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Resumen

La presente investigacionse realizé en el Centro de Investigacion de Agroindustria Biotecnologia
y Veterinaria (CIABIV) de la Escuela Técnica Agricola e Industrial (ETAI) en Santa Clara de San
Carlos en el periodo 2019-2021. El objetivo fue el de establecer una metodologia para incrementar
el coeficiente de multiplicacién de la vainilla (Vanilla planifolia Andrews) por medio de
Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT) e identificar las rutas morfogenicas a través de la
histologia.

Para los efectos, se utilizd material vegetal proporcionado por la ETAI y el Instituto Tecnologico
de Costa Rica (ITCR) para su evaluacion en los BIT. Se realizaron tres ensayos:(1) tiempo de
inmersién, con tres tratamientos: 5, 10, 15 min/inmersion; (2) frecuencia de inmersién con los
tratamientos de 6, 12 y 18 horas, y (3) volumen de medio de cultivo considerando como
tratamientos: 20 ml, 40 ml y 60 ml de medio/explante. Como unidades experimentales se usaron
15 unidades BIT con 10 explantes de vainilla con tres nudos cada uno. Se utiliz6 un medio de
cultivo conteniendo las sales Murashige y Skoog (MS) suplementado con 1 mg/l de BAy 1 mg/l
de caseina hidrolizada. Las condiciones del cuarto de crecimiento se controlaron con un
fotoperiodo de 16 horas, una temperaturade 27 C° +/- 3 y una humedad relativade 70 %.

Los mayores coeficientes de multiplicacion se obtuvieron con las variables tiempo de inmersién
de 15 minutos, frecuencia de inmersién de cada 6 horas y volumen de 40 ml/explante. Al comparar
dichas condiciones obtenidas en los BIT con el medio semisélido se pudo comprobar mediante
una prueba de t de student que el BIT super6 en 16 brotes al medio convencional, a las 6 semanas
después de la siembra.

Para el estudio histoldgico, las plantas de vainillaobtenidas de los BIT se fijaron en formaldehido:
alcohol: &cido acético (FAA) (1:1:8 v/v) durante 24 horas, la deshidrataciéon se realizo
gradualmente con etanol y se finalizé con xileno. Los tejidos se infiltraron en paraplast® y
posteriormente fueron cortados en secciones de 10 um usando un micrometro rotatorio. Latincion
de los tejidos se realiz6 con Safraninay Fast Green'y se observaron en un microscopio compuesto.
Tanto en BIT como en medio semisolido se evidencio la respuesta de una ruta organogénica.

Palabras Clave: Vainilla, Biorreactores de Inmersion Temporal, Multiplicacion, Organogénesis.

13



Abstract

This research was carried out at the Center for Research in the Centro de Investigacion de
Agroindustria Biotecnologiay Veterinaria (CIABIV) of the Escuela Técnica Agricolae Industrial
(ETAI) in Santa Clara de San Carlos. The objective was to establish a methodology to increase the
multiplication coefficient of vanilla (Vanilla planifolia Andrews) by means of Temporary
Immersion Bioreactors (TIB) and to identify the morphogenic routes through histology.

For this purpose, it began with the introduction of the plant material provided by the ETAI and the
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR) and the evaluation in the TIB. For this, three trials
were carried out with three treatments each, where the immersion time was evaluated, with three
treatments: 5, 10, 15 min / immersion; Furthermore, the frequency of immersion every 6, 12 and
18 hours was studied and finally the volume of culture medium was determined considering as
treatments: 20 ml, 40 ml and 60 ml of medium / explant. 15 TIB units were used, with 10 vanilla
explants with three nodes each as the experimental unit. A culture medium containing Murashige
and Skoog (MS) salts supplemented with 1 mg / | of BA and 1 mg / | of hydrolyzed casein was
used. The conditions of the growth room were controlled with a photoperiod of 16 hours, a
temperature of 27 ° C +/- 3 and a relative humidity of 70%.

With the conditions in which the study was carried out, the highest multiplication coefficients in
response to the best immersion time was 15 minutes, the best immersion frequency was every 6
hours and the best volume was 40 ml / explant . When comparing these conditions obtained in the
TIB with the semi-solid medium, it was possible to verify by means of a t de student test that the
TIB exceeded the conventional medium in 16 shoots, at 6 weeks after sowing.

For the histological study, the vanilla plants obtained from the TIB were fixed in formaldehyde:
alcohol: acetic acid (FAA) (1: 1: 8 v/ v) for 24 hours, dehydrationwas carried out gradually with
ethanol and was finished with xylene. The tissues were infiltrated in paraplast® and subsequently
cut into 10 pm sections using a rotary micrometer. Tissue staining was performed with Safranin
and Fast Green and observed under a compound microscope. Both in TIB and in a semi-solid
medium, the response of an organogenic pathway was evidenced.

Key Words: Vanilla, Temporary Immersion Bioreactors, Multiplication, Organogenesis.
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1. Introduccién

La importancia de la vainilla cada vez es més relevante en el mundo, en la region Pan tropical, se
representa un grupo de lianas del género Vanilla ex Miller que comprende 126 especies
pertenecientes a la familia Orchidacea. Su cultivo es utilizado como fuente de extractos para
perfumeriay como saborizante de alimentos, especialmente la Vanilla planifolia (Andrews) (Soto
y Dressler, 2010; Azofeifaet al., 2019; Damiany Mitidieri, 2020). Las vainas de vanillaproducen
una sustancia conocida como vainillina (3-metoxi-4 hidroxibenzaldehido) que la caracterizay es
el compuesto primario de dicha planta (Toth et al., 2011).

En los ultimos afios se ha incrementado la demanda del cultivo de vainilla, ademaés, con la poca
oferta a nivel mundial, se han generado precios exorbitantes nunca alcanzados. Por ejemplo, en el
afio 2018, un kilogramo de vainillapura ““vainillaverde™ llegé a costar $600 ddlares (US), lo cual
lo hace un cultivo muy atractivo (Gelki, 2019).

Asociado a esta demanda de produccion, los metodos de propagacion de la vainilla limitan la
disponibilidad para que los agricultores inicienuna plantacion. Los métodos de propagacion mas
utilizados son: 1) semillas, 2) esquejes, o 3) multiplicacién in vitro. En el caso de las semillas,
usualmente no germinan, por lo que la propagacion por esquejes de tallos es mas frecuente. Sin
embargo, dicho método requiere mano de obra y tiempo, ademas que no se garantiza la sanidad
del material, debido a que las plantaciones establecidas con estos esquejes se ven afectadas
principalmente por la marchitez provocada por Fusarium oxysporum f. sp. vanillae, que ocasiona
la necrosis de raicesy tallos (Adame et al., 2015).

Atendiendo la afectacion por el hongo Fusarium sp, Philip y Nainar (1986) reportan resultados
positivos por medio de micropropagacion utilizando terminales de raiz. Posteriormente se publican
otros protocolos de cultivo de tejidos que producen masivamente plantas de vainilla libres de
plagas y enfermedades mediante organogénesis a partir de yemas axilares (Geoge y Ravishankar
1997), o embriogénesis somaticay organogénesis mediante la induccion del callo (Janarthanamy
Sheshadri 2008). En estos estudios de micropropagacion, se demuestra el estimulo directo de
reguladores de crecimiento como benziladenina utilizando en explantes de apices de tallos de
vainilla (Abebe et al., 2009; Gantait et al., 2017; Tan et al., 2013). También se evidencia que la
adicién de reguladores del crecimiento como el acido naftalenacético (NAA) y la 6-
bencilaminopurina (BAP) en el medio (MS) Murashige y Skoog (1962) ha sido rutinarioen la
micropropagacionde la vainillay recientemente se informa de aditivos como lo es lignosulfonato
de calcio (Ca-LIGN) y el lignosulfonato de sodio (Na-LIGN) sobre la multiplicacion y
regeneracion del cultivoa partir de brotes de V. planifolia. (Wan et al., 2020).

A pesar del éxito de la micropropagacion en medios semisolidos para la obtencion de plantas
libres de enfermedades, surgen limitaciones con esta técnica biotecnologica. Primero, se requiere
de subcultivos frecuentes cuando el medio de cultivo se agota; ademas los volumenes de medio de
cultivo que se solidifican con agar son relativamente pequefios y van desde los 10 a 30 ml segln
el frasco de cultivo, lo que ocasiona gastos de mano obra y problemas de contaminacién por
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manipulacion; asi como la reducida tasa de multiplicacion. Por tal razon, la alternativa de uso de
los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) han permitido minimizar los costos de producciony la
contaminacion por manipulacion endistintos cultivos tropicales. Su avance radica en que se brinda
un contacto uniforme con todo el explante, ademas el medio de cultivo liquido se puede sustituir
sin cambiar de frasco. Finalmente, los frascos que contienen los explantes pueden tener capacidad
que van desde 1 a 10 litros, lo que permite un mayor nimero de explantes por recipiente (Watt,
2012).

Se ha disefiado un gran nimero sistemas de inmersion temporal con diferentes tipos de frascosy
mecanismos que impulsan y agitan el medio de cultivo. Algunos de ellos pueden ser mecéanicos o
neumaticos, comoen el caso de los sistemas Rita®, Matis ®, Setis® BIT®, BIG® etc.;y que fueron
ilustrados y descritos en detalle por Etienne y Berthouly (2002) y Paek et al. (2001 y 2005). Los
sistemas de Biorreactores de Inmersion Temporal o sistemas Twin Flasks (BIT®) que se utilizaen
el presente estudio han sido propuestos en Cuba por Escalona et al. (1999).

Los estudios de micropropagacion de vainillaen SIT y especificamenteen frascos gemeloso BIT,
no identifican las rutas morfogénicas® que se presentan cuando se utilizan estos sistemas. En el
presente estudio, el uso de la histologia permite observar si las rutas de organogénesis o
embriogenesis son las que se manifiestan in vitro y asi posteriormente conocer los métodos de
control de los factores fisicos y quimicos (Alatorre, 2002; Palama et al., 2010).

Considerando estos antecedentes se proponen los siguientes objetivos:

1 Segun Radice (2010) entiéndase por procesos morfogenicos en micropropagacion cuando existen dos rutas: 1)
embriogénesis somatica mediante el cual se obtiene una estructurasimilar al embrion cigotico sin que se realice la
fecundacién de los gametos y 2) la organogénesis en el que se obtiene un tallo, una raiz o una flor que inicia a partir
de unacélulaoun grupo de células mediante la interaccién de reguladores de crecimiento endégenos del medio de
cultivoy factores fisicos que permiten unadivision activa.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Determinar el efecto del tiempo, la frecuencia y el volumen del medio de cultivo
en un biorreactor de inmersion temporal, y su efecto en las rutas morfogénicas durante la
micropropagacion de Vanilla planifolia, en Santa Clara de San Carlos.

2.2. Objetivos especificos

» Evaluar el efectodel tiempo, la frecuencia de inmersiony el volumen de medio de cultivo
en lamicropropagacion de Vanillaplanifolia.

» Comparar el sistema convencional con un sistemaen medio liquido en inmersién temporal
en lamicropropagacion de Vanillaplanifolia.

