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RESUMEN

Vanilla planifolia es una de las plantas aromatica mas importante para la produccion de vainilla
natural de la industria alimenticia y cosmética. Es originaria de las zonas tropicales de México y
como recurso genético es considerada uno de los legados agrobioldgicos mas importantes de
Mesoamérica. Dado a las limitantes en su germinacion, tradicionalmente se propaga por
multiplicacion vegetativa a través de esquejes de tallo de plantas maduras, que producen un
genotipo idéntico susceptible a enfermedades y plagas. En consecuencia, los productores y
procesadores de vainilla luchan por satisfacer la creciente demanda mundial del extracto de
vainilla y enfrentan el desafié de practicas de produccion ineficiente e insostenible. Es por ello
que aumentar la diversidad genética y generar nuevas variantes para reducir los riesgos de
produccion es fundamental. A través de técnicas de cultivo in vitro se aumenta el porcentaje de
germinacion y estimula la propagacion en orquideas; ademas, estas técnicas permiten generar
variabilidad genética. El mejoramiento genético mediante la induccion de poliploidia in vitro en
orquideas permite expandir el potencial genético del material vegetal y desarrollar variedades.
Con base a lo anterior, esta investigacion tuvo como objetivo propagar y estandarizar un
protocolo para la induccion de poliploidia in vitro en protocormos de Vanilla planifolia. Para
ello, la metodologia se desarrolld en tres fases: 1) Germinaciéon asimbiodtica de semillas
inmaduras, 2) Propagacion in vitro de secciones nodales, y 3) Estandarizacion de un protocolo de
induccion de poliploidia in vitro. La fase de germinacion consistio de tres ensayos para evaluar el
efecto de la concentracion total de sales minerales, adicion de fitohormonas y condiciones de
incubacion luminica bajos en semillas inmaduras de V. planifolia. En la fase de
micropropagacion se evaluo el efecto de diferentes tipos y concentracion de citocininas para la
proliferacion de brotes. Y en la estandarizacion, se realizaron frecuencias de aplicacion con
distintas dosis de colchicina en protocormos in Vvitro para evaluar el efecto de exposicion al

antimitotico y optimizar un protocolo de induccion de poliploidia in vitro.

Palabras clave: Vanilla planifolia, in vitro, poliploidia, colchicina.




SUMMARY

Vanilla planifolia is one of the most important aromatic plants for the production of natural
vanilla for the food and cosmetic industry. It is native to the tropical zones of Mexico and as a
genetic resource it is considered one of the most important agrobiological legacies in
Mesoamerica. Given the limitations in its germination, it is traditionally propagated by vegetative
propagation through stem cuttings from mature plants, which produce an identical genotype
susceptible to diseases and pests. Consequently, vanilla growers and processors are struggling to
meet the growing global demand for vanilla extract and are challenged by inefficient and
unsustainable production practices. That is why increasing genetic diversity and generating new
variants to reduce production risks is essential. Through in vitro culture techniques, the
germination percentage is increased and propagation in orchids is stimulated; In addition, these
techniques allow generating genetic variability. Genetic improvement through the induction of in
vitro polyploidy in orchids allows expanding the genetic potential of plant material and
developing varieties. Based on the above, this research aimed to propagate and standardize a
protocol for the induction of polyploidy in vitro in V. planifolia protocorms. For this, the
methodology was developed in three phases: 1) Asymbiotic germination of immature seeds, 2) In
vitro propagation of nodal sections, and 3) Standardization of an in vitro polyploidy induction
protocol. The germination phase consisted of three trials to evaluate the effect of the total
concentration of mineral salts, addition of phytohormones and low light incubation conditions on
immature seeds of V. planifolia. In the micropropagation phase, the effect of different types and
concentrations of cytokinins on shoot proliferation was evaluated. And in the third phase,
application frequencies were carried out with different doses of colchicine in protocorms in vitro
to evaluate the effect of exposure to the antimitotic and to standardize an in vitro polyploidy

induction protocol.

Key words: Vanilla planifolia, in vitro, polyploidy, colchicine




I. INTRODUCCION GENERAL

Vanilla planifolia es una de las especies mas importantes de la industria alimenticia, es originaria
de las zonas tropicales de México y se utiliza principalmente como saborizante natural en la
industria farmacéutica y de cosméticos (Greule et al., 2010). La importancia de V. planifolia no
solo radica en su potencial econdomico, sino también como recurso genético al ser considerada

uno de los legados agrobiologicos mas importantes de Mesoamérica (Bory et al., 2008).

El cultivo comercial de V. planifolia enfrenta un importante riesgo por la susceptibilidad de las
plantas a patdégenos que se originan por la limitada variabilidad genética de la especie, ya que
tradicionalmente las plantas se propagan de forma asexual a partir de segmentos de tallos
(esquejes). Este método ocasiona que no haya recombinaciéon genética entre individuos
(Divakaran et al., 2006); ademas, el numero de plantulas producidas por esquejes es reducido y
dificilmente satisface la demanda nacional de materiales con calidad de plantacion (Giridhar et

al., 2001).

Una de las alternativas para la propagacion masiva de V. planifolia es a través de las técnicas de
cultivo in vitro, que se han utilizado para germinar y propagar con ¢€xito otras especies de
orquideas; terrestres, epifitas y rupicolas. Sin embargo, la propagacion de V. planifolia por medio
de semillas presenta limitantes por la tasa de germinacion baja, ya que la cubierta de la semilla es
lignificada y espesa lo cual impide una germinacion oportuna y sincronica (Chambers et al.,

2019).

Estos protocolos de propagacion incluyen germinacion simbidtica y asimbiotica de semillas, que
promueven la variacion genética, 0 métodos asexuales que emplean secciones de raices como
explantes (Picolotto et al., 2017), protocormos (Pérez y Castaneda, 2016) y hojas (Diaz y
Alvarez, 2009; Goswami, 2015) para la propagacion clonal de la especie. En ambos casos,
propagacion sexual y asexual in vitro, se usan medios de cultivo con cantidades Optimas de
macro y micronutrientes, diversas hormonas sintéticas de crecimiento vegetal y condiciones de
incubacion (temperatura, fotoperiodo, longitud de onda e intensidad de luz) para inducir la
morfogénesis (de Wit et al., 2016). Ademas de la micropropagacion, el cultivo in vitro
proporciona enfoques alternativos para la conservacion y mejoramiento genético de las especies

vegetales (Cardoso et al., 2020; da Silva, 2013; Mushimiyimana et al., 2011; Pence, 2010).




La propagacion in vitro de semillas de orquideas es una herramienta clave en los estudios de
conservacion de biodiversidad, ya que mantiene la variabilidad genética y produce un porcentaje
de germinacién alto sin relaciones simbidticas (Cristea et al., 2010; Olivera-Gonzalez et al.,
2017). Asi mismo, permite generar las bases del establecimiento de lineas variantes con potencial
para mejorar la produccion y calidad de plantas con mayor resistencia a enfermedades, plagas,
virus, mayor resistencia al estrés ambiental como la salinidad, temperatura o sequia y a gran
escala, en un tiempo relativamente corto (Fray, 2018; Cardoso, 2014; Kumar y Reddy, 2011). Si
las técnicas in Vvitro se combinan con otros métodos de fitomejoramiento como la poliploidia la

diversidad genética se incrementa.

La poliploidia es un método de mejoramiento genético que puede ocurrir de forma natural o
también puede ser el resultado de una induccion artificial con agentes antimitoticos. Los
poliploides naturales se forman lentamente a través de la hibridacion entre especies con diferentes
niveles de ploidia o unién de gametos no reducidos y gametos de interespecies o intraespecies

(Sattler et al., 2016; Guo et al., 2016).

La forma mas rapida y fiable para inducir poliploidia artificialmente, es con la exposicion de
tejido vegetal a agentes antimitdticos como colchicina, orizalina, trifluralina, pronamida y
amiprofosmetilo (Germana, 2012). Esta es una estrategia importante en el mejoramiento de
plantas, ya que implica la mutacion del genoma y como resultado una variacion de fenotipos
mayor (Eng y Ho, 2019). Sin embargo, el éxito de la obtencion de un organismo poliploide in
vitro depende del tipo de explante, la concentracion, exposicion y tipo de tratamiento antimitotico

(Kermani et al., 2003).

Dado la importancia y problematicas de produccion de V. planifolia, es fundamental aumentar la
diversidad genética y generar nuevas variantes para reducir los riesgos de producciéon. Por lo que
en la presente investigacion se planted una metodologia para la obtencion de protocormos a partir
de germinacion in vitro de semillas inmaduras de V. planifolia, la micropropagacion de secciones
nodales de V. planifolia parar la proliferacion de brotes y se propone una estandarizacion de un

protocolo para la induccion de poliploidia in vitro en protocormos de V. planifolia.
Con base a lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general




Propagar y estandarizar un protocolo para la induccion de poliploidia in vitro en protocormos de

Vanilla planifolia.
Objetivos especificos

Establecer el protocolo de cultivo in vitro para el desarrollo de protocormos y plantulas a partir

de semillas inmaduras de Vanilla planifolia.

Evaluar el efecto del tipo y concentracion de citocininas en la induccion de brotes en secciones

nodales in vitro de Vanilla planifolia.

Estandarizar un protocolo para la induccion de poliploidia in vitro en protocormos de Vanilla

planifolia.




