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RESUMEN

El género Vanilla tiene gran potencial para la comercializacion sus capsulas de las
cuales extraen la esencia de vainilla natural para uso alimenticio y cosmético. La especie
en estudio no cuenta con una metodologia para la micropropagacion ya que el interés
es reciente, por lo que en esta investigacién se tuvo como objetivo la aplicacion de
fitohormonas en segmentos nodales para la propagacion in vitro, probando el protocolo
de desinfeccion de los segmentos nodales con NaClO en distintas concentraciones (T:
0,5%, T» 1,0%, y Tz 1,5%). Se emplearon segmentos nodales provenientes del plantel
genético del vivero de Corporacion Gy G E.L.R.L., los cuales pasaron por el proceso de
desinfeccion limpiando con alcohol y colocando en frascos estériles para continuar la
esterilizacion en la caAmara de flujo laminar, siendo el mejor resultado de 1,5% de NaClO.
Para establecer el mejor medio de cultivo se trabajé con cuatro medios teniendo como
base M&S (T1, T2, Ts, y Ta) y como constantes los aditivos de 0,5 mg/L de éacido
nicotinico, 0,4 mg/L de thiamina, 20 g/L de sacarosa, 10 g/L de agar (pH entre 5,4 a 5,6);
con 0,5 ml/L de 6-bencilaminopurina en T2, con 1 ml/L de 6-bencilaminopurina y 0,5 ml/L
de acido naftalen acético en T3, y con 1,5 ml/L de 6-bencilaminopurina'y 1 ml/L de acido
naftalen acético en Ta; de los cuales se obtuvo que el mejor resultado es el tratamiento
Ts (1 ml/L de BAP y 0,5 ml/L ANA) que nos dio como resultado 5,56 brotes promedio.

Palabras clave: V. pompona, brotes, segmentos nodales, cultivo in vitro.
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ABSTRACT

The Vanilla genus is of great potential for the commercialization of its capsules from
which the natural vanilla essence is extracted for food and cosmetic use. The species
under study does not have a methodology for micropropagation since the interest on it
is recent, so the objective of this research was the application of phytohormones in nodal
segments for in vitro propagation, testing the protocol of disinfection of nodal segments
with NaClO at different concentrations (T1 0.5%, T» 1.0%, and T3 1.5%). Nodal segments
from the genetic stock of the Corporacion G y G E.l.R.L. nursery were used, which
underwent the disinfection process by cleaning with alcohol and placing them in sterile
flasks to continue sterilization in the laminar flow chamber. The best result was 1.5%
NaClO. To establish the best culture medium, four media were used with M&S as a base
(T1, T2, T3, and T4) and as constants the additives of 0.5 mg/L nicotinic acid, 0.4 mg/L
thiamine, 20 g/L sucrose, 10 g/L agar (pH between 5.4 and 5.6); with 0.5 ml/L 6-
benzylaminopurine at T, with 1 ml/L 6-benzylaminopurine and 0.5 ml/L naphthalene
acetic acid at T3, and with 1.5 ml/L 6-benzylaminopurine and 1 ml/L naphthalene acetic
acid at T4. The best result was obtained with the T treatment (1 ml/L BAP and 0.5 ml/L

ANA), which gave an average of 5.56 shoots.

Key words: Vanilla pompona, shoots, nodal segments, in vitro culture.




16

CAPITULO |
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

La Vanilla es un género que esta dentro de la familia Orchidaceae clasificado por Swartz,
en 1799, su nombre deriva del espafnol “Vainilla” (pequefa vaina) en alusion a la forma
del fruto. Tiene una distribucion muy especial a diferencia de los otros grupos de esta
misma familia, debido a que se trata de un género que se encuentra en regiones
tropicales en casi todos los continentes (América, Africa y Asia); la Vanilla pompona
Schiede en nuestro pais se encuentran en diversos departamentos tales como San
Martin y Madre de Dios (Damian y Janovec, 2018). Dentro del fruto en forma de vaina
encontramos minusculas semillas de 0,3 mm, de didmetro de la cual se extrae una
esencia popular denominada vainilla, utilizada en la preparacién de tortas, cremas,
helados, chocolates, etc. y en la industria farmacéutica para la extraccion de la esencia

utilizada en cremas, perfumes, sahumerios (Vatteone, 2017).

Se conocen varias especies del género Vanilla de las cuales quince son oriundas de
México y Centroameérica, siendo las mas cultivadas con fines productivos la Vanilla

planifolia y Vanilla pompona (Flores et al., 2017).

En el Alto Mayo, existen humedales los cuales albergan vegetacion arbdrea de
aguajales y renacales, los mismos que fungen de forofitos sobre los que crecen
diversidad de orquideas epifitas entre ellas la Vanilla pompona Schiede, asimismo,
existe gran presion antrépica sobre estos espacios que se vienen perdiendo por la
deforestacion, la destruccién de los hébitats la extraccion ilegal hace que muchas
especies de la familia Orchidaceae desaparezcan rapidamente (Plan Nacional de

Conservacion de Orquideas 2019).

La vainilla es una planta muy susceptible a contraer plagas y/o enfermedades, en la
mayoria de los casos producida por hongos en especial por el Fusarium oxysporum, lo
gue ocasiona en hojas la aparicion de clorosis, y el pudrimiento de los tallos y raices, lo
gue puede producir la muerte de toda la planta (Adame Garcia et al 2015, mencionado
por Hernandez, 2020). Es importante planificar mecanismos para salvaguardar y
conservar el plantel genético de la Vanilla (fitogenético) por lo que se esta formando
protocolos para la conservacion y propagacion de la Vanilla aplicando el mejoramiento

genético (Bautista, 2022).
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Por su parte Gatjens et al. (2018), menciona que la vanilla en la mayoria de los casos
se reproduce por cortes de esquejes recolectados de la misma planta madre, lo que
genera una demora en el crecimiento de la especie vegetal y en la elaboracion, ademas
gue los cortes de esquejes en muchos casos no llegan de desarrollarse, esta accion es
mas para produccién de plantas a pequefia escala ya que la planta madre al ser
diseccionada esta expuesta a contraer enfermedades como hongos, bacterias, entre
otros. En cuanto a la propagacion de la vanilla por semillas tiene su limitante ya que en
muchos casos estas no llegan a germinar, prosperan poca cantidad y en el crecimiento
mueren, lo que no permite una propagacion adecuada de esta especie. El cultivo in vitro
es una técnica mas adecuada de reproducir plantulas de vanilla en mayor cantidad, se
hace mencién que existen diversas técnicas que se han desarrollado para la
propagacion de Vanilla planifolia, las cuales estan orientadas a la produccion de brotes

y de protocormos, obtenidos del apice de la vanilla, yemas y nodos.

