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Respuesta de tres explantes de vainilla

(Vanilla planifolia) a diferentes periodos de
inmersién temporal

Karla Susana Gonzéalez Luna

Resumen

En el laboratorio de Biotecnologia de la Escuela de Agronomia del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica, Sede Regional San Carlos; se desarrollo un estudio sobre la
respuesta de tres explantes de vainilla (Vanilla planifolia) al ser cultivados en el Sistema de
Inmersién Temporal. Las inmersiones en el medio de cultivo tuvieron una frecuencia de 2, 4
y 6 veces al dia con una duracion de 2 minutos cada una. Los explantes fueron apices de
tallo, microestacas y apices de raiz para un total de 9 tratamientos evaluados. El medio de
cultivo utilizado fue un M&S suplementado con 1 mg L™ de Benciladenina (BA), 30 g L de
sacarosa y 1 g L™ de caseina hidrolizada. Después de 8 semanas de evaluacion se obtuvo
que los apices de raiz sometidos a 4 inmersiones/dia formaron callo con un area promedio
de 5 mm? En cuanto al tiempo de brotacién, las microestacas reaccionaron mas
rapidamente que los apices de tallo, presentandose brotacién entre los primeros 15-28 dias
después de la siembra. Estos dos Uultimos explantes cultivados a 4 inmersiones/dia
desarrollaron el numero promedio mayor de brotes por explante (2.1 y 2.2 respectivamente);
pero la longitud promedio mayor (11.2 mm) se presentd en los brotes desarrollados a partir
de las microestacas sometidas a 2 inmersiones/dia. El porcentaje de enraizamiento obtenido
oscilo entre 5% y 22.5%, la mejor respuesta se presentd en las microestacas sin influencia
de la frecuencia de inmersion.

En general para el cultivo en el Sistema de Inmersién Temporal Simplificado de
vainilla, para el desarrollo de callo se podria utilizar apices de raiz cultivados a 4
inmersiones/dia; para obtener brotacion y enraizamiento directamente, los explantes

microestacas y apices de tallo se cultivan en a 4 inmersiones/dia.

Palabras clave: Vanilla, inmersién temporal, frecuencia, apices, microestacas.
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1. Introduccion

Desde tiempos precolombinos la vainilla ya era usada como alimento o
medicina; actualmente el derivado de esta planta (vainillina) se produce a nivel
mundial en grandes cantidades para diversas industrias, donde se aprecia por su
aroma y poder fijador (Alatorre, 2002).

La vainilla (Vanilla planifolia) es una orquidea originaria de los bosques
tropicales de México, América Central, las Antillas y algunos paises de América del
Sur (Jiménez, 1990). Esta planta se desarrolla satisfactoriamente bajo las
condiciones climaticas de Costa Rica; en 1681 se observo algunos cultivares, pero
no fue hasta la década de 1970 en que se dieron los primeros cultivos y para el afio
1985 se establecieron las primeras plantaciones comerciales (Ocampo, 1987). Costa
Rica ofrece ventajas comparativas para el cultivo de la vainilla, derivadas
principalmente de su cercania relativa con el mayor consumidor mundial que es

Estados Unidos.

La propagacion sexual de la vainilla es dificil bajo condiciones naturales al
tener la flor los érganos sexuales separados por una membrana llamada rostelo que
impide la polinizacién natural y se tardaria de 310 a 570 dias para obtener plantulas
completas en invernadero (Parra, 1987 citado por Alatorre, 2002); es por esto que la
multiplicacion de vainilla se realiza en forma asexual a través de esquejes de tallos.
En los ultimos anos el cultivo in vitro ha constituido una alternativa para la
produccion de plantas a través de la micropropagacion, lo que ha beneficiado a los
productores de este cultivo, ya que una limitante del cultivo es la obtencién de
material vegetativo con caracteristicas de alta productividad; aun asi, se buscan

nuevas tecnologias que permitan la automatizacion y mejoren los protocolos para la

1
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La técnica de inmersion temporal (RITA®) se ha utilizado con éxito para la
propagacion de pifa, cafa de azucar, banano, platano, especies forestales y
ornamentales. Con el empleo de este sistema los coeficientes de multiplicacién se
incrementan en un rango de 20 a 70% en dependencia de la especie y las
condiciones del cultivo. De igual forma, la calidad intrinseca de los brotes aumenta,
permitiendo alcanzar niveles de supervivencia superiores al 95 %. Para lograr una
mayor efectividad en el sistema se evaluan diferentes variables in vitro como son el
tiempo y frecuencia de inmersion, el volumen de medio de cultivo, la presencia de
retardantes del crecimiento en el medio de proliferacion, condiciones ambientales,

duracion de la fase de proliferacion y genotipo, entre otros (CIRAD, 2001).