Estructura de la tesis

La tesis se presenta en tres capitulos, en el Capitulo I: germinacion asimbidtica de semillas
inmaduras de Vanilla planifolia, se optimizo la estrategia de un protocolo para aumentar la tasa
de germinacion de semillas mediante modificaciones en la concentracion total de sales minerales
del medio de cultivo, adicién de fitohormonas y condiciones de incubacion luminicas bajas. Los
resultados indican que la germinacion asimbidtica de V. planifolia se promueve con
concentracion total de sales minerales baja (MS 20 %) con el balance de auxina y citocinina (0.5
uM de AIB y 1 uM de BAP, respectivamente) en condiciones de incubacion con intensidad de
luz de 21 pmol/m*s™. En el Capitulo II: propagacion in vitro de secciones nodales de Vanilla
planifolia, se estudid la participacion de los diferentes tipos y dosis de citocininas en la
micropropagacion clonal de plantulas de vainilla. En los resultados se muestra que el tipo de
citocinina influye en el desarrollo del explante ya que la proliferacion y la longitud de brotes
aumentan hasta 67.2 % y 86.7 %, respectivamente con el tipo de citocinina BAP, mientras que la
cinetina aument6 50.1 % la longitud del brote axilar y la zeatina incrementd 52 % la longitud de
raices. El balance de 5 y 3 uM de BAP fue optimo para la proliferacion de brotes. En el Capitulo
III: efecto a la colchicina en protocormos in vitro de Vanilla planifolia, se estandarizé un
protocolo para la induccion de poliploidia in vitro en protocormos de vainilla. La metodologia se
realizd con diferentes frecuencias de aplicacion de distintas dosis de colchicina 0.1 % con
colorante rojo en protocormos in vitro de V. planifolia. Los resultados determinaron que 2
aplicaciones de 1 mL de colchicina 1 % en un intervalo de 15 dias puede utilizarse como
protocolo de induccion de poliploidia in vitro en protocormos de V. planifolia. Con ello, es
posible propagar y estandarizar un protocolo para la induccion de poliploidia in vitro en

protocormos de Vanilla planifolia y asi optimizar la variabilidad genética de la vainilla.
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CAPITULO I. GERMINACION ASIMBIOTICA DE SEMILLAS INMADURAS DE
Vanilla planifolia

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue establecer un protocolo para la obtencién de protocormos y
plantulas a partir de semillas inmaduras de Vanilla planifolia. El material vegetal utilizado para la
germinacion asimbiotica de semillas se obtuvo a partir de capsulas de V. planifolia. Se
establecieron tres ensayos: 1) Evaluacion de la concentracion total de sales minerales (10, 20, 30
40 y 50 %), 2) Efecto de la concentracion de 6-bencilaminopurina (BAP) (0, 1, 2, 3, y 4 uM) en
combinacion con acido indol-butirico (AIB) (0 y 0.5 uM) y 3) Influencia de la intensidad de luz
(21, 44 y 51.5 pmol/m*s™) en medio MS (10 y 20 %). El material vegetal se incub6 a 25 + 1 °C
con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad e intensidad de 45 pmol/m’s” (con
excepcion del ensayo tres) proporcionadas por lamparas diodo emisor de luz (LED). El disefo
experimental fue completamente al azar con arreglo factorial entre los tratamientos. Para el
analisis estadistico, se confirmo la normalidad y homogeneidad de varianza con las pruebas de
Shapiro Wilk, Barlett y Levene para después someterse a un andlisis de varianza y prueba de
separacion de medias de Tukey (< 0.05) entre tratamientos con el paquete estadistico SAS®
OnDemand for Academic. Los resultados mostraron el mayor numero de semillas germinadas al
ser expuestas a baja concentracion total de sales minerales MS. A mayor concentracion de sales
minerales MS e intensidad de luz, el nivel de oxidacion y formacion de callo incrementd. El
balance de una dosis baja de auxina y dosis alta de citocinina generd6 mayor numero de
protocormos y plantulas. Sin embargo, la citocinina de manera independiente influyd en el

desarrollo de las plantulas y la proliferacion de brotes.

Palabras clave: Vanilla planifolia, germinacion, fitohormonas, in vitro.
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SUMMARY

The objective of this research was to establish a protocol for obtaining protocorms and seedlings
from immature seeds of Vanilla planifolia. Plant material used for asymbiotic germination of
seeds was obtained from V. planifolia capsules. Three tests were established: 1) Evaluation of the
total concentration of mineral salts (10, 20, 30, 40 and 50%), 2) Effect of the concentration of 6-
benzylaminopurine (BAP) (0, 1, 2, 3, and 4 uM) in combination with indole-butyric acid (IAB)
(0 and 0.5 uM) and 3) Influence of light intensity (21, 44 and 51.5 umol/m2s-1) in MS medium
(10 and 20%). Plant material was incubated at 25 + 1 °C with a photoperiod of 16 hours of light
and 8 hours of darkness and an intensity of 45 pmol/m2s-1 (with the exception of trial three)
provided by light-emitting diode (LED) lamps. The experimental design was completely
randomized with a factorial arrangement between the treatments. For the statistical analysis, the
normality and homogeneity of variance were confirmed with the Shapiro Wilk, Barlett and
Levene tests, to then undergo an analysis of variance and Tukey's mean separation test (< 0.05)
between treatments with the SAS® OnDemand for Academics statistical package. The results
showed the highest number of germinated seeds when exposed to a low total concentration of MS
mineral salts. At a higher concentration of MS mineral salts and light intensity, the level of
oxidation and callus formation increased. The balance of a low dose of auxin and a high dose of
cytokinin generated a greater number of protocorms and seedlings. However, cytokinin

independently influenced seedling development and shoot proliferation.

Keywords: Vanilla planifolia, germination, phytohormones, in vitro.
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I. INTRODUCCION

Vanilla planifolia se propaga convencionalmente mediante métodos de propagacion vegetativa,
como ¢l corte del tallo o la regeneracion del cultivo de callos (Palama et al., 2010; Havkin-
Frenkel y Belanger, 2018). En consecuencia, existe una diversidad genética intraespecifica
limitada debido a la propagacion masiva del numero limitado de clones y la falta de
recombinacion genética (Hasing et al., 2020). Lo que ocasiona que la produccion de vainilla
enfrente muchos desafios en la produccion de plantas que cumplan los estandares oficiales y
producir suficiente material vegetal para satisfacer la demanda creciente de las plantas de vainilla

(Herrera-Cabrera et al., 2012; Soto-Arenas, 2006).

La propagacion de semillas puede producir descendencia con diferentes genotipos, lo que es
importante para generar rasgos novedosos en los programas de mejoramiento genético. La técnica
de cultivo in vitro es ampliamente utilizada con éxito para la propagacion comercial de muchas

orquideas (Knudson, 1922; Yam y Arditti, 2017).

Para la germinacion in vitro de semillas de especies de orquideas se han formulado diversos tipos
de medio de cultivo. Sin embargo, el medio Murashige y Skoog (MS) es el mas utilizado, ya que
proporciona cantidades Optimas de macro y micronutrientes necesarios para el desarrollo de las
plantulas, lo cual es importante para la produccion comercial de muchas especies e hibridos de

orquideas (Salazar-Mercado, 2012; de Wit et al., 2016).

La adicion de hormonas de crecimiento vegetal en el medio de cultivo, como auxinas, promueven
la formacion y elongacion del tallo, asi como la division celular en callos (células no
diferenciadas), sin embargo, en conjunto con citocininas los tejidos tienen la capacidad de inducir
la produccion de raices. Aunque el desarrollo del tejido depende de la especie de la planta, asi
como de la composicion del medio de cultivo (George et al., 2008; Umehara et al., 2008; Idowu
etal., 2019).

Los reguladores de crecimiento vegetal son compuestos organicos sintetizados en una parte de la
planta donde en concentraciones muy bajas, produce una respuesta fisiologica especifica
(Hartmann, 1992). La concentracion de reguladores de crecimiento vegetal como las citocininas y
auxinas en los procesos involucrados en el suministro de minerales in vitro, sugieren una
compleja red de interacciones durante la germinacion, crecimiento y desarrollo de las plantas

(Yeung et al., 2018).
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Las auxinas son un grupo de hormonas vegetales especializadas que se producen en partes de las
plantas activas de crecimiento. Su principal funcién se lleva a cabo a nivel celular, donde tienen
la capacidad de dirigir e intervenir en procesos de elongacion celular, diferenciacion celular y al

mismo tiempo promueven la division celular (Garay-Arroyo et al., 2014).

El 4cido indol-3-acético (AIA) es un tipo de auxina que se utiliza frecuentemente en cultivo in
vitro. Sin embargo, se utilizan algunas sustancias que provocan un efecto fisiologico similar y
que se han producido de manera sintética, como lo son; acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D),
acido 1-naftalenacético (ANA) y acido indol-3-butirico (AIB) (Vega-Celedon et al., 2016). Las
citocininas por su parte, interrumpen la dominancia apical, promueven la induccion y
proliferacion de yemas axilares in vitro. El tipo y uso de concentraciones adecuadas de
citocininas como son benciladenina (BA), 6-benzilaminopurina (BAP), 6-furfurilaminopurina

(cinetina o KIN) influyen en el éxito de la micropropagacion in vitro (George et al., 2008).

En técnicas de cultivo de tejidos in vitro, la luz es un factor que influye en el crecimiento y
desarrollo de las plantas y es esencial para diversos procesos fisioldgicos como la fotosintesis, asi
como en la morfogénesis. Asi bien, la intensidad de luz constituye una importante funcion que
afecta la induccion y desarrollo de embriones. Las fuentes de luz generalmente utilizadas para
cultivo in vitro son lamparas fluorescentes las cuales emiten luz de amplio espectro que va de 350
a 750 nm, que contiene longitudes de onda de calidad baja innecesarias para promover el
crecimiento de las vitroplantas (Kim et al., 2004). Los diodos emisores de luz (por sus siglas en
inglés Light-Emitting Diode LED) son una fuente de luz alternativa potencial para el cultivo in
vitro ya que pueden eliminar las longitudes de onda de la luz que estan inactivas para la
fotosintesis, lo que provoca un crecimiento y desarrollo mayor en las plantas (Dutta y Jatothu,

2013).

Dado que las semillas de vainilla muestran una tasa reducida de germinacion, la cual se le
atribuye a la impermeabilidad de la cubierta de la semilla durante la maduracién o la acumulacion
de sustancias inhibidoras de la germinacion (Lee et al., 2015; Lee, 2018) y la propagacion a
través de esquejes de tallo produce un nimero insuficiente de individuos, el cultivo in vitro es la
unica salida para una rdpida propagacion masiva de vainilla. No obstante, la germinacion
asimbiotica exitosa y posterior desarrollo de protocormos de V. planifolia, estan influenciados

por la madurez de la capsula, componentes del medio de cultivo como nutrientes orgénicos,
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fuente de carbono, reguladores de crecimiento vegetal, asi como luz y temperatura (Lo et al.,

2004; Gayatri y Kavyashree 2005).

Por tal motivo, lograr metodologias con porcentajes altos de germinacion in Vitro es de gran
importancia no s6lo para la propagacion masiva de vainilla, sino para contribuir al aumento de la

variabilidad genética existente en la especie.
Con base a lo anterior, en esta investigacion se planteo el siguiente objetivo:
Objetivo

Establecer el protocolo de cultivo in vitro para el desarrollo de protocormos y plantulas a partir

de semillas inmaduras de Vanilla planifolia.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales de la
Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” de la Universidad Michoacana de San Nicoléas de

Hidalgo, ubicada en Uruapan Michoacan.

El material vegetal (semillas) se obtuvo a partir de capsulas de V. planifolia procedentes de

plantaciones de la Sierra del Totonacapan, Veracruz, México.

El establecimiento del cultivo in vitro de semillas de V. planifolia se realizo en tres ensayos para
determinar la influencia de la concentraciéon de sales minerales, la intensidad luminica y la

concentracion de auxinas y citocininas en semillas inmaduras de V. planifolia.
Concentracion de sales minerales

El medio Murashige y Skoog (MS) (1962) se prepar6 a cinco concentraciones totales de sales
minerales (10, 20, 30, 40 y 50 %) con tiamina (0.4 mg L), mioinositol (100 mg L"), sacarosa
(30 g L") y agar (6 g L™"). El pH del medio se ajust6 en 5.7 con NaOH y H,SOy 1N, se coloco en
autoclave a 1.5 kg cm™ de presion durante 15 min para su esterilizacion y posteriormente se

sirvid en cajas Petri con 20 mL bajo condiciones asépticas.

