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RESUMEN 

La especie Vanilla planifolia Andrews, es originaria de las selvas tropicales del sureste 

de México y América Central; siendo de importancia económica a nivel mundial. Sin 

embargo, su polinización y germinación es baja, sumado a que las poblaciones 

naturales han sido afectadas por la recolecta excesiva e ilegal, han provocado que se 

encuentre en vía de extinción en su hábitat natural, razón por la que es considerada 

en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 “Sujeta a Protección 

Especial”, además, está incluida en el apéndice II de la CITES y en la Lista Roja de 

Especies Amenazadas de UICN como “En Peligro”.  

El empleo de retardantes de crecimiento en cultivos, es considerada una estrategia de 

conservación in vitro a mediano plazo, para aumentar los intervalos entre subcultivos, 

suministro constante de plantas libre de patógenos y disminución de costo. En México 

son escasos los trabajos dedicados al cultivo y conservación in vitro a mediano plazo 

de la vainilla, mediante retardantes de crecimiento, como ácido abscísico (ABA) y, en 

particular el uso de cloruro de clormequat (CCC) no ha sido reportado para estos fines. 

En este sentido, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la 

interacción de diferentes concentraciones de los retardantes de crecimiento ácido 

abscísico (ABA) y cloruro de clormequat (CCC) en el cultivo in vitro de Vanilla planifolia 

Andrews sobre la organogénesis y porcentaje de supervivencia de microestacas. Se 

empleó medio de cultivo Murashige & Skoog al 75 % con diferentes concentraciones 

de ABA y CCC, con un total de 14 tratamientos, cada uno con 25 microestacas de 1.5 

cm. Después de 200 días de incubación, se evaluó la longitud total de las plántulas, 

longitud de la raíz mayor, longitud de la hoja mayor, número de brotes, número de 

raíces, número de hojas y porcentaje de supervivencia, se realizaron pruebas de 

Kruskal-Wallis y Dunn.  

Los tratamientos aplicados y evaluados no tuvieron efecto negativo en el fenotipo de 

las plántulas. Además, las plántulas del tratamiento con 3.0:6.0 mg/l de ABA/CCC, 

presentaron una reducción significativa en su crecimiento, obteniendo los promedios 

más bajos en las variables longitud total de las plántulas (0.30 ± 0.34 cm), longitud de 
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la raíz mayor (1.51 ± 0.84), longitud de la hoja mayor (0.48 ± 0.37), número de brotes 

(0.27 ± 0.46), número de raíces (1.50 ± 0.78) y número de hojas (1.83 ± 0.61); sin 

embargo, no se encontraron diferencias significativas con 3.0: 2.0 y 3.0: 4.0 mg/l 

(p=1.0, prueba de Dunn) en las variables evaluadas. Los tratamientos con 3.0: 2.0, 3.0: 

4.0 y 3.0: 6.0 de ABA/CCC mg/l, reflejaron porcentajes de supervivencia de 100, 84 y 

72 % respectivamente. Por lo que, el tratamiento con 3.0: 2.0 ABA/CCC mg/l, tuvo un 

efecto sinérgico que permitió la conservación in vitro a mediano plazo de Vanilla 

planifolia Andrews, con subcultivos cada 200 días, por lo tanto, puede considerarse 

como una estrategia para el establecimiento de bancos de germoplasma in vitro. 

 

Palabras claves: ácido abscísico, cloruro de clormequat, conservación in vitro, 

crecimiento reducido. 
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ABSTRACT 

The species Vanilla planifolia Andrews, is native to the rainforests of southeastern 

Mexico and Central America; being of global economic importance. However, its 

pollination and germination is low, in addition to the natural populations have been 

affected by the excessive and illegal collects, have caused that is in danger of extinct 

in its natural habitat, for this reason, it is considered "Subject to Special Protection" in 

NOM-059-SEMARNAT-2010, and is also included in Appendice II of the CITES and in 

the IUCN Red List of Threatened Species as "Endangered".  

The use of growth retardants in cultives, is considered a medium-term in vitro 

conservation strategy to increase intervals between subcultures, increase the steady 

supply of pathogen-free plants and reduce costs. In Mexico there are few studies on 

the cultivation and medium-term in vitro conservation of vanilla using growth retardants 

such as abscisic acid (ABA), and in particular the use of chlormequat chloride (CCC) 

has not been reported for these purposes. 

In this sense, the present study has as objective evaluate the effect of the interaction 

of different concentrations of the growth retardants abscisic acid (ABA) and 

chlormequat chloride (CCC) in the in vitro culture of Vanilla planifolia Andrews on 

organogenesis and percentage survival of microstakes. Culture medium Murashige & 

Skoog 75 % was used with different concentrations of ABA and CCC, with a total of 14 

treatments, each with 25 microstakes of 1.5 cm. After 200 days of incubation, the total 

length of the seedlings was evaluated, length of the major root, length of the major 

leave, shoot numbers, root numbers, leaves numbers and survival percentage, 

besides, the Kruskal Wallis test and the Dunn test were used.  

The treatments applied and evaluated had no negative effect on the phenotype of the 

seedlings. In addition, the seedlings of the treatment with 3.0:6.0 mg/l of ABA/CCC, 

presented a significant reduction in their growth, obtaining the lowest averages in the 

variables total length of the seedlings (0.30 ± 0.34 cm), length of the major root (1.51 ± 

0.84), length of the major leave (0.48 ± 0.37), shoot numbers (0.27 ± 0.46), root 

numbers (1.50 ± 0.78) and leaves numbers (1.83 ± 0.61), however, no significant 
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differences were found with 3.0: 2.0 and 3.0: 4.0 mg/l (p=1.0, Dunn test) in the variables 

evaluated. The treatments with 3.0: 2.0, 3.0: 4.0 and 3.0: 6.0 of ABA/CCC mg/l, 

reflected survival percentage of 100, 84 and 72 %, respectively. Therefore, the 

treatment with 3.0: 2.0 ABA/CCC mg/l, had a synergistic effect that allowed medium-

term in vitro conservation of Vanilla planifolia Andrews, with subcultures every 200 

days, without negative effects on the phenotype, therefore, it can be considered as a 

strategy for the establishment of in vitro germplasm banks.   

 

Keys words: abscisic acid, chlormequat chloride, conservation in vitro, reduced growth. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La vainilla (Vanilla planifolia Andrews) es una especie originaria de las selvas tropicales 

del sureste de México y América Central, donde se ha cultivado desde tiempos 

prehispánicos en la región Totonaca del norte de Veracruz y Puebla (Soto-Arenas, 

2003 y Bello-Bello et al., 2015), perteneciente a la familia Orchidaceae, grupo botánico 

con aproximadamente 800 géneros y 25,000 especies (Bory et al., 2008). Siendo de 

importancia económica a nivel mundial, debido a que cerca del 95 % de los frutos 

comercializados proceden de dicha especie, empleándose como saborizante y 

aromatizante en el mercado internacional y, considerándose como la segunda especia 

más cara (Bory et al., 2008; Soto-Arenas y Dressler, 2010; Azofeifa-Bolaños et al., 

2014; Lozano-Rodríguez et al., 2015).  

Sin embargo, su polinización y germinación es baja, sumado a que las 

poblaciones naturales han sido afectadas por la recolecta excesiva e ilegal para el 

establecimiento de plantaciones con fines económicos, han provocado que se 

encuentre en vía de extinción en su hábitat natural, razón por la que es considerada 

en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 como una especie “Sujeta 

a Protección Especial (Pr)”, además, está incluida en el apéndice II de la Convención 

sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres 

(CITES; Bello-Bello et al., 2015; Bonilla et al., 2015; Lozano-Rodríguez et al., 2015) y 

actualmente categorizada en la Lista Roja de Especies Amenazadas de  la Unión 

Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN) como “En Peligro (EN)” 

(Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza, 2021). 

Además, en México son escasos los trabajos dedicados al cultivo y 

conservación in vitro a mediano plazo de la vainilla, mediante retardantes de 

crecimiento, como ácido abscísico (ABA), y en particular el uso de cloruro de 

clormequat (CCC), no ha sido reportado para estos fines. Con base a lo anterior, es 

necesario realizar nuevos estudios de conservación in situ y ex situ de la vainilla. 
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Actualmente, la conservación ex situ es considerada como la mejor estrategia, 

dado el deterioro del hábitat por la tala inmoderada y el cambio de uso de suelo 

(Menchaca y Lozano, 2018). Por ello, la conservación in vitro debe considerarse como 

parte de una estrategia general de conservación y recuperación de esta especie y de 

los recursos genéticos, con un enfoque biotecnológico (Reed et al., 2011).  

Algunas de las técnicas de conservación in vitro más empleadas, son las 

técnicas de crecimiento reducido, este conjunto de técnicas emplea mecanismos que 

reducen la velocidad de crecimiento mediante la manipulación de factores 

ambientales, hormonales y nutricionales, generando así condiciones que permitan 

retardar el crecimiento y desarrollo de las plantas. Por ejemplo: la reducción en la 

temperatura en los cuartos de crecimiento y las modificaciones en el medio de cultivo, 

tal como la disminución de la concentración del contenido mineral, aumento en la 

concentración de sacarosa, mayor concentración de gelificante y la adición de agentes 

osmóticos como el manitol o sorbitol y recientemente el uso de retardantes de 

crecimiento como el ácido abscísico (ABA) y cloruro de clormequat (CCC) (García-

Águila et al., 2007; Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010; Bello-Bello et al., 2015; Bonilla 

et al., 2015).  

El ácido abscísico o ABA (C15H20O4), es un sesquiterpenoide, sintetizado desde 

un precursor carotenoide C40, el cual es escindido por una enzima localizada en 

plastidios. Este regulador de crecimiento inhibe varios procesos y actúa como un 

antagonista de las hormonas del crecimiento, bloqueando la acción de la auxina. 

Influye en aspectos importantes del desarrollo de la planta, incluyendo la síntesis de 

proteínas y lípidos de almacén en semillas, la adquisición de la tolerancia de semillas 

a la desecación y la inhibición de la transición a germinación y crecimiento 

reproductivo. También estimula respuestas a estrés ambiental regulando el balance 

de agua en plantas en condiciones de estrés (sequía, frío, salinidad u osmótico) 

activando el cierre estomático y con la manutención de absorción de agua por la raíz; 

induciendo tolerancia a sequía, salinidad, hipoxia, bajas temperaturas y patógenos 

(Flórez y Pereira, 2009 y Jordán y Casaretto, 2016). 
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Por otra parte, el cloruro de clormequat o cloruro de clorocolina (cloruro de 2-

cloroetiltrimetilamonio) es un compuesto orgánico empleado como regulador del 

crecimiento de las plantas, presenta cargas positivas del tipo sulfonio, amonio o 

fosfonio, que bloquean directamente la síntesis del ent-kaureno, por lo que interfieren 

en una etapa temprana en la ruta de biosíntesis de giberelinas, con lo que se produce 

la detención de la elongación celular de los órganos vegetativos y una más precisa 

utilización de las sustancias nutritivas por parte de los órganos productivos. 

Reduciendo la altura de la planta, acortando los tallos, y produciendo plantas más 

compactas: fortaleciendo los tallos, el desarrollo de las raíces además de mejorar las 

capacidades en resistencia a la sequía, a enfermedades, plagas y salinización 

(Rademacher, 2000; Lázaro et al., 2007; Paz et al., 2017). 

En particular, los retardantes de crecimiento, brindan diversas ventajas: no hay 

una detención total de los procesos celulares, pero sí una disminución en la velocidad 

en que ocurren, aumenta los intervalos entre subcultivos disminuyendo el tiempo 

invertido para el personal técnico en este proceso, la cantidad de reactivos empleados 

y el costo, además de la obtención de material vegetal libre de patógenos y suministro 

constante de plantas sin cambios genéticos, epigenéticos o enfermedades carenciales 

(Sánchez-Chiang y Jiménez, 2009; Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010; Iriondo, 2011; 

Masuelli y Marfil, 2011; Pérez et al., 2012; Andrade-Díaz et al., 2013; Bello-Bello et al., 

2015; Bonilla et al., 2015; Alcántara et al., 2017). 

Por lo tanto, el presente estudio fue realizado con el objetivo de evaluar el efecto 

de la interacción de diferentes concentraciones de los retardantes de crecimiento ácido 

abscísico (ABA) y cloruro de clormequat (CCC) en el cultivo in vitro de Vanilla planifolia 

Andrews sobre la organogénesis y porcentaje de supervivencia de microestacas. 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. ORIGEN 

El género Vanilla se deriva del español vainilla, que significa "pequeña vaina" y se 

refiere al largo y grosor del fruto de esta especie. El epíteto especifico planifolia, hace 

referencia a la forma plana de las hojas. El nombre actual de esta especie fue 

establecido en 1808 por Andrews (Pastelín, 2018). 