En el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del CIDASTH; ubicado en el
Instituto Tecnolégico de Costa Rica, sede San Carlos; desde hace 15 anos, se

realizan investigaciones en este cultivo. A través del presente estudio se pretende

mejorar la metodologia para propagar in vitro vainilla (Vanilla planifolia) mediante el
Sistema de Inmersion Temporal Simplificado (RITAS®), analizando tres diferentes
explantes a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el medio de cultivo cada una de dos

minutos de duracién.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Determinar la respuesta de tres explantes de vainilla (Vanilla planifolia) a tres

diferentes periodos de inmersion en el Sistema de Inmersion Temporal
(RITA®).

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el porcentaje de sobrevivencia de tres explantes de vainilla

cultivados en el Sistema de Inmersiéon Temporal.

2. Determinar el area de callo formado a partir de tres explantes de vainilla

cultivados en el Sistema de Inmersion Temporal.

3. Determinar el porcentaje y el tiempo de brotacion en tres explantes de vainilla

cultivados en el Sistema de Inmersion Temporal.

4. Establecer la altura y el numero promedio de brotes por explante de vainilla

cultivados en el Sistema de Inmersién Temporal.

5. Cuantificar la longitud y el numero promedio de raices en tres explantes de

vainilla cultivados en el Sistema de Inmersiéon Temporal.
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3. Revision de literatura

3.1. Origen

La vainilla presenta un origen y una distribucion Pantropical, aunque se dice
que es un cultivo autdctono de México y Centroamérica en donde se localizan
cultivares primitivos congéneres silvestres y poblaciones silvestres (Guerra, 1992).
En Guatemala se ha encontrado en forma silvestre en bosques virgenes, a alturas

que oscilan entre 305 y 1218 m.s.n.m. (Gutiérrez, 1982).

Su nombre se deriva del término azteca nahua “tlilxochitl”, que significa “flor
negra”. Su nombre hace referencia al fruto fermentado y secado, ya que la flor de
esta orquidea es de color blanco. Los aztecas fueron los primeros en hacer uso de la
vainilla durante la colonia, los esparfoles conocieron su agradable sabor y particular
aroma al saborearla en el chocolate que preparaban los aztecas. Cuando decidieron
llevarla al viejo mundo, observaron que las plantas de vainilla no lograban producir la
vaina. Esto se debia a la falta de polinizacion, tarea realizada por un abejorro del
género Melipona que soélo existia en Mesoamérica. Sin éxito trasladaron al abejorro
a Europa y trataron de aclimatarlo. Un esclavo de la isla La Reunién, antes conocida
como isla Borbon, estudio la actividad de este insecto y logro realizar la polinizacion
manualmente. A partir de entonces la vainilla se extendidé por todo el mundo
(Gutiérrez, 1982).
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3.2 Importancia de la vainilla

La vainilla es un cultivo de exportacién, pues la vainilla que se obtiene de sus
frutos es considerada hoy el saborizante natural de mayor importancia en el ambito
mundial. Se usa en la industria alimenticia, refresquera, licorera, farmacéutica, de
perfumeria y cosméticos, y en menor cantidad en la industria tabacalera y de
artesanias (Alatorre, 2002).

Las industrias de productos lacteos, helados, bombones, dulces, pasteles y
perfumes, son las mas consumidoras de vainilla en su forma natural como extracto o

esencia, o dispersa en una base de azucar de dextrosa (Tencio, 1992).

Figura 1. Vanilla planifolia en floracion®.

A nivel mundial luego de la década de los 60’s, la produccién de la vainilla
decayo por un periodo de 20 afios. Esta situacion se debid a factores como la caida
de precios internacionales por un aumento de la produccion de paises africanos y
asiaticos, y la introduccion al mercado mundial de grandes volumenes de ethil-

vainillina y cumarina, sustitutos de la vainilla a precios mas bajos.

T
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El primer competidor de la vainilla fue un saporifero, elaborado mediante
el uso del eugenol contenido en el aceite del clavo de olor; esta sustancia fue
sustituida rapidamente por la vainillina, de obtencibn mucho mas econdmica,
confeccionada a partir del licor del sulfito de desecho procedente de las fabricas de

papel y de extractos de alquitran de hulla (Camacho, 1988).

Sin embargo, a principios de 1980 comienza a surgir en el mercado
internacional la tendencia al consumo de los productos naturales, que no
representan ningun riesgo para la salud humana, puesto que los sustitutos de la
vainilla le han endosado caracteristicas cancerigenas. Esto marcd pauta para que

reiniciara el interés por el cultivo y consumo de la vainilla (Alatorre, 2002).

3.3 Historia y situacion actual de la vainilla en Costa Rica

En Centroamérica se han localizado cultivares y poblaciones silvestres de
vainilla (Guerra, 1992). En 1961, ocurri6 en Costa Rica el establecimiento de los
primeros cultivares, pero, es hasta la década de 1970 es que se realizan siembras
experimentales para determinar las principales labores culturales. De esta manera
se establecen las primeras plantaciones comerciales alrededor del afo 1985
(Jiménez, 1990).