» Caracterizar los procesos morfogénicos que se manifiestan durante la micropropagacion
de Vanilla planifolia en biorreactores de inmersion temporal.
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3. Marco tedrico

3.1. Importancia comercial de la Vainilla

La Vanilla planifolia, es una orquidea cultivada por su fruto que tiene gran importancia comercial
ya que a través de la fermentacion se obtiene el extracto de vainillina (4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido), que es un agente saborizante y el componente primario de la vainilla,
responsable de su aroma caracteristicoy el cual aumenta la palatabilidad de los alimentos (Toth et
al., 2011). La degustacién de la vainillina aun en dosis muy altas sigue siendo agradable y posee
un umbral de aroma de 10-14 M para los seres humanos (Buccellato, 2005).

La wvainilla que se comercializa contiene un 1,5% de extracto de vainillina pura
(aproximadamente), este es destinado ampliamente en el comercio culinario, cosméticoy también
en el farmacoldgico (Giridhar y Ravishankar 2004; Daugsch y Pastore 2005; Hoffman y Zapf
2012). A nivel mundial, alrededor del 60% de la vainillina se utiliza en alimentos y bebidas, el
33% en perfumes y cosméticos y el 7% restante en las industrias farmacéuticas (Priefert et al.,
2001).

En la medicina la vainillinacomprende actividades multidimensionales. Y se ha evaluado por sus
propiedades anticlastogénicas (Odoux et al., 2003), antimutagénicas (Bythrow, 2005) y
anticancerigenas (Lirdprapamongkol et al., 2005). También se ha considerado que es capaz de
reducir la lesion cromosdmica que se produce a través de rayos X y rayos UV (Keshava et al.,
1998). Ademas, también se han evaluado sus propiedades antimicrobianas (Fitzgerald et al., 2003;
Tipparaju et al., 2004; Shanmugavalli et al., 2009). Tales atributos hacen de la vainillina un
ingrediente eficiente para una variedad de productos alimenticios como lacteos, refrescos, jugos
de frutas, entre muchos otros (Walton et al., 2003; Fitzgerald et al., 2004; Gantait y Kundu, 2017).

La vainillaes un bejuco del género Vanilla que pertenece a la familia Orchidaceae y en el mundo
existen alrededor de 110 especies de ese género. Hasta la actualidad, se conocen solamente tres
especies: V. planifolia, V. pomponay V. tahitensis, que se consideran comerciales por su capacidad
de producir vainillinacomo aromatizante y saborizante (Azofeifaet al., 2019; Bory. et al., 2008).
De estas especies la Vanilla planifolia es preferida en el mercado. (Ehlers y Pfister , 1997;
Sreedhar, et al., 2007).

3.2. Multiplicacion de la vainilla

Uno de los métodos de multiplicacion de la vainilla es por semilla, sin embargo, la germinacién
es muy lenta y baja, otra forma de multiplicacion es la multiplicacion vegetativa a través de
esquejes de tallos, pero resulta en una tasa de multiplicacion lenta. Ademas, este método no es
econdmicamente rentable, ya que la recoleccion de esquejes de tallo conduce a la interrupcion del
crecimiento de la planta madre, y disminuye el rendimiento. Como alternativa a la problematica
de la propagacién convencional por esquejes, se cuenta con la multiplicacién in vitro utilizando
los brotes apicales del tallo y las yemas axilares (Geetha y Sudheer., 2000; Kalimuthu, et al., 2006).
Asi mismo, debido a que las plantas obtenidas por cultivo de tejidos son genotipicamente idénticas,
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aun asi, podrian ser sensibles a la agresividad de los patégenos virulentos del suelo (Havkiny
Belanger, 2007).

La multiplicacion de vainilla in vitro debe considerar que una ruta embridgenica por intermedio
de un callo puede inducir a variacion somaclonal lo que hace poco atractivo para el productor
cuando le interesa la obtencion de plantas de vainilla para fines comerciales (Jain, 2001). La
obtencidn de plantulas de vainilla mediante el método de embriogénesis indirecta ya fue estudiada
por Janarthanam, y Seshadri (2008).

La produccion masiva de V. planifolia a traves de la organogénesis indirecta de brotes es poco
conocida y existen numerosas incognitas biolégicas sobre la induccion de esta morfogénesis
(Palamaet al., 2010). Se busca una ruta organogénica directa que garantice estabilidad genética
por ser uno de los objetivos de la micropropagacion para el establecimiento comercial de V.
planifolia (Gantaitet al., 2009).

3.3. Situacion econdmica de la Vanilla planifolia

El principal productor de vainilla es Madagascar que alcanza 75% de la produccion mundial. El
paso del Ciclon Enawo el 7 de marzo de 2017, por la Isla de Madagascar afect6 a una parte
importante de la cosecha de este cultivo. En los Estados Unidos, la vainilla de primera calidad
proviene principalmente de Madagascar, (Gelski, 2017). El precio para la extraccion de vainilla
de Madagascar de primer grado alcanzé los $ 600 por kilogramo (2.2 libras) en 2018 y para el afio
2019 se report6 una ligeradisminucion con precios que oscilan entre $ 475y $ 500 por kilogramo.
La disminucion de los precios para la extraccion de vainilla de segundo y tercer grado
generalmente es del 10% al 15% en todos los &mbitos, la lista a nivel productivo la encabeza
Madagascar, Indonesia y China para el afio 2019 (Gelski, 2019)

3.4. La vainillaen Costa Rica

Las primeras siembras de vainilla en Costa Rica datan del afio 1987 con 20 hectareas de terreno
en la Region Huetar Norte (Ocampo, 1987). Basados en los altos precios de la vainillaen los afios
noventay con el fin de establecer mejores estandares de vida para las comunidades rurales del pais
y preservar las zonas alrededor de las reservas bioldgicas también se iniciaron siembras de vainilla
en Quepos y Puerto Jiménez, sin embargo, las plantaciones fueron infectadas por el Fusarium
oxysporum f sp vanillae, debido a sobre polinizacion y mal manejo de las plantaciones (Ramirez
etal., 1999).

De esta forma la experiencia generada en esta primera etapa junto con la investigacion realizada
en el Centro de Investigaciones Agronomicas (CIA), permitio ofrecer alos agricultores de Quepos,
microrganismos benéeficos que mejoraron la tolerancia de las plantas de vainillaa F. oxysporum.
(Marin, 2003).

En una terceraetapa, se introduce a Costa Rica un material que se denomind hibrido de Costa Rica
descrito por Varela (2011) y considerado un hibrido entre V. planifoliay V. pompona, como una
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alternativa de solucionar al problema de Fusarium, actualmente se posee poca trazabilidad de este
material y se continla trabajando en investigaciones sobre este genotipo. (Schluter et al., 2007).

3.5. Micropropagacion de V. planifolia para controlar los problemas fitosanitarios

La V. planifoliase puede propagar convencionalmente utilizando segmentos de tallo, no obstante,
este método tiene sus inconvenientes, como el tiempo demandado y la mano de obra intensiva
(Mengesha et al., 2012). Este método de propagacion por su manipulacion hace dificil el control
de infecciones por plagas y patdgenos microbianos como la pudricion de la raiz y el tallo
(Fusarium oxysporum), la chinche roja (Tenthecoris confusus) y la antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides) (Ramos et al., 2014).

Cuando la propagacion de V. planifolia se realiza por medio de esquejes, y la planta madre esta
con patogenos, las plantas obtenidas tienen un retraso en el crecimiento, el desarrollo y la
produccion y en ocasiones pueden morir. Ademas, este proceso solo puede realizarse a pequefia
escala debido a la exposicion de enfermedades que sufre la planta donadora. por otra parte, el
método de propagacion sexual de la vainilla tiene como principal limitante la escasa o nula
capacidad de germinacion de las semillas. Por estas razones, es dificil cubrir lademanda de plantas
por medio de esta técnica. La micropropagacion por su parte se ha presentado como una técnica
que permite solventar laescasez de propagulosy facilita lamultiplicacion clonal y masivaa mayor
escala (Gatjens et al., 2018).

Segun Wan et al., (2020) para enfrentar uno de los problemas méas importantes de las plantaciones
de vainilladebido a la pudricion de la raiz causada por Fusarium oxysporum f. vainilla se utiliza
la micropropagacion conel fin de obtener plantas sanas, el primer resultado de éxito fue reportado
Konowics y Janick, (1984) a través de estimulo de brotes preformados, Philip y Nainar, (1986) por
induccion de protocormos y apices radicales; y por regeneracion de brotes de vainilla, mediante
estimulo de yemas axilares y brotes terminales son reportados por otros autores (Kononowicz y
Janick, 1984; Geoge y Ravishankar, 1997; Geetha y Sudheer, 2000; Giridhar y Ravishankar, 2004;
Lee et al., 2008; Gétjens, et al., 2018).

3.6. Los sistemas de inmersion temporal.

A pesar de los beneficios de la propagaciéon in vitro en medios semisélidos, la tasa de
multiplicacion es reducida por el namero de ciclos de subcultivos. Para superar dicha barrera, los
cultivos en medios liquidos en Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT) ofrecen una alternativa
que supera al medio de cultivo semisélido. EI BIT es eficiente por que ofrece un entorno estérily
auténomo que aprovecha los sistemas de entrada y salida de nutrientes en estado liquidos. El BIT
estadisefiado para cultivos intensivos y amenudo ampliados a mayor escala, este brinda lamaxima
oportunidad paramonitorear y controlar las condiciones microambientales, através de laagitacion,
aireacion y temperatura (Escalona et al., 2006). EI primer informe sobre el uso de la
micropropagacion en estado liquido fue el de Takayama y Misawa (1981), quienes multiplicaron
Begonia sp utilizando cultivos en agitacion. Hoy en dia, se han disefiado un gran nimero de tipos
diferentes de reactores que pueden reproducirse internamente o pueden generarse modificaciones
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dependiendo de su objetivo. Sus principales diferencias radican en los tipos de recipientesy los
mecanismos que proporcionan la aireacién del cultivo (no agitado, mecanico o neumatico). La
mayoria de ellos fueron ilustrados y descritos en detalle por Etienne y Berthouly (2002) y Paek et
al., (2001; 2005).

Aunque se han reportado éxitos en diferentes sistemas de cultivo utilizando sistemas de inmersién,
la eleccidndel tipo de sistema depende del producto requerido y de la planta a micropropagar, ya
seaVia organogenesis 0 embriogénesis somatica, y en gran medida por laexperienciay los recursos
para construirlo o comprarlo. Mas recientemente, Mehrotra et al., (2007) dan a conocer las
diferentes opciones para la propagacion de plantas a gran escala en biorreactores, de las que se
destaca el control independiente de cada etapa de cultivo. De todos los sistemas disponibles, los
que implican inmersion temporal tienen una variedad de caracteristicas que los hacen muy
adecuados para su uso en micropropagaciéon semiautomatica. Como su nombre lo indica, los
cultivos de plantas no se permanecen constantemente en medios liquidos, lo cual es beneficioso
para el crecimientoy la morfogénesis de las plantas. Ademas, estos sistemas permiten muchas
ventajas a las plantas como: el control de la contaminacion, el suministro y la mezcla adecuados
de nutrientes y oxigeno del medio en cada inmersion, el subcultivo relativamente poco frecuente
y la facilidad de cambios de medio se puede logar sin la manipulacién de los explantes. Por estas
razones, Ziv (2000: 2005) y Arencibia et al., (2013) han descrito los SIT como el “enfoque de
cultivo de tejidos mas natural”.

