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1. RESUMEN

La vainilla es una especie de orquidea que rewisp®rtancia econdémica en
varios paises, lo que ha causado la sobreexplatat@dlas poblaciones silvestres. El
objetivo de esta investigacion fue establecer uatbdologia de enraizamienito vitro y
aclimatacion en plantulas de vainilla para la otitem de las mismas, a través de la
evaluacion de las auxinas &cido indolbutirico (AMB¥cido naftalenacético (ANA) a
diferentes concentraciones (AIB: 0.5, 1.5, 3.0 mgA- ANA: 1.0, 2.0, 3.0 mg/L.)
combinadas con medio Murashige & Skoog (1960) yaparfase de aclimatacion se

evaluaron cuatro sustrat@phagnunfpeat moss), broza, arena-tierra y fibra de coco.

Los resultados obtenidos en la fase de enraizamigmtican que todos los
tratamientos fueron efectivos. EI T7 (75% MS, 3.@/lmAIB) mostré los mejores
resultados con una mediana de 4 raices por plagtacm. de longitud. En la fase de
aclimatacion la turba presento el 100% de sobreciag una altura promedio de 2.24 cm.
y coloracion verde indicando que las plantas sergreban completamente sanas al final
de las observaciones. Se concluye que para lad@asenraizamienton vitro las dos
auxinas pueden ser utilizadas, ya que no presentagin tipo de toxicidad en las
plantas, aunque los mejores resultados se presentar el T7; y para la fase de
aclimatacion el mejor sustrato esSgihagnun{peat moss), no obstante, pueden utilizarse

los demas ya que presentaron resultados positipaggen ser de menor costo.

Palabras clave: In vitro, acido indolbutirico (AIB), acido naftalenacético (ANA),

aclimatacion.



2 INTRODUCCION

La vainilla pertenece a la familia de las orquidécg es una especie que ha sido
poco estudiada en nuestro pais, se le puede coarsteno una especie agricola rara, aun

cuando en México se le cultivd desde tiempos ppahisos.

Se ha estimado que existen alrededor de 110 espeéeievainilla en la zona
intertropical del mundo, pero Manilla planifolia es la especie de mayor importancia
econdmica, la cual es la base de la mayoria dexjalstaciones vainilleras en los paises

de mayor produccion de vainilla del mundo.

En los ultimos afios el cultivin vitro ha constituido una alternativa para la
produccién de plantas a través de la micropropagado que ha beneficiado a los
productores de este cultivo, debido a que unadimet del cultivo es la obtencion de
material vegetativo con caracteristicas de altalystividad, libres de microorganismos
patégenos y plagas; aun asi, se buscan nuevasogia@soque permitan la automatizacion
y mejoren los protocolos para la climatizacionateplantas (Gonzéalez, 2003). Asimismo,
se puede utilizar como método para la conservatgarecursos fitogenéticos y de plantas

en peligro de extincion.

En investigaciones realizadas para la inducciémaites de brotes de papapa
vitro, han sido utilizadas las auxinas AIB (4cido indtitieco) y ANA (4&cido
naftalenacético), se ha demostrado que en térndegsorcentaje y nimero de raices el

AIB ha sido superior a las demas auxinas (Drew 1992

En la fase de climatizacion, las plantas cultivadastro con un sistema radicular
desarrollado bajo estas mismas condiciones presaigiznas ventajas sobre otros
procedimientos. Para el desarrollo de raices artgdaultivadad vitro, las condiciones
cambian de acuerdo con la especie de la planteogasiones segun las variedades de una

misma especie, por lo cual las variaciones en @sentraciones de auxinas son



diferentes (Gonzalez, 2003). El objetivo de estaestigacion fue determinar las
concentraciones de auxinas y medio Murashige & §K&662) adecuadas para obtener
plantulas de vainilla con raices para posteriormeaoimeterlas a aclimatacion, y de tal

manera su adaptacion a cultivo.



3 ANTECEDENTES

3.1 MARCO TEORICO

3.1.1 Clasificacién botanica de la Vainilla {anilla planifolia Andrews)

La especie vainilla pertenece a la familia de lagimeas. Es la Unica especie de
las orquideas que produce frutos comestibles. lir@llgaes una planta enredadera con
raices aspiradoras que nacen de brotes, tiene bajassas, flores de color blanco
amarillento hasta crema y un solo estambre. Endasdades comercializables, el fruto
capsular verde alcanza un largo de 15 a 20 cm. alumar toma un color amarillo y se
abre a lo largo. Como las semillas son muy pequgfgapsula contiene sustancias que
impiden la germinacion, la reproduccion para etivol comercial se hace en forma

vegetativa mediante plantones (Naturland, 2000).

El géneroVanilla Plum. ex Mill. incluye la Unica especie de orquidéa
importancia econdmica, aparte de las especies emtatas. Los frutos dé. planifolia G.
Jackson producen la vainilla comercial una vezlga&apsulas carnosas se deshidratan y
fermentan. Otras especies americanas también modutos fragantes, pero raramente
se utilizan como fuente de aromatizantes. Las nead1d especies d€anilla estan
ampliamente distribuidas en las zonas bajas dadpgos del Viejo y el Nuevo Mundo,
pero solamente dos especies aparteVdgeanifolia, se cultivan en menor escals.

pomponaSchiede y Vtahitiensis J.WMoore.

Figura 1Vanilla planifolia (Orquidaceae)



En México se colectan frutos de Yomponapara usos locales en diversas
regiones, principalmente en Nayarit y Oaxacdanilla odorata es colectada
ocasionalmente en la Selva Lacandona principalnmgete aromatizar ron. Las capsulas
de Vanilla odoratase han colectado también en Ecuador y Bolivia fawes similares
(Soto M, 1999).

Figura2 A. se muestra la planta complet& delanifolia B. el fruto de la misma.

Tradicionalmente Vanilla sp. ha sido considerado como un grupo
taxonomicamente dificil debido a distintas razomegste muy poco material preservado
en los herbarios porque se trata de especies hiéilaegue florecen generalmente en el
dosel de la selva, tienen muy bajas densidadesgohbhles y florecen sincronicamente.
El poco material disponible es ademas dificil dediar debido a la mala preservacion de
las flores. Aunado a lo anterior debe mencionarse lgs especimenes estériles son
frecuentemente imposibles de identificar, puesabitb hemiepifito conlleva una enorme
variaciéon en la morfologia de tallos y hojas; ppmglo, un mismo individuo puede
presentar o no hojas en distintas partes de éleskgsi a distintos ambientes luminicos.
Otro factor adicional que complica su estudio es gubablemente la mitad de las
especies del género fueron descritas de matetéll€Soto M, 1999).



3.1.1.1 Origen

La vainilla presenta un origen y una distribuci@nttopical, aunque se dice que
es un cultivo autdoctono de México y Centroamérinadende se localizan cultivares
primitivos congéneres silvestres y poblacionesesiies. En Guatemala se ha encontrado
en forma silvestre en bosques virgenes, a altwrasogcilan entre 305 y 1218 m.s.n.m.
(Gonzalez, 2003).

La vainilla (vanilla planifolia) es originaria de las regiones hiumedas tropiades
México y América Central, pero también se encuesatrdorma silvestre en las selvas de
América del Sur. Los nativos la utilizaban comoeesp y también como “perfume”.
Durante la época de la Conquista los espafiolésviarbn a Europa, posteriormente llego
hasta Africa y Asia. Por su sabor aromatico es outizada. Al final de los afios 50 la
vainilla natural, que era cara, fue sustituida [@owainillina sintética, barata, que se
elabora de eugenolo o guayacol, y su cultivo quedd completamente abandonado. Al
principio de los afios 80 la demanda de vainillargtempezé a subir nuevamente debido
a su mejor aroma. El uso de vainilla sintética cdngrediente no se permite en el
procesamiento de productos de procedencia ecoldgarao chocolates, helados etc.)
(Naturland, 2000).

3.1.1.2 Taxonomia y morfologia

La vainilla es una orquidea tropical que pertersageneroVanilla de la familia
Orchidaceae, tribu ofridia. Se conocen mas de poaiss, de ellas las mas utilizadas son:
planifolia, fragansy pomponaGonzélez, 2003).

Es una planta sarmentosa de tallo simple y ramdificailindrico, grande, flexible,
sustancioso, verde y carnoso. Con entrenudoseligmien zigzag. Las hojas son de un
verde brillante, grandes, suculentas, elipticadse@samente lanceoladas. Con nervaduras
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paralelas y oscuras que se vuelven prominenteslodarhoja se seca. Estan opuestas a
las raices adventicias (CONCAVAI, s.f).

El sistema radical es denso y corto. Las raicdgesdneas son llamadas
trazadores y se extienden en un radio de 80 cnmbiBa tiene raices adventicias o
crampones las cuales son carnosas y largas quanta pitiliza para adherirse al tutor y
nutrirse a través de una estructura exterior llamedlamen (Asociacion Costarricense de
Orquideologia, 2000).

Las flores estan dispuestas en racimos axilaremscduertes, con 20 o mas flores
amarillo verdosas y poco visibles. Salen de laksvde las hojas. Con eje corto y
suculento, son de poca duracién (1 — 2 dias comammg, la inflorescencia es sucesiva

(Asociacion Costarricense de Orquideologia, 2000).

Corte longitudinal de una flor de vanilla

Ginostema (o columna o aquilo) Owario (futura vaina)
/

Pétalo inferior ransformado
{0 labelo}

Owvulos (futuros granos)

.-/'
Sépalo inferior derecho
Sepeloinferior izquierdo ——
Los sépalos y pétalos laterales [

han sido refocados para hacer
la imagen mas legible.

Figura 3 Estructura de la flor. Corte longitudinal

El fruto es una vaina casi cilindrica. El conjurtte vainas sobre una misma
inflorescencia se llama pezon. Las semillas sorinditas, carecen de endosperma. Son
fértiles solo si son producto de polinizacion natu¢Asociacion Costarricense de
Orquideologia, 2000).
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La sustancia responsable del olor y el sabor daifdlla es la vainillina (GHsls).
Su contenido varia segun la especie y el lugar el@sdcultive. Sin embargo, no es
proporcional a la calidad o el valor de la espedBantiene otras sustancias secundarias
como el aceite vainillinico, aceite fijo, resinaaga, goma, oxalato de lima, grasa, éter
aromatico fuerte, sustancia colorante y constittesenineral. La vainilla se encuentra
disuelta en aceite café oscuro, alrededor de taslae en el centro de la vaina, de aqui su

color casi negro de las vainas (Asociacion Costamse de Orquideologia, 2000).