El problema planteado en la investigacion se basa en como influenciara la aplicacion de
fitohormonas en segmentos nodales en permitir la propagacion in vitro de la Vanilla
pompona Schiede, considerando que en la hipétesis la aplicacion de fitohormonas tiene
un efecto significativo sobre la propagacién in vitro, es decir incrementara la

propagacion.

Los objetivos son el de aplicar fitohormonas en segmentos nodales para la propagacion
in vitro de Vanilla pompona Schiede, asimismo determinar el efecto del acido
bencilaminopurina (BAP) y &acido naftalen acétic (ANA), en los segmentos nodales,
evaluar la formacién de plantulas producidas a partir de los segmentos y determinar una

metodologia de propagacion in vitro.

Por lo que se evalué el efecto del acido naftalen acético (ANA) y del acido 6-
bencilaminopurina (BAP) en la formacién de plantulas a partir de segmentos nodales de
la Vanilla pompona Schiede, cuya aplicacién genera el incremento de la propagacién de

plantulas, y la disminucion del tiempo necesario para la propagacion in vitro de Vanilla.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1.Antecedentes de la investigacion

Antecedentes internacionales

Arenas (2019), gener6 un protocolo para la elaboracion de medio de siembra MS
(Murashige y Skoog) con la finalidad de producir explantes de Vanilla planifolia G.
Jackson con la finalidad de solucionar la dificultad del envejecimiento del explante en
distintos medios de siembra con diversas concentraciones de MS al 100%, 70%, 40% y
10 %, de igual manera con el empleo de sacarosa (azlcar), agregado a esta agua de
coco. Se obtuvo que en el tratamiento al 40 % demord en aparecer hongos

contaminantes en el medio de cultivo.

Flores et al. (2017), se realiz6 el desarrollo in vitro de semillas de Vanilla planifolia Jacks
comparando dos técnicas de propagacion in vitro, el convencional que es cultivo in vitro
en medio semisdlido, y el cultivo in vitro en medio liquido en el cual las plantas estan
sumergidas durante cierto tiempo. Indujeron a la germinacion de semillas en medio
semisélido Murashige y Skoog (MyS) alternando el uso del carbén activado, y en
condiciones de luz por periodo de tiempo o en oscuridad total. Posteriormente de cinco
cambios de medio de cultivo se propagaron los brotes obtenidos, cambiando con el
incremento de hormonas en el sistema de inmersion temporal. Usando ambos métodos,
se evaluo el tamafio alcanzado, la cantidad de brotes generados a los 30 dias de cultivo
y la capacidad de formacién. Estos resultados mostraron que el 90% de las semillas de
las cdpsulas de vanilla que estan entre los de 9 a 10 cm de longitud, brotaros las semillas
a los dos meses de oscuridad en el cultivo. De esta evaluacion no se identifico
diferencias notables entre la cantidad de brotes y la capacidad de formacién de brotes
en ambas técnicas de propagacion (convencional y SIT), siendo la inmersion temporal,
la que generé un mejor crecimiento en el mismo tiempo de cultivo. Sin embargo, los
resultados logrados coincidieron en el uso de las dos alternativas para la propagacion

in vitro de vainilla.

Carranza (2020), desarrollaron una investigacibn para generar un protocolo de
micropropagacion in vitro donde se evalud el efecto de distintos concentrados organicos.
Este proceso de propagacion in vitro inicia con la germinacion de semillas, de las

mismas que se obtuvo protocormos, estos se sembraron en medio de cultivo MS con
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adicion de concentrados organicos naturales los cuales fueron platano, pifia, agua de
coco y MS testigo, con esto poder para generar la morfogénesis. Consecutivamente con
la finalidad de estimular la rizogénesis de los brotes y posterior adaptacion, se
emplearon las auxinas en los tratamientos (AIB y AlIA). En cuanto a los resultados
obtenidos, estos indican que la germinacion comenzo a los sesenta (60) dias del cultivo
in vitro, y que la incorporacién de concentrados organicos naturales origin6 notable
diferencia en el crecimiento de los brotes, resultando mas eficaz el tratamiento con
platano. A esto suma la adicién de 0,5 mg L-1 de AIA que ayudé al enraizamiento y la
pre aclimatacion in vitro. El resultado nos indica que la adicion de concentrados
organicos naturales, ayudan a promover la morfogénesis de plantulas de vanilla, sin
tener la urgencia de usar reguladores de crecimiento sintéticos en las primeras fases de

la propagacion in vitro.

Chacén (2017), evaluaron la formacién asimbiotica de orquideas Rodriguezia longifolia,
Bletia catenulata, Epidendrum secundum, y Epidendrum spilatum en medio de cultivo
MS con tres concentraciones organicas y un medio testigo: pulpa de pifia, agua de coco,
y pulpa de platano. Las capsulas recolectadas donde se obtuvieron las capsulas
proceden del distrito Pillcopata, en la provincia Paucartambo, departamento Cusco.
Obtuvieron el tiempo que toma la germinacion de las semillas y su reaccion ante las
concentraciones organicas, esto comparado con el medio de cultivo testigo, asimismo
se instalé de forma artificial la germinacién de las semillas en cinco fases diferentes el
embelesamiento, la variacion de la oxidacién por la evolucién de protoplastidios en
cloroplastos, el comienzo de la division celular, la generacién de los protocormos y la
aparicion de los érganos vegetativos. Los resultados de esta invstigacion indican que el
medio de cultivo enriquecido con concentraciones organicas de pifia se obtuvieron una
mayor respuesta de germinacion asimbiética en las siguientes especies de orquideas
Rodriguezia longifolia, Bletia catenulata y Epidendrum spilatum, a diferencia del medio
MS enriguecido con concentraciones organicas de platano tuvo una mejor respuesta a
la germinacién de semilla de Epidendrum secundum, el que tuvo el menor rendimiento
para la germinacién fue el medio enriguecido con concentracion organica de agua de
coco, los tiempos de desarrollo de las semillas para el Epidendrum secundum fue de 5
semanas, para la Bletia catenulata 8 semanas, para el Epidendrum spilatum 11

semanas, y para la Rodriguezia longifolia fue de 12 semanas.