Varios SIT se han utilizado con éxito en los ultimos siete afios para la micropropagacion de una
variedad de especies de plantas de valor agricola, medicinal y de conservacion. Algunos de los
SIT estan patentados y otros son el resultado del ingenio de investigadores que pueden no tener
los fondos para comprarlos. El sistema Twin-Flask (BIT®) por ejemplo de Escalona et al., (1999)
consta de un contenedor para el cultivo de plantasy un depoésito para el medio liquido. Cuando se
abre una vélvula solenoide y se enciende el aire comprimido, el medio se introduce en el segundo
frasco, sumergiendo las plantas. El proceso se invierte cuando se abre otra valvula solenoide y la
presion del aire fuerza al medio de regreso al deposito original. El sistema RITA® (recipiente para
inmersién temporal automatizada) patentado en Francia, segin Alvard et al., (1993) sistema
RITA® es un aparato formado por un compartimento superior que contiene los explantes y un
compartimento inferior que contiene el medio de cultivo liquido, al aplicar presion de aire al
compartimento inferior, el medio se eleva hacia el recipiente superior, pero cuando se deja de hacer
presion, éste cae por gravedad y el liquido o medio de cultivo vuelve al compartimento inferior.
En consecuencia, los cultivos del compartimento superior se sumergen temporalmente cuando el
compartimento superior se inunda con el medio liquido, cuya frecuencia y periodo de tiempo
pueden regularse. Stanly et al., (2010) aplicaron este principio a un sistema de filtracion de
polisulfona reutilizable Nalgene® conectando cada uno de los dos compartimentos con un tubo
equipado con un filtro de 22 um, a través del cual se aplico presion para empujar el medio de
cultivo hacia el compartimento superior que contenia los explantes. La salida en la parte superior
del recipiente permiti6 que se escaparala presiony el aire que entrabaen el recipiente y se filtroa
través de una jeringaestéril. La versatilidad de estos sistemas muchas veces queda a la creatividad
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y a la disponibilidad de materiales, los éxitos y beneficios de los sistemas semiautomatizados han
sido descrito por Watt (2012).

3.7. Sistemas de inmersion temporal aplicados a la vainilla.

En Costa Rica el Gnico informe de investigacion publicado en sistemas de inmersion temporal en
Vanilla planifolia (Andrews) es el de Gonzalez, (2003), utilizando el Sistema de Inmersidn
Temporal RITA® de patente francesa. En este estudio, se utilizaron 3 tipos diferentes de explantes;
apices de tallo, microestacas y meristemos radicales. En esta investigacion el nimero de brotes
producidos por microestacasy apices de tallono se afecto por el tipo de explante, pero puede ser
inducido por la frecuencia de inmersion, siendo los explantes cultivados a 4 inmersiones/dia los
que presentaron mayor respuestaa estavariable. La longitud de los brotes a partir de microestacas
y apices de tallo se afecto significativamente por el tipo de explante, la frecuencia de inmersion.
Las microestacas cultivadas a 2 inmersiones/dia presentaron la mayor respuesta a estas variables.

En México, Jerico et al., (2014) realizaron una investigacion para establecer un sistema de
biorreactores para la micropropagacion de vainilla (Vanilla planifolia Andrews) demostrando la
induccion de brotes en los dos sistemas evaluados (medio semisolido y en inmersion temporal por
gravedad), el biorreactor resultd ser el mas eficiente ya que permiti6 obtener 12 brotes por explante
en promedio en comparacion con 7 en el medio semisdélido, representando un aumento en 42% la
tasa de multiplicacion.

Recientemente Calvache y Freire, (2019) realizaron una investigacion con el fin de establecer un
mejor disefio para el desarrollo de un sistema de inmersion temporal semiautomatizado y de tipo
frasco gemelo destinado a la micropropagacion masal de especies vegetales. En el género Vanilla
aun no hay informes de micropropagaciénen BIT, pero si se reporta resultados de investigaciones
de Avila, (2018) para la estandarizacion del sistemade inmersidn temporal en lamicropropagacion
in vitro de Cattleya schroederae otra especie de la familia Orchidaceae.

3.8. Rutas morfogénicasy la evidencia histoldgica

Durante la micropropagacion las células del explante pueden seguir diversas rutas mediante las
cuales se forman embriones, brotes, raices y/o flores como respuesta a estimulos fisicosy quimicos
(Radice, 2010), esta la regeneracion que origina diferentes rutas morfogénicas que comprenden
fases similares denominadas por De Klerk et al., (1997) como fase de adquisicion de la
competencia, fase de inducciony fase de realizacion.

Recientemente se han publicado los resultados de los eventos morfogénicos que se presentan
durante la micropropagacion de plantas y que se pueden controlar manipulando las rutas de
sefializacion que se relaciona mediante la interaccion de reguladores del crecimiento, los cortes o
heridas practicadas en las plantas y la muerte celular programada, sin embargo se requiere mas
evidencia de como las células recuperan su capacidad de proliferaciéon (Mironova y Xu, 2019);
este tema es tan importante que ha sido motivo de revision en donde se consideran los factores que
intervienenen el proceso de regeneraciénasi como los mecanismos que lo controlan (Bidabadi y
Jain, 2020).
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En condiciones fisicasy quimicas adecuadas, un explante se induce a la formacion de 6rganos ya
sea a través de un calloo en su ausencia, si se forman brotes, raices o flores esta ruta se denomina
organogénesis directa y si se induce a la formacion de embriones somaticos este proceso se
denomina embriogénesis directa (Radice, 2010). Hicks (1980), fue el primero en describir el
concepto de morfogénesis directao indirecta.

La organogénesis es una ruta para la micropropagacion de plantas que comprende el desarrollo de
brotes, ya sea apical o con formacion de raices a partir de explantes de manera directa o partir de
un callo, en este proceso la mitosis tiene como funcion basica la formacion de células en una
division activa que responden a sefiales del desarrollo, estas células que se dividen, o
meristemoides, se asemejan a los meristemosreales y van a mantener launion vascular conel callo
del cual se originacon el tejido que le da origen; cuando no hay nexo entre las bandas procambiales
y el tejido vascular del explante que le dio origen, el proceso morfogénico que se manifiestaes la
embriogénesis somatica (Lara et al., 2003).

Philip y Nainar (1987), fueron los primeros en informar del proceso morfogénico que ocurren
cuando un meristemo de raiz se transforma en meristemos vegetativos mediante un estudio de
histogénesis y organogénesis iniciando con meristemos radicales cultivadas in vitro y cuyo
explante se obtuvo de plantas de vainillade 7 afios, y las divisiones localizadas en la periferia de
estas raices resultaron de una serie de meristemoidesque dieron origen a brotes.

Alatorre (2002), a través de un estudio histologico en un hibrido de vainilla (V. planifolia x V.
pompona) encontrd que, en apices de raices, la desintegracion de la caliptraconduce a cambios en
la actividad del centro quiescente que en presencia de bencil adenina promueve la division
meristematica que presentan las células pequefias con citoplasma denso y ndcleos grandes como
etapa importante en la organogeésis in vitro.

Ademas de los procesos organogénicos de estimulo de brotes, el uso de thidiazuron en plantulas
de vainilla obtenidas in vitro, muestran otras respuestas morfogénicas cuando se subcultivan los
callos enun medio de diferenciacion en donde se desencadena un estimulo del metabolismo celular
a nivel de la iniciacion de la fotosintesis, la glucélisisy sintesis de compuestos fendlicos seguido
de sintesis de amino&cidos, proteinas y la degradacion de azlcar, estas contribuciones son
importantes para entender como es que se lleva a cabo la diferenciacion de protocormosy la
formacion de brotes en organogénesis (Palama et al., 2010).

Los procesos morfogénicos que se manifiestan durante la micropropagacion se han reportado
como estimulo de brotes preformados, estimulo de brotes adventicios y formacion de protocormos
en medios convencionales semisélidos y no en medios de inmersion temporal por ésta razon los
resultados obtenidos en la presente investigacion pueden contribuir a dilucidar el método de
micropropagacion adecuado en vainilla'y en BIT, considerando los factores estudiados y su
evidenciada mediante la histologia para potenciar la via morfogénica mas eficiente en cuanto a
coeficiente de multiplicacion
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4. Metodologia

4.1. Ubicacion del proyecto

Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigacion en
Agroindustria, Biotecnologiay Veterinaria (CIABIV) de la Escuela Técnica Agricola e Industrial
(ETAI), Santa Clara, San Carlos, Alajuela. Y el periodo de estudio fue 2019-2020.

4.2. Material experimental

Se realiz6 con material de vainilla del CIABIV vy se recibi6 colaboracion con plantas in vitro por
parte del laboratorio de biotecnologia del Instituto Tecnologia de Costa Rica (ITCR) sede San
Carlos, también se realiz6 multiplicacion e introduccion para tener el material necesario que
garantizarael éxito de los experimentos.

4.3. Se seleccioné yemas de vainilla para realizar introduccion y preparar explantes in
vitro

Para tener plantulas in vitro adicionales a las aportadas por el Laboratorio de Biotecnologia del
ITCR, se introdujo material de vainilla del invernadero de la ETAI, considerando caracteristicas
de vigor, sanidad y tamafo. Los nudos seleccionados se trasladaron al laboratorio en donde se les
procedio a limpiar, se utilizé un cepillo de cerdas suaves, un jabon liquido neutro y se removio las
capas de la hoja que cubre a las yemas axilares. Posteriormente se realizaron varios lavados con el
fin de remover residuo de jabon usando agua destilada estéril.

4.4. Fase |. Establecimiento aséptico

Una vez lavados los nudos de vainilla, se disectaron las yemas aproximadamente de 1 cm de
diametro. Seguidamente se inicio la fase | de desinfeccion, mediante inmersién de las yemas en
etanol de 96% V/V durante 1 minuto, mas dos gotas de tween 20 por cada 100 ml de etanol, lo que
permitio una mayor superficie de contacto del alcohol con el tejido que garantizo su desinfeccion.
Posteriormente, las yemas se trasladaron a una solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI al 3 %
i.a.- clorocomercial), durante 15 minutos. A esta solucion también se le agregd una gota de tween
20 por cada 100 ml de cloro. Estos procesos de desinfeccion se llevaron a cabo dentro de un lavador
ultrasénico (BANCO ES375H).