3.1.1.3 Importancia economica y distribucion geografica

La familia de las orquideas tiene importancia eound no solo por las
ornamentales que se emplean en el comercio desflsneo también por la vainilla, el
saborizante que se obtiene de las vainas de ciesfgecies del génendanilla sp. Se
considera una de las mas ricas del reino vegetgugaiene cerca de 1000 géneros y de
15000 a 20000 especies distribuidas en el munduueumas abundantes en las areas

tropicales y raras en las regiones articas (Hersefla

La vainilla es un cultivo de exportacion, pues &nilla que se obtiene de sus
frutos es considerada hoy el saborizante naturamdgor importancia en el ambito
mundial. Se usa en la industria alimenticia, refoesa, licorera, farmacéutica, de
perfumeria y cosméticos, y en menor cantidad endastria tabacalera y de artesanias
(Gonzélez, 2003).

Las industrias de productos lacteos, helados, boashodulces, pasteles y
perfumes, son las mas consumidoras de vainillaueforsna natural como extracto o
esencia, o dispersa en una base de azucar desdgexaraivel mundial luego de la década
de los afios sesenta, la produccion de la vaindtayh por un periodo de 20 afios. Esta
situacion se debio a factores como la caida degsré@tternacionales por un aumento de

la produccién de paises africanos y asiaticos, pttaduccion al mercado mundial de
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grandes volumenes de ethilvainillina y cumarinatifutos de la vainilla a precios mas
bajos (Gonzalez, 2003).

3.1.2 Cultivo de tejidos vegetales

Dentro de la Biotecnologia Vegetal existen difezentécnicas que estan a
disposicién del hombre; avances tecnoldgicos qtée adigado a utilizar no solo en un
beneficio directo sino también indirecto, a forma preservar y mejorar su medio
ambiente natural. La Biotecnologia es, sin duda, dm las areas del conocimiento con
mayor impacto sobre la sociedad del siglo XXI. Eiscue la propagacion por cultivo de
tejidos vegetales o también llamada cultigovitro, es una herramienta biotecnoldgica
para lograr el rescate de especies amenazadadindedx utilizando el principio de la
totipotencialidad celular para obtener grandesidatés de individuos en un tiempo
menor que el que se requeriria naturalmente sidepdas caracteristicas genéticas y

morfolégicas de la planta donante (Ordofiez, 2003).

El cultivo de tejidos vegetales se define como iglamiento y crecimiento de
tejidos en un medio sintético y aséptico, bajo @ades controladas. Consiste en
preservar y lograr la proliferacion de diversascmores de la planta, en un medio
nutritivo complementado con vitaminas, reguladalesrecimiento y fuentes de carbono.
Algunas de las investigaciones efectuadas desdmitoss de cultivo de tejidos son los
primeros cultivos exitosos de 6rganos y el desmibrito de la importancia de las
vitaminas y de las auxinas para el crecimientoalees; los reportes sobre crecimiento
indefinido de callos en medios artificiales; loab@jos de organogénesis de Skoog; la
descripciéon del fendbmeno de embriogénesis en osltile zanahoria; la obtencion de los
primeros protoplastos; el cultivo de anteras pagemerar plantas haploides a partir de

granos de polen y otros (Hernandez, 1991).

En la naturaleza las plantas poseen la capacidagpdeducirse vegetativamente,

estos mismos factores que dan inicio al crecimigntola multiplicacion naturalmente
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estan involucrados en el cultivo de tejidos, aundgienanera mas eficiente, debido a que
se proporciona un ambiente artificial favorableapar desarrollo de la planta (Ordofiez,
2003).

Los objetivos perseguidos con la utilizacion deltieo in vitro de tejidos
vegetales son los estudios béasicos de fisiologiaétgca, bioquimica y ciencias afines;
bioconversion y produccion de compuestos Utilesteratidn de plantas libres de
patdgenos; propagacion de plantas; y conservaciGntegcambio de germoplasma
(Hartmann, 1992).

El cultivo de tejidos tiene un enorme potencialapar mejoramiento de cosechas,
por la facilidad relativa con que se pueden sebecti caracteristicas deseables. El
establecimiento de los cultivos de tejidos dependargran medida del tipo de explante y
del sistema de cultivo que se emplee (Hernandé®,)19

Tipos de explantes empleados en la técnica deculé tejidos:
1. Cultivo de células y tejidos: se establecen apdetimasas aisladas de células

con una misma funcién.

2. Cultivo de organos: los tallos, raices y hojasreagados y desinfectados se
transfieren a medios en donde originardn conglotasra celulares
indiferenciados (callos), embriones o embrioidend&aos (embriogénesis) o

nuevos tallos, hojas y raices (organogénesis).

3. Cultivo de embriones: los embriones se separantejelo de proteccion
circundante, y se les coloca en medios nutritivbscaados para inducir su

desarrollo (Hernandez, 1991).
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3.1.3 Micropropagacion.

Es una multiplicacion masivan vitro en donde se obtiene una descendencia

uniforme en condiciones de asepsia. En la actujlidanicropropagacion se practica con

éxito en especies horticolas, ornamentales y n@sntemente, en especies lefiosas. En

algunas especies, esta metodologia ha demostrguwtantes ventajas en comparacion

con los sistemas convencionales de propagacion.

Fases de la micropropagacion segun Roca, 1991 giaGdral 2002 (Anexo 4, pagina

63):

Establecimiento del cultivo aséptico: una vez seteado el mejor explante se
requiere desinfectarlo superficialmente. La inidaadel cultivo corresponde a la
preadaptacion del material parental a condiciomesdgéneas que favorezcan la

multiplicacién vegetativin vitro.

Crecimiento y multiplicacion del explante: en estae crecimiento, el explante se
multiplica con la formacion de callos o sin ellagén las condiciones de cultivo.
La fase de crecimiento puede deberse también avisioth de sus células, al
aumento de su tamafio o a ambas cosas. Los tallesidilos son multiplicados por
medio de la induccién de brotes adventicios paraeatar el nimero de plantas

que se derivan de una sola planta madre.

Enraizamiento de brotes y aclimatacion: el proaesenraizamiento en los brotes
propagado# vitro requiere generalmente del trasplante a un medaultigo con
menor concentracion de sales. También se requéendiar el balance hormonal.
Los tallos producto de las fases de induccién yiplidacion son ahora tratados
para inducir la formacién de raices y producir aléas completas. El trasplante es
la etapa mas dificil del cultivo, requiere de caiahes adecuadas y grandes
cuidados para que las plantulas no mueran pordsekcesiva de agua o por el

ataque de microorganismos.
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3.1.4 Cultivo de Tejidos enVainilla planifolia Andrews

Entre los primeros trabajos reportados sobre dlvouln vitro de vainilla, se
encuentra el realizado por G. Bouriquet en 1947sdéqudson (1950); en dicho trabajo
se logro la germinaciom vitro de semillas de vainilla en un medio de cultivo esgea
27°C y condiciones de oscuridad o luz difusa. Endidos siguientes la micropropagacion
de la vainilla se ha logrado empleando apices ibesaéreas, apices de yemas axilares,
de tallos vegetativos, segmentos de tallo contdoienudos con yemas axilares y
embriones maduros e inmaduros. A pesar de est&stigaciones, el cultivim vitro de la
vainilla no esta tan bien establecido si lo compas con el resto de especies
ornamentales de la misma familia. En el Laboratat® Biotecnologia de Plantas
(CIDASTH), Instituto Tecnoldgico de Costa Ricagaltivo de la vainilla se ha estudiado
desde hace méas de 15 afios. En dichos estudios sbtemido resultados que incluyen
protocolos de micropropagacion para esta espesigledse usan como explantes apices

de tallo, de raiz y yemas nodales (Gonzalez, 2003).

Una investigacion cuyo objetivo fue contribuir aadaptacion de una metodologia
que permita la conservacidm vitro de la variabilidad genética de la vainilla, se/dle
cabo en dos fases: en la fase de germinacion délasgnios medios de cultivo que
presentaron mejores resultados fueron MS al 10%sueoncentracion, y el medio
Knudson C, al 50% de su concentracion, con 4.72 .2198 de germinacion,
respectivamente. Para la fase de crecimiento aeubdd, el medio de cultivo que mostro
mejores resultados fue 3 ml/L. de Bayfolan, suplaado con 200 ml/L. de agua de coco
y 20 g/L. de sacarosa. Las plantulas trasplantadeste medio presentaron, a los dos
meses de cultivin vitro, muy buena altura de planta (4.0 cm), buen ndrderdojas
(6.3), buen nimero de raices (3.8) y buena longitudhices (2.6 cm) (ICTA, 2004).

La multiplicacionin vitro de la vainilla ha sido reportada a través de \aulte
callos, protocormos, raices y yemas axilares, sechaontrado que el uso de inhibidores

de etileno como el nitrato de plata ha sido beitafic para la multiplicacion de brotes,
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raices y en estudios de cultivo de tejidos vegetaBus resultados indican que los
explantes a los que les aplicaron las auxinas ANAIB, presentaron un 100% de
enraizamiento con las concentraciones mas altasngd.) (Giridhar, P, Obul B,
Ravishankar GA, 2001).

Kalimuthuet al (2006) dieron a conocer en un estudio un medaegtie, simple y
anico para cultivo primario y multiplicacion sin ohos reguladores de crecimiento y
sustancias organicas. Utilizaron un medio MS ma® BAagua de coco para la iniciacion,
multiplicacion, elongacion y enraizamiento de M#ani Siendo el mejor tratamiento
1mg/L de BAP (la segunda concentracién) mas aguzode para numero de brotes por

explante, elongacion de brotes y enraizamiento.

3.1.5 Hormonas y reguladores de crecimiento en los cultigin vitro

Las hormonas vegetales son compuestos organidesizados en una parte de la
planta y translocado a otra parte donde, en coram@obes muy bajas, produce una
respuesta fisioldégica (Salisbury, 2000). En lappgacion de plantas, las hormonas
vegetales tienen gran importancia ya que no sdatopsote del mecanismo interno que
regula la funcién vegetal, sino que ellas puedeludim una respuesta especifica en el
cultivo (Martinez, 2007).

También existen ciertas sustancia quimicas, algnatgales y otras sintéticas,
gue muestran efectos hormonales en plantas, éstoslasificados como reguladores de

crecimiento vegetal (Martinez, 2007).

