Taxzos sospechasas

Fuentes con similitudes fortuitas

- Cmscraposanas . mimmude

¢
¥

L]
¥

0 0HEH

Atentamente,

EI ROSR3




José Hernandez Rosas, PhD.
Tutor(a)

Resumen

El presente estudio se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos in vitro
AGROVITROPARIS, en Guayaquil, Parroquia Pascuales, con coordenadas
Latitud 2°03°58.9” S y Longitud 79°55°02.2” W. Se seleccionaron orquideas de
la especie Vanilla thaitensis de viveros en Santo Domingo como plantas madre.
Se tomaron yemas axilares y apicales como explantes. Después de pesar los
reactivos con precision, y las dosis de citocinas y auxinas de los tratamientos
ya establecidos se mezclaron 300 ml de agua destilada con la soluciéon madre,
que contenia macronutrientes, micronutrientes, quelatos de hierro, y azucares.
El objetivo fue determinar la mejor concentracion de citocinas y auxinas para el
crecimiento de brotes in vitro de Vanilla tahitensis. Los resultados mostraron
que los tratamientos con Zeatina y TDZ fueron los mas efectivos en longitud y
numero de brotes, superando a otros reguladores evaluados. TDZ también tuvo
el mayor promedio en numero de hojas, seguido por BAP, Zeatina y K, que
mostraron valores intermedios sin diferencias significativas entre ellos. El
analisis de varianza no revel6 diferencias significativas, pero los resultados de
Tukey sugieren que TDZ es prometedor para mejorar la produccién y longitud
de raices, consistente con estudios previos. También se recomienda usar
Zeatina para mejorar la produccion y longitud de brotes, asi como el numero de
brotes. Zeatina puede ser una gran alternativa o complemento al TDZ,
especialmente para diversificar los reguladores de crecimiento. BAP y K que
pueden considerarse en condiciones moderadas, cuando se busca un equilibrio

entre costo y eficacia o cuando TDZ y Zeatina no estan disponibles.



Palabras claves: Crecimiento, Longitud, Numero de brotes, Numero de hojas.

Abstract

The present study was carried out in the AGROVITROPARIS in vitro tissue
culture laboratory, in Guayaquil, Pascuales Parish, with coordinates Latitude
2°03'58.9" S and Longitude 79°55'02.2" W. Orchids of the species Vanilla
thaitensis were selected. from nurseries in Santo Domingo as mother plants.
Axillary and apical buds were taken as explants. After weighing the reagents
accurately, and the doses of cytokines and auxins of the already established
treatments, 300 ml of distilled water was mixed with the mother solution, which
contained macronutrients, micronutrients, iron chelates, and sugars. The
objective was to determine the best concentration of cytokines and auxins for
the in vitro shoot growth of Vanilla tahitensis. The results showed that
treatments with Zeatin and TDZ were the most effective in length and number of
shoots, surpassing other regulators evaluated. TDZ also had the highest
average number of leaves, followed by BAP, Zeatina and K, which showed
intermediate values without significant differences between them. Analysis of
variance revealed no significant differences, but Tukey's results suggest that
TDZ is promising for improving root production and length, consistent with
previous studies. It is also recommended to use Zeatin to improve shoot
production and length, as well as the number of shoots. Zeatin can be a great
alternative or complement to TDZ, especially to diversify growth regulators. BAP
and K that can be considered in moderate conditions, when a balance between

cost and effectiveness is sought or when TDZ and Zeatin are not available.

Keywords: Growth, Length, Number of shoots, Number of leaves.
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1. Introduccion

1.1 Antecedentes del problema

El cultivo y propagacion de Vanilla a través de diferentes metodologias son
costosos, toman mucho tiempo y no son sustentables econémicamente y
debido a que su inflorescencia no permite una correcta polinizacion, haciendo
necesario la polinizacidn manual, es necesario el desarrollo de tecnologias y
protocolos que permitan la propagacion de las plantas de manera mas sencilla
y efectiva, evitando los riesgos de presencia de enfermedades, patégenos y la

calidad de cultivos que son propagados (Gantait, 2017).

Es por eso que se han desarrollado tecnologias mediante la aplicacién de la
capacidad de la totipotencia que tienen las plantas para su reproduccion y con
la aplicacion de bioestimuliantes (Bio Track-O?) se ha generado un impacto
positivo en el desarrollo, produccién y crecimiento vegetal de la V. thaitensis,
estas siendo aplicadas en pequefias cantidades. Estas tienen la capacidad de
ser aplicada via foliar debido a su composicion de macroelementos y hormonas
de crecimiento, de esta manera se satisface las necesidades de los elementos
que necesita absorber y haciendo la produccion de material vegetal in vitro mas

facil (Moreno, 2021).

De esta manera asociando el uso de bio-estimulantes en medio de cultivo
favorecera a la micropropagacion con una alta capacidad reproductiva y a partir

de una sola planta madre (Zambrano,2022).

La planta de vainilla puede aumentar su longitud en un rango de 0.5a 1 m al
mes. Puede ser cultivada a través de estacas o semillas, aunque el método

preferido es el uso de estacas que tengan una longitud de 0.5 a 1 m. Sin



embargo, la propagacion mediante estacas puede verse afectada por
enfermedades y la escasez de material vegetativo. Una alternativa para
superar estos problemas es el cultivo in vitro, como se menciona en el trabajo

de Collantes, (1998).

Con el cultivo in vitro habria una gran ventaja en la cantidad de plantas
producidas, en un menor tiempo y con menos problemas de enfermedades
comparado con el método tradicional. Teniendo en cuenta lo anterior, este
trabajo tiene por finalidad elaborar un procedimiento de establecimiento y
micropropagacion de Vanilla planifolia utilizando segmentos nodales

y yemas axilares (Cordova, 2007).

La aplicacién de carbon activado y fitohormonas en dosis de 1 g/L, permitio
obtener las mejores vitroplantas con un elevado numero de entrenudos, hojas y
brotes con un promedio de dos entrenudos, cuatro hojas y dos brotes
respectivamente, Asi mismo se observo la presencia de raices adventicias

(Ordonez, 2021).

1.2 Planteamiento y formulacion del problema

1.2.1 Planteamiento del problema

La reproduccion in vitro de vainilla depende en diversos factores que afectan
la produccién y la disponibilidad de esta planta, es susceptible a enfermedades,
plagas y condiciones climaticas adversas, 0 que puede ocasionar una

produccion irregular y una disminucién en la calidad de los frutos.

1.2.2 Formulacion del problema

¢ El uso de reguladores de crecimiento en el proceso de

micropropagacion in vitro de V. tahitensis mejoro el desarrollo de raices y



elongacién caulinar?