Para la siembra, las capsulas de V. planifolia se lavaron con agua de grifo, se desinfectaron con
hipoclorito de sodio (NaClO) (6 % de i.a) al 70 % (v/v) durante 30 min y en la campana de flujo
laminar se realizd un triple enjuague. Después, las capsulas se secaron con papel absorbente
esteril y posterior a ello se realizd la esterilizacion por flameo. En las orillas de las vainas se
realizaron cortes de forma longitudinal con un bisturi y se secciond en tres para después se
realiz6 un corte transversal. Con ayuda de la espatula se tom6 95 mg de semilla en promedio y se
coloco en las cajas Petri que contenian medio MS basal con las distintas concentraciones totales

(Figura 1).
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Figura 1. Establecimiento in vitro de semillas de Vanilla planifolia. a): Lavado de capsula; b)
desinfeccion de capsulas con hipoclorito de sodio; c) triple enjugue de capsulas en campana de
flujo laminar; d, e y f) cortes para apertura de capsulas; g) extraccion de semillas y h) siembra
de semillas.

El disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento, la unidad

experimental fue una caja Petri con 95 mg de semillas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Concentraciones de sales minerales Murashige y Skoog en semillas inmaduras de Vanilla

planifolia.

Concentracion total de medio

Tratamiento Murashige y Skoog
(%)

10

20

30

40

50

[ B N S S
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Intensidad de luz

El medio MS se prepard a 10 y 20 % de la concentracion total de sales minerales con tiamina (0.4
mg L), mioinositol (100 mg L), sacarosa (30 g L) y agar (6 g L™"). El pH se ajust6 a 5.7 con
NaOH y H,SO4 1N, se esterilizo en autoclave a 1.5 kg cm™ de presion durante 15 min y se vertio

en cajas Petri (20 mL) bajo condiciones asépticas.

La siembra se realizé de la misma manera que el ensayo 1. Las semillas sembradas se incubaron
a 25+ 1 °C con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad con tres intensidades de luz (21,

44 y 51.5 pmol/m’s™) proporcionadas por lamparas diodo emisor de luz blanca (LED).

El disefio experimental fue completamente al azar con un arreglo factorial de tratamientos, la

unidad experimental fue una caja Petri con 95 mg de semillas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Concentraciones de medio Murashige y Skoog en distintas intensidades de luz para la

incubacion de semillas inmaduras de Vanilla planifolia.

Concentracion medio _
] ) Intensidad de luz
Tratamiento Murashige Skoog -
(umol/m“s™)

(%0)
1 10 21
2 44
3 51.5
4 20 21
5 44
6 51.5

Concentracion de citocininas y auxinas

El medio MS reducido a 20 % se prepard con tiamina (0.4 mg L), mioinositol (100 mg L™),
cinco concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP) (0, 1, 2, 3, y 4 uM) en combinaciéon con
dos concentraciones de acido indol-3-butirico (AIB) (0 y 0.5 pM), sacarosa (30 g L") y agar (6 g
L™"). El pH del medio se ajustd a 5.7 con NaOH y H,SO4 IN después se esterilizo en autoclave a
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1.5 kg cm™ de presion durante 15 min y se vertid en cajas Petri (20 mL) bajo condiciones

asépticas.

La siembra se realizd de la misma manera que los ensayos 1 y 2. Las semillas sembradas se
incubaron a 25 £ 1 °C con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad e intensidad de 45

2.-1 . . .
umol/m’s™ proporcionado por lamparas de luz fluorescentes blancas frias.

El disefo experimental fue completamente al azar con arreglo factorial de tratamientos (cinco y
dos niveles) con cuatro repeticiones por tratamiento. La unidad experimental fue una caja Petri

con 95 mg de semillas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Concentraciones de citocininas y auxinas probadas en germinacion in vitro de Vanilla

planifolia.

6-Bencilaminopurina  Acido inol-3-butirico
(UM) (UM)

Tratamiento

—_
()
(=)

0.5

0.5

0.5

0.5

O o0 9 N W B~ W

[S—
-

0.5

Variables evaluadas:

Concentracion de sales minerales: A los 90 y 150 después de la siembra (dds), con ayuda de un
microscopio estereoscopico se cuantificé el nimero total de protocormos en diferenciacion de

cada caja Petri.

Intensidad de luz: A los 90 y 175 dds se evaluaron las variables: generacion de callo y nivel de

oxidacion. Se selecciond 1 cm?” por cuadrante de cada caja Petri y se observo el tejido vegetal a
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través de un microscopio estereoscOpico. Se considerd el porcentaje de generacion callo por
rangos de 0, 25, 50 y 100 % (Cuadro 4); el nivel de oxidacion se asignd en: nada, poco, fuerte y

muy fuerte con valores de 1, 2, 3 y 4 respectivamente (Cuadro 5).

Cuadro 4. Porcentaje de generacion de callo en la germinacion de Vanilla planifolia

Nivel de oxidacion
1 = Nada

= Poco

AOWON
|
<
2 g
ga
(@]

Cuadro 5. Niveles de oxidacion en la germinacion de Vanilla planifolia

Generacién de callo
1 = 0%

. 25%
. 50%
. 100%

Concentracion de citocininas y auxinas: La evaluacion se realizd en dos partes; La primera se

2
3
4

efectio a los 320 dds, se registraron las variables respuestas numero total de protocormos y
numero total de plantulas de cada caja Petri. La segunda evaluacion se realiz6 a los 470 dds, se
registraron las variables respuesta; longitud de plantula, nimero de hojas, numero de raices,
longitud de raiz, nimero de brotes y longitud de brote. Ambas tomas de datos se realizaron en la

campana de flujo laminar y en condiciones aséptica.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
Concentracioén de sales minerales

Los datos obtenidos no permitieron generar una distribucion normal ni una homogeneidad de
varianza en el andlisis estadistico. De acuerdo al andlisis estadistico no existid ningun efecto
significativo en las distintas concentraciones de medio MS con respecto a la germinacion de
semillas. Sin embargo, se registro el mayor nimero total de protocormos en el medio MS 30 %

(Cuadro 6).

Cuadro 6. Registro de semillas inmaduras de Vanilla planifolia germinadas en medio Murashige y Skoog

a distintas concentraciones totales de sales minerales.

Concentracion total de NUmero total de

Tratamiento sales minerales
Murashige Skoog (%) protocormos
I 10 3
2 20 22
3 30 -
4 40 19
> 50 19
n=3

Durante el desarrollo de la germinacidn, las semillas de las orquideas pasan por estadios llamados
protocormos, donde comienza con forma esférica a periforme, se desarrollan los &pices foliares y

posteriormente las raices hasta alcanzar el estadio de plantula. (Lestari, 2014).

En esta investigacion, las semillas inmaduras de V. planifolia no germinaron a los 90 dds. Sin
embargo, después de los 120 dds las semillas germinaron de manera asincronica; es decir, se
observaron las diferentes etapas de germinacion y desarrollo in vitro de la especie: Imbibicion,
inici6 con la ruptura de la testa y formacion de una estructura globular (Figura 2a); la formacion
de protocormos fotosintéticos se identifico por la transicion de color blanco a color amarillo claro
y desarrollo de pelos absorbentes (Figura 2b); la formacion de protocormos diferenciados
comenzo a los 120 dds con el aumento de tamafio, cambio de coloracion a verde (Figura 2c¢); y el
desarrollo de promeristemos en los protocormos inicié con formacion de células meristematicas

que dio origen al &pice radicular y apice foliar (Figura 2d).
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Figura 2. Etapas fenologicas en la germinacion in vitro de semillas inmaduras de Vanilla planifolia. a)
Imbibicidon, b) Protocormos fotosintéticos, ¢) Protocormo en diferenciacion y d) Desarrollo de

promeristemos.

En esta investigacion, el mayor nimero de protocormos (25) se registrd con la concentracion total
del medio MS 30 %, sin embargo, la tasa de germinacion alin es baja, lo que se le atribuye a
diversos factores como la impermeabilidad de la cubierta de la semilla. En muchas orquideas, la
cubierta exterior de la semilla se desarrolla a partir de dos capas de células (Yam et al., 2002),
mientras en V. planifolia, la cubierta exterior de la semilla se deriva de cuatro capas de células.
También se puede deber a la acumulacion de sustancias inhibidoras de la germinacion, asi como
el momento de la recoleccion de las semillas (Lee et al., 2015), componentes del medio de
cultivo, como nutrientes organicos, fuentes de carbono, reguladores de crecimiento vegetal,
intensidad luminica y rangos de temperatura y pretratamientos de semillas (Dutra et al., 2008;

Suzuki et al., 2012; Lee, 2005).

21



A pesar de que se ha determinado que la formulacion de medio de cultivo estandar es optimo para
la mayoria de las especies de orquideas. Las sales minerales en los medios de cultivo varian en
sus concentraciones y en las formas disponibles de los macro y micronutrientes (Stewart y Kane,
2006). La disponibilidad del nitrogeno inorganico en la composicién del medio de cultivo MS
puede limitar la germinacion de las orquideas, debido a la baja actividad de la nitrato reductasa
durante la germinacion de la semilla y al desarrollo temprano del protocormo (Jhonson et al.,
2007; Kauth et al., 2008; Stewart y Kane, 2006). Por lo que algunos autores sugieren la reduccion
de concentracion de sales minerales en el medio de cultivo para optimizar la germinacion, el
desarrollo del protocormo e inducir el crecimiento vigoroso de las plantulas durante el cultivo de
semillas en orquideas terrestres, como V. planifolia (Réannbéck, 2007; Huh, et al., 2016; Dutra et
al., 2008).

Intensidad de luz

La concentraciéon de sales minerales y la intensidad de luz tuvieron un efecto estadistico
significativo en la formacion de callos y nivel de oxidacién en las semillas inmaduras de V.

planifolia a los 175 dds (Cuadro 7).

Cuadro 7. Analisis de varianza (cuadrados medios y significancia) del efecto de la concentracion de sales
minerales e intensidad de luz sobre el nivel de oxidacion y la generacion de callo a los 90 y

175 dds en protocormos de Vanilla planifolia.

Oxidacion Callo
Fuente GL
90 dds 175 dds 90 dds 175 dds
Concentracién de Sales 1 0.624N5 3.555** 0.390N° 1.388N8
Intensidad de luz 2 0.468N8 0.722N8 1.898N8 2.055%*
Concentracién*Intensidad de luz 2 0.642N8 0.722N8 0.642N8 1.388N8

dds: dias después de la siembra, NS: No significativo, (*): P< 0.05, (**): P<0.01.