Las dos clases de hormonas mas importantes soauxasas y las citocininas las
cuales controlan la formacion de la raiz, del tall@l callo (Hartmann, 1992). Las
citocininas son compuestos de adenina sustituidespgomueven la division celular en
los sistemas tisulares cultivados vitro, tal como los cultivos de médula de tabaco,
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floema de zanahoria o tallos de soja (SalisburygOROLas citocininas que mas se
emplean son: KIN, BAPy ZEA (Hartmann, 1992).

Existen también giberelinas que son sintetizaddssprimordios apicales de las
hojas, en puntas de las raices y en semillas earrdés. Su principal funcion es
incrementar la tasa de division celular (mitod8)acido giberélico GA3 fue la primera de

esta clase de hormonas en ser descubierta (EFN.BINCID9).

El etileno, es un hidrocarburo muy diferente atrarmonas vegetales naturales.
Se sabe que el efecto del etileno sobre las plantascciones de las plantas varia
ampliamente. Ha sido implicado en la maduraciorsciaibn, senectud (senescencia),
floracion y otras respuestas; parece ser prodwesdacialmente por todas las partes vivas
de las plantas superiores, y la tasa varia corgaho y tejidos especificos y su estado de
crecimiento y desarrollo. Se ha encontrado queal@saciones en la tasa sintética de
etileno estan asociadas cercanamente al desad®lldertas respuestas fisiolégicas en
plantas y sus secciones, por ejemplo, la madurat@drutas climatéricas y la senectud de
flores. A diferencia de otras hormonas, el etileadalifunde facilmente fuera de la planta
porque es gaseoso. Esta emanacion pasiva deloefilena de la planta parece ser la
principal forma de eliminar la hormona (EFN.UNCQAR99).

3.1.5.1 Las auxinas

Grupo de hormonas vegetales que se producen @ares de las plantas en fase
de crecimiento activo y regulan muchos aspectoslesrrollo vegetal. Comprenden una
gran familia de sustancias que tienen en comun dpaaidad de producir un
agrandamiento y alargamiento celular; se ha ermdotal mismo tiempo que promueven
la division celular en el cultivo de tejidos. Laxma estimula la iniciacion de raices en

tallos, pero puede inhibir o reducir el crecimiesttbsecuente de las raices (Roca, 1991).
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Existen varias auxinas llamadas naturales, queaiyeaol el AIA, compuesto de
mayor utilizacion. También se utiliza un buen nlmnde sustancias que provocan un
efecto fisioldgico similar y que se han produciduéticamente, entre las cuales 2,4-D, el

ANA y el AIB que se utilizan comunmente (Roca, 1991

El &cido indolacético, AIA, la auxina mas comun,ssele formar cerca de los
brotes nuevos, en la parte superior de la plantdyye hacia abajo para estimular el
alargamiento de las hojas recién formadas. Lostifims han obtenido compuestos
quimicos, llamados estimulantes del crecimientgatlas en las auxinas naturales. Estas
sustancias sintéticas, que se aplican en formamsa o de polvo, se usan para frenar el
brote de los ojos 0 yemas de las patatas almacgnpala destruir las malas hierbas de
hoja ancha y para evitar la caida prematura dedmnipétalos de flores. Las sustancias de
crecimiento se usan también para obtener frutossamillas, como tomates, higos y
sandias, y para estimular el crecimiento de lasesakn los esquejes (Enciplopedia
Encarta, 2003).

El AIB se utiliza para causar la formacion de raie@in mas a menudo que el
ANA o cualquier otra auxina. El AIB es activo pes@ue se metaboliza con rapidez a
AIB -aspartato y al menos otro compuesto conjugamoun péptido. Se ha sugerido que
la formacion de conjugado almacena al AIB y quélsracion gradual mantiene niveles
adecuados de concentracion de AlB, especialmentasestapas finales de la formacion
de la raiz. El AIB, en un principio se penso qres®lo una auxina sintética activa, pero

esta presente naturalmente en hojas de maiz yrias dicotiledoneas (Salisbury, 2000).

El Acido naftalenacético, comiinmente abreviado AR&un compuesto organico
con la férmula GH;CH,COH. ANA es un hormona vegetal de la familia de lasiras
y es un ingrediente en muchos productos comercpaes enraizamiento; es un agente
enraizador y es usado en la propagacion vegetdévplantas. También es usado en el
cultivo de tejidos (Martinez, 2007).
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3.1.5.1.1Efectos de las auxinas sobre las raices y su formacié

La practica de enraizamiento de los brotes propzgad vitro reviste gran
importancia debido a que tiene como objetivo pradplantas con buenas caracteristicas
fisiolégicas y morfolégicas que puedan sobrevivirlas condiciones del trasplante al
suelo. La formacion del sistema radical y el créeio de las raices son fundamentales
para lograr la transferencia de las vitroplantasradiciones de invernadero. El proceso de
enraizamiento en los brotes propaganhositro requiere generalmente el trasplante a un
medio de cultivo modificado. Asimismo, se requieaenbiar el balance hormonal, esto es,
disminuir las citoquininas y aumentar las auxinastre los efectos auxinicos en las
plantas, se encuentra la formacion de raices (iat al, 2003).

Como se demostré por primera vez en la décadasdecinta, la administracion de
auxinas promueve la elongacion de secciones edemdie raices e incluso de raices
intactas de muchas especies, pero s6lo en concienta extremadamente bajas. Con
concentraciones mayores, casi siempre se inhielggacion. La suposicion es que las
células de la raiz suelen contener auxina sufigientasi suficiente para la elongacion
normal. Se cree que parte de esta inhibicion be dketileno, ya que todos los tipos de
auxinas estimulan la produccion de etileno en nsictlases de células vegetales,
especialmente cuando se afiaden cantidades de aebdtigamente grandes. Evidencias
indican que las auxinas de los tallos influyenatenfs acusada en la iniciacion de la raiz y
estimulan el desarrollo de raices secundarias ®malms. En 1935, Went y Kenneth V.
Thimann demostraron que el AIA estimula la inicfercde las raices a partir de cortes de

tallo. La auxina sintética ANA suele ser mas efigae el AlA (Salisbury, 2000).

El desarrollo de raices es el tipo de érganos meésdnte. La rizogénesis puede
ser promovida por auxinas, hidratos de carbono(ftuaperiodo y oscuridad). Las
condiciones cambian de acuerdo con la especieparita y en ocasiones segun las
variedades de una misma especie, por lo cual léaci@anes en las concentraciones de

auxinas son diferentes (Gonzélez, 2003).
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El enraizamientoin vitro, se ha trabajado en diferentes especies vegetales.

Mogollén et al, 2004 realizaron un estudio de enraizamientdregnas comosus. Para

el enraizamiento cultivaron brotes mayores a 1 cmaremedio semisélido de MS + ANA

en las concentraciones de 0; 0,25; 0,50; 1,0 yn®y.. Después de cuatro semanas, el
mayor namero de raices (28,4) se registré al ugam®@y/L; mientras que la longitud
méaxima de raices tuvo el mismo comportamiento srcleatro dosis menores (1,3 a 1,6
cm), siendo superior a la longitud obtenida con @L (0,5 cm). La multiplicacion
masiva se logré con la combinacion BA y ANA en noetiguido; mientras que el

enraizamiento fue satisfactorio con ANA en medimisélido.

En otro estudio, evaluaron el efecto del ANA enmmadio de cultivo sobre el
enraizamientan vitro de tres cultivares de fiami¢scoreasp). Para el enraizamiento se
estudio el efecto de cuatro concentraciones deladgr de crecimiento (0, 0.3, 0.6 y 0.9
mg/L). Los resultados indicaron que tanto la horamoomo el genotipo tuvieron efecto
sobre todas las variables consideradas en el eqiudlinero y grosor de raices, oxidacion
del medio y produccion de callo). Uno de los caltes registré los mayores valores de
namero y grosor de raices. Se pudo determinar edlqu&al aplicar concentraciones de
0.6 y 0.9 mg/L de la auxina, la emision de raicesl grosor de las mismas registro

significativamente mayores valores. (Quintet@l 2003)

3.1.6 Aclimatacion

Numerosos esfuerzos han sido dirigidos a optimizar condiciones de la
micropropagacion de plantasvitro, pero los procesos de aclimatizacion en sueloamo h
sido suficientemente estudiados. Consecuentementensplante sigue siendo el cuello

de botella en la micropropagacion de muchas pldRrtancisco, 2008).

La adaptacion de las plantas a condiciones deriadero es el punto que marca el

éxito de la micropropagacién de orquideas, debidpua el buen manejo que se les
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proporcione en esta etapa, dard como resultaddtoelgeado de supervivencia de las

plantas y los costos seran bajos (Archila E, 2000).

Para la aclimatacion de las plantulas procedengtscultivo en su fase de
multiplicacion in vitro, se pueden utilizar varios procedimientos: unoetles es el
enraizamientoin vivo, presentando la ventaja que cuando se estd en wesprale
enraizamiento, al mismo tiempo los brotes se adagptas condiciones ambientales en las
cuales creceran y se desarrollaran las plantagmsbargo, con este método existe una
probabilidad muy alta de que el nUmero de plantsddsevivientes sea bajo, ya que éstas
aun no han desarrollado raices para realizar susofues de absorcidon y transporte
nutrimental. El enraizamienta vitro, después de inducir al enraizamiento, los brotas so
establecidos en las condiciones de adaptaciondasama humedad relativa alta durante
el periodo de aclimatacion, la cual se va redudegrddualmente hasta alcanzar el nivel

normal en invernadero o campo (Olivetaal, 2000).

La respuesta a la aclimatacion que manifiestapligas provenientes die vitro,
depende: del estado de crecimiento y desarroltadeshutrimental de las plantulas, la
sanidad, la proteccién a estrés abiotico y el atestn el que se induzca la aclimatizacion.
Se reporta que las caracteristicas ideales parsustnato son principalmente, elevada

capacidad de retencion de agua y alta porosid&d)(8rancisco, 2008).