Aucapifia (2016), menciona que establecieron un protocolo para el empleo del 4cido
giberélico (AG3), el &cido indol butirico (IBA) y la kinetina (Kin) en orquideas del Ecuador

mediante la propagacion in vitro de orquideas de las especies de Epidendrum
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schistochilum, Epidendrum jamiesonis, y Oncidium ornithorhynchum, para lo cual se
evaluaron cual seria la concentracion mas adecuada en bioensayos de Solanum
lycopersicum (tomates), después se continué realizando el establecimiento del
porcentaje semillas de orquideas germinadas para lo que se empledé las giberelinas, las
primeras semillas fueron sembradas en medio Knudson C Modificado Plus al cual se le
adicion6 130 pL de cada solucion de hormonas, con esto se establecié una dosis de 0,1
mg/L para el Epidendrumy de 0,2 mg/L para la Oncidium, de la misma manera se evalué
el efecto del &cido indol butirico (IBA), la kinetina (Kin), y la mezcla de ambos (IBA y Kin)
en el crecimiento de protocormos de las orquideas Epidendrum jamiesonis y
Epidendrum schistochilum sembrados en el medio de cultivo “Orchid Maintanance
Medium” agregando 130 pL de hormona. Para el empleo de la kinetina (Kin) se emple6
una concentracion optima de 0,01 mg/L para obtener tamafio en brotes y 0,4 mg/L para
cantidad de brotes, de igual manera, estableciendo un equilibro entre las auxina-
citoguinina en la especie Epidendrum schistochilum es 7,5 mg/L IBA x 0,1 mg/L Kin, en
cuanto a Epidendrum jamiesonis se obtiene un superior resultados a 3 mg/L IBA x 0,4
mg/L Kin. Sin embargo, existe un mayor crecimiento en cuanto a la cantidad de brotes,
crecimiento radicular y foliar (hojas) en el cruce de hormonas que al ser usadas por

separado.

Ariza (2018), realizaron una investigacion con la finalidad de medir el resultado del uso
de la fécula de maiz y de dos reguladores de crecimiento el 6-bencilaminopurina (bap)
y el &cido naftalenacético (ana) para la germinacion de semillas de orquidea
Prosthechea sp., de la cual su poblacién en habitat se encuentra desapareciendo y entra
en peligro de extinciébn en San Rafael, zona rural de Fusagasugad Cundinamarca,
Colombia, esto debido a la deforestacion de los bosques y la extraccion ilegal de la
especie, para tratar de generar una alternativa de propagacion parte de las semillas se
sembraron mediante el cultivo in vitro en medio MS, con adicién de almidén en 0, 10
gxL-1, 6-Bencilaminopurina BAP en 0, 0,5, 1 y 2 mgxL-1, y acido naftalenacético ANA
(0, 0,5, 1 y 2 mgxL-1), estuvieron un tiempo de tres meses, el método estadistico
empleado fue un disefio al azar con un arreglo factorial de 2x4x4, que incluyen 32
tratamiento y 5 repeticiones, se pudo conseguir en los resultados que los tratamiento
gue tenian aditivos de almidén lograron los mejores resultados en la germinacion, y el

medio que tenia BAP (2 mgxL-1) y ANA (0,5 mgxL-1) el mejor resultado.

Vasco (2020), la técnica de propagacion in vitro de tejidos vegetales se emplea para
mejorar y efectivizar los procesos de germinacioén de semillas, el crecimiento de las

plantas y hasta el desarrollo, ya sea para la investigacion, la produccion en masa y la
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conservacion de las especies vegetales; en la investigacion se logré establecer los
reguladores de crecimiento mas aptos para estimular la formacion y crecimiento de
raices de E. ibaguense, evaluando el efecto de distintas concentraciones de ANA, IBA,
AlA, 2,4-D, siendo el que obtuvo mejores resultados en la estimulacién de raices fue el
ANA en concentraciones de 1,0, 5,0, y 0,2 mgL-1, después fue el IBA en concentraciéon
de 1.0 mgL-1 y a esto se agregé la evaluacion de las mezclas de sustratos en el
desarrollo de las plantulas sin raiz, siendo las mezclas las siguientes: a) fibra de coco:
turba 1:1, b) fibra de coco: turba: compost 1:1: 0,2, c) fibra de coco: turba: compost 1:1:
0,5, d) fibra de coco: cascarilla de arroz quemada 1:1; obteniendo que el 80% de las
plantulas sobrevivieron en su fase de endurecimiento con la mezcla fibra de coco: turba
1:1.

2.2.Bases tedricas

2.1.1. Descripcién general de la especie en estudio

Nomenclatura

Reino : Plantae

Orden : Asparagales

Familia : Orchidaceae

Subfamilia : Vanilloideae

Tribu : Vanilleae

Subtribu : Vanillinae

Género : Vanilla

Especie : Pompona

Sub especie : Grandiflora

Nombre Cientifico : Vanilla pompona subsp. grandiflora (Lindl.) Soto Arenas,

Lankesteriana 9(3): 340 (-341) (2010).

Descripcion

Vatteone de Scappini (2017), menciona que el género clasificado por Swartz en 1799,
su nombre deriva del espafiol “vainilla” (pequefia vaina) en alusion a la forma del fruto.
Se encuentra descrita 110 especies en zonas tropicales tanto en América como en
Africa. Soto-Arenas 2009, Soto-Arenas y Dressler 2010, ademas este tipo de orquidea
se encuentra en distintos y variados bosques humedos subtropicales / tropicales de
tierras bajas (bosques caducifolios, subdeciduos, perennifolios, montafias bajas,
bosques de galeria), en sabanas o bosques calidos de pino y encino, y también las

zonas inundadas. Dentro del fruto en forma de vaina encontramos minusculas semillas
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blancas como polvo, redondeadas de 0.3 mm de diametro, de la cual se obtiene la
esencia conocida como vainilla. Son plantas monopodiales, trepadoras, terrestres-

epifitas, consideradas la mas grande (en altura o longitud) de la familia orchidaceae.

