
 

 

 

 
 
 

 
RESPUESTA AL ESTRÉS HÍDRICO in vitro DE VAINILLA 

 (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) INDUCIDO CON POLIETILENGLICOL 
 
 
 
 

SAMUEL EDUARDO MARTÍNEZ SANTOS 
 
 
 

TESIS 
 
 

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL  
PARA OBTENER EL GRADO DE 

 
 
 
 

MAESTRO EN CIENCIAS  
 
 

 
 

AMATLÁN DE LOS REYES, VERACRUZ, MÉXICO 
 
 
 

2021 

 
 
 

COLEGIO DE POSTGRADUADOS 
 

INSTITUCIÓN DE ENSEÑANZA E INVESTIGACIÓN EN CIENCIAS AGRÍCOLAS 

 
CAMPUS CÓRDOBA  

 
POSTGRADO EN INNOVACIÓN AGROALIMENTARIA SUSTENTABLE 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESPUESTA AL ESTRÉS HÍDRICO in vitro DE VAINILLA 

(Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) INDUCIDO CON POLIETILENGLICOL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CARTA DE CONSENTIMIENTO DE USO DE LOS DERECHOS DE AUTOR Y DE 

LAS REGALÍAS COMERCIALES DE PRODUCTOS DE INVESTIGACIÓN 

En adición al beneficio ético, moral y académico que he obtenido durante mis 

estudios en el Colegio de Postgraduados, el que suscribe: Samuel Eduardo 

Martínez Santos, alumno de esta institución, estoy de acuerdo en ser partícipe de 

las regalías económicas y/o académicas, de procedencia nacional e internacional, 

que se deriven del trabajo de investigación que realicé en esta institución, bajo la 

dirección del profesor: Dr. Jericó Jabín Bello Bello, por lo que otorgo los derechos 

de autor de mi tesis RESPUESTA AL ESTRÉS HÍDRICO in vitro DE VAINILLA 

(Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) INDUCIDO CON POLIETILENGLICOL y 

de los productos de dicha investigación al Colegio de Postgraduados. Las patentes 

y secretos industriales que se puedan derivar serán registrados a nombre del 

Colegio de Postgraduados y las regalías económicas que se deriven serán 

distribuidas entre la Institución, el profesor consejero o director de tesis y el que 

suscribe, de acuerdo a las negociaciones entre las tres partes, por ello, me 

comprometo a no realzar ninguna acción que dañe el proceso de explotación 

comercial de dichos productos a favor de esta institución. 

Amatlán de los Reyes, Veracruz a 23 de febrero del 2021. 

__________________________________ 

Firma del que suscribe 

_________________________________ 

Vo. Bo. del profesor consejero  



La presente tesis, titulada: RESPUESTA AL ESTRÉS HÍDRICO in vitro DE 

VAINILLA (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) INDUCIDO CON 

POLIETILENGLICOL, realizada por el alumno: SAMUEL EDUARDO MARTÍNEZ 

SANTOS, bajo la dirección del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el 

mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el grado de: 

MAESTRO EN CIENCIAS 

INNOVACIÓN AGROALIMENTARIA SUSTENTABLE 

CONSEJO PARTICULAR 

CONSEJERO: ______________________________ 
    DR. JERICÓ JABÍN BELLO BELLO 

  ASESOR:       _______________________________ 
 DR. FERNANDO CARLOS GÓMEZ MERINO 

  ASESOR:   _______________________________ 
 DR. SERAFÍN CRUZ IZQUIERDO 

Amatlán de los Reyes, Veracruz, México, a 23 de febrero de 2021 



IV 

RESPUESTA AL ESTRÉS HÍDRICO in vitro DE VAINILLA 

(Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) INDUCIDO CON POLIETILENGLICOL 

Samuel Eduardo Martínez Santos, M. C. 

Colegio de Postgraduados, 2021 

El estrés hídrico ocasionado por la sequía afecta la productividad del cultivo de 

Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews. El cultivo in vitro es una herramienta para el 

estudio de los mecanismos de tolerancia ante el estrés hídrico. El objetivo de este 

estudio fue evaluar la respuesta morfológica, fisiológica y bioquímica de V. planifolia 

bajo condiciones de estrés hídrico in vitro inducido con polietilenglicol (PEG). Brotes 

fueron sometidos a diferentes concentraciones de PEG 6000 (0, 1, 2 y 3 % p/v) 

utilizando medio de cultivo semisólido Murashige y Skoog (MS). A los 60 d de cultivo, 

se evaluaron diferentes variables de crecimiento, contenido de materia seca (MS), 

clorofila (Chl), proteínas solubles (PS), prolina (Pro), glicina betaína (GB), índice 

estomático (IE) y estomas abiertos (%). Los resultados mostraron una reducción en 

el crecimiento, contenido de Chl, PS, IE y estomas abiertos (%) al aumentar la 

concentración de PEG; mientras que, el contenido de MS, Pro y GB aumentó al 

incrementar la concentración de PEG. En conclusión, el estrés inducido con PEG 

permitió describir mecanismos fisiológicos y bioquímicos de respuesta al estrés 

hídrico. Además, la determinación de osmolitos compatibles Pro y GB pueden ser 

utilizadas como marcadores bioquímicos en futuros programas de mejoramiento 

genético para la selección temprana de genotipos tolerantes a estrés hídrico.  

Palabras clave: Vanilla planifolia, tolerancia a sequía, potencial osmótico, PEG 

6000, osmolitos. 
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IN VITRO RESPONSE OF VANILLA (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) 

TO OSMOTIC STRESS INDUCED BY PEG 

Samuel Eduardo Martínez Santos, M. Sc. 

Colegio de Postgraduados, 2021 

Water stress caused by drought affects the productivity of the Vanilla planifolia 

Jacks. ex Andrews crop. In vitro culture is a tool for the study of water stress 

tolerance mechanisms. This study aimed to evaluate the morphological, 

physiological and biochemical response of V. planifolia under in vitro water stress 

conditions induced with polyethylene glycol (PEG). Shoots were subjected to 

different concentrations of PEG 6000 (0, 1, 2 and 3 % w/v) using Murashige and 

Skoog semi-solid culture medium. At 60 d of culture, different growth variables, dry 

matter (DM) content, chlorophyll (Chl), soluble proteins (SP), proline (Pro), glycine 

betaine (GB), stomatal index (SI) and open stomata (%) were evaluated. Results 

showed a reduction in growth, Chl content, SP, SI and open stomata (%) with 

increasing PEG concentration, whereas DM, Pro and GB contents rose with 

increasing PEG concentration. In conclusion, PEG-induced stress allowed 

describing physiological and biochemical mechanisms of response to water stress. 

Furthermore, the determination of compatible Pro and GB osmolytes can be used 

as biochemical markers in future breeding programs for the early selection of water 

stress tolerant genotypes.  

Keywords: Vanilla planifolia, drought tolerance, osmotic potential, PEG 6000, 

osmolytes. 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) es una orquídea de origen 

mexicano utilizada para la extracción de vainillina, uno de los compuestos 

aromáticos de mayor importancia económica a nivel mundial (Arya et al., 2021). Esta 

especie de hábito hemiepífito, demanda agua y abundante humedad para un 

adecuado desarrollo (Castro-Bobadilla et al., 2011). Se estima que uno de los 

principales factores que afectan la producción de vainilla es la alta susceptibilidad a 

plagas, enfermedades y baja tolerancia a condiciones de estrés hídrico, producto 

de su escasa variabilidad genética (Li et al., 2020). Aunado a ello, diversos 

escenarios de cambio climático indican sequías prolongadas ocasionando estrés 

hídrico en plantas (Monterroso-Rivas y Gómez-Díaz, 2021). 

En plantas, los principales mecanismos de tolerancia al estrés hídrico son la 

acumulación de especies reactivas de oxígeno (ERO), síntesis de enzimas 

antioxidantes, síntesis de proteínas específicas (hidrofilinas, dehidrinas, 

chaperoninas) y ajuste osmótico mediado por osmolitos compatibles (Vinocur y 

Altman, 2005). La respuesta ante estrés hídrico se caracteriza por cambios de tipo 

morfológico, fisiológico, bioquímicos y moleculares que se activan en relación al 

tiempo y grado de estrés al cual las plantas se encuentran expuestas (Ahanger et 

al., 2018). 