Se registré un aumentd 27 % el nivel de oxidacion de los protocormos de V. planifolia en la
concentracion de sales minerales 20 % (Figura 3a). Asi mismo se observo que al incrementar la

intensidad de luz, la formacion de callo aumento6 35 % (Figura 3b).
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Figura 3. a) Influencia de la concentracion de sales minerales en el nivel de oxidacion; b) influencia de la

intensidad de luz en la generacion de callo de protocormos de Vanilla planifolia.

La oxidacién en los protocormos puede ser causa de la alta cantidad de sales que contiene el
medio MS (Frausto et al., 2019). Por lo que algunos autores recomiendan el uso de antioxidantes

en el medio de cultivo para disminuir el estrés oxidativo (Lukatkin et al., 2019).

La condicién de luz es otro factor critico para la germinacion exitosa de semillas de orquideas, y
aunque el efecto de la luz sobre la germinacion de semillas de orquideas no esta generalizada, se
ha determinado el efecto que ocasiona la calidad luminica en el desarrollo de las plantas mediante
el uso de luz LED roja, azul y blanca (Godo et al., 2011; Baque et al., 2011; Kaewjampa y
Shimasaki, 2012; Lin et al., 2011; Mengxi et al., 2011).

Si bien, la intensidad de luz mayormente utilizada en cultivo in vitro fluctia entre 11 y 70
umol/m’s™, en plantas maduras de V. planifolia se ha reportado que al ser expuestas a una
radiacion superior a 1, 285 pmol/rnzs'1 se inhibe la fotosintesis y el crecimiento (Diez et al.,
2017), ya que carece de mecanismos eficientes para tolerar y disipar el exceso de radiacion

(Graham y Andrade, 2004).

En especies de orquideas terrestres la intensidad de luz inhibe la germinacion de semillas. Sin
embargo, también es crucial para la induccion y el desarrollo de callo, pero su efecto depende de
la especie, lo que podria estar asociada con el tipo y numero de fotorreceptores de cada especie

(Godo et al., 2010; Stewart y Kane 2006; Nhut et al., 2003).
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Concentracion de citocininas y auxinas:

En esta investigacion, se registr6 mayor nimero de protocormos (40) y plantulas (60) en

presencia de combinaciones de auxina y citocinina (Cuadro 8).

Cuadro 8. Numero total de protocormos y plantulas registradas a los 320 dds de exposicion a diferentes

concentraciones de BAP y AIB.

_ Concentracion (uUM) Numero total
Tratamiento
BAP AIB  Protocormos Plantulas
1 0 0 4 3
2 0.5 3 0
3 1 0 23 22
4 0.5 49 21
5 2 0 18 1
6 0.5 18 18
7 3 0 40 41
8 0.5 4 6
9 4 0 35 39
10 0.5 37 60

n =5, BAP: Bencil-6 aminopurina, AIB: Acido indolbutilico.

El analisis estadistico determind que la fuente concentracién de citocinina tuvo un efecto
altamente significativo en la obtencidn de protocormos y plantulas totales, asi como la

interaccion de la citocinina y auxina (Cuadro 9).

Cuadro 9. Analisis de varianza (cuadrados medios y significancia) del efecto del balance
citocinina/auxina sobre el numero total de protocormos y nimero total de plantulas de

Vanilla planifolia.

Fuente GL Numero total de protocormos NuUmero total de plantulas
Concentracion de citocinina 4 93.025** 166.4**
Concentracion de auxina 1 2.025M 0.0255
Citocinina*auxina 4 61.275** 61.4**

NS: No significativo; (*): P< 0.05; (**): P<0.01.
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Si bien, la citocinina influyé de manera independiente en el desarrollo de protocormos y plantulas
de V. planifolia. El balance de 1 uM de BAP con 0.5 uM de AIB fue 6ptimo para obtener mayor
numero de protocormos (12.25) por caja Petri (Figura 4a). El mayor nimero de plantulas (15) por

caja Petri se obtuvo al adicionar 4 uM de BAP y 0.5 uM de AIB al medio de cultivo (Figura 4b).

QD

DMS= 7.6245

—_
(@)
]

—_
[\
1

AN
1

Numero de protocormos
o0

we| o Jos| o los| olos|] olos]|olos]
BAP 0 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘
Concentracion (UM)

(=]

16

12

Numero de plantulas
o0

4 -
bc c be

AB | 0 | 0s | 0 |05 | 0

BAP 0 ‘ 1 ‘ 2

Concentracién (UM)

Figura 4. Influencia de la concentracion de auxina y citocinina en la obtencion de: a) protocormos y b)

plantulas in vitro de Vanilla planifolia.

Aunque generalmente las auxinas estimulan la formacion de raices y las citocininas mejoran el
desarrollo de los brotes y la division celular. Se ha determinado un efecto positivo para el
desarrollo de protocormos al agregar citocininas (benciladenina o cinetina) en el medio de cultivo

(Vejsadova, 2006).
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A los 420 dds, el analisis de varianza del desarrollo de las plantulas de V. planifolia mostr6 que la
fuente citocinina obtuvo respuesta estadistica significativa y altamente significativa en todas las

variables analizadas con excepcion de la variable longitud de brote (Cuadro 10).

Cuadro 10. Analisis de varianza (cuadrados medios y significancia) del efecto de la concentracion de

citocininas y auxinas sobre la morfogénesis de Vanilla planifolia.

Numero

Fuente GL Longitud Numero Numero Longitud de Longitud

de plantula de hojas de raices de raiz brotes de brote

Citocinina 4  8.832** 6.328*  6.581**  6.190*  7.755* 0.126™°
Auxina 20035 1.300™  1.614™  1.460™  2.068"  0.108"°

Citocinina*auxina 8  0.241%  1.204™  0.742%  0.726™  2.484N  0.100™

NS: No significativo; (*): P< 0.05; (**): P<0.01.

Se observd que la adicion de citocinina en el medio de cultivo tuvo un efecto sobre la
morfogénesis de las plantulas de V. planifolia, la cual muestra que la concentracion de 1 a 4 uM
de citocinina estimuld la proliferacion de brotes. Sin embargo la exposicion de 2 pM de

citocinina obtuvo mayor niimero de brotes por explante (5.15) (Figura 5).
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Figura 5. Influencia de la concentracion de citocinina en la obtencién de brotes in vitro de Vanilla

planifolia.

Al aumentar la concentracion a partir de 2 uM disminuy0 la longitud de las plantulas, nimero de
raices, hojas y longitud de raiz (Figura 6). La concentracion baja de BAP (1 y 2 uM) en el medio
de cultivo estimul6 el crecimiento de la plantula y el nimero de hojas al igual que el tratamiento

testigo (Figura 6a y b). La exposicion a citocinina de 1 a 3 pM estimuld el nimero y longitud de
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raices. El mayor niumero de raices (3.4) se generd con 2 uM de citocinina (Figura 6¢) y los
tratamientos con 1 y 2 uM obtuvieron mayor longitud de raiz (3.93 y 3.83 cm respectivamente)

(Figura 6d).
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Figura 6. Influencia de la concentracion de citocinina: a) longitud de plantula; b) nimero de hoja; ¢)

namero de raiz y d) longitud de raiz in vitro de Vanilla planifolia.

La auxina y la citocinina promueven el crecimiento de forma independiente en las diferentes
fases de desarrollo de las plantulas de orquideas. Sin embargo, tienen un efecto critico en la
germinacion de semillas y la formacioén de protocormos. Para ello, se ha implementado el medio
de cultivo con varios tipos y concentraciones de fitohormonas. En Aerides ringens se obtuvo un
efecto positivo en la tasa de germinacion al afiadir 0.57 uM de auxina AIA al medio de cultivo
(Pyati, 2019). Sin embargo, la germinacion se inhibid a partir de una concentraciéon mayor a 5.71

uM de AIA en Orchis coriophora (Bektas et al., 2013).
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La combinacion de 0.57 uM TAA y 0.55 uM BAP desencaden6 la germinacion de semillas y el
desarrollo de plantulas y también se observo la accidon sinérgica de la combinacion de auxina-
citocinina, algunos de los PLB’s se dividieron y formaron multiples cuerpos como protocormos

(MPLB por sus siglas en inglés, multiple protocorm like bodies) (Pyati, 2019).

Se ha determinado que la combinacion de AIB y BA mejord la recuperacion de protocormos de
orquideas y estimul6 la formacion de protocormos en Serapias vomeracea (Bektas y Sokmen,
2016). Ademas, el desarrollo temprano de plantulas de especies de Dactylorhiza también mejoro
mediante una combinacion de citocinina con auxina (Wotavova et al., 2007). Se ha informado
que las fitohormonas son efectivas para mejorar la germinacion de semillas de orquideas
inmaduras; las citocininas promueven la division celular de los embriones en desarrollo, mientras
que las auxinas influyen en la formacion de hojas y la morfogénesis del protocormo (Pierce y
Cerabolini, 2011; De et al., 2006). La presente investigacion confirma el beneficio de la adicion
de concentraciones bajas de auxina y citocinina en las etapas iniciales de la germinacion de
semillas de V. planifolia, mientras que las citocininas favorecen el desarrollo de plantulas, asi

como en Orchis militaris (Nabieva, 2021).

La biosintesis, el metabolismo, la distribucion, las vias de sefializacion y las funciones de las
citocininas se han investigado y caracterizado intensamente (Wu et al., 2021). Ya que las
citocininas influyen en muchos aspectos de los procesos biologicos que afectan el crecimiento y
el desarrollo de las plantas, como la division celular, la dominancia apical, la iniciacion y el
crecimiento de los brotes, la filotaxis, los haces vasculares, la senescencia de las hojas, la
ramificacion y el desarrollo de nodos, la germinacion de las semillas, la absorcion de nutrientes,

asi como respuestas al estrés biotico y abiotico (Kieber y Schaller, 2018).
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V. CONCLUSIONES
Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

La concentracion total de sales minerales no parecio tener un impacto significativo en la tasa de
germinacion, aunque se observd que una concentracidon maxima de 20% podria favorecer la

germinacion para obtener un mayor numero de protocormos.

El aumento tanto de la concentracion de sales minerales MS como de la intensidad de luz
conlleva un incremento en los niveles de oxidacion y la formacion de callo. Estos hallazgos
podrian utilizarse si el objetivo es la obtencion de mayor porcentaje de tejido indiferenciado

(callo) como via de micropropagacion por organogénesis.

El balance adecuado entre dosis bajas de auxina y dosis alta de citocinina puede generar un
mayor nimero de protocormos y plantulas. Esto sugiere que una combinacion de fitohormonas
auxina y citocinina en concentraciones bajas es Optima para las etapas iniciales de la germinacion
de semillas. Y la aplicacion de citocininas podria optimizar el desarrollo de plantulas a partir de
protocormos. Ya que influyo en el desarrollo de las plantulas y la proliferacion de brotes in vitro

de V. planifolia.