El origen de la vainilla se localiza en las selvas tropicales del sureste de América 

Central y México, país donde fue descubierta por el pueblo totonaca, quienes la 

utilizaban antes de la llegada de los españoles, sin poder precisar en qué momento el 

pueblo totonaco incorpora la vainilla (Vanilla planifolia Andrews) a la preparación de 

algunos alimentos, convirtiéndose en una de las plantas más importantes y 

extendiéndose a otros lugares del país. La llamaban Xhanat, mientras que los aztecas 

la nombraron Tlilxochitl. Antes de la conquista, la bebida conocida como Xocoalt 

(chocolate) entre los Mexicas, era condimentada con vainilla, apreciada no solo por su 

sabor sino por su valor estimulante. Los nobles mexicanos en los tiempos de 

Moctezuma Xocoyotzin (1466-1520) cocían el cacao en agua, miel de abeja silvestre 

y un poco de vainilla, bebida a la que consideraban estimulante y afrodisíaca. Hernán 

Cortés, en una de sus cartas a Carlos V, describe los efectos, asegurando que bastaba 

una taza de esa bebida para que un hombre tuviese energía durante todo el día (Félix, 

2007 y Universidad Autónoma del Estado de México, 2015). 

 Por otra parte, el auge vainillero se establece de 1840 a 1950, dada su calidad 

y cantidad, siendo el principal mercado de la vainilla la ciudad de Papantla, donde 

existían las grandes casas beneficiadoras exportadoras y el conocimiento más 

avanzado de la época en todas las fases productivas de cultivo; teniendo declive en 

1962 por diversos factores. Fue en Kachikin (Papantla, Veracruz), que la vainilla fue 

por primera vez cultivada y beneficiada, nombrándola como “La Ciudad que perfuma 

al mundo”, por la fragancia de la vainilla tan exquisita (Félix, 2007). 
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2.2. CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA 

Reino:  Vegetal  

   Subreino: Tracheobionta 

      Division: Magnoliophyta  

          Clase: Liliopsida 

               Subclase: Liliidae 

                    Orden: Asparagales 

                        Familiia: Orchidaceae  

                             Subfamilia: Vanilloidea 

                                   Tribu: Vanilleae  

                                         Subtribu: Vanillinae 

                                              Género: Vanilla  

                                                   Especie: Vanilla planifolia Andrews 

 

(Hernández-Hernández et al., 2010) 

 

2.3. CARACTERES MORFOLÓGICOS DE Vanilla planifolia Andrews 

2.3.1. Tallo, hojas y raíces 

Esta orquídea hemiepífita de hasta 12 m de alto, posee tallos trepadores cilíndricos 

con un grosor de entre 6.5 a 13 mm y 12 m de largo, carnosos, flexibles, de color verde 

oscuro y lisos, los cuales tienen entrenudos de 10 hasta 15 centímetros de largo 

(Figura 1), con hojas alternas a cada lado del tallo, elípticas-oblongas, paralelinervas, 

gruesas y carnosas, peciolo corto acanalado, con haz color verde intenso a pálido, 

lustroso, mientras que en el envés es de color más pálido, miden desde 15 hasta 18 
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cm de largo y desde 5 hasta 7 cm de ancho (Figura 2; Miceli et al., 2015; Villanueva-

Viramontes, 2017). Tiene dos tipos de raíces: las primeras son terrestres pubescentes, 

que miden desde 1.4 hasta 1.6 mm de grosor; mientras que las segundas son raíces 

aéreas libres terrestres, glabras, café verdosas, desde 2.5 hasta 3 mm de grosor; 

raíces aéreas fijadoras semiterrestes, planas en la superficie en contacto con el 

substrato, café-verdosas, de 3 mm de ancho (Miceli et al., 2015 y Soto y Solano, 2007). 

                        

 

 

Figura 1. Tallo trepador de Vanilla planifolia Andrews (Miceli et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Hoja de Vanilla planifolia Andrews (Villanueva- Viramontes, 2017). 
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2.3.2. Flor  

Presenta flores hermafroditas que miden aproximadamente 5 centímetros, compuesta 

por tres sépalos y tres pétalos de color verde pálido, blanco amarillento, amarillo hasta 

crema (Figura 3), posee una columna en la sección trasversal, de 15 a 25 centímetros 

de longitud, formada por el estambre y el pistilo soldados, envueltos por un pétalo 

modificado y alargado al que se le da el nombre de “labelo”. Existe una pieza floral 

denominada “Rostelo” que se interpone entre los sacos de polen y el estigma limitando 

la polinización. Además, forman entre 10 y 20 racimos, que brotan de las axilas de las 

hojas, con 10 o hasta 20 flores. Su floración es gregaria, regularmente en los meses 

de marzo-abril y cada flor permanece abierta aproximadamente desde las 7:00 hasta 

las 15:00, tiempo en el que podrían ser polinizadas de forma natural o manual (Miceli 

et al., 2015 y Soto-Arenas et al., 2009). 

 

 

 

Figura 3. Estructura floral de Vanilla planifolia Andrews (Miceli et al., 2015). 
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2.3.3. Fruto y semilla 

El fruto es una cápsula alargada, dehiscente y carnosa.  Tiene un tamaño de 15 a 25 

centímetros de largo, de color verde oscuro brillante (Figura 4), el cual madura 

gradualmente (desde 10 hasta 12 meses), cambiando su color a verde amarillento 

opaco, despidiendo un fuerte aroma y conteniendo miles de semillas de tamaño 

microscópico, de color café obscuro o negro, de forma globosa (Figura 5); además, 

presentan un embrión indiferenciado (Figura 5) (Soto-Arenas, 2006; Soto y Solano, 

2007; Miceli et al., 2015), tegumentos muy duros y cerosos que contienen inhibidores 

de germinación (Azofeifa-Bolaños et al., 2014), por lo que requieren asociarse con un 

hongo del género Rhizoctonia, que les proporcione los nutrientes necesarios para su 

germinación y desarrollo. Además, Miceli et al. (2015), reporta que mediante técnicas 

de cultivo in vitro puede inducirse la germinación (Figura 6). 

                           

                         

 

Figura 4. Frutos inmaduros de Vanilla planifolia Andrews (Miceli et al., 2015). 
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2.4. REQUERIMIENTOS PARA SU CULTIVO 

2.4.1. Clima y temperatura  

La especie Vanilla planifolia, para su adecuado desarrollo y cultivo requiere clima 

cálido y húmedo, una altitud de 600 m.s.n.m., con temperaturas medias de 25ºC, con 

mínimas de 5 a 7 °C condición que favorece la floración, precipitaciones de 1500 a 

2500 mm anuales y humedad relativa cercana al 80 % (Elorza et al., 2007 y Miceli et 

al., 2015). 

 

Figura 5. A) Semilla, B) Embrión de Vanilla planifolia Andrews (Miceli et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Germinación in vitro de Vanilla planifolia Andrews (Miceli et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

10 
 

2.4.2. Suelo 

La selección de un buen sitio de plantación constituye el primer paso para tener éxito 

en la producción de vainilla (Hernández, 2011). En este sentido, el suelo propicio para 

su crecimiento debe ser rico en materia orgánica (humus), fértil, libres de 

encharcamientos, con un excelente drenaje (Elorza et al., 2007) y un pH de 6 a 7 

(Augstburger et al., 2000). Lo ideal es que el área de cultivo reciba la luz del sol en la 

mañana, porque el exceso de sol puede llegar a quemar la planta (Soto, 2003). 

Además de estar libres de plagas como la chinche roja (Tenthecoris confusus), el 

gusano peludo (Plusia aurífera) y hongos como Fusarium oxysporum y Phytophtora 

sp. (Miceli et al., 2015). Desde la plantación de los esquejes hasta la floración, 

transcurren de dos a tres años y a partir de entonces, la floración se presenta cada 

año regularmente en función del tipo de manejo y de las condiciones ambientales 

(Uchida, 2011). 

2.4.3. Árboles tutores 

Uno de los requerimientos más importantes para el cultivo de vainilla, son árboles 

llamados tutores, porque le brinda sostén y sombra. Para que un árbol sea considerado 

un buen tutor necesita tener las siguientes características: estar adaptados a la región, 

que no tenga dificultades para propagarse, crecimiento rápido, de preferencia que su 

follaje dure todo el año, ser resistente a plagas y enfermedades, corteza resistente, 

rectos sin espinas y con una altura aproximadamente de 1.8 a 2 metros. Por 

consiguiente, las especies empleadas son: Gliricidia sepium, Erythrina sp.e Inga sp, 

especies de cítricos, por ejemplo: Citrus sinensis (naranjo), palmas nativas o especies 

maderables entre otras. Además, la especie elegida como tutor suele variar en los 

diversos países que cultivan vainilla por el medio ambiente de cada región y el interés 

del productor (Augstburger et al., 2000; Barrera-Rodríguez et al., 2009; Miceli et al., 

2015). 
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2.5. POLINIZACIÓN 

 

La especie presenta problemas de polinización natural debido a que posee una 

membrana llamada rostelo que separa los órganos masculinos y femeninos de la flor, 

lo que impide o dificulta el paso del polen y al escaso número de insectos polinizadores, 

los cuales han disminuido por el excesivo uso de plaguicidas (Coro-Arizmendi, 2009 y 

Miceli et al., 2015), aunque rara vez es visitada por insectos, su polinización es llevada 

a cabo por abejas del género Euglossa (Figura 7) y Eulaema (Hernández-Apolinar et 

al., 2016), así también Rivera et al. (2015), han reportado como posible polinizador a 

la especie Augochloropsis sp. (Figura 8), por lo que su baja visitación y la escasa 

producción de frutos y flores, sugieren la existencia de un mecanismo de polinización 

por engaño lo cual ha sido planteado como característico de poblaciones con muy 

bajas densidades (Cozzolino y Widmer, 2005), mientras que, Soto-Arenas et al. (2009), 

sugieren que las semillas de las diversas especies de vainillas son probablemente 

dispersadas por murciélagos. 

Por lo tanto, el ser humano ha reemplazando a los agentes polinizadores, para 

realizar plantaciones de vainilla, mediante polinización artificial (Miceli et al., 2015), en 

la que cada flor tiene que ser polinizada manualmente, para esto es necesario mover 

la membrana del rostelo para que la antera tenga contacto con el estigma, 

posteriormente, utilizando el dedo pulgar e índice, se presiona suavemente la antera 

para que la masa de polen se adhiera al estigma de la flor, con el objetivo de formar 

frutos, sin embargo, el período para llevar a cabo la fecundación artificial es 

relativamente corto debido a que la vida de la flor es de 24 horas (Soto-Arenas et al., 

2009), además su floración abarca solo los meses de marzo a mayo requiere de una 

mayor inversión en mano de obra para efectuarla (Soto-Arenas, 1999; Lugo- Castillo, 

2012; Moreno, 2019). 
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2.6. CONSERVACIÓN  

 

La riqueza biológica de México es reconocida a nivel mundial por sus recursos 

fitogenéticos, como el maíz, el frijol, la calabaza, el chile, la papaya, el algodón, la 

vainilla, entre otros, que han servido como alimento y aportado en el desarrollo de la 

humanidad. Por lo que, es importante conservarla y utilizar de forma sostenible, debido 

a que el mundo se enfrenta a numerosos desafíos y esa diversidad es la base de la 

seguridad alimentaria (Reyes-López et al., 2014). 

En este sentido, Reyes-López et al. (2014), mencionan que la estrategia que el 

gobierno mexicano está realizando para la conservación de sus recursos fitogenéticos 

nativos, responde a las acciones del primero y segundo plan de acción mundial, para 

los recursos fitogenéticos para la alimentación y la agricultura, de acuerdo con FAO 

(2011). 

En el caso particular de la vainilla crearon en el 2008 la Red Vainilla, con el 

objetivo de rescatar, conservar, investigar y utilizar la biodiversidad de Vanilla spp., en 

 

Figura 7. Abeja del género Euglossa, posada en 
un fruto maduro de Vanilla planifolia Andrews 
(Lozano-Rodríguez et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Augochloropsis sp., reportada como 
posible polinizador de orquídeas (Rivera et al., 
2015). 
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México. Considerando las siguientes estrategias: conservación in situ, conservación 

ex situ, uso sostenible y potenciación (ídem). 