La simulación de estrés hídrico in vitro mediante agentes osmóticos es una técnica 

eficiente que proporciona un entorno controlado y uniforme para el estudio de 

diferentes mecanismos de respuesta al estrés hídrico (Nikam et al., 2015). El 

polietilenglicol (PEG), de alto peso molecular, es altamente soluble en agua, no 

penetrable en células y produce un potencial osmótico (Ψs) negativo en el medio de 

cultivo sin generar toxicidad y es uno de los agentes osmóticos más utilizados para 

estudiar los efectos del estrés hídrico in vitro en plantas (Zivcak et al., 2016). El uso 

de PEG como agente estresante in vitro ha sido evaluado en cultivos como betabel 

(Beta vulgaris L.) (Sen y Alikamanoglu, 2012), nopal (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.) 

(Mengesha et al., 2016), trigo (Triticum durum Desf.) (Kacem et al., 2017), estevia 

(Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni) (Pradhan et al., 2020; Thakur et al., 2021), y 
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banano (Musa acuminata Colla) (El-Mahdy et al., 2021) entre otros. En la familia 

Orquidácea ha sido utilizado en Acianthera teres (Lindl.) Borbas, Octomeria 

crassifolia Lindl., Octomeria gracilis Barb. Rodr. (Barbero et al., 2011) Prosthechea 

vitellina (Lindl.) W. E. Higgins (Jácome-Blásquez et al., 2016) y Dendrobium 

officinale Kimura & Migo (Gao et al., 2020). En V. planifolia es escasa la información 

sobre la respuesta al estrés hídrico bajo condiciones in vitro y los mecanismos de 

respuesta a estrés hídrico en esta especie no han sido del todo estudiados. El 

objetivo de este estudio fue evaluar las respuestas morfológicas, fisiológicas y 

bioquímicas en brotes in vitro de V. planifolia bajo condiciones de estrés hídrico 

inducido con PEG. 
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2 REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 La vainilla 

2.1.1 Clasificación taxonómica 

El género Vanilla perteneciente a la familia Orchidaceae, se encuentra presente en 

las regiones tropicales de América, Asia y África y cuenta con más de 100 especies; 

investigaciones basadas en secuenciación de ADN demuestran la siguiente 

clasificación taxonómica de V. planifolia (Cuadro 1) (Cameron, 2009; Soto-Arenas y 

Dressler, 2010; Hu et al., 2019). 

Cuadro 1. Clasificación taxonómica de Vanilla planifolia. 

Reino Plantae 

Clase Liliopsida 

Orden Asparagales 

Familia Orchidaceae 

Subfamilia Vanilloideae 

Tribu Vanilleaese 

Subtribu Vanillinae 

Género Vanilla 

Especie Vanilla planifolia 

 

2.1.2 Origen y distribución 

Soto-Arenas y Cribb (2010) enlistaron un total de 106 especies integrantes del 

género Vanilla y propusieron una clasificación infragenérica del mismo; por su parte 

Cameron (2019) concentra en un listado a 118 miembros que integran al género, 

organizándolos en cuatro principales regiones de distribución: África, Asia, Norte 

América (incluyendo México y el caribe) y Centro y Sudamérica. En ambas 

publicaciones se mencionan 15 principales especies nativas de México siendo las 

más destacadas en orden de importancia las especies V. planifolia, V. pompona 

Schiede y el hibrido V. tahitiensis J. W. Moore. De acuerdo con la evidencia 

antropológica encontrada y las aseveraciones plasmadas en obras literarias (Kourí, 
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2004), las especies productoras de frutos del género Vanilla se originaron en la 

región mesoamericana y del Caribe. 

La evidencia molecular presentada por Lubinsky et al. (2008) brinda una base sólida 

para afirmar que el centro de origen de V. planifolia es la región totonaca de 

Papantla (además sugiere que los habitantes de aquella región fueron los primeros 

en establecer cultivos para uso gastronómico); por su parte, Soto-Arenas y Dressler 

(2010) presentan una visión más clara de la distribución de V. planifolia en México, 

exponiendo a Veracruz, Oaxaca y Chiapas, como los estados con mayor presencia 

de ejemplares silvestres y proponen una clave taxonómica para diferenciarla de 

entre las 15 especies presentes en México. 

2.1.3 Descripción botánica 

Vanilla planifolia presenta características únicas a lo largo de su ciclo de vida; su 

hábito hemiepífito es destacable, pues en un inicio las plantas son terrestres, 

arraigadas a su sustrato y eventualmente comienzan a trepar fijándose a algún tutor 

cercano con la ayuda de raíces adventicias (Lepers-Andrzejewski et al., 2010). 

Sus inflorescencias racimosas poseen de 10 a 20 flores dispuestas en espiral que 

abren una cada día, pero únicamente por unas cuantas horas después del 

amanecer, estas sueltan granos de polen individuales en lugar de grandes 

cantidades, que posteriormente se convertirán en frutos alargados y esbeltos 

(Lapeyre-Montes et al., 2010). 

Las flores son vistosas, de perianto deciduo, de sépalos libres y ondulados al igual 

que los pétalos que frecuentemente presentan quilla dorsal (Sasikumar, 2010); 

labelo completamente libre y sencillo, aunque en ocasiones puede presentarse 

ondulado y con alguna ornamentación como verrugas o tricomas. Sus órganos 

reproductivos tanto masculinos como femeninos se encuentran fusionados en una 

estructura llamada ginostemo adyacentes al lóbulo el cual está fusionado al margen 

por una estrecha banda pegajosa (rostelo) (Retheesh y Bhat, 2010). El tallo de V. 

planifolia es suculento, flexible y totalmente constituido por entrenudos en los 

cuales, cada uno presenta hojas subsésiles y carnosas dispuestas en forma elíptica 
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y desarrolla raíces adventicias que brindan soporte a la planta completa (Tan y Chin, 

2015). 

2.1.4 Biología reproductiva 

La biología reproductiva del género Vanilla parece ser un tema complicado, pues 

ciertos factores dificultan la reproducción sexual de estas orquídeas, por ejemplo, la 

anatomía floral de V. planifolia disminuye la tasa de autopolinización debido a la 

presencia del ya mencionado rostelo que evita el contacto estigma-estambre, sin 

embargo, se ha demostrado que bajo circunstancias favorables (en sistemas de 

cultivo) la tasa de autopolinización varía desde el 6 hasta al 20 % de éxito (Lubinsky 

et al., 2006). 

Bajo este contexto, en un estudio se propuso la hipótesis de que la alogamia es 

probablemente el proceso más observado en la naturaleza, pero lo cierto es que 

este método reproductivo es muy poco frecuente (Bory et al., 2008); se estima que 

este fenómeno es el resultado de la baja densidad de las poblaciones silvestres, 

aunado a la presencia de variedades autoincompatibles en una proporción 

desconocida (Gamboa, 2014). 

Cabe mencionar que las interacciones biológicas han representado un amplio 

campo de interés en la diversificación de orquídeas, sin embargo, se ha evidenciado 

en algunas especies de Vanilla que, a pesar de existir polinizadores, los eventos de 

polinización exitosa son muy poco frecuentes, debido al tamaño del diámetro interno 

del labelo (Macedo, 2000). 

Actualmente, la reproducción de V. planifolia es predominantemente vegetativa, lo 

cual contribuye a la disminución de la variabilidad genética (especialmente en 

cultivares) y en consecuencia ha caído en una depresión genética importante 

(Borbolla-Pérez et al., 2016), motivo por lo cual se encuentra sujeta a protección 

especial por la Norma Oficial Mexicana 059-2010 de la Secretaría de Medio 

Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT). 
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2.1.5 Problemáticas del cultivo 

En lo referente a V. planifolia se estima que, de sus frutos se obtiene cerca del 95 

% del total de vainillina natural producida a nivel mundial (Azofeifa-Bolaños et al., 

2014), lo que la posiciona como la especie de mayor importancia económica del 

género. 