Las yemas se trasladaron a una camara de flujo laminar (Marca ESCO, Modelo Labculture), en
donde se le practicaron tres lavados con agua destilada estéril con el fin de remover los residuos
de cloro. Finalmente, las yemas se redujerona 5 mm de didmetroen la base y se sembraron en un
medio de cultivo que contenia las sales Murashige y Skoog (MS) suplementado con 1 mg L™ de
bencil adenina (BA) y enriquecido con 1 mg L' de caseina hidrolizaday 1 ml L' de Plant
Preservation Mixture (PPM) el cual es un biocida de amplio espectro formulado para uso en el
Cultivo de Tejidos Vegetales. Para la siembrain vitro, se utilizaron tubos de ensayo de 15 cm de
longitud y 2,5 cm de didmetro con un volumen de 15 ml del medio descrito.
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4.5. Medio de cultivo en medio semisolido

Se utilizaron dos medios de cultivo, uno solidificado con Agar® en el método convencional
(medio-semisdlido) y otro en estado liquido; en medio semisdlido se usaron 4.4 g L de Agar®.
Se us6 el mediode cultivo con lassales y vitaminas de Murashige y Skoog (1962) enriquecido con
30 g L de sacarosa y suplementado con 1 mg L de bencil adenina (BA), 1 mg L™ caseinay 1 ml
L' de PPM. El pH se ajustd a 5,7 y posteriormente se esteriliz6 en autoclave durante 29 minutos
/litro de medio de cultivo, a una temperaturade 121 °C y una presion de 15 psi.

4.6. Medio de cultivo para BIT

El medio de cultivo dispensado en el sistema de biorreactores de inmersion temporal fue el mismo
al que se usé en medio semisolido, en esta ocasion carente de Agar®.

4.7. Fase I1. Estimulo de brotes preformados y adventicios

La segunda fase de la micropropagacion consistio en el estimulo de brotes preformados y
adventicios, ejecutada un mes después de la fase I.

4.8. Tratamientos para evaluar la respuesta de vainilla en un Biorreactor de Inmersion
Temporal (BIT)
Para determinar las respuestas de la vainillaen BIT, se ejecutaron cuatro experimentos con los que
se selecciong, el mejor tiempo de inmersién (ensayo 1), la mejor frecuenciade inmersion (ensayo
2), el mejor volumen de medio (ensayo 3) y se realizé una comparacién del sistema BIT con el
método convencional en medio semisdélido (ensayo 4). En cada uno de los primeros 3 ensayos se
evaluaron tres tratamientos con cinco repeticiones que se describen en la Figura 1.
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Figura 1 Distribucionde los tratamientosutilizados en el estudio de micropropagacion de Vanilla
planifolia en los primeros tres ensayos mediante el BIT. Tratamientos evaluados: T1
Tiempo de inmersién. T2. Frecuencia de inmersion. T3. Volumen de medio y 5

repeticiones cada uno. La R indicael namero de repeticion.

EREEL:

25



4.8.1. Componentes del sistema BIT para este experimento

A continuacién, se describen brevemente los componentes del sistema BIT los cuales estan
separados en dos areas: la parte mecanicay la parte electronica. La parte mecanica se conformo
por un compresor DeWALT® de 6 gal de aire caliente, mangueras neumaticas y unidades de
acople rapido de mangueras, frascos Nalgene® trasparentes de 2 litros, tapas con conectores
““fitting’” (para conectar el interior con el exterior del frasco), mangueras de silicon autoclavable,
filtros miliporo de 0,22 pum hidrofébicos y autoclavables y electrovalvulas 5:3 punto centro cerrado
consilenciadores de aire'y valvulas de presurizacion de aire. La parte electronica se programé con
un controlador de tiempos por medio de una hoja de célculo en Excel y ajustaron los tiempos de
inmersiony frecuencias de inmersion en horas, minutos y segundos para los tres tratamientos de
forma independiente durante los ensayos. A continuacion, se detallan los ensayos que se
realizaron.

4.9. Ensayo 1: Tiempo de inmersion

En este estudio, se determind el mejor tiempo de inmersion segun los siguientes tres tratamientos:
5, 10 y 15 minutos. En esta etapa de multiplicacion, el volumen fue de 300 ml por unidad BIT (30
ml por planta) como constante. La frecuencia de inmersion utilizada como constante fue de cada
12 horas. Se utilizaron 10 explantes por recipiente de cultivo, con cinco repeticiones. Las
evaluaciones se realizaron semanalmente durante 6 semanas.

4.10. Ensayo 2: Frecuencia de inmersion

Se evaluaron tres frecuencias de inmersién segun los siguientes tratamientos: cada 6, 12 y 18 horas.
Se utilizé 10 minutos como mejor tiempo de inmersion segun lo obtenido en el experimento uno
y se establecio como constante el volumen de 30 ml/explante. Diez explantes se introdujeron como
unidad experimental y cada tratamiento fue replicado 5 veces. Las evaluaciones se realizaron
semanalmente durante 6 semanas.

4.11. Ensayo 3: Volumen del medio de cultivo

En esta etapa se evaluaron tres volumenes de medio: 20, 30 y 40 ml por explante. La unidad
experimental se conformo por 10 explantes. De tal modo que por cada tratamiento se dispens6 200
ml, 300 ml y 400 ml en cada unidad BIT. El tiempoy frecuencia de inmersion se seleccion6 de los
ensayos anteriores, donde se cuantifico los mejores resultados en las variables evaluadas. Para
cada tratamiento se utilizd 5 repeticiones. Las evaluaciones se realizaron semanalmente durante 6
semanas.

4.12. Ensayo 4: Evaluacion de medios de cultivo en BIT vs medios solidificados

Una vez culminado los ensayos 1, 2 y 3 se procedié a realizar la comparacién del medio liquido
con el medio semisolido. En el sistemaBIT se considero el tiempo de inmersidn, la frecuencia de
inmersiony el volumen de medio que mejores resultados mostraron. Se compar6 con medios de
cultivos solidificados con agar durante seis semanas.
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4.13. Condiciones fisicas del cuarto de crecimiento

En todos los casos, el cuarto de crecimiento cont6 con las siguientes condiciones fisicas: la
temperaturase regulo mediante aire acondicionado a 27+ 3C°. La intensidad luminica fue de 3000
lux, fotoperiodode 16 horas luz y la humedad relativa fue de 80% en promedio.

4.14. Variables e indicadores

A continuacion, se enumeran las variables que se utilizaron con su respectiva unidad de medida.

Cuadro 1. Variables evaluadas en la investigacion del efecto del tiempo, la frecuenciay el volumen
del medio de cultivo, en la multiplicacion in vitro de V. planifolia en un biorreactor de
inmersiontemporal en Santa Clara de San Carlos.

Variable Abreviatura Unidad de medida
NUmero de brotes nb namero
Longitud de brote Ib milimetros (mm)

Numero de hojas del brote nh namero
Longitud de la ldminafoliar If milimetros (mm)
del brote
NUmero de raices nr namero
Longitud de raices Ir milimetros (mm)
Peso fresco inicial pfi gramos (g)
Peso fresco final pff gramos (g)
Incremento de peso ipf gramos (g)

Los instrumentos utilizados para medir las variables anteriores fueron: una balanza analitica
(Sartorius modelo TE214S,) y una regla graduada milimétricamente.
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4.15. Estadistica
4.15.1. Disefio experimental

Se realizaron cuatro experimentos. En todos los ensayos se utilizé un disefio completamente al
azar, con cinco repeticiones por tratamiento.
4.15.2. Andlisis estadistico del estudio

Para cada uno de los tres primeros experimentos, se realiz6é un analisis de varianza mediante el
programa Statistical Analysis System (SAS, University Edition). En los primeros tres ensayos se
realiz6 un ANOVA mientras que para el cuarto ensayo se utilizo una prueba t de student. Todos
los analisis estadisticos utilizaron un nivel de confianza del 95%.

Determinacién del efecto de tiempo, frecuencia'y volumen de medio de cultivo en BIT sobre
variables morfoldgicasen V. planifolia

Para cada uno de los tres primeros experimentos, se realizé un analisis de varianza mediante el
programa Statistical Analysis System (SAS). Al resultar diferencias significativas o altamente
significativas, las medias de tratamiento se ajustaron a un modelo de regresién mediante el uso del
modelo = Yij = trat rep; segun instrucciones para el analisis SAS, con el fin de explorar y
cuantificar la relacion de dependencia entre las variables de respuesta y las variables
independientes en este caso el tiempo de inmersion, frecuencia de inmersion o volumen de medio
de cultivo.

Determinacién del sistemade cultivo (BIT vs semisolido) sobre las variables morfolédgicas de
V. planifolia.

Para el cuarto experimento se procedié a realizar una prueba de comparacion t de student, con el
objetivo de determinar las respuestas de las variables morfoldgicas de V. planifolia teniendo como
tratamientos el sistema BIT versus el sistema convencional de medio semisolido.

4.15.3. Modelo estadistico

El modelo estadistico que considerd para evaluar el tiempo de inmersion, la frecuencia de
inmersiony el volumen de medio fue el siguiente:

Yij= 4 + Mi + Eij

En donde:

* Yij= Variable de respuesta

* u = Media general

» Mi= Efecto del tiempo de inmersion, frecuenciade inmersion o volumen de medio

* Eij = Error experimental

4.15.4. Poblacion

Se considerd como la poblacion para este estudio la totalidad de plantas de Vanilla planifolia
utilizadas en el experimento realizado en el laboratorio del Centro de Investigacion en
Agroindustria, Biotecnologiay Veterinaria (CIABIV).
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4.15.5. Muestra

El espacio muestral consistié en las 150 plantas de vainilla que se utilizaron para realizar la
evaluacion dentro de los biorreactores de inmersion temporal durante la evaluacién de los 4
experimentos. Cada unidad experimental consistio en los 10 brotes u observaciones.

4.15.6. Histologia

Para evidenciar las respuestas morfogénicas obtenidas en los ensayos de vainilla en los BIT se
practicé la histologia de las estructuras obtenidas en la micropropagacion en BIT siguiendo los
siguientes pasos:

e Seleccion del material vegetal

Se seleccionaron brotes de vainilla con las siguientes caracteristicas: explantes con tres nudos y
con un tamafio y color homogéneo, mismos que presentaron respuestas morfogénicas en los
sistemas incubados en los medios de cultivo.

e Fijacion
Los tejidos seleccionados se disectaron hasta alcanzar un tamarfio de 2 cm y se sumergieron en una

solucién fijadora FAA (formaldehido, alcohol, acético) por 24 horas; esta solucién se obtuvo por
lamezcla alcohol de 70 % (90ml), acido acético (5 ml) y formalinaal 40 % (5 ml).

e Deshidratacion

Transcurridas las 24 horas en FAA, los tejidos se deshidratan colocandolos en una serie de alcohol
de concentracion ascendente segun detalla en el Cuadro 2.

Cuadro 2 Serie de alcohol de concentracidn ascendente para deshidratar los tejidos vegetales

Solucion Contenido Tiempo (minutos)
1 Agua 30
2 Etanol 70° 60
3 Etanol 80° 60
4 Etanol 95° 60
3 Etanol 100° 60
6 Etanol 100° 60
7 Xilol 60
8 Parafina 30
9 Parafina 30
10 Parafina 30

e Infiltracion

Se utilizo6 parafina la cual se coloco en una estufa (THERMO, PR305045G) a una temperaturade
58 °C para mantenerla en estado liquido. Los tejidos se colocaron tres veces en parafinay luego
en un molde, con una aguja caliente se ubico el tejido en el centro de tal forma que ocupe la
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posicion correcta para su corte histoldgico. Al solidificar la parafina se adhiere al cubo de madera
cuyas dimensiones fueron las permitidas por el sujetador del micr6tomo.

e Cortes de los tejidos

El corte de los tejidos se realizé en un micrétomo rotatorio (Leica RM2125 RTS) cuyo grosor de
corte se ajustéa 10 micras.