1.3 Justificacion de la investigacion

El cultivo de vainilla es la segunda especie mas cara del mundo siendo de
dificil reproduccion por su nivel de especializacion para hacerlo, es por esto
que mediante la aplicacion de diversos medios de cultivos se podra evaluar la

calidad y capacidad de reproduccion del cultivo.

Estimulando el crecimiento del sector exportador de vainilla se aumentan los
niveles de produccion ya que esta técnica proporciona un medio controlado

para cultivar V. tahitensis en masa.

Esta investigacion tiene como finalidad evaluar el desarrollo de segmentos
nodales en medios de cultivos con reguladores de crecimiento, para obtener un

medio adecuado para mejorar el desarrollo vegetativo

1.4 Objetivo general

Generar un protocolo de regeneracion in vitro de V. tahitensis a través del

uso de diferentes dosis de citocinas y auxinas

1.5 Objetivos especificos

° Determinar la concentracion de regulador de crecimiento citocinas y
auxinas sobre el crecimiento de brotes in vitro de micro esquejes estériles en
medio MS.

° Determinar la concentracion mas adecuada en el crecimiento foliar de
los micro esquejes.

° Determinar la mejor relacion de citoquininas y auxinas sobre la

formacion de raices en micro esquejes.



2. Marco tedrico

2.1 Estado del arte

En Kerala, India, se desarrollé un protocolo para la propagacién masiva de
Vanilla tahitensis. Se cultivaron segmentos nodales en medio M&S con BAP y
NAA, a 25°C, con luz de 2500 lux y fotoperiodo de 16 horas. Los brotes se
subcultivaron en el mismo medio y se enraizaron en un medio con kinetina y
NAA. La multiplicacién alcanz6 una proporcion de 1:4,7 en 60-70 dias. Las
plantulas, aclimatadas en una camara de nebulizacién y un invernadero, fueron
trasplantadas al campo bajo sombra parcial, logrando una supervivencia del

70-80%. Se produjeron 500 plantulas con este método (Mathew, 2000).

En la Isla de la Reunién y otras zonas tropicales humedas, la vainilla
cultivada es principalmente Vanilla planifolia, mientras que el origen de Vanilla
tahitensis sigue siendo incierto. Los marcadores RAPD ayudaron a distinguir
entre las tres especies estudiadas y revelaron bajos niveles de diversidad
genética en V. planifolia en areas como Isla Reunién y Polinesia. Ademas, se
identificaron varias introducciones que dieron origen a los cultivares modernos

en estas regiones (Besse, 2004).

Se seleccionaron marcadores RAPD especificos para cada especie y se
aplicaron exitosamente a los hibridos putativos de V. planifolia y V. tahitensis.
Los resultados sugieren que V. tahitensis probablemente no sea un hibrido
directo entre V. planifoliay V. pompona, sino una especie estrechamente
relacionada con V. planifolia. Estos hallazgos son cruciales para orientar futuros
analisis genéticos de vainillas cultivadas en las areas de introduccion (Besse,

2004).



En un estudio sobre la germinacion in vitro de vainas auto polinizadas de
Vanilla siamensis de Tailandia, se evalud el efecto de distintos medios de
cultivo y reguladores del crecimiento. Las semillas germinaron
asimbidticamente en condiciones asépticas, destacando el medio New
Dogashima (NDM) con sacarosa, agua de coco y agar por su alta tasa de
germinacion (10,1%). La adicion de acido giberélico (GA3) acelero6 el proceso,
reduciendo el tiempo de germinacién a 7-8 semanas, frente a las 10-11

semanas sin reguladores (Chaipanich, 2020).

Se transfirieron protocormos a medios con diferentes concentraciones de
6-benciladenina (BA) para evaluar su desarrollo. Se observé que 1/2 medio
Murashige y Skoog (1/2 MS) proporcioné una mayor tasa de supervivencia en
comparacién con NDM. Para la formacién de brotes, 1/2 MS con 0,5 mg/l de
BA resulté ser el medio mas adecuado. Tras el subcultivo en 1/2 MS con &cido
a-naftalenacético (NAA), las plantulas se desarrollaron completamente en 8
semanas y se aclimataron con éxito en un 91,7%. Este protocolo es util para la
propagacién masiva de V. siamensis, contribuyendo a su conservacion in vitro

(Chaipanich, 2020).

En un estudio realizado en Politeknik Negeri Jember, Indonesia, se
investigaron las limitaciones del desarrollo de la vainilla mediante propagacion
vegetativa convencional, enfocandose en el uso de esquejes de tallo. Se
examiné la capacidad de los explantes para regenerarse y diferenciarse in vitro,
destacando la importancia del control con citoquininas para una multiplicacién
eficiente. El objetivo del estudio es analizar el efecto de dos citoquininas, BAP y

Kinetina, en la multiplicacién de vainilla (Erawati, 2020).



La investigacion utilizé un disefio completamente aleatorizado en cultivo de
tejidos, aplicando diversas concentraciones de BAP y Kinetin en el medio basal
MS. Los resultados mostraron que los reguladores de crecimiento exégenos no
influyeron en la aparicion de brotes de vainilla. Sin embargo, la adicion de 3
mg/L de BAP produjo la mejor multiplicacién, con 3 a 4 brotes y longitudes de 2

a 2.5 cm tras 28 dias de inoculacion (Erawati, 2020).

Este estudio en Java, Indonesia, aborda la escasez de plantulas de vainilla
mediante la introduccion de cogollos como estrategia sostenible. Realizado en
dos laboratorios en Salatiga, Java Central, se aplicoé un disefio completamente
al azar (CRD) 5 x 3 con dos repeticiones para evaluar distintas concentraciones
de BAP y Kinetin. La adicion de BAP redujo el tiempo de aparicidon de las
yemas a 8 dias, aunque no impacto significativamente la cantidad de cogollos

(Mahardhini, 2023).

La aplicacién de BAP a 1.44 mg/L incrementd la longitud de las yemas. Se
observé una interaccion entre Kinetin a 2 mg/L y BAP a 2.4 mg/L, que resultd
en un mayor diametro de yema con una forma de regresion lineal. Ademas, la
combinacioén de Kinetin a 0 mg/L y BAP a 1.2 mg/L produjo el mayor niumero de
raices. Estos resultados sugieren estrategias para mejorar la produccion

sostenible de plantulas de vainilla (Mahardhini, 2023).

Segun Villegas (2022), este estudio realizado en México en 2021 se centra
en la micropropagacion masiva de la vainilla (Vanilla planifolia Andrews)
utilizando Biorreactores de Inmersién Temporal (BIT). Aunque se ha
demostrado la eficiencia de estos sistemas, aun faltan estudios detallados

sobre el tiempo, la frecuencia de inmersion y el volumen éptimo en BIT para la



proliferacion de brotes de vainilla. El objetivo es caracterizar morfogénicamente
la vainilla en BIT y optimizar el proceso de micropropagacién para asegurar la

estabilidad genética.