Los frutos de esta especie fueron utilizados probablemente desde la era 

prehispánica con una amplia variedad de fines: medicinales, alimentarios y 

culturales. En sus inicios, el cultivo de vainilla consistía en la recolección de frutos 

resultantes de la polinización natural; posteriormente surgieron sistemas de cultivo 

que derivaron en el manejo de agro-bosques (Villanueva-Viramontes et al., 2017). 

En la actualidad, el cultivo de vainilla se realiza mediante la propagación vegetal de 

esquejes, provenientes de otras plantaciones previamente establecidas (INIFAP, 

2014). El establecimiento de este tipo de plantaciones repercute negativamente en 

el acervo genético de V. planifolia, pues la constante reproducción clonal deriva en 

la erosión genética de la especie como resultado de la ausencia de variabilidad 

genética (Hernández-Ruíz et al., 2016). 

Aunado a ello, la escasa resistencia ante microorganismos fitopatógenos (Ramírez-

Mosqueda et al., 2015) disminuye la presencia de ejemplares de esta especie en 

estado silvestre; por lo cual, el acervo genético está compuesto por el limitado 

número de ejemplares silvestres y principalmente por las plantaciones comerciales 

establecidas. 

Los factores de estrés abiótico, tales como el aumento de temperatura y los periodos 

largos de sequía son coadyuvantes en la disminución de poblaciones de V. 

planifolia. Hernández-Hernández (2011) describe las condiciones en que la 

exposición directa al sol puede dañar el follaje en sistemas de cultivo intensivos; por 

su parte, Borbolla-Pérez et al. (2016) demostraron a través de marcadores 

moleculares que V. planifolia presenta un bajo nivel de adaptabilidad a temperaturas 

ambientales elevadas, derivado de una baja diversidad genética. 
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Experiencias empíricas de pequeños productores mexicanos afirman que, la 

combinación de altas temperaturas, bajo nivel de precipitación durante la etapa de 

fructificación y falta de áreas sombreadas para cultivo, resultan en la caída 

prematura de los frutos lo cual disminuye el rendimiento en biomasa de vainilla 

(Borbolla-Pérez et al., 2017). 

Los periodos largos de sequía en combinación con exposición a alta irradiación solar 

alteran la capacidad fotosintética y el metabolismo general de la planta 

(acumulación de ácidos, absorción masiva de CO2, disminución de clorofila (Chl) y 

carotenoides, entre otros) sometiéndola a un estado de inanición que puede derivar 

en la debilitación gradual de la planta y aumentar la susceptibilidad al ataque de 

patógenos (Nogués et al., 2006). Los factores de estrés abiótico antes 

mencionados, han llevado a esta especie a tener pérdidas de hasta un 80 % en 

biomasa (Borbolla-Pérez et al., 2017) y bajos niveles de supervivencia. 

2.2 Estrés abiótico 

Se conoce como estrés medioambiental a toda aquella condición desfavorable para 

el correcto desarrollo y funcionamiento de las plantas (Levitt, 1980); estas 

condiciones están esencialmente constituidas por factores externos de origen 

biótico (por la interacción con microorganismos) y/o abiótico (de tipo fisicoquímicos). 

Estos últimos son originados principalmente por alteraciones en la temperatura, 

disponibilidad de agua y exposición a sustancias químicas (entre otros), y se estima 

que pueden causar pérdidas de más del 50 % del rendimiento de los cultivos 

alrededor del mundo (Gray y Brady, 2016). 

2.2.1 Estrés hídrico 

El concepto de estrés hídrico incluye dos posibles escenarios contrapuestos: estrés 

por exceso, o estrés por déficit de agua en el suelo, y habitualmente interactúa 

sinérgicamente con uno o más factores medioambientales (Hodson y White, 2009). 

De este modo, la sequía agrícola es un fenómeno que, debido a su naturaleza está 

estrechamente relacionado al estrés (por déficit) hídrico (Velasco et al., 2005), y se 

puede catalogar como un fenómeno transitorio durante el cual, la escasa 
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disponibilidad del agua (derivada de disminución de la precipitación, pérdidas por 

evaporación y disminución de reservas de agua en el suelo) en un espacio 

geográfico se ve considerablemente disminuida respecto del nivel habitual y que en 

consecuencia afecta negativamente el rendimiento de los cultivos agrícolas (Mishra 

y Singh, 2010; Batista, 2016). 

El monitoreo y predicción oportuna del comportamiento de las sequías en el país 

son acciones de vital importancia para mitigar sus efectos negativos. En el año 2002 

surgió el programa North American Drought Monitor (NADM), encargado de 

monitorear los eventos climáticos y posteriormente analizar su evolución con el paso 

del tiempo (Lobato-Sánchez, 2016), con ayuda de este sistema, fue posible 

determinar que el 70 % del territorio mexicano se encuentra atravesando un periodo 

de sequía prolongado que, si bien tuvo mayor impacto en el año 2012, más del 30 

% se ha mantenido en el rango D1 “sequia moderada” según la clasificación de la 

sequía del NADM (CONAGUA, 2020). 

2.2.2 Mecanismos de tolerancia al estrés hídrico 

La constante exposición a los factores de estrés abiótico ha llevado a las plantas a 

desarrollar mecanismos de aclimatación, así como adaptaciones evolutivas de tipo 

morfológicas, a nivel celular y de tipo moleculares como respuesta inmediata que le 

permiten tolerar y sobrevivir ante el estrés (Witcombe et al., 2008; Atkinson y Urwin, 

2012). La forma en cómo se activan estos mecanismos de respuesta depende 

directamente del genotipo y las condiciones generales de desarrollo de las plantas 

al momento de ser expuestas, así como la duración en el tiempo y la intensidad de 

las condiciones medioambientales que provocan dicho estrés (Peleg et al., 2011). 

Levitt (1980) clasificó los mecanismos de respuesta al estrés por déficit hídrico en 

dos categorías principales, por una parte, los mecanismos de prevención de la 

deshidratación (modificaciones morfo-fisiológicas como aumento del desarrollo 

radicular, producción de ceras y ajustes osmóticos, entre otros) y por otra, los de 

tolerancia de la deshidratación (reubicación de carbohidratos solubles, acumulación 

de protectores moleculares, etc.). 
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2.2.3 Respuestas fotosintéticas ante el estrés hídrico 

Las condiciones de estrés abiótico presentes en el ambiente influyen negativamente 

en el proceso de fotosíntesis (Taiz y Zeiger, 2010); la exposición continua a estos 

ambientes puede generar daños en las plantas al alterar estructuras celulares, 

reducir la concentración de pigmentos fotosintéticos y las enzimas involucradas en 

su metabolismo, así como la regulación estomática (De Tafur et al., 2014); al 

respecto, Niechayev et al. (2019) mencionan que las plantas CAM pueden ahorrar 

energía metabólica y hacer un uso más eficiente del agua durante condiciones de 

estrés mediante la apertura-cierre de estomas como medida preventiva. 

Ashraf y Harris (2013) mencionan que el cierre estomático reduce eficientemente la 

transpiración, sin embargo, bajo condiciones severas de estrés hídrico, la 

deshidratación celular puede llevar a la inhibición de la fotosíntesis debido a daños 

generados en las membranas de los tilacoides y la degradación de pigmentos 

fotosintéticos (Chl a y b). 

Los pigmentos fotosintéticos (Chl a y b), son las moléculas encargadas de recolectar 

la energía solar en los sistemas fotosintéticos; su regulación dentro de las células 

es un proceso de suma importancia que involucra una serie de reacciones mediadas 

por enzimas (Beale, 1999). Salehi-Lisar y Bakhshayeshan-Agdam (2016) 

mencionan que la reducción en el contenido de Chl es una respuesta común durante 

el estrés hídrico que puede inhibir el crecimiento de las plantas;  además, la 

consecuente reducción de la tasa fotosintética y acumulación de ERO son un factor 

importante para la activación de mecanismos de tolerancia al estrés como la 

acumulación de proteínas solubles (PS) y osmolitos compatibles. 