Cuando las plantas van a ser sembradas en inveonegldeseable que tengan una
altura aproximada de 5 6 6 centimetros y aproximmaadde 3 6 mas raices. En la mayoria
de las ocasiones es preferible realizar un prodesalimatizacion la cual consiste en
colocar los frascos conteniendo el material vegatadl invernadero por un periodo de 2 6
3 semanas. Los factores que mas afectan el cretorde las plantas al momento de la
aclimatacion son la humedad relativa, la tempeaatariluminacién y la estacion del afio
(Archila E, 2000).
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3.1.6.1 Sustratos

Las plantas tienen una serie de necesidades duetelultor debe satisfacer con
ayuda de modernos medios y técnicas de cultiveérilino “sustrato”, que se aplica en la
produccion en vivero, se refiere a todo materiéilediferente del suelo que puede ser
natural o sintético, mineral u organico y que cattic en contenedor, de forma pura o
mezclado, permite el fijado de las plantas a tral@su sistema radicular; el sustrato
puede intervenir o no en el proceso de nutricionlad@lanta. Esto ultimo, clasifica
quimicamente a los sustratos en inertes (petites tle roca, roca volcanica, entre otras) y

activos (turbas, corteza de pino, principalmerfergcisco, 2008).

La aclimatacion de plantulas provenientes de auitiwitro ha sido estudiada en
varias especies vegetales. Salazar & Mata (20@B8afdon el establecimientx vitro de
tres especies de orquideas, logrando los mayoresergajes de sobrevivencia las
plantulas sembradas en corteza de pino, carbonndecey tepecil (3:1:1) con una
sobrevivencias de 89%, 76% y 60.1% KElormodes tuxtlensiSalazar Cuitlauzina
pendulaLa Llave & Lexy Lycaste skinnetfiBatem. Ex Lindl) Lindl En las especies de
orquideasTrichocentrum carthagenengdacq.) Sw. yLaelia eyermenianaRchb.f., el
mejor sustrato fue la hoja de palma y la fibora @ém@a, respectivamente (Francisco,
2008). En otras especies, como la gerb&@arlfera jamesonnH. Bolus) esta fase fue
afectada en forma significativa por el efecto nealdle los tratamientos utilizados en la
fase de induccion de brotes y enraizamiento, obséy que los tratamientos con cinetina
dieron mejores resultados de sobrevivencia conromgdio de 89.4% (Oliverat.al,
2000).
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4 JUSTIFICACION

La vainilla (vanilla planifolia Andrews), al igual que muchos otros recursos
naturales, es sobreexplotada porque las poblacglivestres han sido destruidas con la
colecta excesiva y subutilizada debido a que nstexin plan de manejo y produccién. La
tala irracional de bosques que sufre el mundo festpua la familia de las orquideas,
como tantas otras botanicas y zooldgicas, al bdedi extincion, principalmente por la

destruccion de su habitat (Sociedad Colombianardei@eologia, 2001).

Las especies nativas de orquideas tienen la paristad de que su germinacion,
crecimiento vegetativo y reproductivo natural esynhento; la utilizacion de técnicas
biotecnologicas, como lo es la técnica de cultieotejidos vegetales, que suministran a
las semillas todos los nutrientes que necesitaa garcrecimiento, proporciona ventajas
por medio de las cuales se puede obtener una @oipagnasiva de materiales en menor
tiempo, principalmente orquideas con alto valor @il o bien materiales en peligro de
extincion (Archila 2000 & Rodriguet al 2005).

Dentro de la técnica de cultivo de tejidos vegstake presentan tres fases a nivel
de laboratorio: iniciacion, multiplicacion y enraimiento; posteriormente se realiza una
fase de aclimatacion, la cual se realiza en comaés de invernadero. Actualmente se
pretende la aclimatacion de las plantas, peroesgisinconveniente de realizar la fase de
enraizamiento y de tal manera completar el ciclocdiivo in vitro, fase imprescindible

para obtener el soporte y una fuente de nutricd@ncclo es la raiz en los explantes.

Para el desarrollo de raices las condiciones cand®@aacuerdo con la especie de
la planta y en ocasiones segun las variedades @emnisma especie, por lo cual las
variaciones en las concentraciones de auxinas iferertes (Gonzalez, 2003). Por esta
razon, y debido a la falta de informacion sobrerghizamiento d¥anilla planifoliaen la
fase lll de la micropropagacion, se hace impresigieda presente investigacién para

evaluar concentraciones y reguladores del crectmi@ductores de raices como también
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concentraciones del medio de Murashige & Skoog.ahterior es indispensable para
obtener plantulas con raiz para aclimatarlas erdicmmes de invernadero, y de tal
manera completar la propagacidam vitro. En la fase de aclimatacion, las plantulas
enraizadas fueron evaluadas en distintos tiposisteaos; lo cual permite, posteriormente
llevarlas a su habitat para lograr su adaptacidosasistemas naturales de donde es

originaria para su conservacion.

La realizacion de este proyecto contribuye a laseoracion y uso sostenible de
especies nativas de orquideas de importancia ecajadgtroduciendo técnicas de cultivo

adecuadas tendientes a reducir la amenaza deiértinc
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5 OBJETIVOS

5.1 General

Establecer una metodologia de enraizamiento (fésedel cultivo in vitro),
aclimatacion de plantulas de vainillanilla planifolia Andrewg para la obtencion de

plantulas.

5.2 Especificos

5.2.1 Evaluar el efecto de las diferentes concentraciareesacido indolbutirico
(AIB) combinados con diferentes concentraciones rdetlio Murashige &
Skoog para la induccion de raiz en brotes de Vairfifainilla planifolia
Andrews.

5.2.2 Evaluar el efecto de las diferentes concentraciatgeesicido naftalenaceético
(ANA) combinados con diferentes concentracionesmdetlio Murashige &
Skoog para la induccion de raiz en brotes de Vairfiainilla planifolia
Andrews.

5.2.3 Evaluar diferentes sustratos para la aclimatac®énad plantulas de vainilla

enraizada vitro.

5.2.4 Obtener plantulas de vainilla procedentes de autl tejidos.
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6 HIPOTESIS

6.1 Al menos una de las diferentes concentraciones cdo anaftalenacético
combinados con diferentes concentraciones del niddrashige & Skoog inducira

al desarrollo de raices en las plantulas de vainill

6.2 Al menos una de las diferentes concentracione<ide éndolbutirico combinados
con diferentes concentraciones del medio Murashi§&oog inducira al desarrollo

de raices en las plantulas de vainilla.

6.3 Alguno de los sustratos a evaluar garantizara lenatacion de las plantas de

vainilla provenientes de cultivia vitro.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de Trabajo

Los brotes de vainilld/anilla planifolia Andrews (Orchidaceae) desarrollados
vitro en el medio basal de Murashige & Skoog mantenidasdtivo en el
laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales Facltta Agronomia Universidad de

San Carlos de Guatemala.

7.2 Procedimientos

7.2.1 Medios de Cultivo
Se prepararon medios de cultivo Murashige & Skdd8)( (Anexo 1) para

desarrollo y multiplicacion de las plantulas denili.

7.2.2 Preparacion de Medios de Cultivo Modificados

La preparacion de medios Murashige & Skoog (MS)sistid en tres
diferentes concentraciones: 75%, 50% y 25%, seamdicconcentraciones de
reguladores de crecimiento. AIB: 0.5, 1.0 y 3.0lmgy ANA: 1.0, 2.0y 4.0
mg/L.

Para la esterilizacion del equipo: La cristaletia ge utilizé en la preparacion
de soluciones madre se esterilizaron en un hortaxlave de vapor seco. La
cristaleria y equipo para la siembra y trasplaateealizo en la cAmara de flujo
laminar, en la cual se empledé material quirdrgisté® como: cajas de petri,
pinzas, mangos de bisturi y agua desmineralizadaakerial contaminado se
esterilizé para que no se disemine dentro del &boo.



28

En la preparacion de soluciones patron: fue neieedaresterilizacion de
cristaleria y agua destilada, se prepararon caldgglale 100 a 500 ml de
solucion.

Preparacion de medios de cultivo: En un beakergsegaron los diferentes
compuestos como la sacarosa, micro y macroelementit@minas y
reguladores de crecimiento segun el medio a prepaeaafor6 con agua
destilada. Se introdujo un magneto para disolvgoma solucion. Se llevo a
pH optimo de 5.7 regulado con NaOH a concentrasiaiee0.001 N, 0.01 Ny
0.1 N y HCI a una concentracion de 1N y 0.25 Neyagregé agar; luego se
calentd en horno de microondas en punto de elanliggara disolver el
gelificante. La solucidon caliente se vertid en fosscos para cultivo y se
taparon con papel aluminio. Las bandejas con lascés se llevaron a la
autoclave por 20 minutos para su esterilizaci6BG® £ (121°C) y 15 Ib/fh
Preparacion de la camara de flujo laminar: se efiéesproximadamente 30
minutos antes de utilizarla, se desinfectd el deetrabajo con alcohol al 70%

y se coloc6 el material necesario dentro de la mism

Siembra: Se esterilizaron los instrumentos quetdigawmon y se limpié la

camara. Todo el procedimiento se realizd con piryzassturi. Se coloco el
material vegetal sobre un plato cajas petri pregi@m esterilizadas. Se
separaron cada una de las plantas haciendo cedesgiendo las mejores
plantas. Se colocaron de una a dos en cada fragsm.nSe etiqueto el frasco,
colocando el medio utilizado y la fecha de siemB®.transfirieron al cuarto
de crecimiento con temperatura media de 24°C ypéstodo de 12 horas.

Cuarto de crecimiento: el material vegetal queesebso se llevo al cuarto de
crecimiento o de incubacion bajo condiciones cdadtias de temperatura de
24°C +/- 2°C y fotoperiodo de 12 horas de oscutidad
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7.2.3 Condiciones de Cultivo

Los brotes se colocaron en cuartos de crecimiemtotemperatura media de
24°C +/- 2°C, con luz controlada y un fotoperiod® I horas, 1000 lux

(lumen/nf) de intensidad luminica con tubos de gas neén.

7.2.4 Monitoreo del experimento

Los cultivos fueron observados durante todo el peme cultivo para control
de contaminacion, crecimiento en el proceso deifpration de raices,
evaluacion de tratamientos de reguladores y su tadép fuera del

laboratorio.

7.3 Disefio de la Investigacion
7.3.1 Fase de Enraizamiento

7.3.1.1 Poblacion y Muestra
Poblacion: brotes de vainilla de 0.5 a 1 cm de altura, deBadosin vitro.

Muestra: 180 brotes de vainilla (10 réplicas por tratanognt

De acuerdo a los analisis obtenidos en la faseddgzamiento, se selecciono el
tratamiento con los mejores resultados en la oliierae plantulas y se obtuvo

un nuevo lote de plantulas enraizadas para surukoaglimatacion.