Se realizaron tres experimentos variando el tiempo de inmersién (5, 10y 15
min), la frecuencia de inmersion (6, 12y 18 h) y el volumen de medio de cultivo
(20, 30 y 40 mL/explante). Los resultados mostraron diferencias estadisticas
significativas en los tiempos, la frecuencia y el volumen evaluados. El tiempo
de inmersién éptimo fue de 15 minutos, la frecuencia ideal fue de 6 horas, y el

volumen adecuado fue de 40 mL por explante (Villegas, 2022).

Comparado con el medio semisélido, el sistema BIT demostro ser 1.8 veces
mas efectivo en la produccion de brotes y 4 veces en el incremento de peso
fresco. El BIT generd 36 brotes por explante, mientras que el medio semisdlido
produjo solo 20 brotes. En conclusion, el sistema BIT optimizé la
micropropagacion de V. planifolia, mostrando una mejora significativa en la

formacion de brotes preformados(Villegas, 2022).

En México, en 2008, se desarrollé un protocolo completo y eficiente para la
regeneracion de Vanilla planifolia Andrews. El estudio se centr6 en la
micropropagacion de vainilla mediante la regeneracion de brotes a partir de
yemas axilares. Las yemas jovenes y maduras se cultivaron en medio
Murashige y Skoog con diversas concentraciones de 6-bencilaminopurina (BA)
y acido naftalenoacético (NAA). Se observo que la concentracion de
citoquininas y la posicion de las yemas en el tallo influyeron significativamente
en la formacién de brotes, siendo la mejor formacion lograda con 9.55 yM de

BA y suplementos especificos en el medio (Lee, 2008).



Las plantas desarrollaron sistemas radiculares y fueron trasladadas al
invernadero con una tasa de supervivencia del 100%. Utilizando yemas jévenes
y maduras, se logré un notable aumento en el numero de brotes por explante.
La estrategia de emplear todas las yemas de la parte superior del tallo y
subcultivar cada 90 dias permitié alcanzar una alta tasa de multiplicacion, con
1.1 a 1.86 x 10° brotes por yema anualmente. Estos resultados demuestran un
método eficiente para la multiplicacion masiva de vainilla mediante

micropropagacion (Lee, 2008).

En Daule, Ecuador, se evalud el impacto del bioestimulante BioTrack-O2 en
el crecimiento de Vanilla tahitensis. Se aplicaron cinco concentraciones de
BioTrack-O2 en un disefio completamente aleatorio con diez repeticiones, y se
analizaron variables como el niumero de entrenudos, hojas, diametro del tallo y
altura de la planta. La concentracion de 0,75 mL/L demostré ser la mas
efectiva, alcanzando un estado fenolégico 6ptimo a los 90 dias con 8

entrenudos y a los 210 dias con 17 entrenudos (Paris, 2021).

Ademas, se observaron alturas de planta de 0,79 my 1,81 m, diametros de
tallo de 0,48 cm y 0,70 cm, y numeros de hojas de 9y 18 a los 90 y 210 dias,
respectivamente. En conclusion, el uso de bioestimulantes, especialmente a la
concentracion de 0,75 mL/L, tuvo un impacto positivo en el crecimiento y
desarrollo de V. tahitensis, mejorando su propagacion y establecimiento en el

campo (Paris, 2021).

La investigacion en Napo, Ecuador, buscé desarrollar un protocolo de
micropropagacion para Vanilla odorata C. Presl como alternativa al método de

propagacion por esquejes. Se utilizaron yemas axilares de plantas madre de



Tena y se evaluaron dos protocolos de desinfeccién (PD1 y PD2) durante la

fase de establecimiento in vitro (Romero, 2021).

El protocolo PD2 demostré mayor eficiencia con menor contaminacion (40%)
y alrededor del 60% de supervivencia. En la fase de multiplicacion, se
evaluaron cuatro medios de cultivo con diferentes concentraciones de BAP, y
se encontré que las concentraciones de 2.15 y 3 mg/L de BAP promovieron
una mayor brotacion, con indices de multiplicacion de 4 y 3.5 a los 60 dias,
respectivamente. Estos resultados preliminares permitieron establecer y
multiplicar explantes de V. odorata in vitro en medios semisdlidos (Romero,

2021).

La investigacion busca desarrollar un protocolo de desinfecciéon para
explantes y semillas de Vanilla spp. y evaluar medios de cultivo sdlidos y
liquidos para la propagacion in vitro. Se utilizaron diversas combinaciones de
hipoclorito de sodio, Tween 20, jabdn ecoldgico, etanol, Tego 5% y peréxido de
hidrégeno 3% en tres montajes experimentales. Se probaron medios sélidos
con diferentes concentraciones de acido indolacético (AlA) y giberelina (GEB),

asi como medios liquidos sin agar (Romero, 2021).

El tratamiento mas efectivo fue el tercero, mientras que los dos primeros
mostraron contaminacion del 100% después de ocho dias de siembra. Estos
resultados contribuyen a mitigar problemas de contaminacion en la

propagacion in vitro de Vanilla spp(Romero, 2021)

2.2 Bases tedricas

La vainilla se divide en dos subgéneros: Vanilla y Xanata. El subgénero

Vanilla se caracteriza por especies con hojas membranaceas, ausencia de callo



penicilar en el labelo, una columna unida al labelo solo en la base, un estigma
céncavo y una antera subperpendicular. En contraste, el subgénero Xanata
incluye especies con hojas coriaceas a carnosas y se subdivide en las
secciones Tethya y Xanata. La seccion Tethya abarca especies africanas y
asiaticas sin hojas, asi como especies caribefas sin hojas y con frutos sin

aroma (Oliveira, 2022).

La seccidon Xanata se divide en seis grupos, principalmente compuestos por
especies americanas, algunas de las cuales producen frutos aromaticos,
especialmente en los grupos morfolégicos V. planifolia'y V. pompona. Aunque
las especies de vainilla tienen una amplia distribucion global, las poblaciones
locales son pequenas, lo que dificulta su representacion en colecciones

biolégicas (Oliveira, 2022).

Se ha encontrado evidencia de vainilla en el Viejo Mundo alrededor de
1650-1550 a.C. En el siglo XVI, tras la conquista espainola de los aztecas, la
vainilla fue introducida en Europa, pero no se cultivé fuera de su area de
distribucion nativa hasta 1832. Fue entonces cuando Edmond Albius, de Isla
Reunién, desarrollé una técnica para polinizar manualmente las flores

(Oliveira., 2022).



3. Materiales y métodos

3.1 Delimitacion de la investigacion

La delimitacién de la investigacion indica con precision el espacio, el tiempo

o periodo y la poblacién involucrada.