2.2.4 Síntesis de proteínas ante el estrés hídrico 

Bajo un escenario de exposición crónica las plantas pueden presentar respuestas 

de tipo morfológicas como la disminución de la expansión foliar y subsecuente 

expansión radicular; por otra parte, el cierre de estomas es también un mecanismo 

de resistencia ante la pérdida de agua (Moreno, 2009). Sin embargo, también 
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pueden activar respuestas a nivel molecular a través de modificaciones en la 

expresión genética. 

En relación con el tipo de estrés y la intensidad de la exposición de las plantas ante 

dicho estrés, la activación de genes lleva a la planta a la acumulación de proteínas 

a nivel celular, lo que modifica su patrón proteico (Farooq et al., 2009; Hussain et 

al., 2011). 

Dentro de los principales compuestos de prevención del estrés hídrico, se destacan 

la prolina (Pro) y glicina betaína (GB), entre otros, por su parte, las proteínas “Late 

Embryogenesis Abundant” (LEA) y “Heat Shock” (HSP) actúan como un “reemplazo” 

de la molécula de agua por su capacidad para formar puentes de hidrógeno 

confiriendo a la célula tolerancia al déficit hídrico (Cardozo y Quiriban, 2018). 

La acumulación de PS ha sido documentada como un mecanismo de respuesta 

rápida ante la exposición a diferentes niveles de estrés hídrico en cultivos como 

algodón (Gossypium L.) (Li et al., 2010); yuca (Manihot esculenta Crantz) (Fu et al., 

2016) y caña de azúcar (Saccharum spp. L.) (Zhang et al., 2020). Gao et al. (2020), 

reportan que la naturaleza de los agentes osmóticos utilizados en el medio de cultivo 

durante la inducción de estrés puede modificar la cantidad de PS acumuladas y 

otros compuestos osmoprotectores. 

La acumulación de enzimas antioxidantes y aminoácidos libres es también un 

mecanismo de respuesta ligado al aumento de estrés hídrico que juega un papel 

importante en la aminoración de los daños producidos por estrés oxidativo 

(Darvishani et al., 2020). 

2.2.5 Síntesis de prolina ante el estrés hídrico 

La prolina es un aminoácido multifuncional presente de manera natural en las 

plantas reconocido por su capacidad de contrarrestar estrés tanto biótico como 

abiótico; puede actuar de diferentes maneras dentro de la célula: como un osmolito 

compatible y reductor de radicales libres, estabilizador de membranas, estabilizador 

del pH del citoplasma, además de que al ser degradado puede proveer energía para 
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el crecimiento de la planta después de ser sometida a estrés (Szepesi y Szőllősi, 

2018). 

La síntesis de Pro comienza con la degradación del glutamato a glutamato-

semialdehído (GSA) por la enzima pirrolina-5-carboxilato sintetasa (P5CS1) y su 

espontanea conversión en pirrolina-5-carboxilato (P5C). La P5C reductasa (P5CR) 

convierte al PC5 en Pro; de manera alternativa, Pro puede ser sintetizada a partir 

de la ornitina, la cual es transamindada por la ornitina-δ-aminotransferasa (δOAT), 

esta es convertida en GSA, PC5 y consecuentemente en Pro (Verbruggen y 

Hermans, 2008). 

El catabolismo de Pro ocurre en la mitocondria en presencia de Pro-deshidrogenasa 

(PDH) o Pro-oxidasa (POX) la cual produce PC5 a partir de Pro y posteriormente la 

PC5 deshidrogenasa (PC5DH) convierte al GSA en glutamato (Hayat et al., 2012). 

Moléculas como Pro, GB, ascorbato y azucares con alto poder reductivo, son 

considerados antioxidantes no enzimáticos, y se ha demostrado que su 

acumulación tiene un efecto positivo sobre el mantenimiento de la homeostasis 

celular y la prevención del daño al ADN por la interacción con ERO (Matysik et al., 

2002; De Carvalho et al., 2013; Moreno-Galván et al., 2020). 

2.2.6 Síntesis de glicina betaína en el estrés hídrico 

Glicina betaína es un compuesto cuaternario de amonio derivado de la glicina 

presente en bacterias, animales y plantas de manera natural, y forma parte de un 

grupo de compuestos conocidos como “solutos compatibles”. La acumulación de 

GB en plantas superiores está relacionada con la tolerancia a estrés abiótico debido 

a que en condiciones de alta salinidad y temperatura actúa como un estabilizador 

de la estructura cuaternaria de enzimas y proteínas y ayuda a mantener la 

estabilidad de las membranas celulares (Chen y Murata, 2011). 

En la mayoría de los sistemas biológicos, GB puede ser sintetizada mediante dos 

vías, específicamente en plantas, la primera parte de colina, la cual es oxidada por 

colina monooxigenasa (CMO) a betaína aldehído y posteriormente oxidada a GB 

por NAD+-dependiente de betaína aldehído deshidrogenasa (BADH). La segunda 
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vía comienza con la fosfoetanolamina: N-metiltransferasa, una enzima citosólica 

que cataliza los tres pasos de las reacciones de metilación en la conversión de 

fosfoetanolamina a fosfocolina (McNeil et al., 2000; Chen y Murata, 2011). 

Se ha demostrado que el incremento de GB ya sea por inducción exógena con 

microorganismos, o mediante la transformación genética de plantas influye en una 

amplia variedad de mecanismos de tolerancia al estrés hídrico. Los principales 

factores que participan en dichas respuestas son la concentración y la ubicación de 

GB dentro de la célula (Giri, 2011; Ahmad et al., 2013). 

Park et al. (2007) demostraron que la acumulación de GB en cloroplastos de plantas 

transgénicas de tomate (Solanum lycopersicum L.) fue más efectiva que su 

acumulación en el citosol; por su parte, Carrillo (2018) sugiere que GB funge como 

un protector de la maquinaria fotosintética ante la reducción de la fijación de CO2 

por RuBisCO en hojas jóvenes de Amarantáceas. Por su parte, Pei et al. (2020) 

mencionan que la presencia de azúcares solubles incrementa el efecto 

osmoprotector de GB incrementando la absorción de agua, asimilación de CO2 y 

protección de los órganos reproductivos durante diferentes etapas de desarrollo de 

maíz (Zea mays L.) Para evaluar la inducción de estrés osmótico in vitro y la 

acumulación de osmolitos compatibles se ha implementado el uso de diversas 

herramientas biotecnológicas.   

2.3 Herramientas de cultivo de tejidos en el fitomejoramiento 

El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas utilizadas para desarrollar 

células, tejidos u órganos vegetales bajo condiciones completamente asépticas in 

vitro y está basado en el principio de totipotencialidad de las células vegetales 

(Pérez-Molphe et al., 1999). Las principales áreas de interés que utilizan el cultivo 

de tejidos son la micropropagación, sanidad vegetal, conservación de germoplasma 

e investigación aplicada en genética, fisiología y bioquímica de cultivos de interés 

agronómico (Ramírez et al., 2012; Morales, 2015). 

La obtención de nuevas plantas se origina de las tres vías de regeneración in vitro 

existentes (brotación y proliferación de yemas, embriogénesis somática y 
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organogénesis) en función de las necesidades de cada área de interés, lo cual ha 

llevado al desarrollo de diferentes técnicas de cultivo in vitro como el uso de medios 

de cultivo semisólidos, medios líquidos y la adaptación de estos en sistemas de 

inmersión temporal (Pérez-Molphe et al., 1999; Muñiz, 2018). 

La microproprogación de especies de interés agronómico trae consigo el uso de 

herramientas biotecnológicas que facilitan significativamente su manejo, 

conservación y especialmente mejora genética; tres de las herramientas más 

utilizadas son la selección inducida, el uso de marcadores moleculares e ingeniería 

genética (Wawrosch, 2010). 

Bajo este contexto, el cultivo in vitro ha demostrado ser una herramienta eficiente 

para la selección de plantas con caracteres genotípicos importantes como 

producción de metabolitos secundarios, alto rendimiento y tolerancias a factores de 

estrés entre otros, además, ofrece como ventajas la disminución del tiempo y costos 

para la multiplicación y monitoreo del material vegetal y la posibilidad de aumentar 

la frecuencia de aparición de mutaciones génicas y puntuales derivadas de la 

variación somaclonal generada durante el cultivo in vitro (Penna et al., 2012; Nikam 

et al., 2015; Martínez-Estrada et al., 2017; Masoabi, et al. 2018; Kunene y 

Masarirambi, 2018; Naheed et al., 2020). 