Para generar una alternativa prometedora para aumentar la tasa de germinacion in vitro de
manera efectiva, se sugiere el uso de semillas inmaduras de Vanilla planifolia expuestas a una
concentracion total de sales MS 20% con 1 uM de BAP y 0.5 uM de AIB, incubadas a una

intensidad luminica de 21 pmol/m2s-1.
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CAPITULO Il. PROPAGACION in vitro DE SECCIONES NODALES DE Vanilla
planifolia

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del tipo y concentracion de citocininas en
la induccién de brotes de secciones nodales in vitro de Vanilla planifolia. Los explantes se
establecieron en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) 50 % con tres citocininas (zeatina, 6-
benciladeninopurina y cinetina) en cinco concentraciones cada una (1, 2, 3, 4 y 5 uM). Los
explantes se incubaron a 25 £ 1 °C con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad e
intensidad de 45 pmol m™s” proporcionadas por lamparas LED. Se realizé un analisis de
varianza y prueba de separacion de medias de Tukey (< 0.05) entre tratamientos con el paquete
estadistico SAS® OnDemand for Academic. Las secciones nodales tratadas con BAP produjeron
mayor numero de brotes promedio por explante (1.4) comparados a los tratados con cinetina y
zeatina (0.68 y 0.46 brotes por explante, respectivamente). Sin embargo, los brotes mas largos
(5.7 cm) se obtuvieron al incubarse en cinetina. Las secciones nodales expuestas a zeatina
presentaron raices de 5.2 cm. La interaccion del BAP y concentracion de 5 y 3 pM generé mayor
nimero de brotes por explante (8.5 y 8.2, respectivamente). La longitud de brote, nimero y
longitud de raices se redujo al incrementar la concentracion de citocinina. Se concluye que la
cinetina promovi6 en el crecimiento de brotes, la zeatina indujo la formacion de raices mientras
que el BAP estimulo la proliferacion de brotes. Ademads, se observd una reduccion en el

crecimiento y desarrollo de brotes al aumentar la concentracion de cualquier citocinina.

Palabras clave: Vanilla planifolia, secciones nodales, in vitro, citocininas.
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SUMMARY

The objective of this research was to evaluate the effect of the type and concentration of
cytokinins on the induction of shoots of nodal sections in vitro of Vanilla planifolia. The explants
were established in 50% Murashige and Skoog (MS) culture medium with three cytokinins
(zeatin, 6-benzyladeninopurine, and kinetin) at five concentrations each (1, 2, 3, 4, and 5 uM).
The explants were incubated at 25 + 1 °C with a photoperiod of 16 hours of light and 8 hours of
darkness and an intensity of 45 pmol m-2s-1 provided by LED lamps. An analysis of variance
and Tukey's mean separation test (< 0.05) between treatments were performed with the statistical
package SAS® OnDemand for Academic. Nodal sections treated with BAP produced a higher
average number of shoots per explant (1.4) compared to those treated with kinetin and zeatin
(0.68 and 0.46 shoots per explant, respectively). However, the longest shoots (5.7 cm) were
obtained when incubated in kinetin. The nodal sections exposed to zeatin presented roots of 5.2
cm. The interaction of BAP and concentration of 5 and 3 uM generated a greater number of
shoots per explant (8.5 and 8.2, respectively). Shoot length, root number and length decreased
with increasing cytokinin concentration. It is concluded that kinetin promoted shoot growth,
zeatin induced root formation while BAP stimulated shoot proliferation. In addition, a reduction

in shoot growth and development was observed with increasing concentration of any cytokinin.

Keywords: Vanilla planifolia, nodal sections, in vitro, cytokinins
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I. INTRODUCCION

De manera tradicional la propagacion de Vanilla planifolia se realiza por multiplicacion clonal a
partir de segmentos de tallos (esquejes) de plantas adultas (Divakaran et al., 2006). No obstante,
el nimero de plantulas producidas por este método es reducido ya que el exceso de poda de tallos
conduce a la interrupcion del crecimiento de la planta madre, lo que ocasiona reduccion en el
rendimiento. Por esto, la reproduccion por esquejes dificilmente puede satisfacer la demanda
nacional de materiales de plantacion de calidad. Sin embargo, la multiplicacion masiva de
genotipos sobresalientes puede efectuarse mediante la técnica de cultivo in vitro (Giridhar et al.,

2001; Hasing et al., 2020).

El cultivo in vitro una técnica caracterizada por manejar condiciones de esterilidad, disminuir el
tiempo de propagacion, ademés de la exclusion de patégenos y potencial para conservacion a
largo plazo, en comparacion a los métodos convencionales (Erawati et al., 2020), se utiliza para
satisfacer la demanda del mercado de vainilla y para superar las dificultades de los métodos
alternativos de propagacion. La propagacion in vitro de V. planifolia se realiza a través apices
meristematicos, brotes y yemas axilares, ya que son altamente totipotentes, ademas acumulan la
cantidad requerida de sustancias endégenas conocidas como hormonas vegetales producidas por
diferentes vias metabolicas esenciales que regulan la expresion de factores de transcripcion y
genes especificos para su crecimiento, desarrollo y reproduccion, estos compuestos generalmente

son activos en concentraciones bajas (Idowu et al., 2009; George et al., 2008).

Existen productos quimicos sintéticos con actividades fisiologicas similares a las hormonas
vegetales que tienen la capacidad de modificar el crecimiento de las plantas, por ejemplo, las
poliaminas llamadas “reguladores del crecimiento vegetal”. Las cuales se clasifican

principalmente en; auxinas, citocininas, giberelinas (George et al., 2008).

Las citocininas producen varios efectos, en particular, estimulan la sintesis de proteinas y
participan en el control del ciclo celular; interrumpen la dominancia apical, ademés promueven la
induccion y proliferacion de yemas axilares in vitro, el uso de concentraciones adecuadas y el
tipo de citocinina como son benciladenina (BA), 6-benzilaminopurina (BAP), 6-
furfurilaminopurina (cinetina o KIN) influyen en el éxito de la micropropagacion in vitro (George

et al., 2008).
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El efecto de las citocininas es notorio en cultivos de tejidos in vitro donde se utilizan en conjunto
con auxinas para estimular la division celular y controlar la morfogénesis. La adicion de
citocininas a los medios de cultivo genera la multiplicacion de brotes ya que estos compuestos
inducen la dominancia apical y liberan las yemas laterales de latencia. Las citocininas mas se
utilizadas en cultivo in vitro son: kinetin, bencil-6-adeninopurina y zeatin (Hartmann, 1992;

Salisbury, 2000; George et al., 2008).

Estos reguladores de crecimiento han permitido potencializar la propagacion in vitro de especies
vegetales, ademds comprende la funcionalidad del metabolismo en los organismos vegetales
desde el control hormonal vegetal, lo que genera conocimiento basico acerca de la fisiologia
vegetal en el campo cientifico, que se requiere para poder desarrollar de manera controlada
diferentes procesos bioquimicos y mejorar el tiempo que requieren para su desarrollo (Cortes et

al., 2019).

Se han desarrollado diferentes metodologias de micropropagacion para V. planifolia y estan
enfocadas principalmente a la produccion de brotes y PLBs (por sus siglas en inglés Protocorm
Like Bodies) a partir de apices, segmentos nodales y yemas axilares (Jadid et al., 2015, Biradar et
al., 2016; Ayele et al., 2017), por medio de microestacas (Geetha y Shetty, 2000), o bien a partir
de apices radicales (Zuraida et al., 2013). Sin embargo, los protocolos de micropropagacion que
se han desarrollado en este cultivo tienen una tasa de multiplicacion baja (Janarthanam y Seshadri

2008; Velankar y Heble 2004).
Por lo tanto en la presente investigacion se planted el siguiente objetivo
Objetivo

Evaluar el efecto del tipo y concentracion de citocininas en la induccion de brotes de secciones

nodales in vitro de Vanilla planifolia para la micropropagacion de vainilla.
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1. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se efectud en el Laboratorio de Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales de la
Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez”, de la Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo, ubicada en Uruapan, Michoacan.

El material vegetal se obtuvo de plantulas de V. planifolia propagadas in vitro proporcionadas por

la Facultad de Ciencias Quimicas de Orizaba, Universidad Veracruzana.

En cada plantula se realizaron cortes de las secciones nodales de 1 cm en promedio con una yema
axilar y se colocaron cuatro segmentos (Figura 1) por frasco de cristal con capacidad de 120 mL,
con 30 mL de medio de sales minerales de Murashige y Skoog (MS) reducido 50 % con tiamina
(0.4 mg L"), mioinositol (100 mg L"), y tres tipos de citocininas (zeatina, 6-benciladeninopurina
y cinetina) con cinco concentraciones cada una (1, 2, 3, 4 y 5 uM), sacarosa (30 g L") y agar (6 g

L™). El pH del medio se ajust6 a 5.7 con NaOH y H,SO, 1N y se esterilizé en autoclave a 1.5 kg

cm™ de presion durante 15 min.

Figura 1. Establecimiento y subcultivo de plantulas de Vanilla planifolia: a y b) material vegetal, ¢) corte

de secciones nodales, d y e) subcultivo de secciones nodales, f) secciones nodales subcultivados.
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Las secciones nodales subcultivadas se incubaron a 25 £+ 1 °C con fotoperiodo de 16 horas luz y 8
horas oscuridad e intensidad de 45 umol/m™s™ proporcionado por lamparas de luz fluorescentes

blancas frias.

El disefo experimental fue completamente al azar con arreglo factorial entre los tratamientos que
se generaron por la combinacion de dos factores (tres tipos de citocininas y cinco distintas
concentraciones) con cinco repeticiones por tratamiento. La unidad experimental fue cinco

secciones nodales (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tipo y concentracion de citocininas en secciones nodales de plantulas de Vanilla planifolia

para su propagacion in vitro.

Tratamiento Tipo de Concentracion
Citocinina (M)
1 6-bencilaminopurina 1
2 2
3 3
4 4
> 5
6 Cinetina 1
! 2
8 3
? 4
10 5
11 Zeatina 1
12 5
13 3
14 A
15 5
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Variables evaluadas

A los 90 dias después del subcultivo se evalud; longitud del brote axilar, nimero de hojas,
numero de hojas plegadas, nimero de hojas extendidas, numero de raices, longitud de raices,

numero y longitud de brotes.