7.3.1.2 Tratamientos y Disefio del Experimento
Tres concentraciones de AIB: 0.5, 1.0 y 3.0 mg/lireg concentraciones de

ANA: 1.0, 2.0 y 4.0mg/L. combinados con diferentesicentraciones de MS:
75%, 50% y 25%. Disefio bifactorial completamentazalr. Cada tratamiento

se repitio 10 veces.
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Cuadro 1. Tratamientos a evaluar con las difereatesentraciones de AIB y ANA,
combinados con diferentes concentraciones de MS.

Tratamiento | Medio MS IAIB] | [ANA]
mg/L. | mg/L.
Tl 75 0.5 --
T2 50 0.5 --
T3 25 0.5 --
T4 75 15 --
T5 50 1.5 --
T6 25 15 --
T7 75 3 --
T8 50 3 --
T9 25 3 --
T10 75 -- 1
T11 50 -- 1
T12 25 -- 1
T13 75 -- 2
T14 50 -- 2
T15 25 -- 2
T16 75 -- 4
T17 50 -- 4
T18 25 - 4

Fuente: Elaboracion propia.

7.3.1.3 Variables
Dependientes: numero de plantas con raiz, nimeraides, longitud de la raiz.

Independientes: Tratamientos evaluados (conceatrasi de MS combinadas

con los reguladores de crecimiento).

Toma de datos:
NUumero de plantas con raiz: se obtuvo la infornmaaié las plantas que

presentaron raiz en cada tratamiento evaluado.
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NuUmero de raices por planta: se tomé el nUmeraides que presentd cada una
de las plantas.

Longitud de raices: se midié cada una de las rgigepresentaron las plantas.

De acuerdo a los andlisis obtenidos en la fase raaizamiento, se seleccion6 el
tratamiento con los mejores resultados en la oliirrde plantulas y se obtuvo un nuevo

lote de plantulas enraizadas para su uso en laaelcion.

7.3.2 Aclimatacion:
Poblacion: plantulas de vainilla enraizados, desarrolladostro.

Muestra: 40 plantulas de vainilla enraizados (10 réplicastatamiento)

Las plantas enraizadas fueron ubicadas en miclesingara evitar su deshidratacion y
de tal manera evaluar su crecimiento en condicifes del laboratorio. Se utilizaron

bandejas plasticas como contenedores.

7.3.2.1 Sustratos:

Se evaluaron los siguientes sustratos como inicégden la aclimatacion de las plantas.
% Sphagnunfpeat moss).
% Broza.
% Arena blanca: tierra 1:1.

++ Fibra de coco.

7.3.2.2 Variables
Dependientes: porcentaje de pegue (sobreviveradiaja y coloracion.

Independientes: Tratamientos evaluados (sustratos).
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Toma de datos:
Sobrevivencia: se tomaron datos en tres tiempasetifes. El primero, al ser
sembradas en las bandejas, el segundo cuatro semespués de haber sido
sembradas y el tercero ocho semanas después srdmiadas.
Altura: se midi6 cada una de las plantas al sebsmtas y después de cuatro y
ocho semanas de ser sembradas.
Coloracion: se midié en una escala de tres colonasi verde, amarilla o café.
Los datos se tomaron, al ser sembradas, despugstie y ocho semanas. Se

utilizé la Tabla de Munsell para determinar la cataon.

Disefio totalmente al azar.

7.3.2.3 Procedimiento:

a. Antes de remover las plantas de los frascos fuexpoestas gradualmente a la luz

brillante por dos semanas. Esto con el objetiverdiirecer las plantas.

b. Previo a la siembra, se prepararon bandejas ddicplague contenian los

diferentes sustratos evaluados.

c. Para la siembra de las orquideas se procedid «tfaceion de las plantas
utilizando pinzas y espétulas de metal y se cobwcan un recipiente con agua a

temperatura ambiente.

d. Se eliminaron los residuos de medio de cultivo egitacion y si estaban

adheridos se utilizé una pinza pequefa.

e. Con una pinza se hizo un pequefio agujero en ehtusion un tamano similar al
del sistema radicular y se sembraron las plantes Ipago presionar suavemente

el sustrato alrededor de las raices.

f. Al estar realizando la siembra se aplicO constaatéen agua para evitar la

deshidratacion.
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7.4 Analisis estadistico

Para las variables numero de raices y longitudadees, se utilizé la prueba de
Kruskal- Wallis y la prueba de comparaciones migdsgpareadas de Dunn.

En la fase de aclimatacidén se evaluo el porcemk@jsobrevivencia de las plantas
para cada tratamiento, para la variable coloras&mnealizé la prueba de Kruskal-Wallis
(utilizando una escala numérica para clasificar ¢odores) y analisis descriptivo,
utilizando la Tabla de Munsell para la determinadi@!| color; para la variable altura se
realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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8 RESULTADOS

8.1 Enraizamiento

Para realizar los analisis de datos se utiliz&reyrmma GraphPad Instat 3 (trial).
Para la variable nUmero de plantas con raicesrat@ntiento no se aplicé alguna prueba
estadistica debido a que se evidencia claramerdetapos los tratamientos tuvieron
crecimiento de raices. Para las variables nimeraides por planta y longitud de raices,

se utilizo la prueba de Kruskal Wallis y la pruelsacomparacion multiple de Dunn.

8.1.1 Numero de plantas con raiz por tratamiento

Tabla No 1. Namero de plantas con raiz por trataroie

No. Plantas
Tratamiento con raiz

T1 9

T2 10
T3 10
T4 10
T5 9

T6 10
T7 10
T8 9

T9 10
T10 10
Ti1 9

T12 10
T13 10
T14 10
T15 10
T16 10
T17 10
T18 10

Fuente: Datos Experimentales

En la Tabla 1 se muestra la cantidad de plantapsentan raiz por tratamiento,
se puede observar que la mayoria de plantas poessnes de un total de 10 explantes

por tratamiento.
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8.1.2 Numero de raices

Se realizo la prueba no paramétrica de Kruskaligyak obtuvo un valor de p = <
0.0001. Se realizo esta prueba debido a que na tlododatos presentaban normalidad
segun la prueba de Kolmogorov Smirnov (KS) (ver»m8, pag. 58). El valor de p = <
0.0001 nos indica que los tratamientos presenfenedicias significativas entre ellos. En
la prueba de comparacion mdltiple de Dunn (ver An8x pag. 59) se observé que

solamente 4 parejas de tratamientos presentaroregahenores a 0.05.

En la Tabla No. 2 se presentan los datos de lasameside cada tratamiento, asi
como el valor minimo y maximo. El T7 (3.0 AIB, 79%S) muestra el mayor valor para

medianas (4).

Tabla No. 2 Resumen de datos obtenidos para la
variable nimero de raices en cada tratamiento

NUmero
Tratamiento de Mediana Minimo Maéaximo
réplicas
T1 10 2 0 3
T2 10 15 0 3
T3 10 2 1 4
T4 10 3 2 4
T5 10 15 0 3
T6 10 2 1 6
T7 10 4 1 6
T8 10 2 0 3
T9 10 2 1 4
T10 10 2 2 4
T11 10 3 0 4
T12 10 3 2 6
T13 10 3 2 5
T14 10 2 1 3
T15 10 3 1 5
T16 10 3 1 4
T17 10 1 1 2
T18 10 15 1 4

Fuente: Datos Experimentales
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Como se puede observar en la grafica 1 en losniratdos con AIB, el T6 (1.5
AIB, 75% MS) y T7 (3.0 AIB, 75% MS) fueron los qeesentaron mayor namero de
raices (6), con una mediana de 2 y 4 respectivanémt los tratamientos con ANA
(Grafica 2), el que present6 mayor cantidad deesaén una planta fue el 12 (1.0 ANA,
25% MS) con un valor de 6.

NUmero de Raices

00T 5

= & = 3 3 = =
e & e = = = = e Z

Gréfica 1. Representacion gréafica de laithstion de datos para la variable nimero de raices
por planta que presenta cada uno de losrtratdos con AlB.

NUumero de Raices

]

TTT1

Gréfica 2. Representacion grafieda distribucion de datos para la variable nindercaices
por planta que presenta camede los tratamientos con ANA.
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Se puede observar que ambos reguladores respang@siivamente en todos los
tratamientos. Sin embargo, el tratamiento que ptéda mediana con el valor mayor fue

con el regulador acido indolbutirico (AIB).

8.1.3 Longitud de Raices

Al igual que en la variable niumero de raices, ndosolos datos presentan
normalidad segun la prueba de Kolmogorov Smirno8)(K por lo que se procedio a
realizar la prueba de Kruskal Wallis y posteriorteefa prueba de comparaciones
multiples de Dunn (ver Anexo 3, pag. 60 y 61).

El valor de p= < 0.0001, es considerado extremadterggnificativo. En el test
de Dunn, de comparacion multiple, se puede obsemael Anexo 3 que 13 parejas
presentan valores menores a 0.05. El tratamiedtesTr17, T3 vs T16, T3 vs T17, T4 vs
T8, TAvs T17y T6vs T17, y otros.

Los valores de rango minimo y maximo se presentata€elabla 3, siendo el
tratamiento 1 y 3 los que muestran el valor maxpaca longitud de raiz (14 cm). El
tratamiento 7 tuvo el mayor nimero de raices cototat de 38 raices, con una mediana

de 3 y un valor maximo de 8.5 cm de longitud.



Tabla No. 3 Resumen de datos obtenidos para la
variable longitud de raices en cada tratamiento

No. total
Tratamiento de raices Mediana Minimo Maximo
por trat.

T1 19 3.5 0 14
T2 15 2 0.8 5.1
T3 25 4 1 14
T4 27 4 0.5 8

T5 18 2.05 0 6.1
T6 22 2.95 0.5 9.1
T7 38 3 1 8.5
T8 17 1.5 0 4.5
T9 22 2.5 1 6.5
T10 26 3.35 0.8 13
T11 25 3.7 0 13
T12 31 2.5 1 7.5
T13 30 2.85 1.1 7.2
T14 20 2.6 0.5 11.2
T15 27 2.1 0.7 8.1
T16 26 1.6 0.5 9.1
T17 11 0.9 0.4 1.8
T18 20 2.5 0.7 9

Fuente: Datos Experimentales

Longitud de Raices

| B0

B = [ = = 3 2

Gréfica No 3. Representacion gréafica de laitistién de datos para la variable

longitud de raices que presenta cada uno degl@snientos con AlB.
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Longitud de Raices

%%@

Gréfica No 4. Representacion grafica de la distiiiru de datos para la variable

longitud de raices presenta cada uno de los trataod con ANA.