Cameron (2011), Vanilla pompona es una de las especies mas variables del género, y
su taxonomia sigue siendo un tema de debate. Por ejemplo, aunque la mayoria de los
botanicos generalmente consideran que V. grandifloray V. pittieri son especies distintas,
en 2010 el difunto Miguel Soto Arenas informé que eran dos de las tres subespecies de
esta especie: V. pompona subsp. pompona (nativa de México), V. pompona subsp.
grandiflora (amplia en América del Sur) y V. pompona subsp. pittieri (generalizado en
Costa Rica, Honduras y otras partes de América Central). Se necesita mas investigacion
del material recolectado en la naturaleza para desentrafiar si alguna de estas
subespecies debe ser elevada al rango de especie, como histéricamente han sido

clasificadas, o si pueden ser hibridos.

Trabajando en Pert, Ethan Householder y sus colegas observaron que los frutos de V.
pompona subsp. grandiflora son extremadamente aceitosas y de secado lento, pero
emiten una fuerte fragancia a vainillina cuando maduran. Las plantas crecen en
pantanos de palmeras inundados y florecen dos veces al afio: durante treinta dias

alrededor de abril y nuevamente durante treinta dias en septiembre y octubre.

Goicochea (2019), indica que la variedad de Vanilla que se esta evaluando es Vanilla
pompona Schiede subsp. grandiflora (Lindl.) Soto Arenas, Lankesteriana 9(3):340
(2010). Cuya sinonimia homotipico es Vanilla grandiflora Lindl., Gen. Sp. Orchid. Pl.:
435 (1840), y sindnimo heterotipico es Vanilla lutescens Moq. Ex Dupuis, Rev. Hort.
(Paris), sér. 4, 5: 121 (1856).

2.1.2. De las fitohormonas

Alcantara et al. (2019), mencionan que la hormona vegetal o fitohormonas son una
mezcla de sustancias producidas internamente por las plantas, estas actlan en las
plantas en pequefias concentraciones y el principal producto se realiza a nivel celular,
modificando las variables de crecimiento vegetal y consintiendo el manejo interno.
Existen compuestos que son producidos de manera sintética a través de la extraccion
guimica de otros organismos, estos se denominan reguladores vegetales, siendo mas
fuertes que sus semejantes naturales. Para la aplicacion de estos reguladores es

importante tener en cuenta ciertos aspecto tales como el momento adecuado de la
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aplicacion, la cantidad adecuada, la susceptibilidad y estado de las plantas, asi como
otros aspectos no tan significativos pero que son relevantes para el crecimiento, esto
debido a que para cada especie vegetal se necesita ciertas caracteristicas especificas
para el crecimiento que puede ser afectado por la cantidad del mismo en el medio de
cultivo; para controlar la actividad y crecimiento bioquimico de las plantas los
reguladores vegetales son los insumos mas usados en la industria en lo que va de los

ultimos afios.

Bisht et. al. (2018), mencionan a los reguladores de crecimiento que estos son
catalogados por su estructura molecular, la accion en los vegetales, el efecto
estimulante e inhibidor, y otras clasificaciones; a continuacion, presentamos la tabla que
muestra la lista de los principales reguladores de crecimiento que vienen siendo mas
empleados para el crecimiento de las plantas en general. De estas tenemos varias
fitohormonas que se dividen en familias, como son las auxinas, que se puede encontrar
con muchos compuestos con estructura y actividad similar. Asimismo, existen
reguladores como el etileno que son sustancias especificas y no se conocen otras que

cumplan una actividad similar.

Tabla 1l
Clasificacion de los mas conocidos reguladores del crecimiento vegetal

Fitohormonas Tipos Efecto a nivel vegetal Efecto a nivel celular Precursor
Encontrados organico
Auxinas AlA Constitucién y Divisién y alargamiento L-
AIB alargamiento de los de la célula. Triptofano
2,4-D tallos Diferenciacion de la
Acido a- Obtencion de distintas célula
naftalenacét raices aéreas Promueve la division de
ico Incremento de la las células
(NAA) supremacia apical meristematicas
(sintético) Incrementa el liquido
osm@tico de las células.
Incrementa
permeabilidad celular.
Incrementa el
rendimiento proteico.
Disminuye la presion en
la pared de las células.
Citoquininas Kinetina Incita el inicio 'y Puede comprobar y Adenina
Zeatina estiramiento de las comenzar la expansion
4- raices. Estimula la de tejidos vegetales
hidroxifenilet senescencia de las madres. Hace que se
il alcohol hojas logre generar un alto
6- Activa el desarrollo aumento y division
Bencilamino  fotomorfogenico celular.
purina vegetal. Se realiza con mayor

Inicia la formacion de
brotes axilares a nivel
vegetal

abundancia en las
células de los apices
radiculares.
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2.1.3 De los segmentos nodales

Sisaro et al. (2016), mencionan que la produccién vegetativa o asexual que se realizar
mediante el enraizamiento de los esquejes obtenidos de las lianas, es la forma mas
frecuente de reproduccion clonal, siendo la técnica mas realizada para la propagacion
de cultivos que involucran a la floricultura a los arbustos y plantas ornamentales, ya que
este es un método muy facil de emplear y que permite propagar en un lapso de tiempo
mas rapido plantas con las mismas caracteristicas de homogeneidad y de muy buena
indole comercial, este procedimiento inicia con la colecta de los esquejes de las plantas
gue se desean trabajar, las cuales se siembran en un sustrato que tenga las mejores
condiciones fisicas y ambientales para el desarrollo de la planta para que estas puedan

generar las nuevas raices y asi lograr el crecimiento de la nueva planta.

Azofeifa (2017), hace mencion a los diferentes métodos para la propagacién mediante
el cultivo in vitro los que posibilitan la produccion de las especies por medio de los
explantes de las plantas entre ellos los brotes apicales, segmentos de hojas, segmentos
nodales, yemas axilares, masas de callo, protocormos, y segmentos radiculares. Para
lograr este proceso y que sea Optimo se tiene que elaborar un proceso inicial para la
desinfeccion de los explantes que asegure la sobrevivencia del material vegetal que en
algunos casos con unicas y muy dificiles de obtener en los viveros, tal es el caso de

especies que estén en peligro de extincion y su proceso de reproduccion sea lento.