Los datos de las variables evaluadas se analizaron mediante la prueba descrita por Shapiro Wilk,
Barlett y Levene para determinar la normalidad y homogeneidad de varianza (estadistica
paramétrica) respectivamente, las cuales cumplieron en las variables longitud del brote axilar,
numero de hojas y longitud de raices. Los datos de numero de hojas, nimero de hojas plegadas,
numero de hojas extendidas, nimero de raices y longitud de brotes se normalizaron mediante la
transformacion a potencia dos. Estas cinco variables se procesaron a través de un andlisis de
varianza ANDEVA con el procedimiento GLM, se utiliz6 la separacion de medias de Tukey (<
0.05) para la comparacion de medias entre tratamientos. Los andlisis estadisticos de cada etapa de

la investigacion se efectuaron con el programa SAS® OnDemand for Academic.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El tipo de citocinina influy6é en todas las variables evaluadas con excepcion al nimero de hojas
plegadas. En cuanto la concentracion, solo las variables longitud de plantula, nimero de
entrenudos, nimero de raices y longitud de raices fueron altamente significativas. Sin embargo,
la interaccion del tipo y concentracion de citocinina solo fue estadisticamente significativo en la

variable longitud de raices (Cuadro 2).

Cuadro 2. Analisis de varianza (cuadrados medios y significancia) del efecto del tipo y concentracion de

citocinina sobre el crecimiento de plantulas de Vanilla planifolia.

Numero Longitud

Fuente GL Hoja Hoja:
Entrenudos  Hojas jas ) .S
plegadas extendidas

Tipo de citocinina 2 23.52**  900.9**  23.3MNs 321.1**  19.3* 523.9** 231.0** 177.9** 57.6**
Concentracion 4 7.8% 120.7%Ns 11.2M 28.8Ns 22.6** 82.3N 47.9**  28.3%* 1.8N

Tipo*Concentracion 8 2.7Ns 88.9N 13.5M 11.2% 4.9%  105.3% 3.3M 21.5% 2.2MNs

n=5, No significativo; (*): P<0.05; (**): P<0.01.

Raices Brotes Plantula Raiz Brotes

En nuestra investigacion, las citocininas promovieron diferentes respuestas en el desarrollo y
proliferacion de brotes de V. planifolia. Las plantulas tratadas con la citocinina BAP generaron
mas numero de brotes, comparadas con aquellas tratadas con cinetina y zeatina (67.2 y 51.5 %
respectivamente) (Figura 2a). De igual forma, los explantes expuestos con citocinina BAP

presentaron de brotes 86.7 % mas largos que con las citocininas cinetina y zeatina (Figura 2b).
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Figura 2. Influencia del tipo de citocininas: a) nimero de brotes y b) longitud de brotes in vitro de Vanilla

planifolia.
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En cultivo in vitro los tipos y niveles de reguladores de crecimiento como las citocininas son un
componente critico en el medio de cultivo para determinar la via de desarrollo del explante, ya
que, las citocininas reducen la dominancia del meristemo apical e inducen la formacioén de brotes
axilares y adventicios (Sipayung et al., 2018). Sin embargo, cada especie tiene una capacidad de
respuesta distinta, por lo que es necesario optimizar el tipo y concentracion de citocininas para la

multiplicacion de brotes (Sukarnih et al., 2021; Sreedhar et al., 2007).

En nuestra investigacion, la mayor longitud de brotes axilares se observd (5.76 cm) con la
exposicion de cinetina, comparados con los explantes expuestos a zeatina y BAP que fueron 50.1
y 40.4 % mas cortos respectivamente (Figura 3a). Del mismo modo, el nimero de entrenudos de
las plantulas expuestas a la citocinina cinetina super6 en 35.8 y 21.5 % a los entrenudos de las

plantulas expuestas a zeatina y BAP respectivamente (Figura 3b).
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Figura 3. Influencia del tipo de citocinina: a) longitud de brote axilar y b) numero de entrenudos de

plantulas in vitro de Vanilla planifolia.

En la micropropagacion de vainilla, la utilizacion de citocininas como N6-(2-isopentenil) adenina
(2iP), 4-hidroxi-3-metil-términos-2-butenil aminopurina (zeatina) y 6-furfurilaminopurina
(cinetina o KIN) rara vez se ha informado (Gantait y Kundu, 2017). La citocinina mas utilizada
para la multiplicacion de brotes de vainilla es BAP (George et al., 2008). Sin embargo, se ha
observado que el uso prolongado de citocininas como el BAP induce la hiperhidicidad, (Sreedhar

etal., 2007).
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En nuestra investigacion, las yemas axilares tratadas con cinetina incrementaron 39 y 37.5 % el
numero total de hojas (Figura 4a) y 70.3 y 61.8 % el nimero de hojas extendidas (Figura 4b)

comparadas con las secciones nodales expuestas a zeatina y BAP respectivamente.
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Figura 4. Influencia del tipo de citocinina: a) numero de hojas y b) nimero de hojas extendidas de

plantulas in vitro de Vanilla planifolia.

Si bien, la cinetina influyé en el nimero de raices y superd con 28 y 22 % a los tratados con
zeatina y BAP, respectivamente (Figura 5a). Sin embargo, los tratamientos con zeatina
presentaron 52 y 48 % mayor longitud de raices que los que fueron tratadas con cinetina y BAP,

respectivamente (Figura 5b).
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Figura 5. Influencia del tipo de citocinina: a) nimero de raices y b) longitud de raices de plantulas in vitro

de Vanilla planifolia.
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En V. planifolia para la generacion de brotes, la concentracion de la citocinina es un factor que
obtiene diferente respuestas en el numero de brotes; al adicionar 1 mg L de BAP al medio de
cultivo generd un promedio de 6.8 brotes por explante (Erawati et al., 2020), Tan et al., 2013
obtuvieron 10 brotes en promedio y 6.1 botes en promedio al utilizar 8.88 uM de BAP mientras

que al adicionar 3 mL™ se adquiri6 3-4 brotes (Renuga y Saravara-Kumar, 2014).

En nuestra investigacion, la concentracion de citocinina redujo la longitud de brote axilar (Figura
6a), nimero de raices (Figura 6b), longitud de raices (Figura 6¢) y nimero de entrenudos (Figura

6d) conforme se incremento la concentracion de esta fitohormona.
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Figura 6. Influencia de la concentraciéon de citocinina en: a) longitud de brotes axilares, b) ntimero de

raices, ¢) longitud de raices, d) nimero de entrenudos de Vanilla planifolia.

Mientras que en nuestra investigacion el uso de la zeatina en el medio de cultivo a concentracion
de 1 uM increment6 la longitud de raices (6.8 cm promedio) en comparacion con el BAP a una

concentracion de 4 uM, la cual present6 una longitud de raiz promedio de 1.2 cm (Figura 7). Sin

46



embargo, se ha reportado la induccion de brotes con éxito en, Vaccinium myrtillus con la adicion
de 0.5 mg L obtuvieron 8.6 brotes en promedio (Hang et al., 2022). Esto se debe a que existen
factores que controlan la capacidad de regeneracion de brotes de los explantes como los
reguladores de crecimiento enddgenos que juegan un papel crucial en la formacion de brotes
adventicios ¢ in vitro (Lee et al., 2020), asi como la edad de la planta, la posicion, orientacion y

la densidad del explante (Yildiz, 2012).
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Figura 7. Influencia del tipo y concentracion de citocinina en la longitud de raices de Vanilla planifolia.

En V. planifolia se ha reportado la proliferacion de 2 brotes al adicionar 2 mg L de cinetina al
medio de cultivo (Inderiati et al., 2019). Sin embargo, se ha registrado la induccion de brotes de 4
brotes en promedio al utilizar una concentracion de 6.97 uM de cinetina en Ipsea malabarica
(Martin, 2003). En la presente investigacion los explantes cultivados con BAP a concentracion de
5 y 3 uM mostraron mayor nimero de brotes promedio (8.5 y 8.2 respectivamente) en
comparacion con los tratados con zeatina a 1 uM de concentracion que obtuvo un promedio de

0.1 brotes (Figura 8).
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Figura 8. Influencia del tipo y concentracion de citocinina en numero de brotes de Vanilla planifolia.

El ntiimero reducido de brotes al adicionar cinetina al medio de cultivo se puede atribuir a la
dificultad que la cinetina ocasiona en el crecimiento de brotes axilares, asi como adventicios
(Jadid et al., 2015). Pese al numero limitado de brotes, otros autores sugieren el uso de cinetina
en V. planifolia para acelerar la induccion de la biosintesis de acido vanilico, compuesto

aromatico de la vainilla de interés comercial (Renuga y Saravana-Kumar, 2014).
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V. CONCLUSIONES

Los resultados de nuestra investigacion revelan que las citocininas tuvieron diferentes efectos en
el crecimiento y desarrollo de los brotes de V. planifolia. Mientras que la cinetina promovio el
crecimiento de los brotes, la zeatina indujo la formacion de raices y el BAP estimuld la
proliferacion de brotes. Sin embargo, se observd que un aumento en la concentracion de
cualquier tipo de citocinina utilizada en el estudio resultdé en la inhibicion del crecimiento y

desarrollo de los brotes.

Con el objetivo de optimizar la micropropagacion clonal de V. planifolia, se sugiere emplear 3 o
5 uM de BAP para la proliferacion de brotes, cinetina para aumentar la longitud del brote axilar y
1 uM de zeatina para la induccidén de raices. Estas concentraciones especificas de citocininas
podrian ser clave para mejorar el proceso de propagacion clonal y obtener resultados dptimos en
la multiplicacion de V. planifolia. Con esta informacion, se abre la posibilidad de impulsar la
produccion y conservacion de V. planifolia de manera mas eficiente y sostenible, lo que podria

tener un impacto significativo en la industria y en la conservacion de esta especie.
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CAPITULO IIl. ESTANDARIZACION DE UN PROTOCOLO PARA LA INDUCCION
DE POLIPLOIDIA in vitro EN PROTOCORMOS DE Vanilla planifolia

RESUMEN

Con el objetivo de estandarizar un protocolo para la induccién de poliploidia in vitro en
protocormos de Vanilla planifolia, en la presente investigacion se preparé medio MS 20 %
adicionado con tiamina (0.4 mg L), mioinositol (100 mg L"), sacarosa (30 g L-1), agar (6 g L")
y BAP (1 mg), se colocaron 10 protocormos obtenidos a partir de germinacién in Vitro y se
realizaron aplicaciones cada 15 dias (1, 2 y 3 veces) con tres distintas cantidades de colchicina
(0.1 %) con colorante rojo (1, 2 y 3 mL) y se incubaron a 25 £ 1 °C con fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 horas oscuridad e intensidad de 45 pumol m™s™ proporcionadas por lamparas LED. Se
utiliz6 un disefio experimental completamente el azar con tres repeticiones, la unidad
experimental consistid en un protocormo. Para el analisis estadistico, se realizd un analisis de
varianza y prueba de separacion de medias de Tukey (< 0.05) entre tratamientos con el paquete
estadistico SAS® OnDemand for Academic. Los resultados determinan que la aplicacion de 2
mL de colchicina 0.1 % en intervalos de 15 dias fue Optima para obtener un mayor niimero y
longitud de brotes, asi como un mayor nimero de hojas. Por otro lado, una aplicaciéon con 1 mL
de colchicina 0.1 % generd mayor nimero de raices, similar al aplicar 2 mL de colchicina 0.1 %.
Se observo que la exposicion de protocormos con 3 mL de colchicina 0.1 % con intervalos de 15
dias gener6 tejido necrdtico escamoso y presentd alteraciones morfoldgicas. Con ello, es posible
realizar una estandarizacion para un protocolo de induccion de poliploidia in vitro en

protocormos de V. planifolia.