En la gréafica 3 y 4, estan representados los dktds Tabla No. 3 donde se puede
observar con mayor claridad la distribucion dedeatos. Los tratamientos T1 (0.5 AIB,
75% MS) y T3 (0,5 AIB, 25% MS) presentan la mayworditud en raices con un valor de
14 cm. En los tratamientos con ANA el T101(0 ANA, 75% MS) y el T11 (1,0 ANA,

50% MS) mostraron los mejores resultados con uorvld 13 cm. (Gréfica 4).

8.2 Aclimatacion

8.2.1 Sobrevivencia

Para los cuatro sustratos utilizados, el porcentigesobrevivencia fue alto,
presentando un 100% 8bhagnum(peat moss), seguido del sustrato arena:tieribrg f

de coco con un 80%.

Tabla No 4. Porcentaje (%) de sobrevivencia délif@sentes sustratos.

Sphagnum
(peat moss)  Arena:tierra Broza Fibra de coco
100 80 70 80

Fuente: Datos Experimentales
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Sobrevivencia

100 1

80 -
b0 -
40 -
20 -
e . 7

Sphagnum Arena:tierra Broza Fibrade coco
peat moss)

Porcentaje (%)

Sustratos

Grafica No 5. Porcentaje (%) de sobrevivencia dallferentes sustratos.

8.2.2 Coloracion

Se utiliz6 una escala de coloracion de 1 a 3, siegldl=verde (sano), el 2=
amarillo y 3=café (podrido o muerto). La mayoriagantaban un estado sano por lo que
el color que predominé en todos los sustratos fueesde. Se realizo la prueba de
normalidad (KS), donde ninguno de los datos predenhormalidad. Se procedié con la
prueba de Kruskal Wallis, obteniéndose un valor pd®.2346, siendo < a 0.05,
considerandose no significativo. Para el analisscdptivo se utilizo la Tabla de Munsell

para la coloracion de suelos para tener una refieranas precisa de la tonalidad del
color.

Para la coloracion que presentaron las plantas wwsanas (verde) no hubo una
coloracién que se asemejara a este en la Tablaudsell. Para las otras coloraciones, de
acuerdo a la Tabla de Munsell, la codificacion preolor café (plantas muertas o en mal
estado) es 10 YR % y para la coloracion intermediaatillo) 2.5 Y 6/6 (Figura 4),
haciendo referencia a Y: yellow y R: red indicargiee el amarillo predomina sobre el
rojo (10), el numerador indica el brillo y el denaador la intensidad.
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Coloracion
intermedii

Figura 4 Tabla de coloracion de Munsell

8.2.3 Altura

Cada tratamiento consto6 de 10 repeticiones, ldgsfizeron medidas al momento
de ser sembradas y a las 4 y 8 semanas. En laSGaf#amuestra el promedio total de
crecimiento para cada uno de los tratamientos; ceuede observar 8phagnunfpeat
MOsSS) presenta un crecimiento promedio de 2.24eguido del sustrato de arena y tierra
con 2.08 cm. en promedio. El sustrato que fue mefexdivo para la aclimatacion de la

vainilla fue la broza, con un crecimiento promedl.05 cm., después de 8 semanas.

Tabla No. 5. Crecimiento promedio de los sustratiigados para la aclimatacion.

Sphagnum
(peat moss) Arena:tierra Broza Fibra de coco
2.24 2.08 1.05 1.68

Fuente: Datos Experimentales
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Se realizé la prueba de normalidad de Kolmogorawii®v, para esta variable y
al menos uno de los sustratos no presenta norrdadiddos datos. Se procedio a realizar
la prueba de Kruskal Wallis. El valor de p= 0.60b%yor a 0.05, considerado no
significativo. Ya que el valor de p>0.05 no se pdi6 a hacer la prueba de

comparaciones multiples (Anexo 3, pagina 61).

En la Tabla 6 y grafica 6 se presentan los valonggmos y maximos de la
variable altura para cada tratamientoSphagnum(peat moss) y la mezcla arena:tierra
presentan los valores maximos. También se muelstsavalores de las medianas, donde
se observa que la turba es la que presenta unamaede 1.4, siendo este el valor mas

alto.

Tabla No. 6 Valores minimos, maximos ydimpas de cada
tratamiento en la fase de aclimatacion.

Grupo Mediana  Minimo Maximo
(Sfeha‘:i:’;’g 1.4 0.5 55
Arena:tierra 1.15 0.3 7.6
Broza 1.05 0 2
Fibra de coco 1.05 0 6

Fuente: Datos Experimentales

Crecimiento

02 J_

o
Broz ~{

£ H
E% ¥
L}

Gréfica No 6. Distribucién de datos de los sustraittilizados para la aclimatacion.
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9 DISCUSION

9.1 Enraizamiento

La préactica de enraizamiento de los brotes progzmgad vitro reviste gran
importancia debido a que tiene como objetivo pradplantas con buenas caracteristicas
fisiologicas y morfologicas que puedan sobrevivirlas condiciones del trasplante al
suelo. La formacion del sistema radical y el créeio de las raices son fundamentales
para lograr la transferencia de las vitroplantasraliciones de invernadero. Sin embargo,
algunos autores han reportado inconvenientes Btaeéa misma, lo cual seria légico al
considerar que existen respuestas diferenciales esppeciesquintero I, Polo J., Jarma A, y
Espitia A, 2003).

Los resultados de enraizamiento obtenido¥ eplanifolia muestran que todos los
tratamientos respondieron positivamente a los aefgues de crecimiento. Como se puede
observar en la grafica 1 y 3 de todos los tratatogeavaluados, el T7 (3.0 AIB, 75% MS)
muestra la mejor respuesta para las variables micherraices y longitud de raices,
ademas mostré un crecimiento considerable. El T& @smpuesto por la concentracion
mas alta de regulador AIB (3.0 mg/L.) y la concacitin mas alta de medio MS (75%).
Se puede observar en las graficas 1 y 3 que existeleve tendencia a disminuir el
namero y longitud de raices en los tratamientos Al@) conforme va disminuyendo el
porcentaje de MS, pero no es un patron generali2adém los tratamientos con ANA es
menos evidente. Podria decirse que la cantidad SeaiVadida al medio, influye en el
enraizamiento y prolongacion de la raiz en las tparde vainilla, dando mejores
resultados (par#. planifolia) los tratamientos con 75% de MS, debido a que l&dzh

de nutrientes disponibles para el explante es m@ografia 1 y 2).
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Fotografia 1. Tratamiento 4 (1.5 mg/L. AIB, 75% MS)

Fotografia 2. Tratamiento 7 (3.0 mg/L. AIB, 75% MS)

El acido indolbutirico como enraizador se ha i@ en diferentes
investigaciones, presentando resultados similarelsaobtenidos en este estudio.
Condemarin C, Chico J, Claudia C (2007) evaluardoefecto del AIB enEnclyclia
microtos obteniendo raices a concentraciones de 1 pprmppn2del regulador. También,
se ha utilizado eRrosopis hasslera una concentracion de 3 mg/L. de AIB, presentando

formacion de raices (Castillo G & Vega M., s.f).
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Salisbury (2000) resalta que el AIB se utiliza peaasar la formacion de raices ain mas a

menudo que ANA o cualquier otra auxina.

Un factor importante que se observé en las pldn&su crecimiento, ya que en
algunos tratamientos el desarrollo de raices faetigb pero el crecimiento de la planta
no. En los tratamientos con altas concentracioreesANA, se pudo observar este

fenomeno (Fotografia 3 y 4).

Fotografia 3. Tratamiento 15 (2,0 mg/L. ANA, 25% MS

Fotografia 4. Tratamiento 17 (4,0 mg/L. ANA, 50% MS
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Las concentraciones de ANA utilizadas en vainiliarén de 1.0, 2.0 y 4.0 mg/L.
adicionadas al medio MS. Los tratamientos con lasares concentraciones de ANA
fueron los que presentaron mayor longitud de ra@asque los datos entre tratamientos
fueron muy similares. Los tratamientos que contedi@ mg/L. de ANA fueron los que
presentaron el menor nimero de raices y longituda@®es. Trabajos realizados por
Quintero |, Polo, J, Jarma A, y Espitia @003) enDioscorea sgndican que a medida que
aumento la dosis de ANA, el nimero de raices fugomhasta registrar 3.6 raices por
planta con dosis de 0.9 mg/L., menor a las utiazaen esta investigacion. Se encontrd
que en otros estudios realizados en donde hazadkli el ANA para el desarrollo de
raices, las concentraciones utilizadas son memiggales a 1.0 mg/LKéalimuthu K, R
Senthilkumar & N Murugalath£006).

En estudios previos realizados en vainilla, setiiaado el AIB y el ANA para el
enraizamiento de las plantulas presentando un l1@@&%enraizamiento con las
concentraciones mas altas utilizadas en el expetam@.0 mg/L.). No obstante, el AIB
presentd mejores resultados que el ANA en cuantwiraero y longitud de raices
(Giridhar, P, Obul B, Ravishankar GA, 2001). Akktr al, encontré6 que los mejores
resultados para la obtencién de raiceDendrobium sp. a una concentracion de 1.0
mg/L de AIB en donde el nUmero de raices fue d& ad planta y 0.35 cm de longitud.
El AIB no solo se utiliza para enraizamiento deuddgas, sino también se utiliza en
muchas otras especies vegetales como por ejempbzatiar de la IndiaMurraya
paniculatalL. Jack) utilizando una concentracién de 4 mg/ltapa enraizamiento de esta
especie. También se ha utilizado en papagariéa papaya L.) combinando
concentraciones de AIB con diferentes tiempos dabacion en oscuridad, obteniendo
los mejores resultados en medio con 14.7 uM de (BlBattacharyaet al, 2003/4). Yuet
al (2000), demostraron en su estudio que la iniciagi@esarrollo de raiz es mejor con

una baja concentracion de AIB en esta especie Yypapa

En los resultados obtenidos en este experimenttrdtamientos que presentaron

mayor numero de raices fueron los que conteniaragbr porcentaje de MS (75%) y las
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concentraciones mas altas de AIB (siendo mayolas atilizadas en los estudios citados
anteriormente), y en cuanto a la longitud, éstatmdasa leve disminucién al aumentar la
concentracion del regulador. En los tratamientas ANA los mejores resultados fueron
las que contenian las menores concentraciones.pstie indicar que tanto AIB como
ANA pueden ser utilizados para enraizamientovdeplanifolia, ya que al aplicarse las

diferentes concentraciones no presentan toxicittasha.