Suérez (2020), menciona que la técnica de micropropagacion de cultivo in vitro asexual
reside en la multiplicacién en condiciones controladas en completa desinfeccién usando
medios de cultivo sintéticos en recipientes de vidrio, este tecnologia ha demostrado la
ayuda al avance cientifico dentro de la biotecnologia, poniendo a disposicion la
posibilidad de trabajar con plantas a partir de pequefias células independientes, conocer
los reguladores de crecimiento, y obtener plantas de distintas técnicas y asi poder

reproducir estas de manera masiva.

La produccién tradicional de plantas es importante ya que pretender mantener por un
largo tiempo un genotipo vegetal y puede desarrollarse bajo condiciones controladas sin
necesidad de equipos profesionales y con trabajadores con poco 0 escaso
conocimiento. La propagaciéon de plantas mediante el cultivo in vitro es un poco mas
complicada que la tradicional ya que se debe cumplir con ciertas fases para la asepsia
de las plantas, ademas de contar con equipamiento que es costoso y ademas de ellos

se necesita personal calificado. Una de las ventajas de emplear esta metodologia para



25

la propagacion de plantas es que se puede obtener grandes cantidades en un menor
tiempo las cuales tienen una igualdad en sus caracteristicas genéticas obteniendo
plantas sanas y libres de patdégenos, la desventaja es que para cada planta a querer
producir se debe establecer protocolos para la desinfeccion y siembra y en muchos
casos esto demora ya que son pruebas que se deben desarrollar y el material vegetal
saber ser escaso. En la actualidad se emplean tres métodos de propagaciéon de
especies vegetales que se pueden usar segun la especie que se desea reproducir, entre

estos tenemos:

1) La micropropagacion a partir de explantes con meristemos preexistente, esta forma
consiste en la reproduccion de tallos de meristemos terminales y axilares
continuando con el enraizamiento de cada una de ellas de manera individual, el
meristemo es un conjunto de células que tienen la particularidad de poder realizar la
divisiéon celular y diferenciacién en tejidos individuales como raices y partes de una
planta, este método es uno de los mas empleados ya que se puede obtener plantas
iguales a la madre con las mismas caracteristicas fenotipicas y genatipicas, lo que
asegura la calidad de las plantas lo que es recomendable en la produccion a escala
comercial. Para esto se debe considerar cinco fases, la fase 0 es el
acondicionamiento de la planta madre de la cual vamos a obtener el material vegetal
para introducir al proceso, la fase 2 es el establecimiento del cultivo estéril el cual se
desarrolla mediante la desinfeccion del explante, la fase 3 la multiplicacién del
explante cultivado el cual tiene elevados niveles de citocininas con la finalidad de
inducir el crecimiento de mas yemas laterales, fase 4 el enraizamiento, este busca
conseguir de los cortes de las nuevas yemas generadas de los explantes formen
raices y brotes de la planta para que pueda sobrevivir en condiciones ex vitro, y la
Gltima es la fase 5 que es la siembra o trasplante de las plantulas obtenidas en el
laboratorio a condiciones de ex vitro donde se espera obtener el mayor nimero de

plantas de excelente calidad y acondicionadas a su nuevo ambiente natural.

2) La organogénesis, trata de la formacion de nuevos tallos de origen adventicio de
explantes que no tienen meristemo preexistente, esta puede ocurrir de acuerdo al
proceso morfogenético que da origen a los nuevos tallos y depende de las células

gue tenga el explante.

3) La embriogénesis somatica, este método se trata de la formacién de embriones a

partir de tejidos que no son resultado de cruce de gametos sexuales en la
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fecundacion, los cuales comparten caracteristicas similares con los embriones

zigoticos,

2.2. Definicion de términos basicos

ANA: Es una fitohormona auxina que promueve el alargamiento y formacion de raices,

acido naftalénacético.

BAP: es una hormona vegetal que esta dentro del grupo de las citoquininas, que

promueve la aparicion e incremento de células vegetales, y yemas, bencil amino purina.

Cultivo de tejidos: es la multiplicacion de una planta a partir de un fragmento o corte
pequeiio llamado explante (tejido vegetal), del cual se puede llegar a obtener una nueva

planta entera idéntica o similar a la planta madre.

Epifito: Planta que crece de forma natural sobre otra planta, pero no depende de ella

para su alimentacion ni tampoco la lastima.

Embriogénesis somatica: se denomina a la constitucion de un embrion, el cual se
genera de una célula vegetal, esto sin ser necesario el cruce o fecundacion de las

plantas (cruce de gametos femenino y masculino).

Explante: Hartmann y Kester, (1995), manifiesta que es parte de una planta que se
emplea para iniciar el proceso de micropropagacion, siendo la unidad basica para la
produccion de cultivo in vitro siendo denominados como estacas, nodos, semillas,

acodos.

Forofito: Planta que actia como hospedador o soporte de un epifito y este no le causa

dafio.

Medio de cultivo: Es la mezcla de componentes quimicos que después de mucha
investigacion se ha podido establecer que en este medio se logra realizar la

multiplicacion de plantas a gran escala en condiciones de asepsia.

Murashige & skoog 1962 (MS): es una combinacion de sustancias que forman el
denominado medio de cultivo MS, siendo verificado su efectividad en la propagacion de
dicotileddneas y monocotiledéneas, por lo que es el mas empleado para la propagacion

de cultivo de tejidos vegetales.



27

Plantula: es la formaciéon de la nueva estructura vegetal en la primera fase de su
desarrollo, desde que germinan las semillas o el explante, hasta la formacién de las

hojas principales.

Segmento Nodal (estaca): fragmento de tallo con yemas que se separa de una planta
y se introduce en el sustrato o medio de cultivo para que forme una nueva planta, este
proceso se trata de una réplica idéntica de la planta madre ya que el corte es
genotipicamente igual.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1.Ambito y condiciones de la investigacion

3.1.1 Contexto de la investigacion

El area donde se realiz6 la investigacion fue el laboratorio de cultivo in vitro de la
empresa Corporacion GyG E.I.R.L., el cual brindo las facilidades de emplear los equipos
e insumos necesarios que fueron la base fundamental para el desarrollo de la
investigacion.