Para pegar las cintas al portaobjetos se colocd una gota de adhesivo (glicerina més albumina de
huevo en proporcion 1:1) y una gota de formalina diluida. Inmediatamente se colocé el
portaobjetos sobre la plancha caliente durante unos minutos sin que se llegue al punto de fusion
de la parafina, pero observando que la parafina quede transparente. Se dejé enfriary se dejo de 1
a 2 dias a temperaturaambiente. Luego se continud con el proceso de tincidn utilizando safranina
y fast green.

e Tincidn histologica
El portaobjetos conteniendo el corte adherido se sumergio en una serie de frascos con el fin de

desparafinary prepararlo para latincion. El ordeny las sustancias se indican a continuacion en el
Cuadro 3.

Cuadro 3 Etapas para desparafinar y tefiir los tejidos vegetales.

ETAPAS O FASES SUSTANCIA DURACION EN
MINUTOS
1 Xilol 3
2 Etanol absoluto 3
3 Etanol 95 % 3
4 Etanol 70 % 3
5 Etanol 50 % 3
6 Etanol 30 % 3
7 Agua destilada 1-2
8 Safranina 10
9 Cambios de agua Hasta que quede incolora
10 Etanol 30 % 3
11 Etanol 70 % 5-10
12 Etanol 95 % 5-10
13 Fast Green en etanol al 95% 5-10
14 Etanol absoluto | 5-10
15 Etanol absoluto I1 5-10
16 Etanol absoluto IlI Opcional
17 Fenol-xilol 5-10
18 Xilol | 5
19 Xilol 11 5
20 Xilol 11 5
21 Barniz y portaobjetos
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5. Resultadosy discusion

5.1. Efecto del tiempo de inmersién temporal en el BIT en explantes de Vanilla planifolia

Las variablesnimero de brotes y longitud de raices mostraron altamente significativas cuando se
evaluaron a las 6 semanas despues de la siembracomo respuestaa tres tiempos de inmersién (5,10
y 15 minutos) tal y como se indican en el Cuadro A 1. Las variables longitud de brotes, nimero de
hojas, longitud de ldamina foliar nimero de raices e incremento de peso fresco no mostraron
diferencias estadisticas al ser evaluadas a las 6 semanas después de la siembra.

El tiempo de inmersidny la variable nimero de brotes, se ajustaron aun modelo de regresion lineal
que se indicaen la

Figura 2, lo que evidencia de esta manera que el tiempo de inmersion influy6 en el nimero de
brotes de vainillaen BIT. La ecuacion de regresion obtenida nos indica que para cada 5 minutos
de inmersion adicional se puede esperar que el nimero de brotes aumente en 5 brotes, con
diferencias estadisticas encontradas el R? es de 0,66 lo que nos indica un buen ajuste del modelo (

Figura 2).

Los frascos gemelos (BIT®) fueron propuestos por Escalona et al., (1999) quienes establecieron
que la duracion y frecuencia de inmersién constituyen los factores méas importantes para una
micropropagacion exitosa, ya que influyen en la absorcion de nutrientes y agua, lo cual también
se asocia a la hiperhidricidad de los tejidos cultivados (Escalonaet al., 2006). La hiperhidricidad
es una alteracion fisiol6gicay morfoldgica que ocasiona en los tejidos un aspecto vidrioso debido
a la acumulacién de agua apoplésticay aunque la hiperhidricidad puede manifestarse en medios
convencionales o semisolidos, es mas comun en explantes que estan sometidos a una inmersion
constante o temporal, y a menudo conduce a necrosis (Berthouly y Etienne, 2005). En el presente
estudio el tiempo maximo de inmersion fue de 15 minutos, tiempo en el cual a las 6 semanas no
manifestaron ningun sintomade hiperhidricidad en los explantes.

Los tiempos de inmersion varian grandemente y depende de la especiey del sistema de inmersion
temporal que se seleccione paralamicropropagacion de plantas. Los trabajos de micropropagacion
en sistemas de inmersion temporal en vainilla han sido realizados en los recipientes conocidos
como RITA® con 2 minutos de inmersiony con diferentes explantes (Gonzalez, 2003); usando
varios tipos de explantes de vainilla (Ramos, 2014), utilizando “cluster” como explante de vainilla
provenientes de yemas axilares (Ramirez et al, 2016) y segmentos nodales provenientes de yemas
axilares (Spinoso et al., 2017). Y quizas un trabajo de micropropagacion en vainilla similar a los
biorreactores lo realizo Sreedhar et al., (2009) iniciando con “cluster” como explantes en medios
liquidos en agitacion. Los tiempos de inmersion en cultivos tropicales y en frascos gemelos son
muy variablesy van desde 1 minuto en el cultivo de Psidium guajava (de Feria et al, 2003) hasta
4 minutos de inmersionen BIT en el cultivo de cafia (Pefiate et al., 2007), en Musa AAB el tiempo
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de inmersion fue de 10 minutos (Basail et al.,2011; Basail et al., 2012) y Villegas y Palma (2019)
determinaron como 10 min como mejor tiempo de inmersion en el cultivo de Zingiber officinale.
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Figura 2 NUmero de brotes de Vanilla planifolia como respuesta al tiempo de inmersién en
biorreactores de inmersion temporal, Santa Clara, San Carlos, 6 semanas después de la
siembra.

Para determinar el mejor tiempo de inmersion con la variable longitud de raices, los datos
analizados se ajustaron a un modelo lineal de regresion, tal y como se muestra en el Cuadro A 1.
El valor de R? obtenido en este estudio fue de 0,76 que permite concluir que es una medida practica
del modelo lineal que determina la relacion entre longitud de raices y tiempo de inmersion. La
mayor longitud de raices y el mayor nimero de brotes se obtuvo con el tratamiento de 15 minutos
como tiempo de inmersion para el cultivo de vainilla6 semanas después de la siembra (Figura 3).
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Figura 3. Longitud de raices (cm) de Vanilla planifolia como respuestaal tiempo de inmersion en
biorreactores de inmersion temporal, Santa Clara, San Carlos, 6 semanas despues de la
siembra.

5.2. Estudio de la de frecuencia de inmersién temporal en el BIT en
explantes de Vanilla planifolia

En el estudio de la frecuencia de inmersion en la micropropagacion de V. planifolia la variable
numero de brotes se considerd como uno de los parametros mas decisivos para la eficienciaen
biorreactores de inmersion temporal tipo frasco gemelo. La respuesta de las variables nimero de
brotes y numero de hojas, mostro diferencias altamente significativas tal y como se indican en el
Cuadro A 2. Las variables longitud de brotes, longitud de ldmina foliar nimero de raices y longitud
de raices e incremento de peso fresco no mostraron diferencias estadisticas evaluadas a las 6
semanas después de la siembra.

El nimero de brotes mostro diferencias significativas al evaluar tres frecuencias de inmersion.
Dicha respuesta se ajusté a un modelo de regresion lineal en el que se determind una disminucion
de 4,8 brotes por cada 6 horas que se aumente la frecuencia de la inmersion, siendo cuatro
inmersiones al dia donde se obtuvo 33,7 brotes (Figura 4).

Se evidencia de esta manera la influencia que tiene la frecuencia de inmersién en el nimero de
brotes obteniéndose un R? igual a 0,74. Cuando los explantes de vainillaestuvieron sumergidos en
el medio de cultivo cada 18 horas el niUmero de brotes obtenidos fue de 24,1. De tal forma que esta
variable fue aumentando conforme se incremento la frecuencia de inmersién del medio de cultivo,
siendo la frecuencia de cada 6 horas la que mostr6 9.6 brotes mas con respectoa la frecuencia de
18 horas (Figura 4).

La respuesta del numero de hojas en brotes de vainilla para los tres tratamientos de frecuencias de
inmersién, cuantificados 6 semanas después de la siembra se ajustaron a un modelo de regresion
lineal (Figura 5). La ecuacion de regresiénindica que el nimero de hojas en explantes de vainilla
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disminuye en 5,6 por cada 6 horas que los explantes dejen de recibir medio de cultivo. Este
resultado nos permite concluir que 6 horas de intervalo entre inmersiones es el mejor tratamiento
considerando los factores fisicos y quimicos establecidos en el presente estudio.
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Figura 4 Numero de brotes de Vanilla planifolia como respuesta a la frecuencia de inmersion en
biorreactores de inmersion temporal, Santa Clara, San Carlos, 6 semanas después de la
siembra.
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Figura 5 NUumero de hojas Vanilla planifolia como respuesta a la frecuencia de inmersion en
biorreactores de inmersion temporal, Santa Clara, San Carlos, 6 semanas después de la
siembra.
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Los sistemas de inmersion temporal previenen la acumulacion de CO, y C;H4 los cuales si se
acumulan en los envases en medios de cultivo semisélidos en donde tienen efectos perjudiciales
sobre los tejidos (Roels et al., 2006), ademas en los medios liquidos de los biorreactores se
presentan procesos fisioldgicos mejorados en donde se involucran el contenido de clorofila, el
mecanismo de fotosintesis neta, la transpiraciony conductanciaestomatica, ademas se renueva la
atmosfera interna y el contacto intermitente de las plantas con el medio de cultivo liquido que
permite el enriquecimientodel CO,. Tal y como lo demostro Aragon et al., (2010), el suministrar
1200 pmol mol™* CO, con 30 mg I de sacarosa a baja intensidad de luz (80 umol m? s?) resultd
en un mayor desarrollo de hojas y raices, asi como una reduccion de la respiracion de los cultivos
de Musa sp en el Sistemas de inmersion temporal. El intercambio gaseoso, fisiol6gicamente es
importante para los cultivos y la vainillaen este caso se ve beneficiado por el sistemade BIT.

Los dos parametros hasta ahora estudiados en esta investigacion, tiempo y frecuencia de inmersion
determinan una micropropagacion exitosa ya que influyen en la absorcién de nutrientesy agua
(Basail, et al, 2012). La frecuencia de inmersion varia mucho segun sea la especie estudiada, el
sistema de inmersion temporal empleado y la ruta de morfogénesis tal y como lo demuestra la
revision de Watt, (2012), segun McAlister et al., (2005) y Shaik et al., (2010) las frecuencias van
desde 30 segundos cada 10 minutos en Eucalyptus grandis) en sistemas RITA® hasta 30 minutos
cada 4 horas enel cultivo de Lessertiafrutescens en un biorreactor de inmersion temporal mediante
burbujeo B.1.B®. Para efectos de este estudio no se evaluaron frecuencias mas bajas a 6 horas, sin
embargo, nos da informacidn para poder replantearnos las ideas y considerar mas evaluaciones a
futuro.