2.6.1. Conservación in situ 

La conservación in situ (en el sitio) se basa en mantener un reservorio de germoplasma 

dentro del hábitat natural o domesticado de la especie e incluye la conservación en 

parques nacionales, sitios patrimonio de la humanidad, áreas silvestres protegidas, 

refugios de vida silvestre, reservas forestales y biológicas (Azofeifa-Bolaños et al., 

2014 y Bello-Bello et al., 2014), este tipo de conservación tiene como limitante que 

requiere de un considerable espacio físico y una cuantiosa cantidad de dinero para el 

mantenimiento basado en agrotécnicas, control de plagas y enfermedades (Ortiz, 

2000). Además, las plantas se encuentran expuestas a las severidades del cambio 

climático, desastres naturales como inundaciones, sequías, huracanes e incendios 

(Bello-Bello et al., 2014). Es por ello, que el desarrollo de nuevas técnicas de 

conservación, han permitido preservar mejor los recursos genéticos importantes para 

muchos países (Ortiz, 2000). 

2.6.2. Conservación ex situ 

La conservación ex situ, se realiza en sitios especiales fuera del centro de origen de la 

especie, estos sitios deben proveer las condiciones adecuadas para la conservación 

del material propagativo (Engelmann, 2012). Tiene como objetivo el mantenimiento de 

poblaciones viables de especies amenazadas, a fin de apoyar a los programas de 

conservación in situ, asegurando a largo plazo la propagación de especies raras y en 

peligro de extinción. Existen diversas estrategias de conservación ex situ, tal es el caso 

de los bancos de germoplasma, conservación in vitro, crioconservación y centros de 

flora (jardines botánicos, viveros y herbarios) (Rao,2004; Quirós et al., 2008; Soengas 

et al., 2009; Reyes-López et al., 2014). 

2.7. BANCOS DE GERMOPLASMA 

De acuerdo con Soto-Arenas (2006) y Cerna et al. (2014) la familia Orchidaceae, es 

una de las más grandes y diversas del planeta, pero también tiene un número 
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significativo de especies en peligro de extinción, en particular las probabilidades de 

conservación in situ de la especie Vanilla planifolia son bajas, porque ningún área 

protegida tiene, más de cinco clones, por lo tanto, se necesita una estrategia de 

conservación ex situ, como es el caso de los bancos de germoplasma. 

De acuerdo con la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 

Alimentación (FAO), la seguridad alimentaria es un derecho humano universal; sin 

embargo, el incremento de la población mundial, los efectos del cambio climático y 

sistemas de producción deficientes han provocado el aumento de la inseguridad 

alimentaria (Delgadillo, 2022). 

Como estrategia para afrontar el futuro cada vez más cercano donde la escasez 

de alimento es recurrente, así como el desarrollo de sistemas de producción 

sostenibles, eficientes y competitivos se crearon los bancos de germoplasma, los 

cuales son lugares en donde las plantas (en forma de semillas bulbos, polen, esporas 

o plántulas en tubos de ensayo) son catalogadas, conservadas a largo plazo fuera de 

su ambiente natural y puestas a disposición para su futura producción, para evitar que 

se pierda para siempre la diversidad genética de plantas cultivadas y silvestres a causa 

de factores ambientales, físicos, biológicos, o como consecuencia de las actividades 

humanas (Iriondo, 2011). Sin embargo, el establecimiento de bancos de germoplasma 

a partir de semillas no se recomienda para la vainilla, debido a su germinación errática 

(Azofeifa-Bolaños et al., 2014). 

Por lo tanto, los bancos de germoplasma no son simplemente repositorios de la 

biodiversidad; desempeñan un papel fundamental para la conservación porque, en 

poco espacio físico, se alberga una considerable cantidad de variabilidad genética, 

enfocando sus esfuerzos a especies consideradas de interés prioritario para nuestra 

sociedad, o que se ha observado que su población está en proceso de disminución, 

asegurando la disponibilidad continua de los recursos fitogenéticos para la 

investigación, la reproducción y la mejora del suministro para un sistema agrícola 

“sostenible y resiliente” (Delgadillo, 2022). 

Algunos bancos de germoplasma en México son los siguientes: Centro 

Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo (CIMMYT), el Banco Nacional de 
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Germoplasma Vegetal (Bangev), el Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) 

del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) y 

Laboratorio Regional para el Estudio y Conservación de Germoplasma en el Parque 

Científico Tecnológico de Yucatán (PCTY).  Además, diversas instituciones como la 

Universidad Autónoma de Nuevo León (UANL), la facultad de estudios superiores 

Iztacala de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), Universidad 

Autónoma de Querétaro y la Universidad Autónoma de Chapingo cuentan con bancos 

de germoplasma (ídem).  

Soto-Arenas (2006), señala que en Tahití se han establecido bancos de 

germoplasma modernos de vainilla, donde realizan cultivos de campo e in vitro, 

escrutinio genético de los individuos, análisis de las propiedades aromáticas de los 

cultivares y la detección de virus. 

 

2.8. CONSERVACIÓN IN VITRO 

Esta técnica parte de las estrategias para la conservación de los recursos genéticos 

(Annapurna et al., 2015), se fundamenta en el uso de distintas técnicas de cultivo in 

vitro de tejidos vegetales, las cuales consiste en tomar una porción de una planta 

(explante), por ejemplo: el ápice, un segmento de hoja o de tallo, meristemo, embrión, 

nudo, semilla, antera, entre otros, y sembrarlo asépticamente en un medio nutritivo 

estéril gelificado o semisólido, compuesto por macroelementos, microelementos, 

quelatos, sacarosa, gelificantes, al cual se le puede agregar compuestos orgánicos, 

tales como: hidratos de carbono, vitaminas, aminoácidos, reguladores del crecimiento 

o retardantes de crecimiento, bajo condiciones controladas de laboratorio (luz, 

temperatura y humedad), para que las células expresen su potencial de regenerar una 

o muchas plantas nuevas (Albarrán et al., 2011). 

En este sentido, se tiene como objetivos de la conservación in vitro los siguientes: 

 

(1) Salvaguardar la diversidad de ejemplares recolectados de poblaciones en 

campo o en su centro de origen, (2) reducir la pérdida de especies, (3) mantener la 

estabilidad genética (Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010, Annapurna et al., 2015), (4) 

facilitar la recolección, multiplicación y almacenamiento del germoplasma vegetal en 
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condiciones de esterilidad, (5) permitir la obtención de plantas o explantes libres de 

patógenos o enfermedades, (6) permitir la propagación a gran escala, (7) facilitar la 

posibilidad de intercambiar material vegetal con otros bancos de germoplasmas en 

otros Estados o países y (8) desarrollar una tecnología económica y sencilla que 

disminuya la cantidad de trabajo (conservación a mediano plazo) (Engelmann, 2012 y  

González-Arnao y Engelmann, 2013).  

2.9. MÉTODOS DE CONSERVACIÓN IN VITRO 

La conservación puede ser a corto, mediano y largo plazo (Normah et al., 2011; Pence, 

2011), esto dependerá del tiempo que se desee resguardar los recursos fitogenéticos. 

Para lograr una conservación a corto plazo se necesita estar subcultivando el material 

vegetal cada 15 días o hasta tres meses, tomando en cuenta la especie (Bello-Bello et 

al., 2014), mientras que, a mediano plazo, se emplea el método de crecimiento 

reducido (García-Águila et al., 2007), con el objetivo de reducir el crecimiento de los 

explantes e incrementar los intervalos de subcultivo (Sánchez-Chiang y Jiménez, 

2010). En el caso del almacenamiento a largo plazo, se utiliza la crioconservación 

(Engelmann, 2011). 

2.9.1. Conservación a corto plazo 

Esta técnica se basa en realizar subcultivos constantes del material vegetal, por un 

periodo indefinido, con el inconveniente de una mayor probabilidad de contaminación 

de los medios al realizar la siembra (Bello-Bello et al., 2014).  

2.9.2. Conservación a mediano plazo 

Los explantes permanecen por 6 meses o hasta por 12 meses en cultivo in vitro (Rayas 

et al., 2002 y Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010), por medio del empleo del método de 

crecimiento reducido, basado en la disminución de la división celular y el metabolismo 

de la planta, con los objetivos de incrementar el plazo de tiempo entre subcultivos, para 

disminuir los riesgos del subcultivo constante (contaminación), sin que se produzcan 

cambios genéticos y lograr mantener la diversidad genética de una especie bajo 

condiciones estériles sin poner en peligro la estabilidad de la planta (Shibli et al., 2006). 
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Para disminuir el crecimiento de los explantes y aumentar los intervalos entre 

subcultivos. Se utiliza una o varias de las siguientes estrategias: 

Reducción de las concentraciones de azúcar, sales o minerales: la relación 

entre la concentración de carbohidratos y los componentes nitrogenados del medio de 

cultivo pueden tener efectos importantes en la reducción del crecimiento y la 

morfogénesis de los explantes (Rayas et al., 2002; García-Águila et al., 2007; 

Sánchez-Chiang, 2010). 

La adición de agentes osmóticos: los agentes osmóticos son materiales que 

reducen el potencial hídrico de las células. Esta condición de estrés puede inhibir tanto 

el crecimiento de callos como la formación de brotes. La adición de osmóticos al cultivo 

ha demostrado su eficacia en la reducción del crecimiento e incrementa la vida de 

almacenamiento de muchos tejidos crecidos in vitro de diferentes especies de plantas. 

El manitol, la sacarosa, el sorbitol, principalmente se han reportado como osmóticos 

que aumentan la vida de almacenamiento de tejidos in vitro (Espinosa et al., 2002 y 

Shibli et al., 2006). 

Temperatura: se produce una reducción en la actividad metabólica, lo que 

repercute, en el crecimiento de los explantes, al disminuir la temperatura a la que están 

expuestos los cultivos (esta temperatura depende de los requerimientos de cada 

especie) (Sánchez-Chiang, 2010). Sin embargo, si se mantienen los explantes a 

temperaturas bajas regularmente a 4 °C o a temperaturas inferiores, por períodos 

prolongados, pueden sufrir daños fisiológicos, debido a la exposición al frío, 

provocando cambios en el metabolismo, en el contenido de proteínas, en la 

composición y funcionamiento de las membranas, pero si los explantes están 

expuestos a esta condición por un periodo no prolongado, los daños pueden ser 

reversibles (ídem). 

Variando el régimen de luz: la intensidad y calidad de la luz, son otros factores 

importantes en el control de la velocidad de crecimiento, especialmente en su 

interacción con la temperatura (García-Águila et al., 2007). 
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Tamaño del recipiente de cultivo: el volumen del recipiente de cultivo puede ser 

determinante para definir la frecuencia de subcultivos y el almacenamiento óptimo de 

los explantes. Por ejemplo: si se desea almacenar por un periodo de tiempo mayor se 

utilizan frascos de vidrio con mayor capacidad, según las necesidades de crecimiento 

del explante (Sánchez-Chiang, 2010). 

La incorporación de retardantes o inhibidores de crecimiento: cloruro de 

clormequat, ácido abscísico, paclobutrazol, uniconazol, propiconazol, prohexadione, 

trinexapac, entre otros (Hernández, 2001; Bañón-Arias y Martínez-López, 2010; 

Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010; Bello-Bello et al., 2015; Bonilla et al., 2015). 

2.9.3. Conservación a largo plazo  

Este tipo de conservación permite almacenar diversos explantes: semillas, semillas 

sintéticas, meristemos, ápices, polen, callos y suspensiones celulares, siendo eficaz, 

sin provocar variaciones somaclonales en plantas con propagación vegetativa, 

además, permite su mantenimiento sin alteración alguna bajo estas condiciones, 

permitiendo su conservación por tiempo de almacenamiento indefinido (Sánchez-

Chiang y Jiménez, 2010).  

Para el almacenamiento por largo plazo, generalmente utilizan la estrategia de 

crioconservación (Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010 y Engelmann, 2011). La cual 

consiste en el almacenamiento de células, tejidos u órganos vegetales vivos a 

temperaturas extremadamente bajas (-80 °C).  

Esta técnica permite el almacenamiento durante un periodo de más de un año, 

en nitrógeno líquido, a una temperatura de -196 °C, o a veces se combina con otros 

gases inertes (helio y el argón) (Benson et al., 2006 y García-Águila et al., 2007). La 

justificación de usar nitrógeno líquido, es porque detiene todas las actividades 

metabólicas, de forma inmediata al hacer contacto con el explante y a su vez permite 

que los tejidos conserven la viabilidad sin que ocurran alteraciones fisiológicas durante 

el almacenamiento, manteniendo sus características genéticas (García-Águila et al., 

2007; Rivera et al., 2008 Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010; Krishnan, Decruse y 

Radha, 2011; Guo, Stiles y Liu, 2013; Tavazza et al., 2015).  
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Han documentado dos grupos de técnicas de crioconservación: las técnicas 

clásicas basadas en la deshidratación química parcial con osmoprotectantes y 

congelamiento programado y las técnicas actuales (vitrificación, encapsulación-

deshidratación, encapsulación-vitrificación, precrecimiento, precrecimiento-

desecación, desecación y la técnica de la microgota) (García-Águila et al., 2007 y 

Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010). 