Fotografia 5. Tratamiento 11,0 mg/L. ANA, 50% MS)

9.2 Aclimatacion

La fase de aclimatacion a invernadero es el pumitic@ de las plantas
provenientes de cultivan vitro, donde sigue siendo un cuello de botella en la

micropropagacion de muchas plantas (Francisco,)2008

La adaptacién de las plantas a condiciones denadero es el punto que marca el
éxito de la micropropagacion de orquideas, debidjue el buen manejo que se les
proporcione en esta etapa, dara como resultaddtcelgeado de supervivencia de las

plantas y los costos seran bajos (Archila E, 2000).
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Fotografia 6. Sustratos evaluadoisegrnadero$phagnumgeat moss),
Arena:tierra, brosa y fibra de coco)

El sustrato a utilizar en las plantas proveniedesultivoin vitro va a influir en
la respuesta que tengan para la aclimatacion. Emrdsultados obtenidos, se observa
(Grafica 5) que la sobrevivencia en los cuatroratest evaluados fue elevada. Todos los
sustratos presentaron un porcentaje de sobrevavenayor o igual a 70%, &phagnum
(peat moss) present6 el mayor porcentaje con ugold¥ sobrevivencia presentando una
coloracion verde, lo cual indicaba que las plardataban completamente sanas. En
algunos casos se presentd otro tipo de coloraddmamarillo o café, indicando que la
planta ya no estaba en las condiciones 6ptimas tpasplantar. Estos resultados son
similares a los obtenidos en otras especies dédmagl utilizando como sustratos corteza
de pino, carbén de encino y tepecil (3:1:1) con swiarevivencia de 89%, 76% y 60.1%
en Mormodes tuxtlensiSalazay Cuitlauzina pendulda Llave & Lexy Lycaste skinneri
(Batem. Ex Lindl) Lindl (Salazar V & M Mata, 2003).

Para la variable altura, el valor de p= 0.6015@5}).nos indica que las diferencias
entre tratamientos no son significativas. No olistael sustrato con el que las plantas
obtuvieron mayor crecimiento fue @phagnunfpeat moss), seguido del sustrato de arena:
tierra. Para que un sustrato sea eficiente paaalimatacion debe presentar una elevada
capacidad de retencion de agua y alta porosidaan¢ico, 2008); en cuanto a la

retencion de agua &phagnuni{peat moss) presenta un 70% vy la fibra de coco, Bjifb
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sigue siendo aceptable. Siendo similar esta caistita para los otros dos sustratos (sin
datos cuantitativosSHIDROENVIRONMENT, s.f).

Fotografia 8. Crecimiento dé planifoliaen sustrato§phagnunfpeat moss))

Se puede observar que en otras especies de orgjuadiégual queV. planifolia,
han tenido éxito en la fase de aclimatacion, cdmohocentrum carthagenengéacq.)
Sw. yLaelia eyermenian&chb.f., donde el mejor sustrato fue la hoja demag la fibra
de palma, respectivamente (Francisco, 2008). Comn@uede observar, los sustratos
organicos han sido efectivos en estas especiegjd@eas, pero se debe tomar en cuenta

que estos datos pueden variar entre las especies.
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10 CONCLUSIONES

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

En los resultados obtenidos en la fase de enragrdain vitro existen diferencias
significativas entre los tratamientos (p= <0.00Qb)s tratamientos que presentaron
mayor numero de raices fueron los que conteniamagior porcentaje de sales
Murashige & Skoog (75%) combinados con el acidolimgtirico (AIB).

El tratamiento 7 (3.0 AIB, 75% MS), presenté losjones resultados en cuanto a
namero de raices con una mediana de 4 raices auapy resultados positivos en

cuanto a longitud de raices (mediana: 3).

En los tratamientos con ANA (&cido naftalenacétitmd mejores resultados fueron
los que contenian la menor concentracion utilizdda mg/L), aunque el valor de

las medianas fue similar.

Los tratamientos evaluadoSphagnumpgeat mosg fibra de coco, arena:tierra y
broza) en la fase de aclimatacién no presentaferedicias significativas entre ellos

(p=>0.05) para las variables coloracion y crecntoe

Los sustratos evaluados son efectivos para la daseclimatacion ernvanilla
planifolia Andrews, siendo eBphagnum pgeat mosg el que presentdé mejores
resultados en cuanto a la sobrevivencia (100%ggimiento (altura) de las plantas

con una mediana de 1.4.
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11 RECOMENDACIONES

11.1 Evaluar concentraciones menores a las utilizadaslBgacido indolbutirico) y de
ANA (4cido naftalenacético), en este experimentasapreducir los costos del

cultivo in vitro.

11.2 A pesar de que el mejor sustrato para la aclimataes elSphagnun{peat moss),
se puede utilizar otro sustrato de menor costo claniibra de coco, que presento

similar efectividad.

11.3 Se recomienda utilizar plantulas mayores a los 4daraltura para la aclimatacion,

para que presente mayor probabilidad de sobreviekenc
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13 ANEXOS

ANEXO 1. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
MEDIO MS (Murashige & Skoog, 1960

Para desarrollo de plantas sin hormonas, se usaramo, platano, papaya, pifia,

orquideas y otros.

COMPONENTES | CONCENTRACION 1000 ml 500 ml 250 mi
Macronutrientes 10x 100 ml 50 ml 25 ml
Micronutrientes A 1000x 1ml 0.5 ml 0.25 ml
Micronutrientes B 5000x 0.2 ml 0.1 ml 0.05 ml
Kl 1000x 1ml 0.5ml 0.25 ml
CaCb. H,O 10x 100 ml 50 ml 25 ml
Hierro 1000x 10 ml 5mi 2.5 ml
Myo-inositol 100x 10 ml 5ml 2.5 ml
Vitaminas 1000x 1ml 0.5 ml 0.25 ml
Sucrosa 30% 3049 159 7549
Agar 7% 79 3509 1.75¢9
pH 5.7 5.7 5.7

Para el cultivo de tejidos vegetalasvitro, se deben preparar medios apropiados segun la
especie a trabajar y los propositos de éste. Pepoeparar los medios de cultivo, se
deben preparar las soluciones madre o patron. Hionae cultivo que mas se utiliza en
este laboratorio es el MS (Murashige y Skoog, 19&2)iferentes concentraciones (25,50
y 100%).

Para preparar un litro de medio de cultivo se mleake la siguiente manera:

v' Se preparan soluciones en beakers de 1 o 2 Igesse(almente).
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En el beaker se van agregando los diferentes catgaueomo la sacarosa, micro
y macroelementos, vitaminas y reguladores de cienim segun el medio a
preparar

Se afora con agua destilada.

Se introduce un magneto para que se disuelva mejor.
Se agrega agar y se lleva a pH optimo de 5.7;

Luego se calienta en horno de microondas en punbdllicion para disolver el

gelificante.
La solucion caliente se vierte en los frascos palt&/o y se tapan.

Los frascos se llevan a la autoclave por 20 minpsoa esterilizar a 250° F y 15
Ib/in®.
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ANEXO 2. COMPONENTES DEL MEDIO DE CULTIVO Y CANTIDA D

AGREGADA
No. Nombre del Compuesto ‘ Formula ‘ mg/L. MS Cantidadol. Deseado
Macronutrientes 10x 500 ml 250 ml 100 mi
Nitrato de amonio NENO; 1900 8.25 4.125
Nitrato de potasio KNO3 1600 9.5 4.75
Sulfato de magnesio
3 | heptahidratado MgSLrH,O 370 1.85 0.925
4 | Dihidrogeno fosfato de potasidg KIPO, 170 0.85 0.425
Micronutrientes A 1000x
5 | Acido borico HBO, 6.2 0.62
Sulfato de manganeso
6 | monohidratado MnSEOH,0 22.3 2.23
7 Sulfato de zinc heptahidratadg ZnS,0 8.6 0.86
8 | Molibdato de sodio dihidratadg Mao4.2H,0 0.25 0.025
Micronutrientes B 5000x
9 | Sulfato de cobre pentahidratado Cus6,0 0.025 0.125
Cloruro de cobalto
10 | hexahidratado CoebH,O 0.025 0.125
loduro de potasio 1000x
11 | loduro de potasio ‘ Kl ‘ 0.83 0.083
Cloruro de calcio 10x
12 | Cloruro de calcio dihidratado ‘ CalH,0O ‘ 440 2.2 1.1
Myo-inositol 100x
13 | Myo-inositol 100x | GH1:06 100 1
Solucién de hierro 100x
Cristales de sal disodio
14 | dihidratada Na2EDTA 37.3 0.373
15 | Sulfato de hierro heptahidratago Fe38,0 27.8 0.278
Tiamina 1000x
16 | Tiamina monoclorhidrica ‘ &H1sCILN,O0S. HO 0.1 0.01
Vitaminas 1000x
17 | Acido nicotinico GHsNO, 0.5 0.05
18 | Piridixol hidrocloride GH1,CINO; 0.5 0.05
19 | Tiamina monoclohidrica glicina 16H:sCILN4,OS.H0 0.1 0.01
20 | Glicina HNCH,COOH 2 0.2




REGULADORES DE
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CRECIMIENTO

AUXINAS ppm 500 ml 100 ml
21 | Acido-3-indolacético IAA © GHoNO, 250 0.025
22 | Acido 3-indolbutirico IBA © GH13NO, 250 0.025
23 | Acido 1-naftalenacético ANA 9 16H10NO, 250 0.025
24 | Acido giberélico 90% " H,,06 250 0.028

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
25 |D)" 1000 0.103

CITOCININAS

Cinetina 6-furfurilaminopurina
26 |° C1oHgNsO 250 0.252
27 | N-6-benziladenina &H11Ns 250 0.252
28 | 6-benzilaminopurina °© 16H11Ns 250 0.252
29 | Adenina 6-aminopurina s85Ns5.1/2H,SO, 250

Solvente: ° NaOH; " EtOH
95%




ANEXO 3. PRUEBAS ESTADISTICAS
NUMERO DE RAICES POR PLANTA
Prueba de Normalidad

Tabla 4. Prueba de Normalidad utilizando el tesKdimogorov y Smirnov.