Los equipos empleados fueron:

e Céamara de flujo laminar

e Phmetro

e Balanza analitica

e Autoclave

e Estereoscopio

e Computadora de escritorio

e Impresora

e Céamara fotogréfica

Los insumos y reactivos empleados fueron:
e Murashige & Skoog MS

¢ Acido nicotinico (mg/L)

e Thiamina HCI (mg/L)

e Sacarosa g/L

e 6-bencilaminopurina (ml/L)

e Acido naftalen acético (ml/L)

e Agar (g/L)

3.1.2 Material vegetal.

El espécimen de Vanilla pompona Schiede pertenece a las plantas madre del plantel
genético del vivero registrado de la empresa Corporacion G y G E.I.R.L. mediante RDE
N° 450-2021/GRSM/ARA/DEACRN y mediante RDE N° 449-
2021/GRSM/ARA/DEACRN, del cual se colect6 los segmentos nodales necesario para

su siembra en el cultivo in vitro (ver Anexo 01 Figura 04).



29

Los segmentos nodales colectados fueron extraidos de los &pices del espécimen madre
esto para mantener la asepsia del material colectado (ver Anexo 01 Figura 05), ya que
tendrd menor cantidad de patdégenos externos, ademas que esta parte apical se
obtienen mejores resultados en propagacién es especies vegetales (ver Anexo 01
Figura 06).

3.1.3 Métodos

3.1.4 Metodologia para la desinfeccién

Se cortaron 48 segmentos nodales de 7 cm., cada una conteniendo 1 nudo con su yema
correspondiente, estas fueron separadas en grupos de 16 para ser sometidas a

protocolos (T1, Tz, y Ts).

Los segmentos nodales fueron desinfectados con alcohol a 96 grados haciendo
frotaciones suaves con trozos de algodoén, seguido se procedi6 a lavarlas con detergente

y enjuagando 3 veces, este proceso se desarroll6 en el area de preparacion de medios.

Continuando con el proceso de desinfeccidon se llevo a la camara de flujo laminar los
segmentos nodales, los cuales se separaron en grupos de 16 los mismos que se
colocaron en frascos previamente esterilizados. A cada frasco se le adiciono 200 ml de
solucion de fungicida previamente preparada (Benomyl) por un tiempo de 10 minutos.
Se elimino el contenido y adicion6 200 ml de solucion detergente por 10 minutos; pasado
ese tiempo se mantuvo en hipoclorito de sodio (T: de 0,5, T.de 1,0y Tz de 1,5 %), a
diferentes concentraciones por un tiempo de 10 minutos, finalmente se enjuagé cada

frasco 4 veces con agua destilada previamente esterilizada (Ver Tabla 02).

Tabla 2
Protocolos de desinfeccién
Insumos T1 T Ts
Benomyl g/L 50 50 50
Detergente ml/L 75 75 75
Hipoclorito de Sodio % 0,5 1 1,5

3.1.5 Metodologia del cultivo in vitro

Los segmentos nodales desinfectados fueron sembrados, previo corte en bisel de la
parte inferior del segmento nodal y horizontal de la parte superior, éstos fueron

colocados en un medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962), con adiciéon de 0,4 mg/L
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de thiamina, 0,5 mg/L de &cido nicotinico, 20 g/L de sacarosa, 10g/L de agar con un pH
entre 5.4 - 5.6; con 0.5 ml/L de 6-bencilaminopurina en T,, con 1 ml/L de 6-
bencilaminopurina y 0.5 ml/L de acido naftalen acético en T3, y con 1.5 ml/L de 6-
bencilaminopurina y 1 ml/L de &cido naftalen acético en T,, esto segun se indica en la
tabla 03.

Tabla 3
Medio de cultivo para el desarrollo de los brotes
Reactivos Medios de Multiplicacién
T1 T2 T3 T4

Macro y micronutriente MS C C C C
(Murashige and Skoog)
Acido nicotinico (mg/L) 0,5 0,5 0,5 0,5
Thiamina HCI (mg/L) 0,4 0,4 0,4 0,4
Sacarosa g/L 20 20 20 20
6-bencilaminopurina (ml/L) 0 0,5 1 1,5
Acido naftalen acético (ml/L) 0 0 0,5 1
Agar (g/L) 10 10 10 10
pH 54-5,6

Una vez listo el medio de cultivo se vierte en frascos cuadrados o circulares largos, los
cuales son sellados y esterilizados mediante el empleo de la autoclave a un equivalente
de 15 libras de presién durante un periodo de 15 minutos, a 121 °C.

Los escenarios del desarrollo en el &rea de crecimiento fueron a fotoperiodo equivalente
a 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad (16/8), a una temperatura de entre 25+ 1 °Cy

a una humedad relativa de 90 a 100% durante 20 dias.

3.1.6 Disefio experimental y analisis estadistico

Esta investigacion se us6é un disefio experimental completamente al azar (DCA),
empleando 48 frascos en total, en los cuales se sembraron en cada uno un segmento
nodal, siendo 12 segmentos nodales por tratamiento en combinaciones de ANA y BAP
preparadas especificamente en frascos de 250 ml, se escogio este tipo de frasco ya que
el segmento nodal es por naturaleza gruesa y no habria mayor espacio para el desarrollo
de la variable de respuesta que es el segmento de tallo nuevo a desarrollar proveniente

del segmento nodal. Se evalud su desarrollé a los 20 dias de transcurrido la siembra.
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Se evaluo el crecimiento de los brotes (nUmero de brotes generados por frasco de
siembra) estos datos fueron recolectados durante la ejecucion de la investigacion que
fueron procesados utilizando la estadistica inferencial ANVA y prueba de Tukey (p <
0,05) esto con la finalidad de contrastar las medias obtenidas entre los distintos
tratamientos. La informacion estadistica se realizé con el programa Minitab 10.9 para
Windows.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

De la contrastacion de la hipétesis la aplicacion de la fitohormona en los segmentos
nodales, tiene un efecto significativo sobre la propagacion in vitro de la Vanilla pompona
Schiede, logrando obtener resultados éptimos para la propagacion de esta especie a
partir de segmentos nodales, esto se puede visualizar desde el proceso de desinfeccion

hasta la multiplicacion de la misma.