3.1.1 Espacio

Este trabajo se llevara a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos in vitro
AGROVITROPARIS, ubicado en la ciudad de Guayaquil, Parroquia Pascuales,
cuyas coordenadas geograficas son Latitud 2°03'58.9” S y Longitud

79°65°02.2" W.
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Figura 1. Ubicacion del ensayo
Fuente: Google Earth
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3.1.2 Tiempo:

Este trabajo tendra una duracion de 4 meses.

3.1.3 Poblacioén:
Esta investigacion afectara aproximadamente a 30 compafiias activas que

comercializan el cultivo de vainilla en ecuador.

3.2 Enfoque de la investigacion

3.1.1 Tipo de investigacion
e Investigacion de campo y laboratorio
e |nvestigacion experimental

Esta investigacion tendra un enfoque aplicado de laboratorio y experimental.

3.1.2 Diseino de investigacion

El disefio propuesto para esta investigacion sera diseiio completamente
aleatorizado (DCA), del cual se va a evaluar cinco tratamientos y un testigo,
con la finalidad de determinar la mejor dosis que incida en el incremento del
numero de raices, crecimiento radicular y caulinar de los explantes de vainilla
(Vanilla tahitensis) mediante una prueba denominada Test de Tukey al 5% de

probabilidad.

3.3 Metodologia
3.3.1 Variables

Segun el tipo de investigacion, se incluyen las variables.

3.3.1.1 Variable independiente

Metodologia y tratamientos a emplear de las dosis de citocinas y auxinas.



3.3.1.2 Variable dependiente

e Numero de raices

e Crecimiento radicular (Longitud de raices)

e Elongacion caulinar de los explantes (Numero de brotes, longitud de los

brotes; numero de hojas).

3.3.2 Hipétesis

El uso de citocinas y auxinas en una dosis de citocinas 2.00 mg/It + auxinas
2.00 mg/lt influye con mayor significancia en el crecimiento radicular y caulinar

de los explantes de vainilla (Vanilla tahitensis) en un medio de cultivo in vitro.

3.3.3 Diseio experimental

Tabla 1. Tratamientos de estudio

Hormonas vegetales

" Citoquininas (mg/L) Auxinas (mg/L)
BAP 2 0,25
TDZ 2 0,25
K 2 0,25
Zeatina 2 0,25
2iP 2 0,25
Testigo 0 0

Dosificacion de fitohormonas (Jurado, 2024)

Se realiza un diseno de bloques completamente aleatorizado (DCA), que
consta con 5 tratamientos y un testigo sumando 6 tratamientos y cinco
repeticiones, con dosificaciones distintas de citocinas y auxinas segun el
tratamiento en el cultivo de vainilla (Vanilla tahitensis), lo cual nos da el total de

30 unidades experimentales.

3.3.4 Recursos

Tabla 2. Recursos



Marcador permanente

1.005

Papel kraf
Libreta
Esfero
Papel aluminio
Agitador magnético
Micropipeta x3
Alcohol al 75%
Cajas de Petri x20
Hojas de bisturi x100
Autoclave
Probetas
Mechero
Medio de cultivo MS

Hidréxido de sodio

Agua destilada estéril x4 gl

Frascos de cristal x20
Papel de aluminio
Cadmara vertical
Estereoscopio
Balanza de precisidon

Refrigeradora

Estanterias con lamparas

fluorescentes

6.99$%
1.50%
0.75%
3.50%
30.00$
69.995
8.00%
32.99$
11.995
300.00$
15.995
17.29%
10$
30$
49.95%
23.99$
6.00$
380.00%
178.00$
429.005
300.00$

66.00$



Computadora 950.00$

Micro estacas de Vanilla tahitensis 15.005
Asesoramiento de Dra: Iris Pérez 0.00

Puntas de pipetas x24 16.99%

Fitohormonas 12.005

Mandil 25.00$

Guantes X50 8.005

Mascarillas X100 10.005

Erlenmeyer 26.995

Jurado, 2024

3.3.5 Métodos y técnicas

3.3.5.1 Método de Seleccion

Se escogieron orquideas de la especie Vanilla thaitensis seleccionadas
como plantas madres, las cuales fueron obtenidas de viveros en Santo
Domingo. Se tomaron yemas axilares y apicales como explantes durante el

proceso.

3.3.5.2 Proceso de desinfeccion

En la obtencion de explantes a partir de una planta madre seleccionada, se
realizaron cortes en yemas apicales y axilares. Antes de la extraccion, se
desinfectaron los fragmentos para eliminar contaminantes externos,
principalmente hongos y bacterias ambientales. El material desinfectado se
mantuvo en condiciones de asepsia utilizando cabinas de flujo laminar. Los

explantes resultantes se colocaron en tubos de cultivo con medio de iniciacion



para controlar su sanidad y viabilidad. La desinfeccién del material se llevo a

cabo con hipoclorito de sodio, seguido de enjuagues con agua esterilizada.

3.3.5.3 Preparaciéon de medios de cultivo

Después de pesar meticulosamente los reactivos en una balanza analitica,
se procedié a verter 300 ml de agua destilada y la solucion madre, compuesta
por macronutrientes, micronutrientes, quelatos de hierro, vitaminas de Morel,
inositol y azucar de coco, en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml.
Posteriormente, se utilizé un agitador magnético hasta lograr la completa
disolucion de todos los reactivos precipitados. Una vez disueltas las soluciones,
se ajustod el volumen en el matraz Erlenmeyer a un litro mediante la adicion de
agua destilada, seguido de la correccién del pH con unas gotas de NaOH y

HCI.

Luego, la solucién resultante se transfirié a frascos de 200 mL a una
proporcién de 30-35 mL por frasco. Cada frasco fue cubierto con papel aluminio
y sellado de la misma manera. Finalmente, el medio de cultivo se esterilizé en
una autoclave a 121 °C durante 15 min. La cantidad inicial de frascos para

cada tratamiento fue de 28 unidades de 200 mL.

3.3.5.4 Corte de explantes
Se cortan los brotes completamente desinfectados en fragmentos de 1-2 cm

de longitud.

3.3.5.5 Paso al medio de cultivo
Se coloca los segmentos de brotes en el medio de cultivo estéril en frascos

de vidrio previamente esterilizados.

Se aplican la dosis de citocinas y auxinas en el medio de cultivo.



Se comprueba que cada frasco contenga un solo fragmento de brote para

evitar la competencia por nutrientes.

3.3.5.6 Crecimiento
Se colocan los frascos en una estufa de cultivo con temperatura y luz

controlada.

3.3.5.7 Enraizamiento
Se transfieren los explantes a otro medio que favorezca el enraizamiento,
con temperatura y humedad controlada que favorezca el desarrollo de las

raices.

3.3.5.8 Cuidado
Se proporciona cuidado continuo a las plantas jovenes, asegurandote de

mantener condiciones éptimas para su crecimiento.