2.3.1 Selección in vitro y uso de PEG como agente osmótico 

El uso de agentes osmóticos añadidos en medio de cultivo in vitro ha sido 

ampliamente utilizado como un método para inducir tolerancia a estrés hídrico; esto 

permite aislar y multiplicar masivamente plantas que presenten posible tolerancia 

ante factores de estrés (Gutiérrez et al., 2003). 

El PEG es un poliéter ramificado lineal disponible en una amplia variedad de pesos 

moleculares; y es uno de los agentes osmóticos más utilizados para la selección in 

vitro de plantas tolerantes al estrés hídrico, debido a su eficiencia en la interacción 

con otras moléculas, lo cual le permite generar distintos potenciales osmóticos en 

los medios de cultivo (Michel y Kaufmann, 1973; Harris, 2013). 
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A diferencia de otros agentes osmóticos como el manitol o el sorbitol, el PEG 

rechaza eficientemente otros polímeros cuando se encuentra en medios acuosos, 

lo cual le confiere una baja interacción con proteínas y la capacidad de separación 

de fases acuosas, por lo cual, no puede ser metabolizado por la célula y mantiene 

un potencial osmótico (Ψs) uniforme en el medio de cultivo (Money, 1989). 

Algunos autores sugieren que el uso de PEG 6000 en la inducción de estrés hídrico 

in vitro es un método muy útil para evaluar las respuestas generadas por la 

interacción estrés-planta, sin la influencia de los daños potenciales que otros 

agentes osmóticos pueden causar a nivel celular; en el Cuadro 2 se muestran 

algunas concentraciones de PEG 6000 utilizadas en la inducción de estrés hídrico 

de diferentes cultivos. 

 

 

 

 

Cuadro 2. Concentraciones de PEG 6000 utilizadas en la inducción de estrés 

hídrico in vitro. 

Cultivo 
Concentración 

de PEG (% p/v) 
Referencia 

Stevia rebaudiana (Bertoni) 

Bertoni 
2, 4 y 6 

Hajihashemi y Ehsanpour 

(2014) 

Beta vulgaris L. 1, 2, 4, 6 y 8 Sen y Alikamanoglu (2012) 

Ricinus communis L. 2.5, 5, 7.5 y 10 De Araujo et al. (2016) 

Opuntia ficus-indica (L.) Mill. 1, 2 y 4 Mengesha, et al. (2016) 

Saccharum spp. L. 
0.5, 1, 1.5, 2 y 

20 
Masoabi et al. (2017) 

Arachis hypogaea L. 2, 4 y 6 Abdulmalik et al. (2018) 

Populus alba L. 1, 2, 4 y 5 Vuksanović, et al. (2019) 
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3 OBJETIVOS 
 
General 

- Evaluar la respuesta al estrés hídrico in vitro de V. planifolia inducido con 

diferentes concentraciones de polietilenglicol (PEG 6000). 

Específicos 

- Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de PEG 6000 sobre el 

crecimiento in vitro de V. planifolia. 

- Determinar el contenido de clorofila, proteínas solubles, prolina y glicina 

betaína como respuesta bioquímica al estrés hídrico inducido por PEG 6000. 

- Determinar el índice estomático y porcentaje de estomas abiertos de las 

plantas regeneradas. 

4 HIPÓTESIS 
 
Si polietilenglicol es un agente osmótico que induce estrés hídrico in vitro, entonces 

al ser adicionado al medio de cultivo a diferentes concentraciones tendrá efecto en 

el crecimiento de brotes y contenido endógeno de clorofila, proteínas solubles, 

prolina y glicina betaína. 
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5 MATERIALES Y METODOS 
 

El presente estudio se realizó en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del 

Colegio de Postgraduados (COLPOS) Campus Córdoba, ubicado en el km. 348 de 

la carretera federal Córdoba-Veracruz, congregación Manuel León, Amatlán de los 

Reyes, Ver. En la Figura 1 se muestra la estrategia experimental llevada a cabo. 

 

Material vegetal 

(Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) 

Establecimiento in vitro de material vegetal 

Multiplicación in vitro 

0% 1% 2% 3% 

Inducción de estrés hídrico con PEG 6000 

Evaluación de respuestas morfológicas 

Evaluación de respuestas bioquímicas 

Análisis estadístico de resultados  

Figura 1. Estrategia experimental. 
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5.1 Establecimiento y multiplicación del material vegetal 

Se colectaron estacas jóvenes con ocho yemas de V. planifolia provenientes de una 

plantación comercial ubicada en la localidad de El Palmar, Emiliano Zapata, 

Veracruz, México. Las estacas se mantuvieron en cuarentena bajo condiciones de 

invernadero a una irradiancia de 130 μmol m-2 s-1, 30 ± 2 °C, y 60 ± 5 % de humedad 

relativa, con aplicaciones una vez por semana de solución fungicida al 0.1 % (p/v) 

(Cupravit®, Bayer AG, Leverkusen, Nordrhein-Westfalen, Germany) y solución 

bactericida al 0.1 % (p/v) (Agri-mycin, Pfizer, New York, New York, USA). 

Después de 40 d se colectaron entrenudos de tres a cinco cm de largo. Los 

entrenudos fueron transferidos al laboratorio en donde se lavaron con detergente 

comercial Axion® (Mission Hills, S.A. de C.V., San José de Iturbide, Guanajuato, 

México) y agua corriente; posteriormente, se redujeron a dos cm de longitud y fueron 

inmersos en una solución de jabón con dos gotas de Tween 20® (Sigma-Aldrich® 

Chemical Company, St. Louis, Missouri, USA) por cada 100 mL por 5 min seguido 

de cinco enjuagues con agua destilada. 

En campana de flujo laminar, los explantes fueron sumergidos en una solución al 

15 % (v/v) de NaClO comercial (5 % IA, Clorox®, Monterrey, Nuevo León, México) 

durante 5 min y se realizaron dos enjuagues con agua destilada estéril. 

Posteriormente, los explantes se sumergieron en una solución de HgCl2 al 0.1 % 

(p/v) y se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril. Finalmente, los 

explantes desinfectados se transfirieron individualmente a frascos de 500 mL que 

contenían 30 mL de medio de multiplicación MS (Murashige y Skoog, 1962) 

suplementado con 30 g L-1 de sacarosa, 2 mg L-1 de 6-Bencilaminopurina (BAP) 

(Sigma-Aldrich®) y 2.3 g L-1 de Phytagel® (Sigma-Aldrich®) como agente gelificante. 

El pH del medio se ajustó a 5.8 con NaOH 1N y se esterilizó en autoclave durante 

15 min a 121 ºC y 117.7 kPa. Todos los cultivos fueron incubados a 24±2 ºC con un 

fotoperiodo de 16 h con lámparas fluorescentes a una irradiancia de 50 μmol m-2 s-

1
. 
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5.2 Inducción de estrés hídrico con PEG 

Para la presión de selección in vitro con PEG, se utilizaron brotes de dos cm de 

longitud obtenidos después de cuatro subcultivos en medio de multiplicación. Los 

brotes fueron cultivados en tubos de ensaye de 22 x 150 mm conteniendo 20 mL de 

medio semisólido MS sin reguladores de crecimiento y diferentes concentraciones 

de PEG 6000 PM (Sigma-Aldrich®) (0, 1, 2 y 3 % p/v). El pH del medio de cultivo, 

las condiciones de esterilización e incubación fueron las mismas descritas 

anteriormente. 

Cada tratamiento consistió en 10 tubos de ensaye con un explante cada uno. A los 

45 d de cultivo, se evaluaron las diferentes variables morfológicas y porcentaje de 

materia seca (MS). El contenido de materia seca se calculó utilizando la formula 

peso seco (PS) / peso fresco (PF) × 100. Se determinó el contenido de Chl, PS, Pro, 

GB y se evaluó el índice estomático (IE) y el porcentaje de estomas abiertos. 