Palabras clave: Vanilla planifolia, poliploidia, colchicina, protocormos, in vitro.
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SUMMARY

In order to standardize a protocol for the induction of in vitro polyploidy in Vanilla planifolia
protocorms, in the present investigation 20% MS medium was prepared, added with thiamine
(0.4 mg L-1), myo-inositol (100 mg L-1), sucrose (30 g L-1), agar (6 g L-1) and BAP (1 mg), 10
protocorms obtained from in vitro germination were placed and applications were made every 15
days (1, 2 and 3 times) with three different amounts of colchicine (0.1 %) with red dye (1, 2 and 3
mL) and incubated at 25 + 1 °C with a photoperiod of 16 hours of light and 8 hours of darkness
and an intensity of 45 pmol m-2s-1 provided by LED lamps. A completely randomized
experimental design with three repetitions was used, the experimental unit consisted of a
protocorm. For the statistical analysis, an analysis of variance and Tukey's mean separation test
(< 0.05) were performed between treatments with the statistical package SAS® OnDemand for
Academic. The results determine that the application of 2 mL of colchicine 0.1 % at intervals of
15 days was optimal to obtain a greater number and length of shoots, as well as a greater number
of leaves. On the other hand, an application with 1 mL of 0.1 % colchicine generated a greater
number of roots, similar to applying 2 mL of 0.1 % colchicine. It was observed that exposure of
protocorms with 3 mL of 0.1% colchicine at 15-day intervals generated squamous necrotic tissue
and presented morphological alterations. With this, it is possible to carry out standardization for

an in vitro polyploidy induction protocol in V. planifolia protocorms.

Key words: Vanilla planifolia, polyploidy, colchicine, protocorms, in vitro.
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I. INTRODUCCION

El mejoramiento genético de plantas ornamentales, especialmente en orquideas, ha aumentado en
términos de cantidad y valor, lo que ha generado una competencia entre los negocios de
produccion por lo que es fundamental la generacion de nuevas variedades de calidad. Para el
fitomejorador es esencial la generacion de flores mas grades, por lo que la poliploidia es una
técnica donde se aumenta el numero cromosémico mediante el uso de agentes antimitoticos, que

pueden modificar las caracteristicas de las plantas a rasgos deseables (Choopeng et al., 2019).

Asi, la poliploidia juega un papel importante en el mejoramiento de muchas plantas horticolas, en
particular de las orquideas (Sattler et al., 2016; Chung et al., 2017; Pham et al., 2019). Puesto que
la poliploidizacion tiene el papel mas importante en la hibridacion, mejora y produccion de
plantas y variedades en la industria floricola de orquideas (Miguel y Leonhardt, 2011; Azmi et
al., 2016; Huy et al., 2019; Zakizadeh et al., 2020).

En las plantas, de manera natural ocurre la poliploidizacion, pero es un proceso lento y gradual
por lo que se puede inducir en un periodo méas corto mediante el uso de colchicina y otros agentes
antimitdticos que interfieren con la mitosis de las células (Eng y Ho, 2019). Las plantas
poliploides exhiben un crecimiento vigoroso con o6rganos mas grandes, mejor calidad y mejor
resistencia al estrés bidtico y abidtico (Shi et al., 2016; He et al., 2016; Corneillie et al., 2018;
Huy et al., 2019; Zakizadeh et al., 2020).

Para la induccién de plantas poliploides se puede realizar mediante la exposicion a sustancias
quimicas que inhiben la formacion de fibras del huso, en donde la croméatida hermana no puede
dirigirse hacia el polo opuesto de la célula durante la etapa de anafase en la division celular.
Algunas de las sustancias quimicas para inducir poliploidia son; la colchicina, orizalina,
trifluralina, amiprofosemetil y 6xido nitroso. La colchicina es un alcaloide extraido de las
semillas y cormos de Colchicum autumnale L. y se utiliza con éxito para induccion de ploidia en

plantas (Choopeng et al., 2019).

El éxito en la induccién de poliploidia depende del método de aplicacion de los agentes
antimitdticos, la concentracion, tiempo de exposicion, el explante utilizado, la especie y el tipo de
cultivo (Eng y Ho, 2019). A pesar de que la colchicina ha sido ampliamente utilizada para
orquideas o poliploidizacion de varios cultivos, un protocolo adecuado de induccion de

poliploidia con alta produccion de plantas mutantes de polipoidia deseadas aun es limitado. En
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orquideas se han establecido sobre diversos materiales vegetales, sin embargo, destaca el uso de
protocormos, cuerpos similares a protocormos (PLB) y la inmersion de plantulas en solucion
acuosa de colchicina, (Sarathum et al., 2010; Miguel y Leonhardt, 2011; Kerdsuwan y Te-chato
2012; Atichart 2013).

Sin embargo, los protocormos en orquideas son las partes de las plantas mayormente utilizadas
para inducir poliploidia (Miguel y Leonhardt, 2011; Zakizadeh et al., 2020). Los géneros de
orquideas mas importantes que se han mejorado mediante técnicas de poliploidizacion con la
exposicion a colchicina son: Phalaenopsis, Paphiopedilum, Dendrobium, Cymbidium, Vanda y
Cattleya (Huy et al., 2019; Hwang et al., 2015).

Se ha observado que la concentracion y la duracion del tiempo de exposicion en la colchicina
para la induccion de poliploidia es especifica para cada especie; la concentracion de colchicina
comunmente utilizada esta entre el 0,01% y el 1,00% (Huy et al., 2019) y la identificacion de

organismos poliploides se realiz6 mediante conteo de cromosomas (Chen y Tang, 2018).
Objetivo

Propagar y estandarizar un protocolo para la induccion de poliploidia in vitro en protocormos de

Vanilla planifolia.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

En medio basal con sales minerales de Murashige y Skoog (MS) 20 % adicionado con tiamina
(0.4 mg L), mioinositol (100 mg L), sacarosa (30 g L-1), agar (6 g L") y BAP (1 mg), se
colocaron 10 protocormos obtenidos a partir de germinacion in Vitro y se realizaron aplicaciones
cada 15 dias (1, 2 y 3 veces) con tres distintas cantidades de colchicina (0.1 %) con colorante rojo
(1, 2 y 3 mL). Los protocormos se incubaron a 25 £ 1 °C con fotoperiodo de 16 horas luz y 8
horas oscuridad e intensidad de 45 pmol/m”s™ proporcionado por lamparas de luz fluorescentes

blancas frias. (Cuadro 1).

Cuadro 1. Aplicacion de colchicina 0.1 % con colorante.

Frecuencia y dosis de aplicacion

Tratamiento (dias/mL)

15 30 45
1 0 0 0
2 1 0 0
3 1 1 0
4 1 1 1
5 2 0 0
6 2 2 0
7 2 2 2
8 3 0 0
9 3 3 0
10 3 3 3

Después de 60 dias de incubacién, en la campana de flujo laminar se extrajeron los protocormos,
y se colocaron en medio basal con sales minerales de Murashige y Skoog (MS) 20 % adicionado
con tiamina (0.4 mg L), mioinositol (100 mg L"), sacarosa (30 gL-1),agar (6 g L y BAP (1

mg L™). Se realizaron cinco subcultivos cada 30 dias hasta su evaluacion (Figura 1).
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Figura 1. Establecimiento de técnica de poliploidia. a) Aplicacion de colchicina con colorante rojo; b)

comparacion de tincion en protocormos de Vanilla planifolia; ¢) extraccion de protocormos

expuestos a colchicina y d) subcultivo de protocormos de Vanilla planifolia.

Variables a evaluadas

A los 180 dias después del subcultivo, en campana de flujo laminar, con ayuda de una hoja
milimétrica se evalud el nimero de brotes, longitud de brotes, nimero de hojas y numero de

raices.

Se utiliz6 un disefo experimental completamente el azar con tres repeticiones, la unidad
experimental consistid en un protocormo. Los datos de las variables se procesaron a través de un
analisis de varianza ANDEVA con el procedimiento GLM, se utilizo la separacion de medias de
Tukey (< 0.05) para la comparacion de medias entre tratamientos. Los analisis estadisticos de

cada etapa de la investigacion se efectuaron con el programa SAS® OnDemand for Academic.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Se observo el desplazamiento de la colchicina con colorante rojo principalmente en la zona apical

del desarrollo de los protocormos, asi como el aumento de dimensién del protocormo (Figura 2).

a b

Figura 2. Desplazamiento de la colchicina con colorante en protocormo y plantulas in vitro de Vanilla

planifolia: a) protocormo expuesto a colchicina, b, ¢ y d) zona apical tefiida con colorante.

La fuente dosis, aplicacion y la interaccion de dosis y aplicaciones mostraron respuesta

estadistica altamente significativa y significativa en todas las variables analizadas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Analisis de variancia (cuadrados medios y significancia) del efecto de la dosis y nimero de
aplicaciones de colchicina 0.1 % con colorante en el niamero de brotes, longitud de brote,

namero de hojas y ntimero de raices in vitro de Vanilla planifolia.

Numero de Longitud de NUmero de . .
Fuente . Numero de raices
brotes brote hojas
Dosis 13.606** 2.078** 2.939** 7.439**
Aplicacién 25.356** 2.013** 1.506** 5.539*
Dosis*aplicacion 18.114** 1.201** 0.922* 3.606*

(*): P<0.05; (**): P<0.01.
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En nuestra investigacion, se observo un efecto significativo al combinar una dosis en un intervalo
de aplicacion de colchicina. El cual mostrd un efecto positivo al realizar dos aplicaciones de 1
mL de colchicina 0.1% en intervalo de 15 dias, ya que aument6 el nimero y longitud de brotes
(Figura 3a y b), asi como el nimero de hojas (Figura 3c). De igual forma, la aplicacion de 1 mL

de colchicina 0.1 % generé mayor nimero de raices (Figura 3d).
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s b 2 b £ 02 - c bcﬂcﬂ
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Aplicacién 1‘2‘3‘1‘2‘3‘1‘2‘3‘ Aplicacion 1‘2‘3‘1‘2‘3‘1‘2‘3‘
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2 ab s a b
2 0.6 - g 121 a
é 0.4 - be é 0.8 -
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Figura 3. Influencia de la dosis y nimero de aplicaciones de colchicina con colorante en: a) numero de
brotes, b) longitud de brotes, ¢) nimero de hojas y d) nimero de raices de Vanilla planifolia in

vitro.