3.3.5.9 Toma de datos
Se tomaran los datos continuamente, al finalizar el proyecto se hara un

analisis. de los datos para corroborar que tratamiento tuvo mayor efectividad.



3.3.5.1 Diagrama de flujo de las actividades experimentales a realizar

durante su trabajo de titulaciéon

[ Seleccién de yemas axilares y apicales de la planta de Vainilla ]

[ Desinfeccion de material vegetal y materiales a utilizar ]

[ Preparacion del medio de cultivo ]

[ Esterilizacion de la mezcla del medio de cultivo ]

[ Colocacion de la yemas axilares y apicales en el medio de cultivo }

[ Aplicacién de las dosis de citocina y auxina en el medio de cultivo }

Ubicacion de los recipientes en condiciones de incubacion controladas

. S

[ Toma de datos ]

[ Procesamiento de Datos ]

[ Analisis de resultados ]

Figura 2. Diagrama de flujo de actividades (Jurado, 2024).

3.3.6 Analisis estadistico
En esta investigacion usaremos el analisis estadistico descriptivo mediante

una prueba denominada Test de Tukey al 5% de probabilidad.

Tabla 3. Esquema de analisis de varianza

Fuentes de variacion GL
Tratamiento (T-1) 4
Repeticiones (T-1) 5
Error experimental 20

Total 29

Jurado, 2024



3.4 Cronograma de actividades

ACTIVIDADES mes mes mes mes
Ohbjetivo general: Generar un protocolo de
regeneracion in vitro de V. tahitensis a través del uso
de diferentes dosis de citocinas y auxinas. semana semana semana semana

1 [2]3]aJ1]23]af1]2]3]a]1]2]3]+

Seleccion de yemas azilares y apicales de la
planta de Vainilla

Desinfeccion del material vegetal
preparacion del medio de cultivo
colacacion del materia en el medio

comparar crecimiento radicular y caulinar de
los explantes

Toma de datos
Procesamiento de datos
Analisis de datos

Determinar la mejor relacidn de citoquininas y
aurinas sobre la formacién de raices en micro
esquejes.

Procesamiento de datos

Analisis de datos
Redaccion de resultados -

Figura 3. Cronograma de actividades del anteproyecto (Jurado, 2024)

4. Resultados
4.1 Determinar la concentracion de regulador de crecimiento citocinas

y auxinas sobre el crecimiento de brotes in vitro de micro esquejes

estériles en medio MS.

En la tabla 4. Se muestra el analisis descriptivo de la longitud de brotes de

vainilla

Tabla 4. Estadistica descriptiva de la longitud de brotes

Tratamiento Media I?r_ror Mediana Moda DeS\{lamon Varianza de Rango Minim  Maxim
tipico estandar la muestra o]
BAP 0,78 0,06 0,80 0,90 0,13 0,02 0,3 0,6 0,9
TDZ 3,98 0,28 4,00 - 0,63 0,40 1,7 3 47
0,9

K 0,7 0,08 0,80 0,50 0,19 0,04 0,4 0,5



Zeatina
2iP
Testigo

2,04 0,10 2,00 -- 0,23 0,05 0,6 1,8
0,98 0,07 1,00 1,00 0,15 0,02 0,4 0,8
048 0,13 0,50 0,50 0,29 0,09 0,8 0

2,4
1,2
0,8

BAP= Benzilaminopurina. TDZ= Thidiazuron. K= Kinetina. 2iP = 2-Isopenteniladenina,
T.= Tratamiento
Jurado, 2024.

Los datos de las evaluaciones de la variable longitud de brotes se presentan
en la Tabla 4, donde se puede observar que los tratamientos Zeatinay TDZ
presentan la mayor longitud promedio de brotes y son superiores a los demas.
Las demas medidas de tendencia central como la mediana y la moda también
parecen coincidir con la media. Las medidas de desviacion, varianza y la
desviacion estandar indican que los datos fueron bastante uniformes y se lo

puede confirmar con el rango de los mismos.

Tabla 5. Estadistica descriptiva del nimero de brotes
Desviacién

Tratamientos  Media Errortipicc Mediana Moda estandar Varianza Rango Minimo Maximo

BAP 2,4 0,24 2,00 2,00 0,55 0,3 1 2 3
TDZ 5,4 0,40 6,00 6,00 0,89 0,8 2 4 6

K 2,4 0,40 3,00 3,00 0,89 0,8 2 1 3
Zeatina 4,4 0,40 5,00 5,00 0,89 0,8 2 3 5
2ip 0,8 0,20 1,00 1,00 0,45 0,2 1 0 1
Testigo 0,8 0,20 1,00 1,00 0,45 0,2 1 0 1

BAP= Benzilaminopurina. TDZ= Thidiazuron. K= Kinetina. 2iP = 2-Isopenteniladenina
Jurado, 2024

Los datos de las evaluaciones de la variable numero de brotes se presentan
en la Tabla 5, donde se puede observar que los tratamientos Zeatinay TDZ
presentan el mayor numero de brotes, 2iP y el testigo presentaron un numero
bajo de brotes y dos tratamientos presentaron un nivel medio. Las demas
medidas de tendencia central como la mediana y la moda también parecen

coincidir con la media. Las medidas de desviacién como la varianza y la



desviacion estandar indican que los datos fueron bastante uniformes y se lo

puede confirmar con el rango de los mismos.

En la tabla 6 se presentan los resultados del analisis descriptivo del numero

de hojas de vainillas.

Tabla 6. Estadistica descriptiva del nimero de hojas

Tratamiento Media I?r.ror Mediana Moda DeS\{lamon Varianza Rango Minimo  Maximo
tipico estandar
BAP 24 0,24 200 2,00 0,55 0,30 1 2 3
TDZ 36 0,24 400 4,00 0,55 0,30 1 3 4
K 1,4 0,24 1,00 1,00 0,55 0,30 1 1 2
Zeatina 16 0,24 200 2,00 0,55 0,30 1 1 2
2iP 1,2 0,20 1,00 1,00 0,45 0,20 1 1 2
Testigo 04 0,24 0,00 0,00 0,55 0,30 1 0 1
BAP= Benzilaminopurina. TDZ= Thidiazuron. K= Kinetina. 2P =
2-1sopenteniladenina
Jurado, 2024
4.2 2. Determinar la mejor relacion de citoquininas y auxinas sobre

el desarrollo foliar
En la tabla 7. Se detalla en analisis de varianza del efecto de los

tratamientos sobre la longitud de brotes

Tabla 7. Analisis de la varianza de longitud de brotes
F.V. SC_ 4l CM F p-valor

Modelo 4523 9 5,03 56,72 <0,0001
Tratamientos 44,55 5 8,91 100,57 <0,0001

Repeticiones 0,67 4 0,17 1,90 0,1505
Error 1,77 20 0,09
Total 47.00 29

Jurado, 2024.
El analisis de varianza de la variable longitud de brotes que se presenta en
la Tabla 6 nos indica que los tratamientos fueron significativos ya que su pvalor

es menor que 0.05 (<0.0001), es decir que al menos uno de ellos es



significativamente diferente a los demas. Por lo tanto, es necesario realizar un

analisis de comparaciones multiples.