Kolmogorov and Smirnov:

Group KS P Value Passed normality test?
T1 0.2861 0.0159 Ho
T2 0.2z218 =0.10 Tes
T3 0.2965 0.012% Mo
T4 0.2716 0.0351 Ho
TS 0.2456 0.0888 Tes
Ta 0.2514 0.0731 Tes
T7 0.2472 0.0842 Tes
TS 0.2824 0.0231 No
T2 0.2861 0.019%9 Ho

Ti0 0.3616 0.0006 Ho
Ti1 0.2954 0.0135 No
T1Z 0.2310 »0.10 Tes
T13 0.2400 »0.10 Tes
Ti4 0.3000 0.0111 No
T15 0.2053 »0.10 Tes
T16 0.2451 0.0903 Tes
T17 0.5241 <0.0001 No
T1ig 0.2885 0.0179 Ho

Prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 5. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis

Calculation detail

Humber Sum Hean
of of of

Group Points Ranks Ranks
T1 i0 715.00 71.500
Tz i0 555.50 55.850
T3 i0 1011.0 101.10
T4 i0 1136.5 113.65
TS i0 663,50 66.350
Ta i0 757.00 7E.700
T? i0 1378.5 137.85
TS i0 610,50 61.050
T2 i0 §75.00 §7.500
T1i0 i0 1063.0 106.30
T1i1 i0 1008.5 100.85
Tiz i0 1215.5 121.55
T13 i0 1z64.0 126.40
T1i4 i0 791.00 79,100
T15 i0 1076.0 107.60
T16 10 1064.0 106.40
T17 i0 32Z2.00 32.200
T15 i0 750.50 75.050

KEruskal-Wallis Statistic KW = 51,289 (corrected for ties)



Tabla 6. Prueba de Comparaciones mltiples de Dunn

punn's Multiple Comparisons Test

Mean Rank

comparison pifferencea P wvalue

TL ws. T2 15.650 ns  P=0.05
TL ws. T3 -29.600 ns  P>0.05
TL ws. T4 -42.150 ns  P>0.05
Tl ws. Th 5.150 ns  Px0.05
Tl ws. TG -7.200 ns  P»0.05
Tl ws. T7 -66.350 ns  P>0.05
Tl ws. T8 1G.450 ns  Px0.05
Tl ws., T9 -16.000 ns  Px0.05
Tl ws. T1O -34,800 ns  P>0.0%
Tl ws. T1l -29,3530 ns  Px0.03
T1 ws. T12 -50.050 ns  P>0.05
T1 ws. T13 -54.0900 ns  P>0.05
TL ws. T14 -7.600 ns  P>0.05
T1 ws. TL15 -36.100 ns  P>0.05
Tl ws. Tlé -34.900 ns  P>0.05
Tl ws. T17 35.300 ns  P»0.05
Tl ws. T18 -3.550 ns  Px0.05
T2 ws. T3 -45,250 ns  Px0.05
T2 ws. T4 -57.800 ns  Px0.05
T2 ws. T3 -10.500 ns  P>0.05
T ws. TG -22.830 ns  Px0.05
T2 ws. T7 -52.000 W P<0. 05
T2 ws. TS -5.200 ns  P:0.05
T2 ws. TO -31.65%0 ns  P>0.05
T2 ws. T1lO0 -50.450 ns  P>0.05
T2 ws. T11 -45.000 ns  P>0.05
T2 ws. T12 -65.700 ns  P>0.05
TZ ws. T13 -70.550 ns  Px0.05
T2 ws. T14 -23.250 ns  Px0.05
T2 ws. T15 -51.750 ns  P>0.0%
T2 ws. Tl§ -50,53530 ns  Px0.05
T2 ws. T17 23.630 ns  Px0.05
T2 ws. T1E -1%.200 ns  P>0.05
T3 ws. T4 -12.550 ns  P>0.05
T3 ws. TA 34,750 ns  Px>0.05
T3 ws. Th 22.400 ns  Px>0.05
T3 ws. T7 -36.750 ns  P>0.05
T3 ws., T8 40,050 ns  Px0.05
T3 ws., T9 13.600 ns  P>0.05
T3 ws. T10O -5.200 ns  P>0.05
T3 ws. T1l 0.2500 ns  P>0.05
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LONGITUD DE RAICES

Prueba de Normalidad
Tabla 7. Prueba de Normalidad utilizando el testaienogorov y Smirnov.

Group KS P Value Passzed normality test?

T1 0.2147 0.0213 Mo
T2 0.2568 0.0088 Mo

T3 0.1512 »>0.10 Yes
T4 0.08594 >0.10 Tes
TS 0.1437 »>0.10 Tes
Ta 0.175% 0.0750 Tes
TV 0.1253 »0.10 Tes
TE 0.2z254 0.0217 Mo
T2 0.2181 0.0073 Mo
Tio 0.2562 0.0001 Mo
Ti1 0.1835 0.02z2z2 Mo
Tlz 0.1435 »0.10 Tes
T13 0.13389 »0.10 Tes
T14 0.z2107 0.0202 Mo
T1s 0.z2070 0.0044 Mo
Tia 0.1918 0.0150 Mo
T17 0.1592 »0.10 Yes
Tis 0.250% 0.0019 No

Prueba de Kruskal-Wallis
Tabla 8. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis

Calculation detail

Humber Sum Hean
of of of

Group Points Ranks Ranks
T1 19 49Z8.0 259.37
T2 15 Z2602.0 173.47
T3 25 7110.0 284.40
T4 a7 T3Z6.0 271.33
TS 1a 2791.5 155.08
T& 22 5z294.0 240.64
T7 38 G278.5 217.86
Ta 17 2006.0 118.00
T3 2z 4189.5 190.89
Ti0 Za 6314.0 24z .85
T11 Z5 6245.0 249.80
T1z 31 B256.0 z201.81
T13 30 6518.5 217.28
T14 20 4422.0 221.10
T15 z7 5168.5 191.43
Tig 26 3796.5 146.02
T1i7 11 460.00 41.518
T18 20 4274.0 213.70

Kruskal-Wallis 3tatistic KW = 70.799 (corrected for ties)



Tabla 9. Prueba de Comparaciéon Mdltiple de Dunn

punn's multiple Comparisons Test

Mean Rank
Comparison pifference P walue
TL vs. T2 85.902 ns  P=0.05
TL vs. T3 -25.032 ns  P=0.05
Tl vs. T4 -11.%65 ns  P>0.03
Tl vs. T35 104.29 ns  P=0.05
TL vs. TG 18.732 ns  Px0.05
TL vs. T7 41.513 ns  P=0.05
Tl vs. T8 141.37 ns  P>0.03
Tl vs. T9 68.482 ns  P>0.05
TL vs. T1O 16.522 ns  Px0.05
TL vs. T11 0.568 ns  P0.05
Tl vs. T12 37.362 ns  P>0.03
Tl vs. T13 42.085 ns  Px0.05
TL vs. T14 38.268 ns  Px0.05
TL vs. T15 67.842 ns  Px0.05
Tl vs. Tl& 113.35 ns  P>0.03
Tl vs. T17 217.55 #¥% p<0.00L
TL vs. T1E 45.668 ns  Px0.05
T2 vs. T3 -110.93 ns  P=0.05
T2 vs. T4 -87.867 ns  P>0.03
T2 vs. TS 18.383 ns  P=0.05
T2 vs. Th —-67.170 ns  P>0.05
T2 vs. T7 -44.38% ns  P=0.05
T2 vs. T8 35.467 ns  P>0.03
T2 vs. T9 -17.420 ns P>0.05
T2 vs. T1l0 —-69.379 ns  P>0.05
T2 vs. T11 -76.333 ns  P=0.05
T2 vs. T12 -28.340 ns  P>0.03
T2 vs. T13 —-43.817 ns P>0.05
T2 vs. Tl4 —47.6833 ns  P>0.05
T2 vs. T15 -17.95% ns P=0.05
T2 vs. Tl& 27.447 ns  P>0.03
T2 vs. T17 131.685 ns  P>0.05
T2 vs. T18 —40.233 ns  P>0.05
T3 vs. T4 13.067 ns  P=0.05
T3 vs. T3 129.32 ns  P>0.03
T3 vs. Th 43.764 ns  P>0.05
T3 vs. T7 66.545 ns  P:0.05
T3 vs, T8 166,40 *%  po(, 0L
T3 vs. T9 83.514 ns P>0.03
T3 vs. T10 41.554 ns  P>0.05
T3 vs. T11 34.600 ns  P>0.05
T3 vs. T12 82.5394 ns  P>0.05
T3 vs. T13 67.117 ns  P>0.03
T3 vs. T14 63.300 ns P>0.05
T3 vs. T15 92.974 ns  P>0.05
T3 vs. T16 138.38 *% p<0, 01

CRECIMIENTO DE RAICES
Prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 10 . Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis

| Eruskal-Wallis Test (Nonparametric ANOVL)

The P wvalue is 0.6015, considered not significant.
Variation among column medians is not significantly greater than expected
bv chance.

The P wvalue ig approximate (from chi-sguare distribution) because
at least one column has two or more identical walues.

Calculation detail

Humber Sum Mean
of of of
Group Points Ranks Ranks
peatmoss 10 237.50 23.750
Arena:tierra 10 214.50 21.450
Erosa 10 1s5.00 16.800
Fibra 10 z00.00 z0.000

Kruskal-Mallis Statiscic EW = 1.862 (corrected for ties)

Post tests were not calculated bhecause the P value was greater
than 0.05.
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Prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 11. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis

Kruskal-Mallis Test (Nonparametric ANCWA)

The P walues is 0.2346, considered not significant.
Variation among colwmnm medians is not significantly greater than expected

by chance.

The P wvalue is approximate (from chi-sguare distrikbution) because
at least one coluwmn has two or wore identical walues.

Calculation detail

Humber Sum Mean
of of of
Group Points Ranks Ranks
peatmoss 10 166,50 16.650
Arena:tierra io 194.00 19.400
Brosa i 249.00 24.300
Fibra 10 210.50 21.050

Kruskal-Wallis Statistic KW = 4.261 (corrected for ties)

Post tests were not calculated because the P value was ygreater

than 0.053.
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ANEXO 4. FASES DE LA MICROPROPAGACION

FASE 0: Seleccioén y preparacion de la planta madre

FASE 1: Establecimiento de cultivo en condicionesedasepsia




FASE 4: Aclimatacion
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