4.1. Desinfeccién de segmentos nodales

Se usaron 48 segmentos nodales de 7 cm., cada una conteniendo 1 nudo con su yema
correspondiente, los mismos que fueron desinfectados con alcohol a 96 grados
haciendo frotaciones suaves con trozos de algodén, seguido se procedi6 a lavarlas con
detergente y enjuagando 3 veces, se continud el proceso en la camara de flujo laminar
separando en grupos y adicionando 200 ml de solucién de fungicida previamente
preparada (Benomyl) por un tiempo de 10 minutos, luego se eliminé el contenido y
adiciond 200 ml de solucion detergente por 10 minutos; pasado ese tiempo se mantuvo
en hipoclorito de sodio (T1 de 0,5, T.de 1,0y Tz de 1,5 %), a diferentes concentraciones

por un tiempo de 10 minutos, finalmente se enjuago 4 veces con agua destilada.

El mejor tratamiento fue el protocolo de desinfeccidén que contiene una concentracién de
hipoclorito de sodio al 1,5% (T3) que influyé notablemente en la cantidad de botellas
(frascos) sin contaminantes por agentes externo como hongos o bacterias (Figura 01) y
también se logré evidenciar que no afecté la formacion de brotes a partir de los

segmentos nodales, a los 20 dias de la siembra.

18
16
14
12
10 9

NUmero de segmentos nodales
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TRATAMIENTO

Figura 1
Mejor protocolo de desinfeccion



33

4.2. Namero de brotes

Los segmentos nodales desinfectados fueron sembrados, previo corte en bisel de la
parte inferior del segmento nodal y horizontal de la parte superior, éstos fueron
colocados en un medio de cultivo de MyS (1962), con adiciéon de 0,4 mg/L de thiamina,
0,5 mg/L de acido nicotinico, 20 g/L de sacarosa, 10g/L de agar con un pH entre 5.4 -
5.6; con 0.5 ml/L de 6-bencilaminopurina en T, con 1 ml/L de 6-bencilaminopurinay 0.5
ml/L de &cido naftalen acético en Ts, y con 1.5 ml/L de 6-bencilaminopurina 'y 1 ml/L de
acido naftalen acético en Ta.

Los resultados de los tratamientos para el nimero de brotes como se observa en el
figura 02 son para el T: de 1,833, el T> de 3,583, el Tz de 7,417, y el T4 de 4,583 siendo
el T; con el que se obtuvo mejores resultados, el mismo que corresponde al medio de
cultivo M y S Basal (Bwus), con adicion de 0,4 mg/L de thiamina, 0,5 mg/L de &cido
nicotinico, 20 gr/L de sacarosa, 10 g/L de agar, 1 ml/L de 6-bencilaminopurina, y 0,5

ml/L de Acido naftalen acético, a los 20 dias de evaluacién (ver figura 02).

10.000
9.000 A
8.000
7.000
6.000
5.000
4.000

Ndmero de Brotes

3.000
2.000
1.000

0.000

T1 T2
E PROMEDIO 1.833 3.583 7.417 4.583

Figura 2
Resultados de niamero de brotes
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Ts Ta

Figura 3
Brotes de Vanilla pompona Schielde

Considerando el analisis estadistico que se realiz6 empleando el programa Minitab, se
obtuvo que el T3 es el que presenta mejores resultados con una media de 7,417 y una
desviacion estandar de 1,621 que es la mas alta de los cuatro tratamientos. Esta
informacion es verificada empleando el método de Tukey con un nivel de confianza al
95% obteniendo que el que tiene mayor nivel de confianza es el T3. (Ver tabla 04, 05, y
06)
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Tabla 4
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 196.6 65.521 28.71 0.000
Error 44 100.4 2.282
Total 47 297.0
Tabla5
Medias comparativas
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
T1 12 1,833 1,467 (0,954, 2,712)
T2 12 3,583 1,564 (2,704, 4,462)
T3 12 7,417 1,621 (6,538; 8,296)
T4 12 4,583 1,379 (3,704, 5,462)

Desv.Est. agrupada = 1,51069

Tabla 6
Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
T3 12 7,417 A

T4 12 4,583 B

T2 12 3,583 B 1
T1 12 1,833 C

4.3. Discusion de resultados

En esta investigacion el mejor tratamiento de desinfeccion contiene benomyl 50 g/L,
detergente 75 ml/L, y una concentracioén de 1,5% (Ts) de hipoclorito de sodio, que influye
notablemente en la cantidad de botellas libres de contaminantes por microorganismos
a los 20 dias de la siembra, resultado que es similar a las investigaciones realizadas por
Villard, et al., 2014, que emplearon la concentracién al 0,5% de hipoclorito de sodio lo
gue no afect6 la germinacion de cultivo in vitro de las plantas; Araya et al., 2014 que
utilizaron distintas cantidades de Ca (ClO). que es el hipoclorito de calcio, asi como el
hipoclorito de sodio NaClO, el alcohol y entre otros insumos; y Reyes 2015, que
empelaron en orquideas la lejia NaCIlO al 10% de concentracién, jaboén liquido, el C;HsO
al 70%, el agua oxigenada, cloruro de benzalconio, ampicilina y los fungicidas, en

distintas mezclas obteniendo buenos resultados.