Vitrificación: consisten en el cambio del estado líquido a un estado intermedio 

llamado vítreo que evita la formación de cristales de hielo intracelulares, causa 

principal del daño mecánico a las membranas durante la congelación (Benson et al., 

2006 y Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010). Es realizada previa al congelamiento por 

medio de una sustancia crioprotectante, compuesta por concentraciones altas de 

sacarosa a 0.4 M, glicerol y dimetil sulfóxido al 15 %, etilenglicol y/o polivinil alcohol 

(Wang et al., 2005; Zhao et al., 2005; Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010). 

Esta técnica se utiliza principalmente, para la conservación de ápices de tallos, 

tejidos embriogénicos y cultivos de células (Zhao et al., 2005 y Sánchez-Chiang y 

Jiménez, 2010). Además del uso de crioprotectante, otros autores han adicionado 

proteínas anticongelantes como albúmina de suero bovino, epinefrina o aminoácido 

prolina para incrementar la sobrevivencia (Wang et al., 2005 y Zhao et al., 2005). 

Encapsulación-deshidratación: se precultivan los explantes en una solución con 

una concentración molar de sacarosa de 0.5 a 0.75, para posteriormente ser 

encapsulados en alginato de calcio o polietilenglicol, después se deshidratan en la 

cámara de flujo laminar durante cuatro o cinco horas, se congelan con Nitrógeno 

líquido y se mantienen a una temperatura de menos 80 ºC durante todo el período de 

almacenamiento. Para su descongelación se coloca a baño María a 40 °C por uno a 

dos minutos y, por último, se cultivan en un medio para lograr su adecuado crecimiento 

y regeneración (Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010). 

Encapsulación-vitrificación: se usa para precultivar meristemas, en una solución 

con crioprotectante a una temperatura de 0 °C por unas horas, para su posterior 

encapsulación en alginato de calcio. Se congelan de igual manera con Nitrógeno 
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líquido y se mantienen a -80 °C. Cuando se necesita descongelar se utiliza el mismo 

método de la técnica de encapsulación-deshidratación (ídem). 

Precrecimiento: es la técnica ideal, para cultivar de manera in vitro embriones 

cigóticos y somáticos, con crioprotectantes durante varios días, para posteriormente, 

ser congelados con Nitrógeno líquido, luego son almacenados a una temperatura de 

menos 80ºC. Cuando se requieren su descongelamiento se lleva a cabo por medio de 

baño María (ídem). 

Precrecimiento-deshidratación: es útil, para conservar tallos o callos 

embriogénicos los cuales son cultivados en un medio alto en sacarosa, ácido abscísico 

o aminoácido prolina, después se deshidratan con flujo de aire y se congelan en 

nitrógeno líquido. El proceso de descongelamiento se produce a baño María y 

posteriormente son lavados con medio de cultivo suplementado con una concentración 

de sacarosa de 0.4 a 1.2 M (Sant et al., 2008 y Sánchez-Chiang y Jiménez, 2010). 

Desecación: se ha utilizado sólo con semillas recalcitrantes y estructuras 

haploides como polen y óvulos. En ella se realiza primero la desecación de los tejidos 

o semillas en una cámara de flujo laminar o en un aparato con aire comprimido estéril 

o en sílica gel y, luego se congelan las estructuras con nitrógeno líquido (Sánchez-

Chiang y Jiménez, 2010). Por último, en la técnica de la microgota, los ápices de tallos 

son puestos con una solución crioprotectante sobre papel aluminio, de manera que se 

formen gotas pequeñas de crioprotectante con el ápice en el centro y posteriormente 

son congelados con nitrógeno líquido (ídem). 
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2.10. REGULADORES DE CRECIMIENTO 

Los reguladores de crecimiento son compuestos orgánicos naturales, que, a 

concentraciones pequeñas, fomentan, inhiben o modifican el crecimiento de las 

plantas ejerciendo una profunda influencia en los procesos fisiológicos. Clasificándose 

en dos grupos: los reguladores de crecimiento u hormonas naturales, que son aquellos 

que se encuentran en los vegetales, y los reguladores sintéticos, que son compuestos 

artificiales obtenidos por síntesis química. Otra forma de agruparlos en tres de acuerdo 

a su acción en la planta: aquellos que fomentan el crecimiento (promotores), aquellos 

que lo inhiben (inhibidores) y aquellos que lo retardan (retardantes) (Figura 9). Estos 

últimos son compuestos químicos que retrasan la activación del meristema subapical 

responsable de la elongación de los tallos, generalmente sin afectar al meristema 

apical, siendo su mecanismo de acción la inhibición de la síntesis de giberelinas, 

ejemplo: cloruro de clormequat (Bañón-Arias y Martínez-López, 2010 y Cossio, 2013). 

 

 

 

 

Figura 9. Clasificación de reguladores del crecimiento de acuerdo con su acción en la planta 
(Cossio, 2013). 
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2.10.1. Cloruro de clormequat (CCC) 

Se utiliza como regulador del crecimiento de plantas, absorbido por vía foliar y radical, 

provoca una disminución del contenido de giberelinas endógenas en los tejidos 

vegetales y por lo tanto un crecimiento más lento de los distintos órganos vegetales. 

Se ha reportado su uso en plantas ornamentales para promover la ramificación lateral 

y la floración en azaleas, fucsias, begonias, poinsettias, geranios y pelargonios 

cultivadas en invernaderos y viveros; en Lilium hibrido L/A var. Litouwen, su aplicación 

reduce la longitud de la vara floral, en el caso del trigo, centeno, avena y triticale 

aumenta el rendimiento, además de promover la formación de flores y mejorar el 

cuajado de los frutos en peras, almendras, aceitunas y tomates, para prevenir la caída 

prematura de los frutos en peras, albaricoques y ciruelas. También se utiliza en 

algodón, hortalizas, tabaco, caña de azúcar, mangos y otros cultivos (Rademacher, 

2000; Bañón-Arias y Martínez-López, 2010; Maturana, 2012).  

2.10.2. Ácido abscísico (ABA) 

El ácido abscísico (ABA) químicamente es un sesquiterpeno, que se sintetiza en los 

cloroplastos principalmente y otros plastidios mediante la ruptura oxidativa de los 

epoxicarotenoides neoxantina y violaxantina (Flórez y Pereira, 2009). El precursor es 

el ácido mevalónico del cual también se forman las giberelinas. Actualmente se 

conocen dos vías de síntesis: Por degradación de un precursor C40 (la violaxantina y 

otros), o por la formación directa a partir de un precursor primario C15: el 

farmesilpirofosfato (Figura 10) (Cossio, 2013). 

La segunda vía es la principal formadora de ABA. La primera vía produce 

cantidades reducidas y solo en circunstancias específicas. Las xantofilas, zeaxantinas, 

anteraxantina, neoxantina y violaxantina son los precursores de la xantoxina que se 

oxida a ABA vía aldehído abscísico. Como consecuencia del desdoblamiento de las 

xantofilas, se forman la xantoxina cis y trans, pero únicamente la cis se convierte en 

ABA. Por lo tanto, en el momento de la ruptura de la molécula de xantofila deben estar 

en configuración 9-cis (Figura 10) (Cossio, 2013). 
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Los efectos provocados a nivel fisiológicos son los siguientes (Cossio, 2013):  

Respecto a las semillas y yemas de especies leñosas, entran en dormancia 

cuando están expuestas a temperaturas bajas, además, los meristemos del árbol 

serán protegidos con la formación de escamas y su crecimiento se detendrá 

temporalmente. Por lo que proponen que la dormición sea producida por un balance 

entre el inhibidor del crecimiento ABA y los promotores del crecimiento como 

citocininas y giberelinas (Alcántara et al., 2019). 

La inhibición del crecimiento es una de las respuestas más comunes y está 

directamente relacionada con la inhibición del desarrollo. Sin embargo, el ABA, no 

provoca este efecto en todas las especies, debido a que las giberelinas, contrarrestan 

su acción (Cossio, 2013 y Alcántara et al., 2019). También, actúa sobre la maduración 

del embrión vegetal y está implicada en procesos de regulación génica y promoción 

de la senescencia (Alcántara et al., 2019). 

Figura 10. Biosíntesis del ácido abscísico (ABA). 

 

Figura 10. Biosíntesis del ácido abscísico (ABA). 
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Por otra parte, cuando las plantas superiores sufren de estrés hídrico, se 

incrementa el contenido de ABA, lo que produce el cierre estomático inhibiendo una 

ATPasa de la membrana plasmática de las células guarda, además, el ABA se 

incrementa también en respuesta a otros tipos de estrés (lesiones, salino y térmico) 

(Alcántara et al., 2019).  

Por último, controla el desarrollo embrionario siendo el responsable de la 

inducción de la síntesis de proteínas de la embriogénesis tardía que protegen al 

embrión de la desecación que implica su maduración y hace que el embrión entre en 

un estado de dormancia primaria, previniendo que se produzca el fenómeno de 

viviparidad (Cossio, 2013). 

2.11. ORGANOGÉNESIS 

La organogénesis es una de las fases más importantes dentro de los sistemas in vitro, 

debido a que constituye una de las posibles vías morfogénicas para la diferenciación 

de plantas, puesto que consiste en la formación de raíces, que origina la rizogénesis 

o brotes adventicios (caulogénesis), en los explantes cultivados in vitro, que puede 

ocurrir a través de dos vías: directa e indirecta (Pérez-Bernal et al., 2008 y Perea, 

2010). 

La primera hace referencia a la formación de órganos a partir del explante 

seleccionado (células, tejidos u órganos vegetales iniciadores del cultivo in vitro), sin 

fases intermedias de callo, mientras que la indirecta se refiere a la formación previa de 

callo y a la posterior formación de órganos (Perea, 2010 y Martín et al., 2015). 

Una mayor proliferación puede lograrse con la adición de sustancias 

reguladoras de crecimiento como las citoquininas (bencilaminopurina, zeatina, kinetina 

y tidiazurón), que en combinación con las auxinas (ácido naftalenacético o ácido 

indolacético), pueden regular la formación de los brotes o raíces, dependiendo de la 

concentración empleada de cada una, puesto que han reportado que, para inducir la 

formación de brotes, debe incrementarse la concentración de citoquininas sobre las 

auxinas, mientras que, para obtener raíces, se requiere de una mayor concentración 



 

25 
 

de auxinas (Pérez-Bernal et al., 2008; Perea, 2010; Pineda et al., 2012; Martín et al., 

2015). 

 Sin embargo, existen varios factores que deben ser considerados para obtener 

el mejor resultado de organogénesis, por ejemplo: el tamaño y la edad fisiológica de 

los explantes, puesto que han documentado que los tejidos juveniles presentan una 

mayor eficacia para la organogénesis que los tejidos derivados de órganos adultos o 

senescentes. También la luz, temperatura y composición del medio de cultivo 

(consistencia, pH y los reguladores del crecimiento), desempeñan un papel importante 

en el desarrollo de la respuesta organogénica (Pérez-Bernal et al., 2008). 

. 
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III. ANTECEDENTES 

Diversos autores han realizado estudios sobre el uso de retardantes de crecimiento: 

ácido abscísico (ABA), paclobutrazol (PAC) y agentes osmóticos: manitol, sorbitol, 

sacarosa y polietilenglicol (PEG), con diversos objetivos (conservación ex situ, 

tuberización, microtuberización, desarrollo, rendimiento, regeneración in vitro de 

cuerpos protocórmicos, micropropagación, aclimatación y crecimiento), en distintas 

especies de plantas, tal es el caso de Vanilla planifolia, Solanum tuberosum L., Eclipta 

alba (L.) Hassk, Helianthus annuus L., Tibouchina urvilleana (DC). Cogn., Vanda 

tricolor, Vitis vinifera L. var. Black Matrouh, Agave bracteosa, entre otras. 

3.1. SUSTANCIAS EMPLEADAS EN EL CRECIMIENTO VEGETAL IN 

VITRO 

Hussain et al. (2006), realizaron un estudio para evaluar la tuberización in vitro de papa 

(Solanum tuberosum L.) variedad Cardinal. Los cultivos se multiplicaron en medio 

Murashige & Skoog con 1 mg/l de ácido giberélico (GA3). Cuando el número de brotes 

fue máximo, cambiaron los cultivos por medio para inducción de tubérculos. Los 

medios de tuberización in vitro consistieron en MS adicionado a diferentes 

concentraciones de CCC (0, 100, 150, 200 y 250 mg/l), BAP (0, 1, 2, 3 y 4 mg/l) y 

sacarosa (30, 60, 90 y 120 g/l). Refieren que 200 mg/l de CCC o 90 g/l de sacarosa en 

los medios promovieron la inducción máxima de tubérculos (16.5 y 15.6 

tubérculos/frasco respectivamente) seguido de BAP a 4 mg/l, produciendo 9 

tubérculos/matraz, además de que la oscuridad completa era esencial para la 

inducción del tubérculo. 