En la figura 1, se muestra longitud de brotes de brotes en relacion

citoquininas y auxinas.

W BAP

B TDZ

WK
Zeatina

W 2ip

M Testigo

Figura 1. Longitud de brotes de brotes en relacion citoquininas y auxinas.
Jurado,2024

En cuanto al porcentaje, el tratamiento con TDZ representa el 44.42 % de la
longitud de los brotes, que es el mayor porcentaje, mientras que el segundo
mayor porcentaje lo representa la Zeatina con 22.77 %. Los demas
tratamientos (2iP, BAP, Ky el testigo) representan un bajo porcentaje de la

longitud de brotes.

En la tabla 8, se muestra el analisis de varianza de numero de brotes de

vainillas

Tabla 8. Analisis de la varianza de numero de brotes
E.V. SC al CM _F p-valor

Modelo 92,03 9 10,23 24,74 <0,0001




Tratamientos 8790 5 17,58 42,53 <0,0001

Repeticiones 413 4 1,03 2,50 0,0751
Error 8,27 20 0,41
Total 100,30 29

Jurado, 2024.

El analisis de varianza de la variable numero de brotes que se presenta en la
Tabla 7 nos indica que los tratamientos fueron significativos ya que su pvalor es
menor que 0.05 (<0.0001), es decir que al menos uno de ellos es
significativamente diferente a los demas. Por lo tanto, es necesario realizar un

analisis de comparaciones multiples.

En la figura 2, se presentan el nimero de brotes de brotes en relacién

citoquininas y auxinas.

4.944.9414.81

W BAP
TDZ
27.16 K

33.33 Zeatina
2iP
Testigo

14.81

Figura 2. Numero de brotes en relacion citoquininas y auxinas (Jurado, 2024).
El tratamiento con TDZ representa el mayor porcentaje de numero de brotes
con 33.33 %, mientras que el segundo mayor porcentaje lo representa la
Zeatina con 27.16 %. Un porcentaje importante también es el de los
tratamientos Ky BAP con 14.81% cada uno. Los demas tratamientos (2iP y el

testigo) representan un bajo porcentaje de la longitud de brotes.

En la tabla 9, se detalla el analisis de varianza de numero de hojas de

vainillas



Tabla 9. Analisis de la varianza del numero de hojas
F.V. SC_ dl CM_F p-valor

Modelo 32,10 9 3,57 13,54 <0,0001
Tratamientos 30,57 5 6,11 23,22 <0,0001
Repeticiones 1,53 4 0,38 1,46 0,2528
Error 5,27 20 0,26

Total 37.37 29

Jurado, 2024.

El analisis de varianza de la variable numero de hojas que se presenta en la
Tabla 9 nos indica que los tratamientos fueron significativos ya que su pvalor es
menor que 0.05 (<0.0001), es decir que al menos uno de ellos es
significativamente diferente a los demas. Por lo tanto, es necesario realizar un

analisis de comparaciones multiples.

En la figura 3, se presentan el Porcentaje del numero de hoja por

tratamiento en relacién citoquininas y auxinas.

= BAP
= TDZ
K
Zeatina
= 2ip

= Testigo

Figura 3. Porcentaje del numero de hoja por tratamiento en relacion
citoquininas y auxinas. Jurado, 2024.

En la Figura 3 podemos observar que el tratamiento con TDZ representa el

mayor porcentaje de numero de hojas con 33.96 %, mientras que el segundo



mayor porcentaje lo representa BAP con 22.64 %. Los demas tratamientos (2iP,

Zeatina, Ky el testigo) representan un bajo porcentaje del numero de hojas.

4.3 Identificar la dosis optima en el desarrollo radicular

En la tabla 10. Se exhibe el analisis a posteriori de Tukey al 0,05 % del

efecto de los tratamientos sobre la longitud de brotes

Tabla 10. Analisis a posteriori de Tukey al 0,05% de la longitud de brotes
Tratamientos Medias

Testigo 0,48 c
K 0,70 c
BAP 0,78 c
2iP 0,98 c
Zeatina 2,04 b
TDZ 398 a

BAP= Benzilaminopurina. TDZ= Thidiazuron. K= Kinetina. 2iP = 2-
Isopenteniladenina
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05),Jurado, 2024.

Al realizar la prueba de comparaciones multiples con Tukey al 5% se
observa que el tratamiento con TDZ present6 la mayor longitud de brotes (3.98)
y es significativamente diferente a los demas tratamientos. Luego sigue el
tratamiento con Zeatina el cual presenté en promedio 2.04 hojas y es
significativamente superior al resto de tratamientos. Finalmente, un grupo de

tratamientos (2iP, BAP y K) junto con el testigo presentaron un nivel

estadisticamente igual de la longitud de brotes de vainilla.

En la tabla 11. Se presenta el analisis a posteriori de Tukey al 0,05 % del

efecto de los tratamientos sobre el numero de brotes.

Tabla 11. Analisis a posteriori de Tukey al 0,05% de numero de brotes
Tratamientos Medias




2iP 0,80 c

Testigo 0,80 c
K 2,40b
BAP 2,40b
Zeatina 4,40 a
TDZ 540a

BAP=  Benzilaminopurina. TDZ= Thidiazuron. K= Kinetina. 2P =
2-lsopenteniladenina

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Jurado, 2024.

Al realizar la prueba de comparaciones multiples con Tukey al 5% se
observa que el tratamiento con TDZ, junto con el tratamiento con Zeatina
presentaron el mayor numero de brotes (5.40 y 4.40 respectivamente) y son
significativamente diferentes a los demas tratamientos. Un segundo grupo de
tratamientos (BAP y K) presentaron un nivel medio de numero de brotes (2.40)
y finalmente, el tratamiento con 2iP junto con el testigo presentaron un nivel

bajo y son estadisticamente iguales entre ellos en cuanto a la longitud de

brotes de vainilla.

En la tabla 12. Se muestra el analisis a posteriori de Tukey al 0,05 % del

efecto de los tratamientos sobre el numero de hojas.

Tabla 12. Analisis a posteriori de Tukey al 0,05% de numero de hojas
Tratamientos Medias

Testigo 0,40d
2iP 1,20 c
K 1,40 bc
Zeatina 1,60 bc
BAP 2,40b
1DZ 3.60 a

BAP= Benzilaminopurina. TDZ= Thidiazuron. K= Kinetina. 2iP =
2-1sopenteniladenina
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).



Jurado, 2024.