Las investigaciones realizadas y publicadas en sistemas de inmersion temporal en V. planifolia
han sido en sistemas RITA® y en todos estos sistemas de inmersion temporal la frecuencia de
inmersion fue de 4 horas utilizando diferentes tipos de explantes como se evidencia en diferentes
publicaciones: “Cluster” (Ramos et al., 2014), Segmentos nodales (Ramirez et al., 2016); yemas
axilares desarrolladas a 2 cm de longitud (Spinoso, 2017); microestacas de un nudo, apices del
talloy secciones terminales de raiz (Gonzélez, 2003) y “cluster” de 5 brotes en medios liquidos en
agitacion continua (Sreedhar, 2009).

En otros cultivos tropicales la frecuencia de inmersion varia desde 4 horas en el cultivo de guayaba
(de Feria et al., 2003) hasta frecuencias de 3 inmersiones por dia en dos cultivares de platano
(Basail et al., 2011; Basail et al, 2012). Todo lo anterior indica que las frecuencias de inmersién
son variablesy dependen del cultivo que se esté estudiando.

5.3. Estudio del volumen en sistema de inmersion temporal de frasco gemelo
en la micropropagacion de Vanilla planifolia.

Uno de factores determinantes en la propagacion utilizando los biorreactores de inmersion es el
volumen del frasco gemelo y el medio de cultivo liquido en relacién con los explantes
seleccionados para iniciar los procesos morfogénicos que conlleva la micropropagacién (Watt,
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2012). Al estudiar el volumen de medio de cultivo en explantes de tallo con 3 yemas axilares se
cuantificaron diferencias altamente significativas en las variables nimero brotes, longitud de
brotes, nUmero de hojas, e incremento de peso fresco a las 6 semanas después de la siembra
(Cuadro A 3). Las variables longitud de lamina foliar, nameroy longitud de raices no mostraron
diferencias estadisticas durante este tiempo de evaluacion.

La respuesta estadistica obtenida para el namero de brotes con relacién al volumen de medio de
cultivo en los BIT se ajusté a un modelo de regresion lineal que se indica en la Figura 6. La
ecuacion de regresionindica que el nimero de brotes se incremento con un valor de 5,3 por cada
10 ml de aumento del medio de cultivo por explante, con un R?= de 0,75 siendo 40 ml de medio
por explante el que permitid la formacion de un mayor nimero de brotes de V. planifolia en BIT.
Esto nos da informacion para considerar evaluaciones futuras mayores a 40 ml por explante.

La respuesta estadistica obtenida para la variable longitud de brotes con relacion al volumen de
medio de cultivo en los BIT se ajustéa un modelo de regresion lineal que se indicaen la Figura 7.
La ecuacion de regresion indica que la longitud de brotes se disminuye con un valor de 0,16 por
cada 10 ml de medio de cultivo por explante que se incremente, con un R2= de 0,65. Para efectos
de esta variable la longitud de brotes no incrementd, esto se debe a la respuesta que tiene la planta
hacia los reguladores de crecimiento, esto se explica porque la planta aprovecha su energia para
generar nuevos brotes y no para incrementar su longitud de brotes, al ser una etapa de
multiplicacion se considera una respuesta positiva (Palma, 2013).
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Figura 6. Namero de brotes de Vanilla planifolia como respuestaal volumen de medio de cultivo
en inmersion en biorreactores de inmersion temporal, Santa Clara, San Carlos, 6 semanas
después de la siembra.
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Figura 7 Longitud de brotes de Vanilla planifolia como respuestaal volumen de medio de cultivo
en inmersion en biorreactores de inmersiéntemporal, Santa Clara, San Carlos, 6 semanas
después de la siembra.

Al evaluar el nUmero de hojas en brotes de V. planifoliacomo respuesta al volumen de medio de

cultivoen los BIT se obtuvo una ecuacion ajustadaa un modelo de regresion lineal (Figura 8). La

ecuacion muestraque el numero de hojas se incrementaen 3,8 por cada 10 ml de medio de cultivo
afiadido, resultando como mejor tratamiento el volumen de 40 ml de medio de cultivo por explante.

El coeficiente de regresion de 0,76 reflejauna alta bondad del ajuste al modelo lineal del nimero

de hojas con relacional volumen de medio de cultivo en los BIT.
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Figura 8 Numero de hojas en brotes de V. planifolia como respuesta al volumen de medio de

cultivo en biorreactores de inmersiéon temporal, Santa Clara, San Carlos, 6 semanas
después de la siembra.
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Después de 6 semanas de cultivo de los explantes de V. planifolia se comprobd que el volumen de
medio de cultivo influy6é de manera significativaen la variable de peso fresco. Dicha respuesta se
ajusto a un modelo de ecuacion lineal donde por cada 10 ml de medio de cultivo por explante que
se incremente en el frasco de cultivo, el peso fresco final aumenta en 5,21 g, asi el volumen de 40
ml de medio por explante resulté con la 22,2 g como peso final (Figura 9).
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Figura 9 Incremento del peso fresco de brotes de V. planifolia como respuesta al volumen de medio

de cultivo en biorreactores de inmersion temporal, Santa Clara, San Carlos, 6 semanas
después de la siembra.
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5.4.Estudio de comparacion de la micropropagacion de Vanilla planifolia en
un Sistema de inmersion temporal y un medio semisoélido.

El estudio de respuesta de explantes en la micropropagacién de V. planifolia por medio de la
prueba de contrastes de medias (t de student) mostré diferencias estadisticas altamente
significativas para las variables numero de brotes, nimero de hojas e incremento de peso fresco
cuando se comparo el sistemade inmersion BIT y los explantes sembrados en un medio semisélido

Cuadro A 4).

Después de 6 semanas de crecimiento de los explantes de V. planifolia, se comprobo que el sistema
de inmersidn temporal influy6 significativamente en laformacion de brotes. El sistema BIT supero
en 16 el ndmero de brotes de V. planifolia comparado con el sistema de cultivo en medio
semisdlido. El sistema de cultivo también influyd en el nimero de hojas cuantificadas en los brotes
siendo mayor en el sistema BIT con un promedio de 26 hojas mientras que en el sistemade cultivo
semisdlido se determinaron 15 hojas. Ademas, se comprobd la influencia del sistema liquido, para
la variable incremento de peso fresco el sistema BIT superd en mas de 4 veces el sistema en medio
semisdlido, parael sistemaBIT estavariable presenté un promedio de 26 g de incremento en peso
fresco mientras que para el sistemaen medio de cultivo semisolido fue de 6 gramos en promedio

Figura 10).

Se ha demostrado que muchas especies micropropagadas en sistemas de inmersion temporal se
comportan mejor cuando se comparan con medios de cultivos semisolidos. En el cultivo de la
vainilla se obtuvo mayor cantidad de brotes en sistemas de inmersion temporal tipo RITA (Jerico,
2014). ElI medio de cultivo liquido fue mas eficiente que el medio de cultivo sélido en cuanto el
numero de brotes obtenidos en Eucalyptus camaldulensis (Mendonca et al., 2016) y en estudios
realizados por Alkhateed et al., (2014) el numero de brotes y su enraizamiento fue superior en
medios liquidos cuando se micropropagaron tres cultivares de palmadatilera (Phoenix dactylifera
L.).

La eficiencia de los SIT esta evidenciada en la revision realizada por Georviev et al., (2014) en
donde establecen el funcionamiento de estos sistemas, asi como su disefio tecnoldgico a través de
ejemplos recientes de la aplicacion de estos sistemas en micropropagacion de plantas tanto a nivel
de laboratorio como para escalamiento a nivel comercial. Datos se confirman en los resultados
obtenidos en esta investigacion.
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5.5. Respuestas morfogénicas de Vanilla planifolia obtenidas en los BIT
5.5.1. Respuesta morfogenética en el ensayo de tiempos de inmersion en
BIT en V. planifolia

Las respuestas morfogénicas observadas en este estudio comprenden el estimulo de brotes
preformados, el estimulo de brotes adventicios con la formacion de “cluster”y la transformacion
del meristemo radical en meristemos vegetativos.

La regeneracion de plantulas via organogénesis directa en meristemos de raiz se observo en los
BIT con el tratamiento de 10 min de inmersiony se evidencié mediante histologia de infiltracién
en parafina y tincion de contraste de safraninay fast green. No se observaron estructuras bipolares
gue es una de las caracteristicas de la embriogénesis somatica. En la Figura 12 se observan
conexiones vasculares entre los brotes desarrollados y el tejido meristematico de raiz transformado
en una masa meristematica vegetativa, este mecanismo morfogenico de formacion de brotes en
vainilla es otra via de micropropagacion la cual inicié dos semanas después de la siembraen los
explantes de vainillaen BIT.

Philipy Nainar, (1987) fueron los primeros en informar de los procesos morfogénicos que ocurren
cuando un meristemo de raiz se transforma en meristemos vegetativos mediante un estudio de
histogénesis y organogénesis iniciando con meristemos radicales cultivados in vitro y cuyo
explante se obtuvo de plantas de vainillade 7 afios, las mismas divisiones localizadasen la periferia
resultaron de una serie de meristemoides que dieron origen a brotes. Posteriormente Alatorre,
(2002) realiz6 un estudio histoldgico en un hibrido de vainilla (V. planifolia x V. pompona) en
medios semisélidosy establecio que, en apices de raices, la desintegracidénde la caliptraconduce
a cambios en la actividad del centro quiescente y en presencia de bencil adenina promueve la
division meristematica que presenta células pequefias con citoplasma denso y nudcleos grandes
como etapa importante en la organogénesis in vitro.

Ademas de los procesos organogénicos de estimulo de brotes, el uso del thidiazuronen plantulas
de vainillagerminadas in vitro, muestran otras respuestas morfogénicas cuando se subcultivan los
callos en un medio de diferenciacién en donde se desencadena un estimulo del metabolismo celular
a nivel de la iniciacion de la fotosintesis, la glucolisisy sintesis de compuestos fendlicos seguido
de sintesisde aminoacidosy proteinasy latercera la degradacion de azucar, estas contribuciones
son importantes para entender cémo es que se lleva a cabo la diferenciacion de protocormosy la
formacion de brotes en organogénesis (Palama et al., 2010).

Los procesos morfogénicos durante lamicropropagacion se han reportado como estimulo de brotes
preformados, estimulo de brotes adventicios y formacion de protocormos en medios
convencionales y no en medios de inmersion temporal. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion contribuyen a dilucidar el metodo de micropropagacion adecuado en BIT en el
cultivo de vainilla considerando los factores estudiados, mediante evidencia de histologia y asi
potenciar la via morfogénica més eficiente en cuanto a coeficiente de multiplicacion.
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5.5.2. Respuesta morfogenética en el estudio de frecuencia de inmersion
en la micropropagacion de V. planifolia en BIT.

En el estudio de la determinacion de la mejor frecuenciade inmersiénde V. planifolia conrelacién
al numero de brotes, se observaron respuestas morfogénicas similares a las que se encontradas en
el estudio del tiempo de inmersion de explantes de V. planifolia. Se evidencia un mayor desarrollo
de “cluster” si lo comparamos con el estudio de tiempo de inmersion.