Kozak (2006), evaluó el efecto de retardantes del crecimiento aplicados in vitro 

sobre la aclimatación y crecimiento de Tibouchina urvilleana (DC). Cogn. In vivo. 

Cultivaron in vitro puntas de brotes, por 4 semanas en medio Murashige & Skoog (MS), 

suplementado con paclobutrazol a 0.1, 0.5, 1.0 y 5 mg dm3, flurprimidol a 0.1, 1.0 y 5 

mg dm3, cloruro de clorocolina (CCC) a 5, 50, 250 mg dm3 y un control. Transfirieron 

los microesquejes enraizados al invernadero y los trasplantaron a una mezcla de turba-

perlita 1:1, durante 5 semanas. Luego, las cultivaron en un sustrato de turba durante 
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otras 5 semanas. La aclimatación de los brotes enraizados en el invernadero fue 

efectiva en 92.5-100 %. La supervivencia de las plantas fue menor cuando se 

cultivaron previamente microesquejes en medio con flurprimidol a 5 mg dm3. El cultivo 

de brotes de Tibouchina urvilleana in vitro en medios con retardantes del crecimiento 

tuvo un efecto significativo en el crecimiento posterior de plantas ex vitro. Paclobutrazol 

y flurprimidol a 5 mg dm3 inhibieron el crecimiento de plantas después de 10 semanas 

de crecimiento ex vitro.  

Ray y Bhattacharya (2008), evaluaron el uso de 6-bencilaminopurina (BAP) a 

2.2, 4.4 y 8.8 µM, Thiadiazuron (TDZ) a 2.3, 4.5 y 9 µM y cloruro de clorocolina (CCC) 

a 0.63, 3.16, 6.33 y 12.66 µM, con el objetivo de mejorar la micropropagación de Eclipta 

alba. El regulador de crecimiento BAP resultó ser más eficaz en la inducción y 

proliferación de brotes adventicios. La frecuencia más alta de respuesta en brotes fue 

del 100% y el número máximo de brotes (23) por explante, después de 60 días de 

cultivo en medio MS que contenía 8.8 µM de BAP. El efecto priming en microbrotes de 

Eclipta alba con la adición de 6.3 µM de cloruro de clorocolina (CCC) resultó más 

eficaz, con cambios en los brotes después de 30 días, reflejados en una mayor 

producción de número de raíces, elevación de nivel de clorofila en hojas y aumento de 

biomasa, además, el alargamiento hizo que las plantas fueran más resistentes y 

adecuadas para aclimatación. Al propagarlas en suelo sobrevivieron el 100 % de las 

plantas con tratamiento y el 84 % de las plantas no tratadas. 

Zakaria et al. (2008), emplearon bencil adenina (BA) a concentraciones de 0, 

2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 y 15 mg/l, cloruro de clorocolina (CCC) a 0, 125, 250 y 500 mg/l y 

su combinación. Evaluaron respecto al tratamiento control (0 mg/l) en cada caso, para 

conocer los niveles óptimos de microtuberización en papa variedad Diarnant. La 

primera microtuberización fue a los 13 días a 10 mg/l BA y obtuvieron el número 

máximo (12.9) y peso medio (252.1 mg) de microtubérculos en la combinación 

(BA/CCC) a 10:500 mg/l. 

Pérez-Molphe-Balch et al. (2012), desarrollaron un sistema de conservación in 

vitro en condiciones de crecimiento retardado para las especies Agave bracteosa, A. 

chiapensis, A. nizandensis, A. ornithobroma, A. peacockii, A. titanota, A. victoria 



 

28 
 

reginae, A. cupreata, A. karwinskii y A. potatorum, consideradas como amenazadas, 

con el objetivo de disponer de una herramienta que permita la conservación a mediano 

plazo de germoplasma de estas especies. Determinaron que la adición de agentes 

osmóticos al medio de cultivo (manitol o sorbitol 50 g/l) reducen la tasa de crecimiento 

in vitro de los tejidos, prolongando el tiempo entre subcultivos de 75 días a 10 meses, 

sin afectar su viabilidad ni capacidad de regenerar plantas completas en medios con 

citocininas y sin los agentes osmóticos. Obtuvieron regeneración de entre 5.8 y 20.6 

brotes por explante en tejidos conservados durante 10 meses con agentes osmóticos. 

Los brotes formaron raíces y se adaptaron a suelo entre un 92 y 80 %, 

respectivamente, permitiendo el establecimiento de un banco de germoplasma in vitro.  

Hassan et al. (2014), determinaron un medio de conservación in vitro de uva 

local (Vitis vinifera L. var. Black Matrouh) y su identificación molecular. La conservación 

a medio plazo la iniciaron a 5 °C en condiciones de oscuridad total, utilizaron explantes 

de corte nodal cultivados in vitro en medio MS al 75 %, con glucosa, manitol o sorbitol 

a diferentes concentraciones (0, 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5, 5.5, 6.5, 7.5 o 8.5 % (p/v) y un 

control.  El efecto de diferentes períodos de conservación provocó que el porcentaje 

de supervivencia disminuyera gradualmente con el aumento de la conservación 

(períodos de 3, 6, 9 a 12 meses). Se obtuvo un 88.89 % de explantes de corte nodal 

verdes y saludables cuando se conservaron durante 12 meses en un medio de 

conservación con 3.5 o 4.5 % de glucosa, 2.5 % manitol y sorbitol al 5.5 %. El número 

de brotes por explante y su longitud disminuyó con el aumento del período de 

conservación de 6 a 12 meses. La determinación de la estabilidad fue mediante la 

evaluación de Secuencias Intergénicas Repetidas Simples (ISSR). El análisis de 

marcadores ISSR no mostró variación entre los conservados y material no conservado 

con las imprimaciones utilizadas. 

Bello-Bello et al. (2015), evaluaron el efecto de manitol y polietilenglicol (PEG) 

a cuatro concentraciones (0, 10, 20 y 30 g/l) y de ácido abscísico (ABA) y paclobutrazol 

(PAC) a concentraciones de 0, 1, 2 y 3 mg/l, sobre la supervivencia y crecimiento in 

vitro de plantas de Vanilla planifolia. Utilizaron brotes de 0.5 cm de altura, cultivados 

en medio de cultivo (MS). A los 180 días del cultivo evaluaron el porcentaje de 
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supervivencia, longitud de la planta, número de hojas y número y longitud de raíces. 

Obtuvieron que al emplear 1, 2 y 3 mg/l de ABA los porcentajes de supervivencia 

fueron 100, 90 y 90 % respectivamente y, particularmente al utilizar 3 mg/L los brotes 

mostraron los valores menores sobre la longitud (1.3 ± 0.12 cm), número de hojas (1.8 

± 0.26), número de raíces (1.5 ± 0.29) y longitud de raíz (1.9 ± 0.17 cm) siendo el 

tratamiento más eficaz. 

Mehraj et al. (2017), realizaron un experimento para conocer la respuesta de 

diferentes concentraciones (0, 0.01, 0.1, 1 y 10 mg/l) de cloruro de clorocolina (CCC), 

además agregaron dos sales: nitrato de amonio (412.5 mg/l) y nitrato de potasio (950.0 

mg/l), obteniendo medios MS modificados para la regeneración in vitro de cuerpos 

protocórmicos (PLBs) de Phalaenopsis ‘Fmk02010’. A los 42 días de haber sido 

cultivados, obtuvieron números máximos de PLBs en los medios con 0.01 mg/l de CCC 

(15.66) y peso fresco máximo (0.21 g), una tasa de formación del 100 %, una variación 

del 58,83 % en el número de PLBs (R2= 0,5883) y 47,44 % de variación en peso fresco 

(R2= 0,4744) a las diferentes concentraciones de CCC. Refieren que la adición de una 

concentración muy baja de CCC en el medio de cultivo de plantas puede aumentar el 

número, tasa de formación y peso fresco de PLBs de Phalaenopsis. 

Wayan-Deswiniyanti y Dwipayani-Lestari (2018), reportaron que el aumento de 

la diversidad de características de las plantas de orquídeas puede ser hecho 

administrando paclobutrazol. El tratamiento con paclobutrazol en medio de cultivo tuvo 

como objetivo inhibir el crecimiento tanto en hojas y la longitud de los brotes de modo 

que la planta (Vanda tricolor) se volviera más pequeña que la original. El resultado de 

la resistencia al crecimiento, que ocurrió varió según la concentración de paclobutrazol 

agregado al medio Vacint y Went (VW) en cultivo de semillas de Orquídea tricolor, 

añadieron agua de coco con diferentes concentraciones de paclobutrazol: control K0 

(0%), K1 (1 mg/l), K2 (3 mg/l), K3 (5 mg/l) y K4 (7 mg/l). Cada tratamiento con cinco 

repeticiones. El resultado de la siembra de Vanda tricolor fue que el 40 % de las 

semillas presentaron imbibición y formaron protocormos, el 8 % de las semillas se 

oscurecieron y el 52 % de los cultivos se contaminaron. Es decir, la semilla de esta 

orquídea tuvo respuesta, porque creció, hasta desarrollar protocormos, pero 
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estadísticamente al adicionar paclobutrazol al medio no encontraron diferencias 

significativas en el crecimiento de las orquídeas Vanda tricolor (P> 0.05). 

3.2. REGULADORES DE CRECIMIENTO VEGETAL EMPLEADOS EN 

EL CULTIVO EX VITRO  

Garza et al. (2001), reportaron el efecto de cuatro fitorreguladores comerciales en el 

desarrollo y rendimiento del girasol, dichas plantas fueron tratadas con Biozyme T F 

(Ácido Giberélico, Auxinas y Citoquininas) a 500 cc/ha, Biogib (giberelina) a 5 mM, 

Cycocel (Clormequat) a 3 000 ppm, Cultar (Paclobutrazol) 31 ppm y un testigo, para 

evaluar los efectos sobre los componentes morfológicos del rendimiento del girasol 

(Helianthus annuus L.). El experimento consistió en 20 unidades experimentales, cada 

una con 6 surcos. Evaluaron la altura de la planta, diámetro del tallo, longitud y ancho 

de la hoja, longitud y diámetro del pecíolo, área foliar, diámetro del capítulo, número 

de aquenios/planta, peso de aquenios/capítulo y rendimiento de grano/capítulo 

(Kg/ha). Mediante una ANOVA determinaron diferencias significativas (p<0.01) en 

todas las variables. Con la aplicación de Biogib (giberelina) obtuvieron un mayor 

aumento en la altura de las plantas, pero decremento en el rendimiento, con Cycocel 

(Clormequat) las plantas presentaron la menor altura, Cultar (Paclobutrazol) fue el que 

produjo una mayor área foliar y Biozyme (Ácido Giberélico, Auxinas y Citoquininas) 

originó la menor área foliar. Con respecto al rendimiento de grano con Biozyme (Ácido 

Giberélico, Auxinas y Citoquininas) y Cultar (Paclobutrazol) lograron la mayor 

producción. 

Lázaro et al. (2007), evaluaron los efectos del Cloromecuato (CCC) en trigo y 

obtuvieron una reducción de la altura en dos cultivares. El experimento G96 consistió 

en la adición de 3 l/ha, sin regulador (CCC) obtuvieron plantas con una altura de 96 

cm y con cloromecuato de 78 cm y con el experimento U96 sin regulador ejemplares 

de 108 cm y con 2 l/ha de regulador la altura fue menor (102 cm), sin embargo, el CCC 

fue poco efectivo para controlar el vuelco (pérdida de la posición vertical normal de los 

tallos), pero produjo un promedio de rendimiento de 8 %, las dosis añadidas del 

regulador aumentaron el número de granos/g de espiga (el factor de fertilidad de las 

espigas), el aumento en este factor explica la respuesta positiva del rendimiento. 
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Zheng et al. (2012), realizaron un estudio para comprobar la hipótesis que los 

retardantes del crecimiento: clorocolina (CCC) y paclobutrazol (PBZ) podrían mejorar 

la acumulación de carbohidratos en los bulbos de lirio al mejorar la capacidad 

fotosintética y cambiar las hormonas endógenas, por lo que rociaron a los híbridos de 

Lilium Oriental ‘Sorbonne’ con un aerosol de solución CCC o PBZ (ambos a 300 mg/l), 

seis semanas después de la siembra. Los parámetros morfológicos, contenidos de 

hormonas endógenas: ácido giberélico (GA), ácido abscísico (ABA) y ácido indol-3-

acético (IAA) y los contenidos de carbohidratos se midieron de seis a 18 semanas 

después de la siembra, a intervalos de 2 semanas. Los resultados mostraron que CCC 

aumentó la biomasa de hojas y tallos que podrían producir más fotoasimilados 

disponibles para transporte y utilización. Sin embargo, el tratamiento con PBZ suprimió 

el crecimiento vegetativo y favoreció el transporte de fotoasimilación a los bulbos, 

además observaron un pequeño retraso en la formación de yemas y antesis, pero los 

tratamientos (CCC y PBZ) mejoraron el contenido de sacarosa en las hojas, 

disminuyeron el GA, pero aumentaron el contenido de IAA en los bulbos de lirio. Por 

lo tanto, es un método eficaz.  