Al realizar la prueba de comparaciones multiples con Tukey al 5% se
observa que el tratamiento con TDZ presentd el mayor numero de hojas (3.60)
y es significativamente diferente a los demas tratamientos. Luego un segundo
grupo de tratamientos (BAP, Zeatina y K) siguen al TDZ en cuanto a numero de
hojas, siendo similares entre ellos. Por ultimo, el tratamiento con 2iP obtuvo el

nivel mas bajo de numero de hojas superando unicamente al testigo.

En la tabla 13, se muestra el Anova del efecto de los tratamientos sobre

el nimero de raices en condiciones controladas.

Tabla 13. Analisis de la Varianza del efecto de los tratamientos sobre el
numero raices afectadas.

F.V. SC 4l CM_F p-valor
Modelo 710 5 1,42 1,74 0,1641
Tratamientos 7,10 5 1,42 1,74 0,1641
Error 19,60 24 0,82
Total 26,70 29

Jurado, 2024.
En la tabla 13 se presenté que no hubo diferencia estadistica entre los

tratamientos analizados.

En la tabla 14, se muestra la prueba a posteriori de Tukey al 5% del

efecto del uso de hormonas para estimular niumero de raices.

Tabla 14. Promedio de raices producida por tratamiento.
Tratamientos Medias

Testigo 0,40 a
BAP 0,80 a
Zeatina 1,00 a
K 1,20 a

2iP 1,20 a



1DZ 2.00 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Jurado, 2024.

En esta tabla se puede observar una diferencia aritmética entre tratamientos,
donde el TDZ obtuvo el mayor numero de raices con 2 a diferencia del testigo

(0,49).

En la tabla15. Se muestra el Anova de la longitud de raices (cm) y el

efecto de los tratamientos sobre la longitud de raices.

Tabla 15. Analisis de la varianza de la longitud de raices

F.V. SC al CM_F p-valor
Modelo 43,22 5 8,64 2,57 0,0537
Tratamientos 43,22 5 8,64 257 0,0537

Error 80,84 24 3,37

Total 124.05 29

Jurado, 2024.
En la tabla 15. Se evidencia que hubo diferencia estadistica entre

tratamientos.

En la tabla 16. Se muestra la prueba a posteriori de Tukey al 5 % del

efecto de los tratamientos sobre la longitud de raices.

Tabla 16. Promedio de longitud de raices por tratamiento
Tratamientos Medias

Testigo 0,72 b
BAP 1,70 ab
K 1,76 ab
2iP 1,94 ab
Zeatina 2,16 ab
TDZ 4,64 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Jurado, 2024.



En la tabla 16. Se evidencia que el mejor tratamiento fue el TDZ con 4,64 cm

y el testigo fue el que presentd el menor tamafio.



5. Discusion
El estudio evalué el impacto de varios reguladores de crecimiento,
incluyendo BAP (Benzilaminopurina), TDZ (Thidiazuron), K (Kinetina), Zeatina,
y 2iP (2-Isopenteniladenina), asi como un grupo control (Testigo), en la longitud
de los brotes de microesquejes estériles in vitro. Los resultados mostraron
variaciones significativas entre los tratamientos en términos de longitud media

de brotes.

TDZ presento la longitud promedio mas alta de brotes (3,98 cm), seguido por
Zeatina (2.04 cm) y luego por 2iP (0.98 cm). Estos resultados indican que TDZ
y Zeatina tienen efectos mas pronunciados en el estimulo del crecimiento de
brotes en comparacién con otros reguladores evaluados. Por otro lado, el
tratamiento con K mostro la longitud media mas baja de brotes (0,7 cm),

seguido por BAP (0,78 cm) y el testigo (0,48 cm).

El analisis descriptivo del numero de hojas en diferentes tratamientos
hormonales revela diferencias significativas en la eficacia de cada uno para
promover el crecimiento foliar en plantas. El tratamiento con TDZ (Thidiazuron)
mostré la mayor media con 3,6 hojas por planta, seguido de BAP
(Benzilaminopurina) con 2,4 hojas por planta. Kinetina, Zeatina y 2iP
(2-1sopenteniladenina) presentaron medias de 1,4, 1,6 y 1,2 hojas por planta,
respectivamente. El tratamiento testigo, sin aplicaciéon hormonal, tuvo la menor

media con 0,4 hojas por planta.

Esta investigacion concuerdan con otros estudios donde se ha documentado
la capacidad diferencial de citocininas y auxinas para promover el crecimiento

de brotes in vitro en diversas especies vegetales (Smith et al., 2020; Johnson &



Brown, 2019). Ademas, estudios han destacado la importancia de la
concentracion y la interaccion especifica entre los reguladores de crecimiento y
los tejidos vegetales para optimizar los resultados de cultivo in vitro

(Andrade-Andrade et al., 2023; Gomez & Pérez, 2018).

La efectividad de los tratamientos puede variar segun las condiciones
experimentales especificas y la especie de planta utilizada. La respuesta de los
brotes de vainilla a los diferentes reguladores podria estar influenciadas por la
capacidad de cada compuesto para inducir la division celular, el alargamiento
celular y otros procesos relacionados con el crecimiento (Romero, 2023;

Martinez et al., 2021).

TDZ destacé como el mas efectivo debido a su potente actividad citocininica,
promoviendo la formacién de brotes y hojas (Carranza-Alvarez et al., 2021;
Murthy, Murch, & Saxena, 1998). BAP también mostroé efectividad, alineandose
con estudios que demuestran su capacidad para promover la division celular y
el crecimiento de brotes (Van Staden & Drewes, 1991). Kinetina, aunque
menos efectiva, mostré resultados consistentes (Letham, 1963). Zeatina, una
citocinina natural, presenté una eficacia moderada (Pernisova et al., 2009). 2iP,
con menor actividad citocininica, mostré los resultados mas bajos entre los

tratamientos hormonales (Mok & Mok, 2001).

El analisis de varianza (ANOVA) mostré que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos en cuanto al numero de
raices producidas. Sin embargo, la prueba de Tukey al 5% indicé diferencias
aritméticas entre los tratamientos, donde TDZ produjo el mayor niumero de

raices (2) en comparacion con el testigo (0,40). Aunque estas diferencias no



fueron estadisticamente significativas, es relevante considerar las tendencias

observadas.

En estudios similares, Gautam & Bhattacharya, (2021). Encontraron que el
uso de TDZ (Thidiazuron) a una concentracion de 0,5 mg/L resulté en un
aumento significativo en el numero de raices en plantulas de manzana,
reportando una media de 3,2 raices por planta en comparacion con el control
que produjo una media de 1,1 raices por planta. Ademas, el uso de BAP
(6-Benzilaminopurina) en concentraciones similares a las utilizadas en este
estudio ha demostrado incrementar el numero de raices en diversas especies.
Kumar et al. (2018) reportaron un aumento en el numero de raices en plantulas

de tomate con un promedio de 2,5 raices en comparacion con 0,9 en el control.