5.3 Medidas de potencial osmótico del medio de cultivo 

El potencial osmótico (Ψs) de los medios de cultivo semisólido con diferentes 

concentraciones de PEG se determinó utilizando un osmómetro de presión de vapor 

(5520 Vapro, Wescor Inc., Logan, Utah, USA). 

5.4 Determinación del contenido total de clorofila 

El contenido total de Chl fue determinado de acuerdo a la metodología propuesta 

por Harborne (1973) modificada por Martínez-Estrada et al. (2019). Las 

absorbancias fueron medidas en un espectrofotómetro (Genesys 10S, Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) a 663 nm y 645 para Chl a y b, 

respectivamente. El contenido total de Chl fue calculado utilizando la siguiente 

fórmula: 

Chl total (C) = ([(8.20 *A ₆₆₃) - (20.2 *A ₆₄₅)] (V)) / (1000 * W) 

Donde: 

A₆₆₃ y A₆₄₅: son las absorbancias 
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C: Concentración (mg g−1 PF) 

V: graduación de volumen en mL-1 

W: peso de la muestra en g 

1000: factor de conversión 

5.5 Determinación del contenido de proteínas solubles 

La estimación de PS se llevó a cabo por el método propuesto por Bradford (1976). 

Se pesaron 100 mg del material vegetal fresco y se maceró en un mortero en 25 mL 

de acetona fría por 5 s. El tejido macerado fue filtrado al vacío y se agregaron 12.5 

mL de acetona. Al extracto obtenido se agregaron 5 mL de Buffer TRIS-HCl 0.1M 

(pH 7.1) y fue colocado en baño con hielo. Posteriormente, se centrifugaron a 3100 

g por 20 min a 4 ºC. Se tomó una alícuota de 100 µL del sobrenadante y fueron 

agregados a 4.9 mL de reactivo Bradford. Al cabo de 12 min de reacción, el 

cromóforo se leyó a una absorbancia de 595 nm en un espectrofotómetro (Genesys 

10S). La cuantificación se hizo mediante una curva de calibración con albúmina de 

bovino (Hoffmann-La Roche Ltd., Grenzacherstrasse, Basel, Switzerland). 

5.6 Determinación del contenido de prolina 

La determinación de Pro se realizó por el método descrito por Bates et al., (1973). 

Se maceraron 125 mg de tejido foliar fresco en un mortero y se homogeneizó con 5 

mL de ácido sulfosalicílico 3 % (p/v). La solución resultante se filtró (Whatman #2) y 

se tomó una alícuota de 1 mL y se le agregaron 1 mL de ácido acético glacial y 1 

mL de ninhidrina. Se realizó la incubación de 1 mL del extracto en baño 

termorregulado durante una hora a 100 ºC. Se retiraron los tubos y la reacción se 

terminó con un baño de hielo. Se añadieron 2 mL de tolueno y se agitó por 30 s para 

la separación de fases. El cromóforo resultante se leyó a una absorbancia de 520 

nm en el espectrofotómetro (Genesys 10S) utilizando tolueno como blanco. La 

cuantificación se hizo mediante una curva de calibración con estándar de L-prolina 

(Sigma-Aldrich®). 
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5.7 Determinación del contenido de glicina betaína 

La determinación de GB se llevó a cabo por el método propuesto por Grieve y 

Grattan (1983). Para ello se pesaron 100 mg de tejido foliar seco y se hicieron 

reaccionar con agua y H2SO4 2N al terminar la adición de 0.2 mL de KI-I2. La 

extracción se realizó mediante centrifugado a 3100 g por 20 min a 4 ºC y la posterior 

adición de 9 mL de 1,2-Dicloroetano. Se midió la absorbancia a 365 nm en 

espectrofotómetro (Genesys 10S) utilizando 1,2-Dicloroetano como blanco. La 

cuantificación se hizo mediante una curva de calibración con estándar de betaína 

(Sigma-Aldrich®). 

5.8 Índice estomático y porcentaje de estomas abiertos 

El IE y el porcentaje de estomas abiertos se midieron en el envés de la tercera hoja 

en relación con el ápice caulinar de los brotes. El IE se determinó mediante la 

fórmula: IE= [número de estomas / (número de células epidérmicas + número de 

estomas)] x 100. Para visualizar los estomas y células epidérmicas por mm2, las 

muestras de hojas se examinaron bajo un microscopio (Axio Lab.A1, Carl Zeiss AG, 

Jena, Thuringia, Germany). El porcentaje de estomas abiertos se calculó mediante 

número total de estomas y el número de estomas abiertos.  

5.9 Diseño experimental y análisis estadístico 

Todos los experimentos fueron realizados con un diseño completamente al azar y 

fueron replicados tres veces. Se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) seguido 

de una prueba de Tukey (p ≤ 0.05) mediante el software estadístico SPSS (versión 

22 de Windows). Previo al análisis estadístico, los valores reportados en porcentaje 

fueron transformados mediante la fórmula: 𝑌=𝑎𝑟𝑐𝑠𝑒𝑛 (√(𝑥/100)), donde 𝑥 es el valor 

del porcentaje. 

 



21 

 

6 RESULTADOS 

6.1 Estrés osmótico inducido por PEG 

El potencial osmótico (Ψs) del medio de cultivo aumentó conforme incrementaron 

las concentraciones de PEG, obteniendo valores de Ψs= -0.14, -0.23, -0.32 y -0.43 

MPa para 0, 1, 2 y 3 % PEG respectivamente. Al evaluar el efecto de diferentes 

concentraciones de PEG sobre el crecimiento in vitro de V. planifolia, se observaron 

diferencias significativas en la longitud de brotes, número de hojas, número y 

longitud de raíces y porcentaje de materia seca (Cuadro 3). 

 

De manera general, el crecimiento in vitro de V. planifolia redujo al incrementar las 

concentraciones de PEG. Los brotes de mayor longitud se obtuvieron en 0 % PEG, 

con 67.6 mm de altura; mientras que, los brotes de menor longitud se obtuvieron en 

3 % PEG, con 26.6 mm de altura. Para la variable número de hojas por brote, el 

mayor número de hojas se observó en 0 % PEG con 5.7 hojas por brote; mientras 

que, la menor cantidad de hojas se observó en 3 % PEG, con 2 hojas por brote. 

Para las variables número y longitud de raíz, los brotes de mayor cantidad y longitud 

de raíz se observó en 0 % PEG, con 5.8 raíces por brote y 31 mm de longitud en 

promedio; mientras que, el menor número y tamaño de raíces se encontró en el 

Cuadro 3. Efecto de diferentes concentraciones de PEG 6000 en el crecimiento in 

vitro de Vanilla planifolia. 

PEG 

(%) 

Longitud 

(mm) 

No. de 

hojas 

No. de 

raíces 

Long. de raíz 

(mm) 

Materia seca 

(%) 

0 67.60±3.05a 5.70±0.30a 5.80±0.20a 31.00±1.59a 7.15±0.22b 

1 37.40±2.07b 3.10±0.23b 4.20±0.33b 24.20±2.55b 10.60±0.61a 

2 41.00±3.07b 3.00±0.26b 4.70±0.37b 18.90±1.21b 11.03±0.69a 

3 26.60±0.81c 2.00±0.21c 2.60±0.22c 11.10±0.64c 13.21±0.97a 

Los valores representan la media ± ES (error estándar) a los 60 d de cultivo. Medias 

con diferente letra son significativamente diferentes (Tukey, p ≤ 0.05). 
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tratamiento con 3 % PEG, con 2.6 raíces por brote y 11.1 mm de longitud promedio 

(Figura 2). 

Respecto al contenido de materia seca, los mayores porcentajes se observaron en 

los tratamientos con PEG, con porcentajes de entre 10.6 - 13.21 % mientras que en 

el tratamiento control se observó el menor porcentaje, con 7.15 %. 