Bermúdez (2018), evaluó el efecto de chlormequat (Cycocel®) sobre plántulas 

de lechuga en invernadero, analizando cuatro tratamientos, aplicando una única dosis 

de 4.2, 8.4 y 12.6 m/l a los 15 días después de siembra, comparadas con un testigo. 

utilizó un diseño experimental completamente al azar. Las variables evaluadas a los 

26 días después de la siembra fueron altura total (cm) de la planta, altura de tallo y 

diámetro (mm), número de hojas y volumen y longitud de raíz. Obteniendo que las 

plántulas con chlormequat a 12.6 ml/l, presentaron menor altura total (9.36 cm) y 

menor altura de tallo (12 mm), comparadas con el testigo (14.69 cm y 21 mm 

correspondientemente),  sin embargo, el diámetro del tallo presentó valores similares 

(3.12 mm), en comparación con el testigo (3.11 mm), un número de hojas de 5, siendo 

igual al número de hojas obtenido del testigo, pero diferente a las dosis de 8.4 ml/l (4 

hojas) y 4.2 ml/l (4 hojas), que no presentaron diferencias entre sí, el volumen y 

longitud de raíz, todos los tratamientos fueron superiores al testigo. 
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IV. HIPÓTESIS 

H0: El empleo de retardantes de crecimiento no generará diferencias en el crecimiento 

y desarrollo de los explantes de Vanilla planifolia. 

H1: El empleo de retardantes de crecimiento generará diferencias en el crecimiento y 

desarrollo de los explantes de Vanilla planifolia. 
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V. OBJETIVOS 

5.1. GENERAL 

Evaluar el efecto de retardantes de crecimiento en el cultivo in vitro de Vanilla planifolia 

Andrews.  

5.2. PARTICULARES 

Determinar el efecto de la interacción de diferentes concentraciones de los retardantes 

de crecimiento ácido abscísico y cloruro de clormequat en el cultivo in vitro de Vanilla 

planifolia. 

Analizar el efecto del ácido abscísico y cloruro de clormequat en la organogénesis de 

las microestacas. 

Examinar el porcentaje de supervivencia de las microestacas obtenidas bajo efectos 

de retardantes de crecimiento. 
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VI. MÉTODO 

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

Instituto de Ciencias Biológicas de la UNICACH, ubicado en Ciudad Universitaria, 

Libramiento Norte Poniente 1150, Colonia Lajas Maciel Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.  

6.1. MATERIAL VEGETAL  

Se utilizaron microestacas de vainilla (Vanilla planifolia) de 1.5 cm (Figura 11), 

obtenidas de plántulas previamente cultivadas in vitro en medio Murashige & Skoog al 

50 %, incubadas a 25 ± 2 ºC, con un ciclo de fotoperiodo de 16/8 h y una intensidad 

lumínica de 2000 lux (Figura 12). 

6.2. PREPARACIÓN DE SOLUCIÓN MADRE (MACROELEMENTOS, 

MICROELEMENTOS Y QUELATOS) 

Se vertió la mitad del volumen final de la solución madre a preparar en un matraz 

Erlenmeyer (500 ml de agua destilada), posteriormente se agregaron una por una las 

sales minerales siguiendo el orden mostrado en el Cuadro 1; se esperó la disolución 

completa de cada una antes de adicionar la siguiente, una vez disueltas las sales; se 

 

Figura 11. Microestacas de Vanilla planifolia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Plántulas de Vanilla planifolia 

cultivadas en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos 

Vegetales de la UNICACH. 
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aforó a un litro y se colocó cada solución resultante en un recipiente de vidrio (Figura 

13), en el caso particular de los quelatos, se utilizó un frasco ámbar. Por último, se 

conservaron en refrigeración hasta su uso.  

 

Cuadro 1. Reactivos para la preparación de soluciones 

madres. 

Macroelementos (10X) 

100 ml (Por litro de medio) 

NH4NO3 (nitrato de amonio) 16.5 g 

KNO3 (nitrato de potasio) 19.0 g 

CaCl2 2H2O (cloruro de calcio) 4.4 g 

MgSO4 7H2O (sulfato de magnesio) 3.7 g 

KH2PO4 (fosfato de potasio monobásico) 1.7 g 

 

Microelementos (100X) 

10 ml (Por litro de medio) 

KI (yoduro de potasio) 83 mg 

H3BO3 (ácido bórico) 620 mg 

MnSO4 4H2O (sulfato de manganeso) 1690 mg 

ZnSO4 7H2O (sulfato de zinc) 860 mg 

Na2MoO4 2H2O (molibdato de sodio) 25 mg 

CuSO4 5H2O (sulfato cúprico) 2.5 mg 

CoCl2 6H2O (cloruro cobalto) 2.5 mg 

 

Quelatos (100X) 

10 ml (Por litro de medio) 

Na2EDTA 2H2O 4.123 g 

FeSO4 7H2O 2.780 g 

 

 

 

 

 

Figura 13. Solución de microelementos. 
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 6.3. PREPARACIÓN DE MEDIO MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) 

AL 75 %  

Para la preparación de los medios de cultivos, se colocaron 500 ml de agua destilada 

en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml. Posteriormente se vertieron 75 ml de 

macroelementos, 7.5 ml de microelementos, 7.5 ml de quelatos, 30 g/l de sacarosa, 

ácido abscísico (ABA) a 0, 1.5 y 3 mg/l, cloruro de clormequat (CCC) a 0, 1, 2, 4 y 6 

mg/l o su combinación (ABA/CCC) (Cuadro 2) (Figura 14) y se colocó en una parrilla 

con agitador magnético, una vez mezclado, se aforó a 1000 ml; una vez aforado, en 

un matraz Erlenmeyer, se ajustó el pH a 5.6 con hidróxido de sodio (NaOH) y ácido 

clorhídrico (HCl) al 1 N (Figura 14), una vez obtenido el pH deseado, se agregaron 2.5 

g/l de  Phytagel Sigma®, se calentó hasta alcanzar el punto de ebullición, se vaciaron 

20 ml de medio MS al 75 %, en cada uno de los frascos de vidrio de 125 ml con tapa 

(Figura 15), por último, se esterilizaron en autoclave (Figura 16) a 121 ºC a una presión 

de 15 lb psi-1, durante 15 minutos, se dejaron solidificar, se sellaron con película 

plástica adherente, se etiquetaron y dejaron a prueba de esterilidad durante 72 h. 

 

 

 

Cuadro 2. Matriz de combinaciones de retardantes de crecimiento. 

ABA/CCC mg/l 0 1 2 4 6 

 Control T 01 T 02 T 03 T 04 

0 0.0: 0.0 0.0: 1.0 0.0: 2.0 0.0: 4.0 0.0: 6.0 

 T 05 T 06 T 07 T 08 T 09 

1.5 1.5: 0.0 1.5: 1.0 1.5: 2.0 1.5: 4.0 1.5: 6.0 

 T 10 T 11 T 12 T 13 T 14 

3 3.0: 0.0 3.0: 1.0 3.0: 2.0 3.0: 4.0 3.0: 6.0 
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Figura 14. Preparación de medios de cultivo para 

la siembra de microestacas de Vanilla planifolia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Frascos con 20 ml de medio MS al 75 %, con 

retardantes de crecimiento (ABA, CCC y ABA/CCC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Autoclave para esterilización de medios. 
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6.4. CONSERVACIÓN IN VITRO A MEDIANO PLAZO 

Posteriormente las microestacas fueron transferidas asépticamente a los frascos de 

vidrio de forma aleatoria (una microestaca por frasco) con medio de cultivo modificado 

(con ABA, CCC o ambos) (Figura 17) estéril. Los tratamientos experimentales y el 

control estuvieron bajo condiciones de incubación por 200 días a una temperatura de 

25 ± 2 ºC, un ciclo de fotoperiodo de 16/8 h y una intensidad lumínica de 2000 lux 

(Figura 18). 

6.5. EVALUACIÓN DE LAS VARIABLES 

 Al cumplir el periodo de incubación se midió la longitud total de las plántulas, longitud 

de la raíz mayor y longitud de la hoja mayor, con un vernier digital marca Stainless 

Hardened (Figura 19). Se contabilizó el número de brotes, número de raíces, número 

de hojas y porcentaje de supervivencia. 

 

 

 

Figura 17. Siembra de una microestaca de 

Vanilla planifolia por frasco. 

 

 

 

 

 

Figura 18. Cuarto de crecimiento, bajo 

condiciones controladas. 
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6.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se empleó un diseño completamente al azar con 25 explantes por tratamiento, un 

explante (microestaca) por unidad experimental, teniendo un total de 375 unidades 

experimentales,14 tratamientos y control. 

Se realizaron pruebas exploratorias, se obtuvo la mediana, media y desviación 

estándar. Los datos obtenidos se pusieron a prueba bajo los supuestos de normalidad 

(Shapiro Wilk) y homogeneidad de varianza (Levene); dichos supuestos no se 

cumplieron (p < 0.05), por lo que se transformaron los datos mediante la (√ (X +1)); sin 

embargo, no se logró obtener normalidad y homogeneidad de varianza, por lo tanto, 

se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis usando medianas para la 

comparación estadística entre grupos, al obtener diferencias significativas (p < 0.05), 

se llevó a cabo la prueba post hoc de Dunn, para saber entre qué grupos hay 

diferencia. Los análisis se realizaron utilizando el software estadístico R versión (4.1.1). 

 

 

 

Figura 19. Medición de las variables evaluadas, con un 

vernier digital. 
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1. INTERACCIÓN DE LOS RETARDANTES DE CRECIMIENTO ABA 

Y CCC EN EL CULTIVO IN VITRO DE Vanilla planifolia Andrews 

7.1.1. Efecto de los retardantes de crecimiento en el fenotipo de las plántulas 

de vainilla 

Respecto a la interacción de las combinaciones de ABA/CCC, los tratamientos 

aplicados y evaluados no tuvieron efecto negativo en el fenotipo de las plántulas, 

puesto que sus estructuras (tallo, hojas, raíces y brotes) se desarrollaron de manera 

normal y sin alteraciones en su coloración (Figura 20).  

Los resultados anteriores concuerdan con los obtenidos en otras 

investigaciones: al respecto Bello-Bello et al. (2015), al emplear 1, 2 y 3 mg/l de ABA, 

no encontraron anomalías fenotípicas en las plántulas de vainilla (Vanilla planifolia 

Jacks). Por su parte, Barrueto y Carvalho (2008) reportaron que al conservar yemas 

axilares nodales de yuca (Manihot esculenta Grantz) con 20 y 30 µM de ABA, 

obtuvieron una completa dormancia de yemas, sin afectar su desarrollo y posterior 

conversión en plántulas. Mientras que, Yun-peng et al. (2012), mencionan que las 

plántulas de dos especies de lirios (Lilium davidii Duch. ex Elwes y Lilium longiflorum 

Thunb.), conservadas durante 15 meses con 3 mg/l de ABA y subcultivadas en un 

medio sin ABA durante un mes, no mostraron afectaciones en su morfología. 

Por el contrario, Alcántara et al. (2019), señalan que altos niveles de ácido 

abscísico pueden inducir un mal desarrollo en la planta y, como efecto secundario, 

puede reducirse la transpiración vegetal por medio de la regulación de las estomas 

estableciendo desequilibrio osmótico, lo que lleva a un nivel de turgencia impar a nivel 

celular. 
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7.1.2. Efecto de los retardantes de crecimiento en la longitud total de las 

plántulas de V. planifolia  

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05, prueba de 

Kruskal Wallis), al comparar las medianas de la longitud total de las plántulas. 