El analisis de varianza indicé una tendencia hacia la significancia estadistica
en la longitud de raices. La prueba de Tukey revelé que TDZ también fue el
tratamiento mas eficiente en longitud de raices, con un promedio de 4,64 cm,

mientras que el testigo tuvo la longitud mas corta de 0,72 cm.

Estos Osama (2022), reporta que el uso de TDZ en concentraciones de 0,2 a
1,0 mg/L aumentd significativamente la longitud de raices en plantulas de vid,
con un promedio de 4,8 cm, comparado con el control que mostré una longitud
promedio de 1,0 cm, asi mismo Ziarani et al. (2021) en plantulas de zanahoria
encontraron que la aplicacién de zeatina aumenté la longitud de raices a 3,1

cm en comparacion con 0,8 cm en el control.



6. Conclusiones

El analisis descriptivo de las variables de crecimiento en los brotes de
vainilla revel que los tratamientos con Zeatina y TDZ inducen los mejores
resultados en términos de longitud y numero de brotes, superando a otros
reguladores de crecimiento evaluados. En cuanto al numero de hojas, TDZ y
BAP demostraron una mayor media, evidenciando un desarrollo superior en
comparacién con los tratamientos de control y otros reguladores. La
uniformidad en los datos, evidenciada por las medidas de desviacién como la
varianza y la desviacion estandar, sugiere consistencia en los resultados
obtenidos. Por otro lado, la efectividad de Zeatinay TDZ en la promocién del
crecimiento de brotes in vitro, proporcionando una base soélida para su

aplicacion en practicas de cultivo de vainilla.

El andlisis de varianza realizado para evaluar el efecto de diferentes
citoquininas y auxinas sobre el desarrollo foliar en vainilla ha mostrado
resultados estadisticamente significativos en cuanto a la longitud de brotes, el
nuamero de brotes y el numero de hojas. En cuanto al numero de brotes, TDZ
también destaco al representar el 33.33% del total, con Zeatina en segundo
lugar con un 27.16%. Los tratamientos Ky BAP también mostraron un impacto
notable, con porcentajes del 14.81% cada uno, mientras que otros tratamientos

como 2iP y el testigo mostraron un menor efecto.

El analisis a posteriori de Tukey realizado para evaluar el efecto de
diferentes tratamientos sobre la longitud de brotes, el niumero de brotes y el
namero de hojas en vainilla ha permitido identificar claramente la dosis 6ptima

para cada variable.



Para el numero de brotes, TDZ y Zeatina lideran, mostrando una diferencia
significativa con el resto de los tratamientos. Los tratamientos BAP y K tienen
un nivel intermedio, mientras que 2iP y el testigo presentan los menores

numeros de brotes y son estadisticamente equivalentes entre si.

En el caso del numero de hojas, TDZ también destacé con el mayo
promedio, seguido por BAP, Zeatina y K, que tienen valores intermedios y no
presentan diferencias significativas entre si. El tratamiento con 2iP tuvo el

menor numero de hojas, solo superado por el testigo.

En conclusién, aunque el analisis de varianza no mostro diferencias
significativas, las tendencias observadas y los resultados de la prueba de
Tukey sugieren que TDZ es un tratamiento prometedor para incrementar la
produccion y longitud de raices. Estos resultados son consistentes con estudios
similares, indicando la potencial aplicacion de TDZ en la mejora del desarrollo

radicular en plantas cultivadas.



7. Recomendaciones
En base los resultados se recomienda el uso de la Zeatina para la
produccion y longitud de brotes y el numero de brotes. Puede ser una buena
alternativa o complemento al TDZ, especialmente en situaciones donde se

desee diversificar el uso de reguladores de crecimiento.

Evaluar el uso de BAP y K en condiciones moderadas estos pueden ser
considerados cuando se busca un equilibrio entre costo y eficacia o cuando

TDZ y Zeatina no estan disponibles.

Realizar evaluaciones adicionales de TDZ y Zeatina dado que tiene
resultados prometedores, es aconsejable realizar evaluaciones adicionales bajo
diferentes condiciones ambientales y de cultivo para confirmar su efectividad a

largo plazo y en diversas condiciones de cultivo.

Aunque el analisis de varianza no revelo diferencias estadisticamente
significativas, las tendencias observadas y los resultados de la prueba de
Tukey sugieren que el uso de TDZ (acido 1-fenil-3-(1,2,3-tienil)urea) tiene un
potencial prometedor para mejorar la produccion y longitud de raices en el
cultivo in vitro de Vanilla tahitensis. Dado que estos resultados son coherentes

con estudios previos.
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9. Anexos

Figura 4. Siembra de microesquejes de Vanilla tahitensis en el medio de

cultivo.

Figura 5. Revisidon de del medio de cultivo que no exista contaminacion



Figura 6. fotos del laboratorio inspeccion del avance de los microesquejes.

Tabla 17. Longitud de brotes

Longitud de

Repeticiones BAP
R1
R2
R3
R4
R5

0,9
0,8
0,6
0,9
0,7

Brotes

TDZ

4,7

4,3
3,9

0,5
0,8
0,5
0,8
0,9

Zeatina

2
1,9
21
24
1,8

2iP

En esta tabla estan los datos crudos de la longitud de brotes

Testigo
0,8
1
0,9
1,2
1

0,6

0,5
0,8
0,5



Tabla 18. Numero de hojas

Numero de Hojas

Repeticiones BAP TDZ K Zeatina 2iP Testigo

R1 3 4 2 2 1

R2 2 4 1 1 2

R3 2 3 1 2 1

R4 3 4 1 2 1

RS 2 3 2 1 1

Tabla 18 nos indica los datos crudos del numero de hojas

Tabla 19. Longitud de raices

longitud de raices

repeticiones tratamientos

1 2 3 4 5 6

1 3.5 6.0 3.6 1.8 11 0.0
2 0.0 3.0 1.4 0.0 1.8 0.0
3 2.0 4.7 0.7 2.3 0.0 2.6
4 0.0 7.0 0.0 4.1 6.8 0.0
5 3.0 2.5 3.1 2.6 0.0 1.0

Tabla 19. Datos crudos de longitud de raices

Tabla 20. Numero de raices

numero de raices

repeticiones tratamientos

1 2 3 4 5 6

1 2.0 3.0 2.0 1.0 1.0 0.0
2 0.0 1.0 1.0 0.0 2.0 0.0
3 1.0 2.0 1.0 2.0 0.0 1.0
4 0.0 3.0 0.0 1.0 3.0 0.0
5 1.0 1.0 2.0 1.0 0.0 1.0
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Tabla 20. Datos crudos del numero de raices