Aunque la poliploidizacion esta asociada con un aumento del tamafio celular, cambios
morfologicos y anatomicos de la planta, la eficacia de la aplicacion de colchicina y la induccion
de poliploides depende de factores, como el tipo de explante, especie de planta, concentracion de
colchicina y la duracion del tratamiento (Sattler et al., 2016; Allum et al., 2007; Hannweg et al.,
2013).
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Se ha determinado que las plantulas tratadas con diferentes concentraciones de colchicina
después de un mes, se inhibe el crecimiento al aumentar la concentracion (Zakizadeh et al.,
2020). Una concentracion alta de colchicina es téxica para las células vegetales, causa un
desequilibrio celular y afecta el proceso interno de las células, lo que provoca la muerte de las
plantas (Atichart, 2013). Por lo que la mortalidad causada por la colchicina difiere entre las

especies (Choopeng et al., 2019; Huy et al., 2019; Vichiato et al., 2014).

A pesar de que los protocormos de V. planifolia expuestos en medio MS 20 % con 3 aplicaciones
de 3 mL de colchicina 0.1 % cada 15 dias tuvo un efecto morfolégico perjudicial. Se observaron
explantes aun tefiidos con colorante (Figura 4a), pequefios brotes (Figura 4b) y se desarrollaron
plantulas completas (Figura4c), asi como tejido necrético escamoso (Figura 4d). Ademas, de los

protocormos aparentemente necréticos se formaron PLB’s (Figura 4e).

a C d

Figura 4. Respuestas morfoldgicas de protocormos de Vanilla planifolia in vitro expuestos a colchicina
0.1 % con colorante rojo: a) protocormo con tincion roja; b) brotes; ¢) plantula con raiz; d)

tejido vegetal necrético y €) PLB sobre tejido escamoso.
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V. CONCLUSIONES

Se concluye que dos aplicacion de 2 mL (cada una) de colchicina 0.1 % en protocormos de V.
planifolia en un intervalo de 15 dias fue Optimo para obtener mayor nimero de brotes, mayor
longitud de brotes y hojas. El uso de una sola aplicacion (I mL) gener6 mas raices. Y la
exposicion con 3 mL genero tejido necrotico escamoso y presentod alteraciones morfologicas, sin
embargo, algunos de estos tejidos sobreviven y logran generar plantulas completas a partir de

PLBs de V. planifolia.

Esta investigacion contribuye a la estandarizacion de un protocolo para la induccion de
poliploidia en V. planifolia, por lo que, se recomienda realizar estudios adicionales para
determinar el nivel de ploidia y establecer las concentraciones y frecuencias Optimas de
aplicacion de colchicina, y con ello obtener plantas con caracteristicas agrondémicas

sobresalientes.

62



VI. LITERATURA CITADA

Allum, J. F., Bringloe, D. H., & Roberts, A. V. (2007) Chromosome doubling in a Rosa rugosa
Thunb. hybrid by exposure of in vitro nodes to oryzalin: the effects of node length,
oryzalin concentration and exposure time. Plant cell reports, 26(11), 1977-1984.

Atichart, P. (2013) Polyploid induction by colchicine treatments and plant regeneration of
Dendrobium chrysotoxum. Thai Journal of Agricultural Science, 46(1), 59-63.

Azmi, T. K. K., Sukma, D., Aziz, S. A., & Syukur, M. (2016). Polyploidy induction of moth
orchid (Phalaenopsis amabilis (L.) Blume) by colchicine treatment on pollinated

flowers. Journal of Agricultural Sciences (Sri Lanka), 11(2), 62-73.

Chen, W. H., & Tang, C. Y. (2018) A protocol for the induction of polyploids in Phalaenopsis
orchids by in vitro method without using anti-microtubule agents. In Orchid
Propagation: From Laboratories to Greenhouses—Methods and Protocols (pp. 317-
330). Humana Press, New York, NY.

Choopeng, S., Te-Chato, S., & Khawnium, T. (2019). Effect of colchicine on survival rate and
ploidy level of hydrid between Dendrobium santana x D. friedericksianum

orchid. International Journal of Agricultural Technology, 15(2), 249-260.

Chung, H. H., Shi, S. K., Huang, B., & Chen, J. T. (2017) Enhanced agronomic traits and
medicinal constituents of autotetraploids in Anoectochilus formosanus Hayata, a top-
grade medicinal orchid. Molecules, 22(11), 1907.

Corneillie, S., De Storme, N., Van Acker, R., Fangel, J. U., De Bruyne, M., De Rycke, R., ...
& Boerjan, W. (2019) Polyploidy affects plant growth and alters cell wall
composition. Plant Physiology, 179(1), 74-87.

Eng, W. H,, & Ho, W. S. (2019) Polyploidization using colchicine in horticultural plants: a
review. Scientia horticulturae, 246, 604-617.

Hannweg, K., Sippel, A, & Bertling, 1. (2013) A simple and effective method for the
micropropagation and in vitro induction of polyploidy and the effect on floral
characteristics of the South African iris, Crocosmia aurea. South African Journal of
Botany, 88, 367-372.

63



He, Y., Sun, Y., Zheng, R., Ai, Y., Cao, Z., & Bao, M. (2016) Induction of tetraploid male
sterile Tagetes erecta by colchicine treatment and its application for interspecific
hybridization. Horticultural Plant Journal, 2(5), 284-292.

Huy, N. P, Luan, V. Q., Tung, H. T., Hien, V. T., Ngan, H. T. M., Duy, P. N., & Nhut, D. T.
(2019) In vitro polyploid induction of Paphiopedilum villosum using colchicine. Scientia
horticulturae, 252, 283-290.

Hwang, S. H.,, Kim, M. S., & Park, S. Y. (2015) Improvement of chromosome doubling
efficiency in Cymbidium hybrids by colchicine and oryzalin treatment. Horticultural
Science & Technology, 33(6), 900-910.

Kerdsuwan, N., & Te-chato, S. (2012) Effects of colchicine on survival rate, morphological,
physiological and cytological characters of chang daeng orchid (Rhynchostylis
gigantean var. rubrum Sagarik) in vitro. Journal of Agricultural Technology, 8(4), 1451-
1460.

Miguel, T. P, & Leonhardt, K. W. (2011) In vitro polyploid induction of orchids using
oryzalin. Scientia horticulturae, 130(1), 314-319.

Pham, P. L., Li, Y. X,, Guo, H. R., Zeng, R. Z., Xie, L., Zhang, Z. S., ... & Xia, Q. (2019)

Changes in morphological characteristics, regeneration ability, and polysaccharide

content in tetraploid Dendrobium officinale. HortScience, 54(11), 1879-1886.

Sarathum, S., Hegele, M., Tantiviwat, S., & Nanakorn, M. (2010) Effect of concentration and
duration of colchicine treatment on polyploidy induction in Dendrobium scabrilingue
L. European Journal of Horticultural Science, 75(3), 123-127.

Sattler, M. C., Carvalho, C. R., & Clarindo, W. R. (2016) The polyploidy and its key role in
plant breeding. Planta, 243(2), 281-296.

Shi, Q., Liu, P., Liu, M., Wang, J., Zhao, J., Zhao, Z., & Dali, L. (2016) In vivo fast induction
of homogeneous autopolyploids via callus in sour jujube (Ziziphus acidojujuba Cheng et
Liu). Horticultural Plant Journal, 2(3), 147-153.

Vichiato, M. R. D. M., Vichiato, M., Pasqual, M., Rodrigues, F. A., & Castro, D. M. D.
(2014). Morphological effects of induced polyploidy in Dendrobium nobile
Lindl.(Orchidaceae). Crop Breeding and Applied Biotechnology, 14, 154-159.

64



Zakizadeh, S., Kaviani, B., & Hashemabadi, D. (2020) In vivo-induced polyploidy in

Dendrobium ‘Sonia’in a bubble bioreactor system wusing colchicine and

oryzalin. Brazilian Journal of Botany, 43(4), 921-932.

65



IV. APENDICE

CAPITULO I. GERMINACION ASIMBIOTICA DE SEMILLAS INMADURAS DE

Vanilla planifolia
Cuadro 1A. Registro de semillas inmaduras de Vanilla planifolia germinadas en medio Murashige y

Skoog a distintas concentraciones totales de sales minerales.

Concentracion total de NUmero total de

Tratamiento sales minerales
Murashige Skoog (%0) protocormos
! 10 ’E
2 20 22
3 30 o5
) 40 19
> >0 19
n=3

Cuadro 2A. Analisis de varianza (cuadrados medios y significancia) del efecto de la concentracion total
de sales minerales Murashige y Skoog en la germinacion de semillas inmaduras de Vanilla

planifolia.

Fuente GL Germinacién

Concentracion de Sales 4 1.360N°

NS: No significativo
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CAPITULO Il. PROPAGACION in vitro DE SECCIONES NODALES DE Vanilla

planifolia
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Figura 1A. Influencia de la concentracion de citocinina: a) numero total de protocormos; b) niimero total

de plantulas de Vanilla planifolia.
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CAPITULO I11. ESTANDARIZACION DE UN PROTOCOLO PARA LA INDUCCION
DE POLIPLOIDIA in vitro EN PROTOCORMOS DE Vanilla planifolia
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Figura 1A. Influencia de la dosis de colchicina en: a) nimero de brotes, b) longitud de brote, ¢) nimero

de hojas y d) nimero de raices de Vanilla planifolia in vitro.
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Figura 2A. Influencia del nimero de aplicaciones de colchicina con colorante en el: a) niimero de brotes y
b) longitud de brote
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Figura 3A. Influencia del ntimero de aplicaciones de colchicina con colorante en el nimero de hojas de

Vanilla planifolia in vitro.
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Cuadro 1A. Tasa de supervivencia de protocormos y generacion de PLB’s in vitro de Vanilla planifolia

expuestos a la colchicina 0.1 %.

Colchicina N° de . N° de
0.1 % con aplicaciones " de protocormos Supervivencia N° de PLB's
colorante (cada 15 Pro-to-cc-)rmos vivos a los (%) alos 420 dde
rojo (mL) dias) inicial 240 dde
0 0 30 11 36.7 17
1 1 30 9 30 13
2 30 18 60 11
3 30 5 16.7 10
2 1 30 2 6.7 8
2 30 6 20 10
3 30 10 333 11
3 1 30 6 20 11
2 30 12 40 15
3 30 0 0 0
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ACLIMATACION DE Vanilla planifolia

Figura 1A. Aclimatacion de Vanilla planifolia.
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Figura 2A. Plantas aclimatadas de Vanilla planifolia.
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