Respecto a la prueba de Dunn, presento diferencias significativas (p < 0.01), entre las 

medianas del tratamiento que contenía 1.5 con las de 3 mg/l ABA, mientras que con 

CCC se obtuvieron diferencias significativas (p < 0.05) a concentraciones de 4 y 6 mg/l, 

por último, presentó diferencia significativa (p < 0.05) a partir del tratamiento 

adicionado con 1.5: 4.0 mg/l de ABA/CCC (Cuadro 3). Además, se obtuvo que las 

plántulas del tratamiento con 3.0:6.0 mg/l de ABA/CCC (T 14), presentaron el mayor 

 

Figura 20. Efecto de concentraciones de dos retardantes de crecimiento, sobre la conservación in vitro 

de Vanilla planifolia Andrews. Concentraciones de izquierda a derecha: A) ácido abscísico (ABA) a 0, 

1.5 y 3 mg/l, B) cloruro de clormequat (CCC) a 0, 1, 2, 4 y 6 mg/l y C) su combinación (ABA/CCC) a 1.5: 

1.0, 1.5: 2.0, 1.5: 4.0, 1.5: 6.0, 3.0: 1.0, 3.0: 2.0, 3.0: 4.0 y 3.0: 6.0 mg/l a 200 días de cultivo. 
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efecto inhibidor sobre su crecimiento, obteniendo el promedio más bajo (0.30 ± 0.34 

cm); sin embargo, no se encontró diferencia significativa (p=1.0, prueba de Dunn), con 

el tratamiento (T 12), adicionado con 3.0: 2.0 mg/l (0.40 ± 0.38 cm) y T 13 a 3.0: 4.0 

mg/l (0.35 ± 0.46 cm); mientras que el control reflejo el promedio más alto (3.44 ± 1.38 

cm) (Cuadro 3 y Figura 21). 

Coincidiendo con Bello-Bello et al. (2015), quienes encontraron diferencias 

significativas entre los tratamientos, al evaluar el uso de 1, 2 y 3 mg/l de ABA. Además, 

refieren que, con 3 mg/l de ABA obtuvieron el promedio más bajo (1.3 ± 0.12) y 

difiriendo con Yun-peng et al. (2012), puesto que reportaron que las plántulas de lirios 

(Lilium longiflorum), después de seis meses de almacenamiento a -2°C, no mostraron 

diferencias significativas entre los tratamientos adicionados con 1 y 3 mg/l de ABA, sin 

embargo sus resultados son similares a los obtenidos en esta investigación, debido a 

que al evaluar la especie L. davidii, encontraron que los efectos fueron significativos, 

al añadir diferentes concentraciones de ABA y medio nutritivo, además, determinaron 

que el medio de conservación con mayor efecto inhibidor sobre el crecimiento en altura 

de las dos especies de lirios fue 1/4 de medio MS con 3 mg/l de ABA, reflejando los 

promedios más bajo (3.5 ± 0.8 y 5.3 ± 1.0, respectivamente). 

 

Figura 21. Promedio de la longitud total (cm) de las plántulas con los diferentes tratamientos: ABA/CCC 

mg/l, a 200 días de cultivo. 
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7.1.3. Efecto de los retardantes de crecimiento en la longitud de la raíz mayor 

Al aplicar la prueba Kruskal Wallis, sobre la variable longitud de la raíz mayor, se 

determinó que existen diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05). 

Mientras que, con la prueba de Dunn, se obtuvieron diferencias significativas (p < 0.05) 

entre las medianas del tratamiento 1.5 con las de 3 mg/l ABA, además la longitud de 

la raíz mayor disminuyó a partir de la adicción de 2 mg/l de CCC y a 3.0: 1.0 mg/l de 

ABA/CCC (Cuadro 3). Reflejando el promedio más bajo (1.51 ± 0.84) a 3.0:6.0 mg/l de 

ABA/CCC (T 14), sin embargo, no se encontró diferencia significativa (p=1.0, prueba 

de Dunn) con el tratamiento (T 12), que contenía 3.0: 2.0 mg/l (1.54 ± 0.67); mientras 

que el promedio más alto se obtuvo en el control (4.72 ± 1.15) (Cuadro 3 y Figura 22). 

Siendo similar a lo reportado por Bello-Bello et al. (2015), quienes encontraron 

diferencias significativas entre los tratamientos, al evaluar el uso de 1, 2 y 3 mg/l de 

ABA, sobre la longitud de la raíz, obteniendo el promedio más bajo (1.9 ± 0.17), al usar 

3 mg/l de ABA. 

 

Figura 22. Promedio de la longitud de la raíz mayor (cm), con los diferentes tratamientos: ABA/CCC 

mg/l, a 200 días de cultivo. 
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7.1.4. Efecto de los retardantes de crecimiento en la longitud de la hoja mayor 

Al evaluar la variable longitud de la hoja mayor, se obtuvieron diferencias significativas 

entre los tratamientos (p < 0.05, Kruskal Wallis). La prueba de Dunn mostro diferencias 

significativas (p < 0.01), en las concentraciones 1.5 con las de 3 mg/l de ABA, mientras 

que en el caso del retardante de crecimiento CCC, se determinó diferencia significativa 

(p < 0.05) a 6 mg/l y a partir del tratamiento 3.0:1.0 mg/l de ABA/CCC (Cuadro 3). Por 

otra parte, el promedio más bajo (0.48 ± 0.37) se presentó a 3.0:6.0 mg/l de ABA/CCC 

(T 14) y el más alto se obtuvo en el control (1.23 ± 0.44) (Cuadro 3 y Figura 23). 

 

Por lo tanto, la interacción de ácido abscísico y cloruro de clormequat a 3.0: 2.0, 

3.0: 4.0 y 3.0: 6.0 mg/l, presentó un efecto sinérgico, sobre la longitud total de las 

plántulas, la longitud de la raíz mayor y hoja mayor, de la especie Vanilla planifolia. Por 

lo que puede ser considerado como una buena alternativa de conservación a mediano 

 

Figura 23. Promedio de la longitud de la hoja mayor (cm), con los diferentes tratamientos: ABA/CCC 

mg/l, a 200 días de cultivo. 
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plazo, que permite aumentar los intervalos entre subcultivos, con un costo monetario 

menor, debido a que el CCC y ABA tiene un valor en el mercado de $1,000.00 y 

$1899.00 pesos mexicanos respectivamente, a comparación del método de 

conservación a corto plazo, el cual implica un crecimiento a tasas normales,  

mantenimiento constante, más horas de trabajo, reactivos y una mayor propensión a 

accidentes o contaminaciones (Bonilla et al., 2015), debido a que los subcultivos se 

realizan cada 30 días (Miceli-Méndez, 2021 y Medina, 2017).  

Al respecto, Bañón-Arias y Martínez-López (2010) y Cossio (2013), mencionan 

que el efecto de la interacción de diferentes concentraciones de retardantes de 

crecimiento aplicadas simultáneamente, se clasifica por su acción, de la siguiente 

manera: sinergismo, que hace referencia cuando la acción de una determinada 

sustancia se ve favorecida por la presencia de otra, al contrario, el antagonismo se da 

cuando la presencia de una sustancia evita la acción de otra o un balance de 

concentración (la acción de una determinada sustancia depende de la concentración 

de otra). 

 Además, cuando resulta un sinergismo, este puede ser aprovechado para 

reducir la dosis empleada de cada uno de los retardantes de crecimiento o reguladores 

de crecimiento, el efecto dañino a altas concentraciones de alguno de estos, además 

de los costos. La utilización de dos compuestos con distinto mecanismo de acción o 

que afecten a dos etapas distintas de la biosíntesis de las giberelinas puede mejorar 

la eficacia (Bañón-Arias y Martínez-López, 2010 y Cossio, 2013). 

Citando como ejemplo, la aplicación conjunta de clormecuat y daminozida 

presentaron un efecto sinérgico en Poinsettia (Euphorbia pulcherrima); así, se ajusta 

la dosis del primer compuesto para que no cause fitotoxicidad, y se aumenta el nivel 

de eficacia con el aumento del segundo. Las mezclas de daminozida-paclobutrazol y 

etefón-prohexadiona han producido efectos sinérgicos en cultivos de Begonias 

(Begonia semperflorens). Además, Rivera-Calderón et al. (2008), encontraron un 

efecto sinérgico entre dos inductores de tuberización (BAP/CCC), al obtener las 

producciones más altas de microtubérculos, al emplear las siguientes 

concentraciones: 10:500, 5.0:500 y 8.0:800 mg/l de BAP/CCC. 
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7.2. EFECTO DEL ABA Y CCC EN LA ORGANOGÉNESIS DE LAS 

MICROESTACAS DE VAINILLA 

7.2.1. Efecto de los retardantes de crecimiento en el número de brotes 

Al realizar la prueba de Kruskal Wallis, se encontraron diferencias significativas entre 

los tratamientos (p < 0.05), al comparar las medianas del número de brotes. Se 

obtuvieron diferencias significativas (p < 0.05, prueba de Dunn) entre las medianas del 

tratamiento adicionado con 1.5 con las de 3 mg/l ABA, respecto a CCC, se obtuvieron 

diferencias significativas (p < 0.05, prueba de Dunn) a partir de la concentración 2 mg/l 

y a 3.0: 2.0 mg/l de ABA/CCC (Cuadro 3). La formación de nuevos brotes fue más alta, 

sin la adición de retardantes de crecimiento (control), obteniendo un promedio de 3.67 

± 0.57, mientras que el promedio más bajo (0.27 ± 0.46) se presentó a 3.0:6.0 mg/l de 

ABA/CCC (T14), es decir la adicción de ambos retardantes de crecimiento, fue eficaz 

para inhibir la formación de brotes. Sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas (p=1.0, prueba de Dunn), con el tratamiento (T 12), adicionado con 3.0: 

2.0 mg/l (0.40 ± 0.38 cm) y T 13 a 3.0: 4.0 mg/l (0.35 ± 0.46 cm) (Cuadro 3 y Figura 

24).  

Al respecto, Da Silva y Scherwinski‑Pereira (2011), observaron una tendencia 

lineal de disminución de los valores respecto a la longitud de los brotes y número de 

yemas por brote de pimienta (Piper aduncum L.), al aumentar las concentraciones de 

ABA de 1 a 3 mg/l. En el caso de la pimienta larga (Piper hispidinervum Kunth.), al usar 

1 y 2 mg/l de ABA, no encontraron un efecto inhibidor significativo, sobre la longitud de 

los brotes y las yemas por brote, obteniendo un promedio de 13 cm y 10 yemas. Sin 

embargo, al añadir 3 mg/l de ABA, obtuvieron un promedio más bajo de 8.8 cm de 

longitud y 6.8 yemas por brotes. 

Por otra parte, el uso de cloruro de clormequat (CCC), ha sido documentado por 

Rivera-Calderón et al. (2008), quienes señalan que la adición de 10:500 mg/l de 

BAP/CCC al medio de cultivo (MS al 100 %), es capaz de inducir la más alta producción 

de microtubérculos de papa, con un promedio de 9.08, considerando este método una 

estrategia alterna, para la conservación del germoplasma de papa. Por su parte, 
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Hussain et al. (2006), reportaron que el empleo de medio de cultivo Murashige & 

Skoog, adicionado con 200 mg/l de CCC promovieron la inducción máxima de 

tubérculos (16.5 tubérculos/frasco). 

 

 

7.2.2. Efecto de los retardantes de crecimiento en el número de raíces  

La prueba de Kruskal Wallis indico que existen diferencias significativas entre los 

tratamientos (p < 0.05). Mientras que, al aplicar la prueba de Dunn, se obtuvieron 

diferencias significativas (p < 0.05) entre las medianas del tratamiento 1.5 con las de 

3 mg/l ABA, en las concentraciones 4 y 6 mg/l de CCC y a partir del tratamiento 3.0: 

1.0 mg/l (Cuadro 3). Además, el control presento el número de raíces más alto, con un 

promedio de 5.24 ± 1.37, mientras que en el tratamiento 14 se obtuvo el promedio más 

bajo (1.50 ± 0.78) (Cuadro 3 y Figura 25).  

 

Figura 24. Promedio del número de brotes con los diferentes tratamientos: ABA/CCC mg/l, a 200 

días de cultivo. 
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Por su parte, Páez y González (2001), al conservar de manera in vitro papa 

(Solanum tuberosum L) variedad Patrones, observaron diferencias significativas entre 

los tratamientos al evaluar el número de raíces. Además, al añadir al medio de cultivo 

Murashige & Skoog retardantes de crecimiento (1.5 mg/l de ABA y 1.5 mg/l de CCC) y 

2 % de Sacarosa, obtuvieron el promedio de desarrollo de raíces más bajo (1.15). 