Se observaron las primeras manifestaciones de transformacion de los meristemos radicales a
meristemos vegetativos (Figura 12) y los estudios histologicos evidencia respuestas morfogénicas
de organogénesis (Figura 13). Las estructuras observadas coinciden con lo descritoen la literatura
por otros como Philip y Nainar (1987). Posteriormente Alatorre (2002) describe los mecanismos
organogénesis directa a partir de terminales de raiz del hibrido de Costa Rica, y Palama et al.,
(2010) describe la embriogénesis soméatica mediante el uso de thidiazuron.

En el tratamiento de 12 horas de frecuencia de inmersion, se observé un brote con sintomas de
hiperhidricidad. Esta alteracion ocasion6 en los tejidos un aspecto vidrioso y aunque la
hiperhidricidad puede manifestarse en medios convencionales semisolidos es mas comun en
explantes que estan sometidos a una inmersion constante, parcial o temporal y a menudo conduce
a necrosis (Berthouly y Etienne, 2005), Los tratamientos de frecuencias estudiadas fueron 6, 12y
18 horas , y el efecto de vitrificacion no represent6 ninguna limitaciony no parece estar asociado
a los factores de frecuencia en las condiciones fisicas y quimicas en que se realizé el presente
estudio.

5.5.3. Respuesta morfogenética en el ensayo del volumen en la
micropropagacion de V. planifolia en SIT

El estudio de volumen de medio de cultivo por explante evidencié la formacion de “cluster” con
una limitada produccion de raices. Se determin6 ademas que el medio de cultivo influyé en la
formacion de biomasa y brotes, las variables fueron ajustadas a una curva de regresion lineal, de
tal maneraque cada 10 ml de volumen de medio que se incremente en el frasco de cultivo permite
que el peso fresco aumente en 6,58 gramos de peso fresco a las 6 semanas después de la siembra.

Ademas, se evidencio en algunos explantes brotes con sintomas de hiperhidricidad que ya ha sido
documentado por otros estudios como una respuesta comun cuando los explantes se someten a
inmersion parcial o temporal conduciendo a un amarillamiento y posterior necrosis (Berthouly y
Etienne, 2005). En este estudio la concentracion de biomasa se dio en los brotes lo que se considera
positivo ya que el enraizamiento puede estimularse al subcultivar los brotes en un medio de cultivo
con una concentraciénde salesal 50 % y carente de reguladores del crecimiento. (Alatorre, 2002).
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5.5.4. Respuesta morfogénica en el ensayo de comparacién entre el
sistema BIT y el medio de cultivo semisélido.

La biomasa de V. planifolia evaluada durante 6 semanas tanto en BIT como medios de cultivo
semisdlido se concentro en la formacion de brotes, superando el sistema BIT en 4 veces el
incremento de peso fresco (

Figura 10), el numero de raices formadas en el sistema BIT fue de 6 mientras que el medio
semisdlido se cuantificd 4. El sistema BIT permitio la formacion de “cluster” cuyo analisis
histoldgico determind una ruta organogénica (Figura 12, Figura 13). Esta evidenciado que un
explante sigue una ruta organogénica mediante el proceso de desdiferenciacion de células que ya
se habian diferenciado y luego reorganizan su division celular resultando en la formacion de
primordios y meristemos de 6rganos especificos manteniéndose un vinculo vascular entre el
explante y el 6rgano de nueva formacidn, este mecanismo se denomina organogénesis de novo
(Sugiyama, 1999). Los brotes y raices de las plantas pueden conservar las funciones
meristematicas, aun cuando se elimine parte o todos sus meristemosde laraiz o del tallo, las células
vegetales de tejidos u 6rganos diferenciados tienen la capacidad de producir nuevos brotesy raices
laterales a través de la organogénesis (Zhang et al., 2018; Ikeuchi et al., 2016).

La poca formacion de raices obtenidos en los explantes de V. planifolia también fue reportado por
Alatorre, (2002) en V. planifolia micropropagada en medios semisdlidos usando también una
concentracionde 1 mg L de benziladenina, lo cual inhibe el desarrollo de raices pero si estimula
la transformacion del meristemo de raiz en meristemo de brotes, pero si lo que desea es estimular
la formacion de raices se recomiendatrasladar los brotes de vainillaa un medio de cultivo carente
de citocininas (Alatorre, 2002).

Las rutas morfogénicas de V. planifolia observadas en los BIT, se desarrollaron en medio de
cultivo que se suplement6 con BA como citocininaen una concentracionde 1mg. L. La biomasa
cuantificada como incremento en peso frescoy en la formacion de brotes en presencia de BA en
el medio de cultivo pareciera ser uno de los factores determinantes en la formacién de brotes
preformados, asi como el estimulo de brotes adventicios en V. planifolia. Se ha determinado que
lapresenciade BA en el medio de cultivo es uno de los factores que interviene en la organogénesis
in vitro y el estudio de Zafar et al., (2019) establece como posible explicacién de la respuesta
especificade la citocinina BA al origen natural de los ribdsidosy nucle6tidos contenidos en este
regulador del crecimiento ya que son mas estables si se comparan con otras reguladores de tipo
citocinina, ademas estos investigadores establecieron que en el caso de la micropropagacion de
Rauvolfia serpentina (L) concentraciones de BA mayores a 2,5 mg L disminuyen la capacidad
de producir brotes debido a una concentracion alta de BA en las células que tenian potencial para
formar brotes.

La BA se considera una de las citocininas mas eficiente para inducir organogénesis en explantes
de segmentos nodales de Gymnema silvestre, y cuando se compararon con otras dos citocininasel
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tidiazuron (THZ) y Kinetina (Kin), (Isah 2019); no obstante, la kinetitnatambién ha sido utilizada
en callos de naturaleza organogénica en dosis de 2 mg L obtenidos a partir de brotes de V
planifoliay en interaccion con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad (Hernandez
etal., 2020).

Para entender cémo se da la actividad de sefializacion de las citocininas se debe considerar los
mecanismos que controlan las vias hormonales en las plantas conocidas como Phosphorelay,
estudiado en la planta medicinal Marchantia polymorpha (AKi, et al., 2019).

Los procesos morfogénicos que se manifiestan en lamicropropagacion han considerado la relacion
de antagonismo y de sinergismo de las auxinas y de las citocininas asi como los mecanismos
moleculares que se manifiestanen la interaccion de estos reguladores, tema que ha sido motivo de
revision por parte de Su, et al., (2011). Ademas, se ha establecido una posible interaccion entre los
reguladores enddgenos y los reguladores del crecimiento presentes en los medios de cultivo que
estimulan eventos morfogénicos durante la micropropagacion evidenciados recientemente en
Melicope lunu-ankend (Rahman et al., 2015) como en Solanum tuberosum (Raspor et al., 2020).

En relacion con los mecanismos moleculares relacionados con las respuestas morfogeénicas in
vitro, recientemente Bidabadi y Jain (2020) determinaron la presencia de genes como via de
actividad de las citocininas, tales como las proteinas quinasas de histidina, y las proteinas de
fosfotranferencia de histidina que intervienen en la transferencia de la sefial de las quinasas de
histidina que pueden activar o suprimir la formaciénde brotes.
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Figura 11. Morfologia de estructuras regeneradas a partir de explantes de V. planifoliaen BIT. (a)
Estimulo del brote apical sefialado con las flechas. (b) Estimulo de brotes axilares (bax) y
formacion de las raices antes de su transformacion en meristemos del brote. (¢) Estimulo
de brotes adventicios que inician la formacionde “cluster” (cl). (e) Las flechas indican la
transformacidn de meristemos de raiz en meristemos vegetativos a partir de una masa de
tejido meristematico. (f). Regeneracion de estructuras en una terminal de raiz indicado por
las flechas. Escala de labarra, a, b, c,dye, 1 cm;f, 0.5 cm.

45



4,
_‘:’\.'?.‘
s e

Fe _"ﬁa

B>
&

":'.' -
ra

L ]

1
o

S (pANE | Tt
Za 4--“’1.’9‘?&. y: ‘ ,','.'.
A SRR SThhd

oo

e ]

Figura 12 Analisis histologico de rutas morfogénicas en V. planifolia obtenidas en sistemas de
inmersiéntemporal y en secciones longitudinales. (a) Estructura que muestrael desarrollo
del meristemo apical del brote (mab) y el desarrollo de la yema axilar (ya), se observan
primordios foliares. (b) Aumento de (a) para mostrar las células meristematicas
densamente tefiidas (cm) y las bandas procambiales sefialadas mediante flechas. (c)
formacion de un brote (br) en la parte terminal de la raiz, las bandas procambiales se
sefialan con flechas (d) Aumento de (c) para mostrar la diferenciacion de la raiz (r)
formadaen laregion de la parte media 6 semanas después de la siembra en un BIT. Escala
de labarra200 um=ay c.50 um=b vy d.
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Figura 13 Analisis histolégico de rutas morfogenicas en V. planifolia como respuesta a sistemas
de cultivo BIT. (a) Las flechas indican la formacion de estructuras organogénsis que
conducen a la formacion de “un cluster”,.(b) Aumento de (a) para resaltar laformacion de
grupos de células meristematicas densamente tefiidas (cm) y las bandas procambiales (bp)
indicado por flechas. (c) mostrando con flechas un grupo de células meristematicas
organizadas. (d) Diferenciacion de mdultiple estructuras a partir de meristemoides
localizado en la parte distal de la raiz 6 semanas después de la siembraen un BIT. Escala
de barra200 pm=ayd.; 50 um. by c.
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La morfologia de estructuras regeneradas a partir de explantes de V. planifolia en BIT como
respuesta a tiempo, frecuencia de inmersion y volumen siguieron las mismas rutas de
micropropagacion. La morfogénesisen los explantes sembrados inicia con el desarrollo del brote
apical seguido del desarrollo de brotes axilaresy formacion de las raices que una semana despues
presentan engrosamientos antes de su transformacion en meristemos del brote. A las 6 semanas
después de la siembra el desarrollo de brotes adventicios permitid la organizacion de “cluster”.
(Figura 11).

El andlisis histologico de las estructuras obtenidas en el presente estudio evidencia a través del
vinculo de bandas procambiales la ruta organdgenica como respuesta de los explantes de V.
planifolia en los sistemas de inmersion temporal tipo BIT empleado para su micropropagacion
(Figura 12).