 

Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de PEG 6000 en el crecimiento de Vanilla 

planifolia a los 60 d de cultivo. a - d) 0, 1, 2 y 3 % PEG 6000 respectivamente. Barra= 2 cm. 
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6.2 Contenido de clorofila 

Se observaron diferencias significativas en el contenido total de Chl en hojas de 

plántulas de V. planifolia expuestos a distintas concentraciones de PEG 6000. El 

mayor contenido de Chl se observó en el tratamiento con 0 % PEG con 0.45 mg g-1 

PF, seguido de los tratamientos 1, 2 y 3 % PEG con 0.38, 0.29 y 0.24 mg g-1 PF 

respectivamente (Figura 3a). 

6.3 Contenido de proteínas solubles 

Se observaron diferencias en el contenido de PS en las todas las concentraciones 

de PEG. El mayor contenido de PS se observó en el tratamiento con 1 % PEG, con 

22.76 mg g-1 PF; mientras que, los contenidos menores de PS se observaron en los 

tratamientos con 2, 3 y 0 % PEG, con 16.52, 13.20 y 2.94 mg g-1 PF respectivamente 

(Figura 3b). 

6.4 Contenido de prolina 

Se observó un incremento gradual del contenido de Pro al aumentar la 

concentración de PEG. El mayor contenido de Pro se observó en 3 % PEG, con 

2.72 µM g-1 PF, mientras que los menores contenido se observaron en los 

tratamientos con 2, 1 y 0 % PEG, con 1.22, 0.96 y 0.81 µM g-1 PF respectivamente 

(Figura 3c). 

6.5 Contenido de glicina betaína 

Se observó un incremento gradual en el contenido de GB al aumentar la 

concentración de PEG. El mayor contenido de GB se observó en 3 % PEG, con 

28.28 µM g-1 PF, mientras que, los contenidos menores se observaron en los 

tratamientos con 2, 1 y 0 % PEG, con 14.89, 11.08 y 4.08 µM g-1 PF respectivamente 

(Figura 3d). 
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6.6 Índice estomático y porcentaje de estomas abiertos 

Se observaron diferencias significativas en el IE y porcentaje de estomas abiertos 

de V. planifolia expuestas a diferentes concentraciones de PEG. El mayor IE se 

observó en el tratamiento control con 4.44, seguido por los tratamientos con 1, 2 y 

3 % PEG con 3.79, 3.67 y 3.52 IE respectivamente (Figura 4). El mayor porcentaje 

de estomas abiertos se observó en el tratamiento control con 93.33 %, seguido por 

los tratamientos con PEG, con porcentajes entre 82 - 76 % de estomas abiertos 

(Figura 5). 

Figura 3. Efecto de PEG 6000 en respuestas bioquímicas de brotes in vitro de Vanilla 

planifolia a los 60 d de cultivo. a) clorofila total, b) prolina, c) glicina betaína y d) proteínas 

solubles. Los valores representan la media ± ES (error estándar) Medias con diferente letra, 

son significativamente diferentes (Tukey, p ≤ 0.05). 
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Figura 4. Efecto de PEG 6000 en el contenido estomático de brotes in vitro de Vanilla planifolia a 

los 60 días de cultivo. Los valores representan la media ± ES (error estándar). Medias con diferente 

letra, son significativamente diferentes (Tukey, p ≤ 0.05). 
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Figura 5. Efecto de diferentes concentraciones de PEG en el índice estomático y estomas 

abiertos de Vanilla planifolia. a - d) 0, 1, 2 y 3 % PEG 6000 respectivamente. Barra = 2.5 µm. 
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7 DISCUSIÓN 

7.1 Efecto de PEG sobre el crecimiento in vitro de V. planifolia 

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el crecimiento in vitro de 

V. planifolia es afectado bajo condiciones de estrés osmótico inducido por diferentes 

concentraciones de PEG. Las diferentes concentraciones de PEG tuvieron un efecto 

sobre el potencial osmótico del medio de cultivo (Ψs = -0.14, -0.23, -0.32 y -0.43 

MPa para 0, 1, 2 y 3 % PEG). El estrés osmótico inducido por el PEG 6000 afecta 

el crecimiento in vitro de V. planifolia. Una de las estrategias más importantes que 

las plantas han adoptado frente al estrés osmótico es detener o disminuir su 

crecimiento (Queirós et al., 2007; Darvishani et al., 2020). De hecho, el crecimiento 

lento es una respuesta adaptativa para la supervivencia de las plantas ante 

condiciones de estrés (Rao et al., 2006). 

Bello-Bello et al., (2015) reportaron que, durante la conservación in vitro de V. 

planifolia utilizando 3 % PEG 6000, este agente osmótico actúa como un inhibidor 

de crecimiento. Resultados similares fueron descritos por Gao et al. (2020), 

reportaron diferencias significativas en el crecimiento de brotes de D. officinale en 

1, 3 y 5 % PEG 6000. Jácome-Blásquez et al. (2016) en P. vitellina reportaron una 

reducción en la germinación al aumentar la concentración de PEG 8000. Ramírez-

Mosqueda et al. (2019) obtuvieron en Laelia anceps Lindl., el menor número de 

hojas y raíces por explante en 3 % PEG 8000. Piwowarczyk et al. (2014) reportaron 

un aumento del contenido de materia seca en brotes de ocho genotipos de almorta 

(Lathyrus sativus L.) en 5, 10 y 15 % PEG 6000. De acuerdo a Rai et al. (2011), la 

inhibición del crecimiento bajo estrés hídrico está asociada con una reducción en la 

capacidad de las plantas para absorber agua y nutrientes ocasionada por la 

disminución del potencial hídrico del medio cultivo. 

En este estudio, la inhibición del crecimiento de brotes de V. planifolia in vitro en 

presencia de PEG, podría explicarse por la síntesis de ABA (ácido abscísico) 

causando una reducción en la transpiración debido al cierre de estomas. Por otro 

lado, el incremento de materia seca en presencia de PEG podría explicarse por la 

síntesis de proteínas específicas, aminoácidos, osmolitos compatibles, y 
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metabolitos de respuesta al estrés hídrico y probablemente debido a la acumulación 

de iones. 

7.2 Contenido de clorofila 

En este estudio se observó una disminución del contenido total de Chl en brotes de 

V. planifolia en relación con el incremento de la concentración de PEG. En 

Orquidáceas in vitro, Gao et al. (2020) reportaron una disminución de Chl en brotes 

de D. officinale expuestos a 0, 1, 3 y 5 % PEG 6000. Suis et al. (2015) en 

protocormos de Aranda Broga Blue Bell observaron una reducción de Chl con 15 % 

PEG 400. La reducción del contenido de Chl en V. planifolia bajo estrés hídrico (-

0.9 MPa) ha sido reportada bajo condiciones ex vitro (Chandran y Puthur, 2009). La 

reducción en el contenido de Chl bajo estrés hídrico es ocasionada por una 

disminución de la actividad fotosintética debido al cierre de estomas (Hussain et al., 

2018). La baja actividad fotosintética está relacionada con la acumulación de 

materia seca como resultado al estrés osmótico afectando el transporte de 

carbohidratos (Tokarz et al., 2020). Además, de una baja actividad fotosintética, la 

degradación de Chl es un mecanismo de respuesta para evitar desgaste energético 

(Hu et al., 2020; Razavizadeh et al., 2019; Miglani et al., 2020). 