        

7.2.3. Efecto de los retardantes de crecimiento en el número de hojas 

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05, Kruskal 

Wallis), al comparar las medianas del número de hojas (Cuadro). Al realizar la prueba 

de Dunn se encontraron diferencias significativas (p < 0.01) entre los tratamientos 

adicionados con 1.5 y 3.0 mg/l ABA, en cuanto al retardante CCC, se obtuvieron 

diferencias significativas (p < 0.05) a 4 y 6 mg/l y a partir del tratamiento con 1.5: 6.0 

mg/l de ABA/CCC (Cuadro 3). La formación de hojas fue más alta, sin la adición de 

retardantes de crecimiento (control), obteniendo un promedio de 5.52 ± 2.77, mientras 

 

Figura 25. Promedio del número de raíces con los diferentes tratamientos: ABA/CCC mg/l, a 200 días 

de cultivo. 
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que el promedio más bajo (1.83 ± 0.61), se presentó a 3.0:6.0 mg/l de ABA/CCC (T14) 

(Cuadro 3 y Figura 26).  

Siendo similar a lo reportado por Bello-Bello et al. (2014), en el estudio realizado 

sobre la conservación in vitro de caña de azúcar, donde encontraron diferencias 

significativas entre los tratamientos, adicionados con 1, 2 y 3 mg/l de ABA. Además, 

obtuvieron el promedio más bajo (2.5 ± 0.24) de la variable número de hojas, al 

emplear 3 mg/l de ABA. 

 

 

 

Figura 26. Promedio del número de hojas con los diferentes tratamientos: ABA/CCC mg/l, a 200 días 

de cultivo. 
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Cuadro 3. Efecto de la interacción de diferentes concentraciones de ABA y CCC en la morfogénesis de Vanilla 

planifolia Andrews 

 

Datos obtenidos a 200 días de cultivo, n = 25. Las medianas con letras diferentes en cada columna indican 

diferencias estadísticas significativas (Dunn, p < 0.05), además los datos representan las medias ± SD 

(desviación estándar). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

51 
 

7. 3. PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA DE PLÁNTULAS DE 

VAINILLA BAJO EFECTOS DE RETARDANTES DE CRECIMIENTO 

DURANTE 200 DÍAS 

Los tratamientos adicionados con 1.5 mg/l de ABA (T 05),1.5: 6.0 mg/l (T 09) y 3.0: 2.0 

mg/l (T 12) de ABA/CCC, reflejaron el porcentaje de supervivencia más alto de 100 % 

respectivamente, seguido por el tratamiento con 3.0: 1.0 mg/l de ABA/CCC (T 11) con 

un 96 %. Mientras que, en el tratamiento adicionado con 6 mg/l de CCC (T 04), se 

obtuvo el porcentaje de supervivencia más bajo con un 56 % (Figura 27 y Cuadro 3).  

Lo resultados obtenidos, coinciden con lo reportado por los siguientes autores: 

Bello-Bello et al. (2015), en el estudio sobre la conservación in vitro de vainilla (Vanilla 

planifolia), refieren que con 1, 2 y 3 mg/l de ABA obtuvieron un porcentaje de 

supervivencia del 100, 90 y 90 %, respectivamente. Por su parte, Da Silva y 

Scherwinski‑Pereira (2011), en su investigación sobre la conservación in vitro de 

brotes de Piper aduncum y Piper hispidinervum (pimienta y pimienta larga, 

respectivamente), reportaron que la supervivencia de los brotes de P. aduncum, a 0.5 

y 1.0 mg/l de ABA fue del 100 %, mientras que los brotes de P. hispidinervum, 

reflejaron una supervivencia del 100 % al añadir 1 y 2 mg/l de ABA. 

Sin embargo, los porcentajes de supervivencias obtenidos al usar 3 mg/l de ABA 

en esta investigación, son diferentes a los reportados en los siguientes estudios: Da 

Silva y Scherwinski‑Pereira (2011), indican que al usar 3 mg/l de ABA, obtuvieron una 

supervivencia del 34.5 % de brotes cultivados de P. hispidinervum. Al igual que Bello-

Bello et al. (2014), sobre la conservación in vitro de caña de azúcar, puesto que al 

emplear 3 mg/l de ABA, obtuvieron un efecto negativo sobre la supervivencia que fue 

de 53 %, siendo paclobutrazol (PAC) el retardante de crecimiento más viable para la 

conservación de esta especie con un 100 % de supervivencia.  

Mientras que Jun-Pan et al. (2014), reportaron una supervivencia del 48 % de 

las microplántulas de uva silvestre china (Vitis heyneana), después de 10 meses sin 

subcultivo, utilizando un área de película respirable con aire (ABFA) de19.63 mm2, 5.0 
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g/l de CCC y una intensidad de luz baja, siendo estas las condiciones más adecuadas 

para su conservación a crecimiento lento.  

En relación con el porcentaje de supervivencia, se observó que la causa 

principal de mortalidad de las plántulas de vainilla fue la contaminación de los medios 

de cultivo. Obteniendo los valores más altos en los tratamientos con 6 mg/l de CCC (T 

04) y con 2 mg/l de CCC (T 02) con 24 y 20 % respectivamente (Figura 27), causada 

por la presencia de hongos (Figura 28), mientras que solo los tratamientos con 1 mg/l 

de CCC (T 01), 1.5: 2.0 mg/l (T 07), 1.5: 6.0 mg/l (T 09) y 3.0: 2.0 mg/l (T 12) de 

ABA/CCC, no presentaron contaminación (Figura 27).  

Al respecto, Aguilar (2000), Hernández y González (2010) y Bello-Bello (2020), 

han reportado que la contaminación por microorganismos (hongos y bacterias), es uno 

de los problemas más graves al micropropagar plantas mediante cultivo in vitro, porque 

afecta los resultados e incluso mata al tejido vegetal cultivado, causada por diversas 

entradas de contaminantes en las diferentes etapas del proceso, las cuales pueden 

provenir del material de campo donde la contaminación es propia de la planta, 

introducciones accidentales al preparar los medios de cultivo o una inadecuada 

manipulación de los explantes al subcultivar, puesto que en ese momento se abren los 

frascos y quedan expuestos, sumado a una inadecuada técnica aséptica, aumenta las 

posibilidades de contaminación, además, los cultivos almacenados por un largo 

periodo en el cuarto de crecimiento, son más vulnerables a sufrir contaminaciones de 

hongos. 

Además, las plántulas presentaron una segunda causa de mortalidad por 

fenolización u oscurecimiento del explante (figura 29). Los tratamientos adicionados 

con 6 mg/l de CCC (T 04) y 3.0: 6.0 mg/l de ABA/CCC (T 14), presentaron los valores 

más altos de 20 y 16 % respectivamente. Por su parte, Azofeifa (2009), menciona que 

la fenolización es la oxidación, provocada por radicales libres y compuestos fenólicos, 

que ocasionan el oscurecimiento del tejido vegetal o el medio de cultivo, causando la 

muerte del explante. Siendo un problema que ocurre frecuentemente al realizar la 

técnica de cultivo in vitro, debido a diversas causas: al efecto corrosivo producido por 

las sustancias usadas para desinfectar los explantes, los cortes realizados al tejido 
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vegetal durante su selección, la composición y la cantidad del medio de cultivo 

seleccionado, además de la calidad del frasco a emplear. 

Concordando con los resultados reportados por Tejada-Alvarado et al. (2022), 

quienes mencionan que los segmentos nodales de bambú (Guadua angustifolia), 

desarrollaron brotes a los siete días de su cultivo in vitro. Sin embargo, el medio de 

cultivo presento pardeamiento y oscurecimiento ocasionado por los fenoles liberados 

por los explantes, afectando su viabilidad y provocando su posterior muerte. Por su 

parte, Rodríguez-Layza et al. (2021), observaron fenolización de los microesquejes de 

café (Coffea arabica Var. Caturra Rojo), cultivados in vitro. 

 

 

 

Figura 27. Porcentaje de supervivencia y mortalidad de plántulas de vainilla (Vanilla planifolia) con los 

diferentes tratamientos: ABA/CCC mg/l, a 200 días de cultivo.  
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Figura 29. Plántulas de Vanilla planifolia, cultivadas in vitro, muertas por fenolización. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Plántulas de vainilla (Vanilla planifolia) muertas por la contaminación de hongos en el medio 

de cultivo. 
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VIII. CONCLUSIONES 

• La técnica de crecimiento reducido, empleando diferentes concentraciones de 

los retardantes de crecimiento ácido abscísico y cloruro de clormequat, no 

reflejó un efecto negativo en el fenotipo de las plántulas evaluadas. Presentando 

un efecto sinérgico a 3.0: 2.0, 3.0: 4.0 y 3.0: 6.0 mg/l (T 12, T 13 y T14 

respectivamente), que permitió la conservación in vitro a mediano plazo de la 

especie Vanilla planifolia Andrews. 

• Las combinaciones de ABA y CCC a 3.0: 2.0, 3.0: 4.0 y 3.0: 6.0 mg/l, mostraron 

un efecto significativo (p < 0.05, prueba de Dunn), sobre la longitud total de las 

plántulas, longitud de la raíz mayor y longitud de la hoja mayor y la 

organogénesis (número de brotes, número de hojas y número de raíces), 

reflejado en la obtención de los promedios más bajos a excepción de la variable 

longitud de la hoja mayor. 

• Sin embargo, las plántulas de vainilla del tratamiento (T 12), adicionado con 3.0: 

2.0 mg/l de ABA/CCC, tuvieron una supervivencia del 100 %, logrando 

subcultivos cada 200 días. Por lo tanto, este método, puede considerarse como 

una estrategia para el establecimiento de bancos de germoplasma in vitro con 

un costo monetario y energético menor, en comparación con otras técnicas de 

conservación a corto o largo plazo, que requieren de insumos costosos o no 

son viables porque afectan el tejido vegetal, causando incluso su muerte. 
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IX. RECOMENDACIONES 

• Realizar futuras investigaciones con base en el método establecido en este 

trabajo, tomando en cuenta los tratamientos 12 (3.0: 2.0 mg/l), 13 (3.0: 4.0 mg/l) 

y 14 (3.0: 6.0 mg/l), los cuales fueron los más efectivos. 

• Emplear microestacas o brotes de la misma especie (Vanilla planifolia Andrews) 

u otra especie de orquídea para determinar si puede ser aplicado en otras 

especies, además de realizar tres repeticiones por tratamiento. 

• Extender el periodo de conservación de 200 días a 230 días, así como el uso 

de otro retardante no empleando hasta el momento en esta especie y para estos 

fines, puesto que actualmente el ABA no puede ser importado al país.   

• Tomar todas las medidas necesarias para que el área de trabajo se encuentre 

completamente bajo condiciones estériles, para disminuir las posibilidades de 

contaminación y riesgo de daño o muerte del material vegetal cultivado. 
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XI. ANEXOS 

Anexo 1. Homogeneidad de varianzas (prueba de Levene) 

 

Anexo 2. Normalidad (prueba de Shapiro Wilk) 

 
Anexo 3. Prueba de Kruskal Wallis 

 

 

 

 

Variable Levene (Valor “p”) 

Longitud total de las plántulas 4.994e-08 

Número de brotes 0.03664 

Número de hojas 9.615e-10 

Número de raíces 0.04355 

Longitud de la raíz mayor 0.04979 

Longitud de la hoja mayor 0.1492 

Los valores de p menores a 0.05, indican que los datos no tienen homogeneidad de varianza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variable Shapiro Wilk (Valor “p”) 

Longitud total de las plántulas 5.415e-13 

Número de brotes 1.351e-14 

Número de hojas 1.665e-14 

Número de raíces 1.584e-14 

Longitud de la raíz mayor 5.497e-06 

Longitud de la hoja mayor 1.881e-07 

Los valores de p menores a 0.05, indican que los datos no tienen normalidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variable Kruskal Wallis (Valor “p”) H0 

Longitud total de las plántulas 2.2e-16 Rechazada 

Número de brotes 2.2e-16 Rechazada 

Número de hojas 2.2e-16 Rechazada 

Número de raíces 2.2e-16 Rechazada 

Longitud de la raíz mayor 2.2e-16 Rechazada 

Longitud de la hoja mayor 1.213e-13 Rechazada 

Al ser el valor de “p” significativo (menor a 0.05), se rechaza la hipótesis nula. 
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Anexo 4. Cronograma de actividades 

2021 

CRONOGRAMA 

Actividades Semestre Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic 

Clases Primer             

 Segundo             

Avance de 
manuscrito de 

tesis. 

             

Preparación de 
medios de cultivo. 

             

Siembra.              

Incubación.              

Curso: Biología de 
la Conservación. 

             

Curso: 
Aplicaciones 

Multivariadas en 
Ecología. 

             

Curso: Bases 
Ecológicas para la 

Agricultura 
Sustentable. 

             

Análisis de datos 
preliminares. 

             

Presentación ante 
el comité tutorial. 

             

Coloquio.              

2022  Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic 

 Tercer             

Avance de 
manuscrito de 

tesis. 

             

Segundo coloquio              

 Cuarto             

Envío de artículo.              

Documento de 
tesis final. 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