De esta investigacion se obtuvo que el Ts fue con el que se obtuvo mejores resultados,

el mismo que corresponde al medio de cultivo My S Basal (Bwms), con incremento de 0,4
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mg/L de thiamina, 0,5 mg/L de &acido nicotinico, 20 g/L de sacarosa, 10 g/L de agar, 1
ml/L de 6-bencilaminopurina, y 0,5 ml/L de Acido naftalen acético, del cual se puede
obtener promedio 7,417 brotes por segmento nodal de Vanilla pompona Schielde
sembrado, siendo esta la mejor técnica para la produccion in vitro de esta especie,
resultado que es similar a las investigaciones realizadas por Lee 2008 donde para
obtener Vanilla planifolia Andrews emplean la multiplicacion de clones mediante proceso
de cultivo in vitro las yemas o brotes axilares (Z1=jévenes y Z2=maduras), logrando una
media de 18,57 + 2,44 y 11,00 + 1,04 brotes por explante en yemas Z1 y Z2,
equitativamente, con 9,55 uM de 6-bencyl-amino-purina (BAP) en el medio Murashige y
Skoog (MS), enriquecido con mio-inositol (554.9 uM), vitaminas (5 ml L-1), antioxidantes
y sacarosa (20 g L-1); asimismo Cazarez, et. al. 2018, para obtener en Prosthechea
citrina durante la etapa de organogénesis afiadieron BAP (Bencil Amino Purina) a los
tratamientos con medio de cultivo MS en distintas dosis de 1,0 a 3,0 mg L logrando
gue las plantas comiencen a brotar; Vasco 2020 obtuvo como parte de su evaluacion
del crecimiento de raices mediante el cultivo in vitro de plantulas de las orquideas
Epidendrum ibaguense establecié el regulador de incremento mas apropiado para
estimular el crecimiento de raices siendo la adicion de ANA en distintas dosis de 1,0 5,0
y 0,2 mgL-1; y Macas 2019 manifiesta que de la multiplicacion de Vanilla tahitensis en
distintos medios de cultivo in vitro, el que obtuvo el mejor resultado fue el tratamiento de
MS + BAP + G3 del grupo 1, que mostré el mayor nimero de entrenudos y elevada

cantidad de hojas obteniendo tres entrenudos y dos hojas correspondientemente.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de las fitohormonas écido bencilaminopurina (BAP) en concentracion
de 1 ml/L y de acido naftalen acétic (ANA) en concentracion de 0,5 ml/L, influyo
positivamente en el desarrollo de las plantas para la propagacion in vitro de Vanilla
pompona Schiede.

El efecto de la aplicacion del acido bencilaminopurina (BAP) y acido naftalen acétic
(ANA) en los segmentos nodales de Vanilla pompona Schiede fue favorable con el
tratamiento T3 el mismo que corresponde al medio de cultivo M y S Basal (BMS),
con adicion de 0,4 mg/L de thiamina, 0,5 mg/L de acido nicotinico, 20 g/L de
sacarosa, 10 g/L de agar, 1 ml/L de 6-bencilaminopurina, y 0,5 ml/L de Acido

naftalen acético, a 20 dias de la evaluacion.

La aplicacion de &cido bencilaminopurina (BAP) y &cido naftalen acétic (ANA)
permitié la formacién de plantulas producidas a partir de los segmentos nodales de
Vanilla pompona Schiede con un promedio de 7,417 brotes por segmento nodal,

siendo la mejor técnica para realizar la reproduccion in vitro de la especie.
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RECOMENDACIONES

Emplear el proceso de desinfeccion al 1,5% de hipoclorito de sodio (NaClO) para
asepsia y/o limpieza de los segmentos nodales de la especie Vanilla pompona
Schiede.

Emplear como medio de cultivo My S Basal (Bwus), con aditamento de 0,4 mg/L de
thiamina, 0,5 mg/L de &cido nicotinico, 20 g/L de sacarosa, 10 g/L de agar, 1 ml/L
de 6-bencilaminopurina, y 0,5 ml/lt de Acido naftalen acético para la generacion de

brotes.

Se recomienda el uso de esta metodologia para el cultivo in vitro de la especie

Vanilla pompona Schielde.
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ANEXOS

Figura 4
Planta madre de Vanilla pompona Schiede
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Figura 5
Apices del espécimen madre de Vanilla pompona Schiede

Figura 6
Segmentos nodales colectados de Vanilla pompona Schiede



Anexo 2

ANOVA de un solo factor: T1; T2; T3; T4

Crecimiento de brotes

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son
iguales
Nivel de a=0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4T1;T2; T3;
T4

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 196.6 65.521 28.71 0.000
Error 44 100.4 2.282
Total 47 297.0

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
1.51069 66.19%  63.88% 59.76%

Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
T1 12 1.833 1.467 (0.954;
2.712)
T2 12 3.583 1.564 (2.704;
4.462)
T3 12 7.417 1.621 (6.538;
8.296)
T4 12 4.583 1.379 (3.704;
5.462)

Desv.Est. agrupada = 1.51069



Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
T3 12 7.417 A

T4 12 4.583 B

T2 12 3.583 B

T1 12 1.833 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencia de las medias para T1; T2; ...

T2-T1 L I

T3-TI- -

T4-Ti . .

T3-T2 I L

T4-T2

Td-T3- ' *
-50 -25 0.0 25

S5i un intervolo no contiene cero, los medios correspondientes son significotivomente
adiferentes.

50

45



Datos

Grafica de intervalos de T1: T2; ...

95% IC para la media

T T2 T3

La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

T4

46
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Anexo 3

RESULTADOS DE EVALUACION DE CRECIMIENTO DE BROTES DE Vanilla
pompona Schielde A LOS 20 DIAS DE LA SIEMBRA EN CULTIVO IN VITRO

TRATAMIENTO| 1 | 2 |3 |4 (5|6 |7 ]| 8 9 | 10 | 11 | 12 | PROMEDIO
T1 31230 (0|2]0] 4 2 3 0 3 1.833
T2 2|14 (2|5|5|1(4] 5 3 4 2 6 3.583
T3 6|5(9|6|6|8 8] 9 7 9 6 | 10 7.417
T4 4/6|5(3|4|6|5)| 4 2 5 7 4 4.583




Anexo 4
Lamina de Vanilla pompona Schiede

VANILLA POMPONA Schiede PLATE 1195
Text on reverse side Icones Plantarum Tropicarum
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Anexo 5
CROQUIS DEL CAMPO EXPERIMENTAL: Laboratorio de cultivo de tejidos de la
empresa Corporacién Gy G E.lLR.L.

UBICACION DEL LABORATORIO DE
CULTIVO INVITRO DE CORPORACION GyG EIRL

PUERTA DE
INGRESO

AREA DE
AUTOCLAVADO

AREA DE PREPARACION
DE MEDIOS DE CULTIVO

AREA DE SIEMBRA

AREA DE
INCUBACION i

AREA DE
INCUBACION |

Referencia Geografica:
Zona 18 Sur WGS84
Este 281692

Norte 9333022
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