7.3 Contenido de proteínas solubles 

Los resultados de los análisis bioquímicos mostraron diferencias significativas sobre 

los contenidos de PS, Pro y GB (Figura 4). El contenido de PS disminuyó al 

incrementar la concentración de PEG en los brotes de V. planifolia; sin embargo, las 

PS fueron significativamente superiores en todos los tratamientos con PEG respecto 

al tratamiento control. La variación en el contenido de PS es una respuesta de 

tolerancia al estrés hídrico (Ilyas et al., 2020) relacionada con la síntesis, 

acumulación o degradación. El incremento en el contenido de proteínas está 

relacionada a la síntesis de hidrofilínas (Battaglia, et at., 2008), acuaporinas 

(Hussain et al., 2011), dehidrinas (Chiappeta et al., 2015) enzimas antioxidantes 

(Sewelam et al., 2016), chaperoninas (Zia et al., 2020), entre otras. Las plantas 

pueden sintetizar este tipo de proteínas para neutralizar el estrés oxidativo y estrés 

osmótico (Li et al., 2020; Zia et al., 2020). 
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Qayyum et al. (2018) reportaron un incremento en el contenido de proteínas en 

plántulas de cinco cultivares de trigo (Triticum aestivum L.) expuestas a distintos 

potenciales osmóticos (-0.2, -0.4 y -0.6 MPa) generados con PEG 6000. En 

contraste, Razavizadeh et al. (2019) observaron una disminución del contenido de 

proteínas en plántulas de tomillo (Thymus vulgaris L.) cultivadas bajo 2, 4, 6 y 8 % 

PEG 6000. De manera similar, Gao et al., (2020), observaron una disminución del 

contenido de proteínas en brotes de D. officinale cultivados bajo estrés hídrico 

inducido con 1, 3 y 5 % PEG 6000. Suis et al. (2015) observaron una reducción de 

PS utilizando PEG 400 (0, 5, 10 y 15 %) en protocormos de Aranda. Chandran y 

Puthur (2009) mencionan que la disminución del contenido de PS en el somaclon 

V4 de V. planifolia bajo estrés hídrico (-0.9 MPa) puede deberse a su degradación.  

Los resultados de este estudio sugieren que bajo las condiciones in vitro evaluadas, 

la acumulación de proteínas en los tratamientos con PEG podría estar relacionada 

por dos hipótesis: 1) el aumento en la acumulación PS en 1 % PEG es ocasionada 

por la biosíntesis de proteínas específicas como mecanismo de tolerancia al estrés 

osmótico; mientras que, 2) la disminución en el contenido PS a dosis de 2 y 3 % 

PEG podría deberse a una reducción en la biosíntesis y/o su degradación. 

Razavizadeh et al. (2019) mencionan que la degradación de proteínas bajo estrés 

osmótico provee fuentes de nitrógeno utilizado en diferentes procesos metabólicos. 

7.4 Contenido de prolina 

La acumulación de Pro en plantas es una respuesta fisiológica ante el estrés salino 

e hídrico mediante la reducción del tejido vegetal (Forlani et al., 2019). En 

condiciones de estrés hídrico, Pro actúa como estabilizador de proteínas 

estructurales, osmolito compatible y catalizador de actividad de enzimas 

antioxidantes (Kaur y Asthir, 2015). En nuestro estudio se observó un incremento 

significativo del contenido de Pro en los brotes expuestos a PEG; sin embargo, el 

tratamiento con 3 % PEG mostró dos veces su contenido respecto al tratamiento 

control. Este resultado demuestra que la Pro tiene un rol en los mecanismos de 

tolerancia al estrés hídrico en V. planifolia. 
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Otros estudios demuestran que Pro es un indicador bioquímico que contribuye a los 

mecanismos de tolerancia al estrés hídrico. Piwowarczyk et al. (2014) en brotes de 

L. sativus, reportaron un aumento en el contenido de Pro en 5, 10 y 15 % PEG 6000. 

Razavizadeh et al. (2019) en brotes de T. vulgaris observaron un incremento en la 

acumulación de Pro en 2, 4, 6 y 8 % PEG. En Orquidáceas, Jácome-Blásquez et al. 

(2016) en P. vitellina observaron que el contenido de Pro aumentó dos veces más 

que el tratamiento control al incrementar la concentración de PEG 8000. En 

contraste, Gao et al. (2020) reportaron en brotes de D. officinale que el contenido 

de Pro disminuyó en los tratamientos con 1, 3 y 5 % PEG 6000. Además de Pro, 

existen otros osmolitos como azucares y GB que se acumulan en respuesta al 

estrés hídrico (Seleiman et al., 2021). 

7.5 Contenido de glicina betaína 

El contenido de GB mostró un aumento significativo el exponer los brotes de V. 

planifolia a PEG. A la fecha, no se ha reportado la acumulación de GB en V. 

planifolia bajo estrés hídrico in vitro. Sin embargo, se han reportado acumulación de 

GB en otras especies. Hajihashemi y Ehsanpour (2013) en S. rebaudiana reportaron 

acumulación de GB en brotes expuestos a 2, 4 y 6 % PEG 6000. Datir e Inamdar 

(2019) observaron que la acumulación de GB aumentó en todos los cultivares de T. 

aestivum en respuesta al estrés hídrico inducido por 15 % PEG 6000. Jácome-

Blásquez et al. (2016) en P. vitellina observaron aumento en el contenido de GB en 

5 - 15 % PEG 8000. La GB es un osmolito compatible que actúa como 

osmoprotector, mantiene la actividad fotosintética protegiendo la membrana de las 

tilacoides y neutraliza a las ERO mediante la regulación de la expresión de genes 

de respuesta a estrés oxidativo durante estrés osmótico (Yang et al., 2008; Chen y 

Murata, 2011; Zhang et al., 2017; Ilyas et al., 2020). La ausencia de GB en células 

podría ocasionar daño a la membrana celular, degradación de proteínas, daño en 

el ADN y pérdida de capacidad fotosintética (Giri, 2011, Kumar et al., 2017; Ilyas et 

al., 2020). 
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7.6 Índice estomático y porcentaje de estomas abiertos 

El estrés osmótico inducido por el PEG tuvo efecto en la reducción del IE y 

porcentaje de estomas abiertos en V. planifolia. Nuestro estudio muestra una 

reducción del IE y el aumento del porcentaje de estomas abiertos al incrementar la 

concentración de PEG. Paletri et al. (2019) en Cattleya sp. Lindl. in vitro reportan 

una disminución en el IE con 25 % PEG 6000. Chandran y Puthur (2009) en 

somaclones ex vitro de V. planifolia reportan un reducido IE (1.65) a estrés hídrico 

generado por déficit hídrico (-0.9 MPa). De acuerdo a Pirasteh‐Anosheh et al. (2016) 

la variación del IE bajo estrés hídrico es diferente para cada especie. En V. planifolia 

bajo condiciones normales tiene un IE de 2.81 ± 0.27 (Chandran y Puthur, 2009). 

Por otro lado, el de cierre de estomas como resultado de la utilización de PEG para 

la evaluación del estrés hídrico in vitro ha sido reportado. Aliniaeifard et al. (2020) 

en nogal persa (Juglans regia L.) observaron una reducción en la apertura de 

estomas de 43 y 58 % a 3 y 5 % PEG 6000 respecto al control. La funcionalidad 

estomática, mediante la apertura y cierre de estomas, es un mecanismo que regula 

la transpiración y mantiene el balance hídrico ante el estrés osmótico (Farooq et al., 

2009). Al respecto, De Souza et al. (2013) mencionan que una adecuada 

funcionalidad estomática regula el balance hídrico en plantas. El cierre de estomas 

y bajo IE bajo generan una baja tasa de transpiración para evitar la deshidratación 

por pérdida de agua. 

El estrés hídrico reduce la disponibilidad de agua en el citoplasma de las células 

afectando su homeostasis. La falta de agua en células ocasiona estrés osmótico y 

oxidativo, ocasionando afectaciones en procesos fisiológicos, bioquímicos y 

moleculares (Vinocur y Altman, 2005). Diferentes escenarios de cambio climático 

pronostican sequias prolongadas, esto sugiere estudiar diferentes mecanismos de 

tolerancia en respuesta ante el déficit hídrico para realizar estrategias de 

mejoramiento genético en cultivos de importancia agroalimentaria. 
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8 CONCLUSIONES 
 

- Al incrementar las concentraciones de PEG se observó una reducción en el 

crecimiento in vitro de V. planifolia. 

- El incremento en las concentraciones de PEG disminuyó la acumulación de 

Chl y PS; mientras que, la acumulación de Pro y GB aumentó. 

- El IE y porcentaje de estomas abiertos se redujo al aumentar las 

concentraciones de PEG. 

- En nuestro estudio, el estrés osmótico inducido por PEG bajo condiciones in 

vitro tuvo efectos sobre el crecimiento, fisiología y determinaciones 

bioquímicas evaluadas en V. planifolia. La determinación de osmolitos 

compatibles Pro y GB pueden ser utilizadas como marcadores bioquímicos 

en futuros programas mejoramiento genético para la selección temprana de 

genotipos tolerantes a estrés hídrico. 
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