El corte longitudinal de laterminal de la raiz engrosada presento diferenciacion de multiples brotes
a partir de meristemoidesformado en la parte distal del extremo de la raiz presente en la Figura 13
c. Fue evidente la formacion de una plantula en este proceso de desdiferenciacion y
rediferenciacion (Figura 12 c¢). Estos resultados coinciden con el estudio realizado por Philip y
Nainar (1988) en medios semisolidos, quienes establecen que las respuestas de transformacion de
meristemos radicales a meristemos vegetativos en V. planifolia, solo se manifiesta en raices nuevas
en interaccion del corte realizadoy la interaccion con auxinas endogenas es lo que induce al centro
de quiescenciaa laformacion de brotes y raices en estas terminales de raices. En el presente estudio
la trasformacion de los meristemos de raiz en meristemos vegetativos ocurrio en presencia de
benciladeninay caseina hidrolizadaen un medio de inmersiontemporal muy similar a lo descrito
por Philipsy Nainar, (1988). El uso de benciladeninaen el medio de cultivo para la transformacion
del meristemo radical en vegetativo concuerda con los resultados obtenidos por Alatorre, (2002),
quién establece el efecto de la benciladenina sobre la velocidad de desintegracion de la caliptray
formacion de estructuras vegetativas en las terminales de raiz. Estas rutas morfogénicas fueron
evidenciadas mediante la histologia, necesaria ya que se ha reportado que hay altos nivel de
variacion somaclonal durante la regeneracién de callos en V. planifolia (Divakaran et al. 2015;
Ramirez y Iglesias 2016), lo que sugiere que las rutas morfogénicas indirectas originan alta
diversidad genética en la V. planifolia, otro aspecto que ocasiona variabilidad en la V. planifolia
es el de subcultivos realizados desde 6 hasta 10 veces y cuando el medio es suplementado con 8.86
uM BAP (Pastelinet al. 2019).
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6. Conclusiones

Con base en las condiciones experimentales y dando respuesta a los objetivos planteados que
origino este estudio se concluye:

Vi.

Vii.

viil.

Las variables morfoldgicas longitud de brotes y longitud de raices resultaron con
diferencias altamente significativasal evaluar el tiempo de inmersion, el tratamiento de 15
minutos mostrd los mayores valores estadisticamente.

Al evaluar las variables nimero de brotes y nimero de hojas se determinaron diferencias
significativas al evaluar su respuesta a la frecuencia en que ocurrieron las inmersiones del
medio de cultivo. Una frecuencia de 6 inmersiones fue el tratamiento con el que se
obtuvieron los mayores valores estadisticamente.

Las variables longitud de ld&minafoliar, nGmero y longitud de raices e incremento del peso
fresco no mostraron valores diferentes estadisticamente cuando se evaluaron tres
frecuencias de inmersion.

Cuando se evaluaron tres volumenes de medio de cultivo por explante, se cuantificaron
diferencias altamente significativas para el namero de brotes y de hojas e incremento del
peso fresco. Los mayores valores de estas 3 variables se cuantificaron cuando se adicion6
40 ml de medio de cultivo por explante.

Las variables longitud de lamina foliar, namero de raices y longitud de raices no
respondieron estadisticamente a los tratamientos de volumen por explante evaluados en
este estudio.

El nimero de brotes y hojas, y el incremento de peso fresco resultaron con diferencias
estadisticas altamente significativas. El nimero de brotes que crecieronen el sistema BIT
superaron en un 54 % (36 brotes) a los brotes que crecieron en el medio semisélido (20
brotes).

El incremento en peso fresco de los explantes que crecieron en el sistema BIT superaron
en 4 veces (26,48 g) a los explantes que crecieronen un medio de cultivo semisélido.

Las condiciones fisicas que proporciona el sistema de cultivo BIT es maés eficiente en
sentido de produccion de plantas como sistema de micropropagacion, en comparacion al
sistema convencional en medio de cultivo semisolido.

Los eventos que ocurren durante la regeneracion de estructuras de explantes de V.

planifolia en BIT que fueron evidenciados mediante la histologia, evidencian eventos de
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organogénesis cuando el meristemo de la raiz se transforma en meristemos vegetativos del
brote. Ademas, se evidencian la ruta de organogenésis con la formacion de “cluster” a
través de la formacion de novo.

El uso del biocida ppm (Plant Preservation Mixture) en dosis de 1 mgL™ permitié un
desarrollo aséptico del medio de cultivocon 100 % de sobrevivencia.
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7. Recomendaciones

Con base en las condiciones experimentales y los resultados obtenidos en este estudio se
consideran las siguientes recomendaciones

a) Evaluar la concentracionde salesy la carenciade reguladores del crecimiento en el medio
de cultivo para estimular la formacion de raices en brotes de V. planifolia obtenidos en los
BIT con los resultados de frecuencia de inmersion, tiempo de inmersiéon y volumen de
medio por explante obtenidos en este estudio.

b) Determinar la capacidad maxima de nimero de explantes por frasco BIT de 2 litros.

c) Amentar el tiempo de evaluacién de explantes de Vanilla planifolia en BIT después de 6
semanas.

d) Realizar el estudio de respuesta de explantes de V. planifolia considerando dosis mayores
a1 mgL™* de benziladenina.
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9. Anexos

Cuadro A 1 Cuadrados medios, fuente de variaciony significancia para el nimero y longitud de
brotes, nimero de hojas, longitud de lamina foliar, nimero y longitud de raices, e
incremento del peso fresco en el estudio de tiempo de inmersion de la
micropropagacion de Vanilla planifolia, en BIT. Santa Clara, San Carlos, evaluados 6
semanas después de la siembra.

Fuente | Nomero Long Numero Longitud Numero Long Incremento
de de de de hojas Iam_ma raices raices(cm) de peso
brotes  brotes foliar fresco (g)

Variacion (cm) (cm)

Trat 114**  0,22Ns  18,58NS  0,13NS 27,58NS 0,43** 6,25 NS

Error 7,08 0,08 6,69 0,10 15,69 0,03 3,58

Gl trat 2 2 2 2 2 2 2

Glerror 8 8 8 8 8 8 8

CcVv 8,92 12,61 13,50 21,93 27,63 11,11 58,00

NS=Diferencias no significativas. ** Diferencia altamente significativas para p< 0,01.
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Cuadro A 2 Cuadrados medios, fuente de variacién y significanciapara el numeroy longitud de
brotes, nimero de hojas, longitud de lamina foliar, namero y longitud de raices, e
incremento del peso fresco en el estudio de frecuencia de inmersion de la
micropropagacion de Vanilla planifolia en BIT, Santa Clara, San Carlos, evaluados 6
semanas después de la siembra.

Fuente Numero  Long NC hojas  Longitud Nume Long Incremento
de de de Iam_lna r,o raices de peso
brotes brotes foliar raices fresco (Q)
Variacion (cm) (cm) (cm)

Trat 115,8**  0,014NS 161,07 ** 0,13Ns 4,87 NS 0,014NS 3,04Ns

Error 5,13 0,207 8,73 0,074 5,28 0,09 2,30
Gl trat 2 2 2 2 2 2 2
Gl error 8 8 8 8 8 8 8

Ccv 7,76 11,48 19,52 19,52 28,97 42,42 20,55

NS=Diferencias no significativas. ** Diferencia altamente significativas para p< 0,01.
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Cuadro A 3 Cuadrados medios, fuente de variacion y significanciapara el numeroy longitud de
brotes, nimero de hojas, longitud de lamina foliar, nimero y longitud de raices, e
incremento del peso fresco en el estudio de volumen en BIT en la micropropagacion de
Vanilla planifolia. Santa Clara, San Carlos, evaluados 6 semanas después de la siembra.

Fuente NUmero  Long de NO Longitud Numero Long  Incremento
de de brotes kzrote)s hojas I?rr;-lna raices raices fde pes(o)
cm oliar resco (g
Variacion (mm) (cm)
Trat 168,47 **  134** 72, 27** (0,39 NS 0,60Ns  0,32Ns 178**
Error 4,30 0,013 3,93 0,23 1,85 0,12 6,75
Gl trat 2 2 2 2 2 2 2
Gl error 8 8 8 8 8 8 8
CcVv 7,17 6,30 8,91 36,49 21,94 47,07 13

NS=Diferencias no significativas. ** Diferencia altamente significativas para p< 0,01.
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Cuadro A 4 Prueba de t para las variables nimeroy longitud de brote, nimero de hojas, longitud
de lamina foliar, nimero y longitud de raices e incremento en peso fresco 6 semanas
despues de la siembra. Se presenta la media +desviacion estandar.

Variables BIT Semis6lido  uBIT- uSemi* Valor T  Pr > |t
NUmero 35,6 £1,52 20 +1,41 15,60 16,82 0,001
brotes
Longitud 1,68+0,04 1,42+0,40 0,26 1,44 0,180
brotes (cm)
NUmero 26,000 15,20+0,45 10,00 54 0,001
hojas
Longitud 1,58+0,08 1,56+0.09 0.02 0,37 0,73
lamina foliar
(cm)
NUmero 6,00+1,00 4,00£2,74 2,00 1,53 0,16
raices
Longitud 05+0 0,68+0,25 -0,18 -1,62 0,14
raices (cm)
Incremento 26,48+2,14 6,48+ 0,98 20,00 19,02 0,001
de peso
fresco (Q)
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Cuadro A 5 Resultados de la multiplicaciéon de Vanilla planifolia en BIT con tres tiempos de
inmersidn, variables en las que se encontrd diferencias estadisticas 6 semanas después de

la siembra.

Tiempos de inmersion

NUmero de brotes Longitud de raices

(cm)

5min 24,00 1,40
10 min 29,00 1,73
15 min 34,00 2,06
Ecuacion de regresion Y=5,00 X+ 19,00 Y=0,33 X +1,07
R? 0,66 0,76
Fuente de variacion

Tratamiento 114** 0,43**

Error 7,08 0,03

GL tratamiento 2,00 2,00

GL error 8,00 8,00

Coef. variacion 8,92 11,11

**diferencias altamente significativas parap<0.001. n=10
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Cuadro A 6 Resultados de la multiplicacion de Vanilla planifoliaen BIT con tres frecuencias de
inmersidn. variables en las que se encontrd diferencias estadisticas 6 semanas después de

la siembra.

Frecuencia de inmersion

Numero de brotes  Numero de hojas

Cada 6 horas
Cada 12 horas
Cada 18 horas
Ecuacion de regresion
RZ
Fuente de variacion
Tratamiento
Error
GL tratamiento
GL error

Coef. variacion

33,7 34,73
28,9 29,13
24,1 23,53
Y=-4,8 X +38,5 Y=-5,6 X + 40,33
0,74 0,67
115,80** 161,07**
5,13 8,75
2,00 2,00
8,00 8,00
7,76 19,52

**diferencias altamente significativas para p<0,001. n=10
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Cuadro A 7 Resultados de la multiplicacién de Vanilla planifolia en BIT con tres volumenes de
medio por explante. Variables en las que se encontré diferencias estadisticas 6 semanas
después de la siembra.

Volumen de medio por | Numero de Longitud de Numero de Incremento
explante brotes brotes (cm) hojas de peso fresco
20 ml 24,33 2,08 18,26 11,79
30 ml 29,63 1,92 22,06 17,00
40 ml 34,93 1,76 25,86 22,21
Ecuacion de regresion Y=5,30 Y=-0,16 (X) + Y=3,8 X Y=5,21
X+19,03 2,24 +14,46 X+6,58
R? 0,75 0,65 0,76 0,65
Fuente de variacion
Tratamiento 168,47** 134** 12,27** 178**
Error 4,30 0,013 3,93 6,75
GL tratamiento 2,00 2,00 2,00 2,00
GL error 8,00 8,00 8,00 8,00
Coef. variacion 7,17 6,30 8,91 13,00

**diferencias altamente significativas parap<0,001. n=10
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