Para el afio 1990 existian en el pais un total de 54.6 ha sembradas con
vainilla distribuidas en tres zonas: la Zona Norte, con 40% del area de siembra, que
incluye los cantones de Upala, San Carlos y Sarapiqui; la Zona Sur, con el 37.55%,
en donde se incluyen lugares como: Dota, Tarrazu, Aguirre, Buenos Aires,

Corredores, Osa y Pérez Zeledon; y la Zona Atlantica representada por Guacimo y

Guapiles, con el 14.45% (Arias, 1990).



3.4 Botanica

Taxonomia

La vainilla es una orquidea tropical que pertenece al género Vanilla de la
familia Orchidaceae, tribu ofridia (Jiménez, 1990). Se conocen mas de 50 especies,
de ellas las mas utilizadas son: planifolia, fragans y pompona (Leén, 1987).

Descripcién de la planta

Es una planta epifita, perenne, siendo un bejuco, de tallo monopddico, verde,
fotosintéticamente activo, suculento, cilindrico y sarmentoso, formado por
entrenudos de 10 a 15 cm de largo y de 10 a 15 mm de diametro. La altura que

puede alcanzar esta planta trepadora varia de 10 a 15 metros (Alatorre, 2002).

Tallos
Los tallos pueden ser simples o ramificados, de aqui es donde salen las hojas

y las raices, son grandes, suculentos, verdes y carnosos (Cordero, 1986).

Hojas

Las hojas son enteras, planas, ovales, oblongas y terminadas en punta, son
alternas paralelinerves, gruesas y cerosas de 15 a 18 cm de diametroy de 5a 7 cm
de ancho, nacen de cada uno de los nudos del bejuco, en oposicién con las raices
aéreas modificadas, son subsésiles, provistas de un peciolo corto que forma una
especie de canaladura, sus nervaduras son paralelas y oscuras, se vuelven

prominentes cuando la hoja se seca (Ledn, 1987; Luelmo, 1987).
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Raices

Las raices adventicias son carnosas y largas, sirven a la planta para adherirse
al tutor, pero tienen una estructura exterior llamada velamen que les permite
absorber y retener el agua. Las raices subterraneas se llaman trazadoras ya que se
extienden en un radio de hasta 8 cm, a través de ellas adquieren los nutrientes del

humus del suelo (Le6n,1987).

Flores

Las inflorescencias de la vainilla son racimos axilares, cada planta produce de
10 a 20 racimos y cada racimo de 10 a 20 flores. La flor mide alrededor de 5 cm, es
hermafrodita, de color blanco, ligeramente amarillo verdoso y poco abiertas. La flor
esta formada por tres pétalos y tres sépalos, un pétalo modificado y alargado en
forma de labio, el labelo, es mas corto que las otras partes y posee Iébulos
crenulados. El ovario permanece derecho y se vuelve pendiente luego de la
floracion. Una planta puede dar hasta 200 raices al mismo tiempo con 1000 6 4000
flores (Jiménez, 1990; Tencio, 1992; Luelmo, 1987).

Fruto

Luego de la fertilizacion el ovario se elonga y crece hasta 30 cm por semana,
en cuatro u ocho semanas el fruto alcanzara su longitud total. El fruto es una capsula
carnosa, larga, suculenta, ligeramente triangular y deshiscente. Mide de 15 a 25 cm
de largo por 8 0 14 mm de didmetro, de color verde oscuro brillante y al madurar se
reblandece y cambia a un color verde brillante amarillento. Tarda de 3 a 10 meses

en madurar (Jiménez, 1990).

Semillas
Las semillas son muy pequefias y redondas; miden de 0.24 a 0.33 mm y en
un fruto se estima puede haber hasta 100 000. Carecen de endosperma y son

fértiles solo si son producto de polinizacién natural (Cordero, 1987).
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3.5. Variedades

Para el cultivo de la vainilla es de gran importancia escoger las variedades
mas productivas y las mas resistentes a las enfermedades, y que se adapten a

nuestras condiciones tropicales; entre estas podemos hablar de: Vanilla planifolia, V.

pompona y V. tahitensis.

Orchideds

Vanille plenifolia Anir

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de Vanilla planifolia®.

? Tomada de www.ridwaydb.mobot.org
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3.6. Requerimientos ecoldgicos

La vainilla se desarrolla preferiblemente en un clima humedo calido, donde las
lluvias sean frecuentes pero no excesivas; en términos generales una precipitacion
de 2000 mm anuales y una humedad relativa del 80% es suficiente para el adecuado
desarrollo (Guerra, 1992; Ocampo, 1987). La vainilla resiste desde 700 hasta 4200
mm maximo, las lluvias muy fuertes afectan la produccién de flores y la maduracion

de las vainas (Anlew, 1974).

La temperatura media anual Optima para su crecimiento es de
aproximadamente 21°C, con un promedio minimo de temperaturas entre 7°C y 12°C,
las cuales resiste por un periodo corto y un promedio maximo de 28°C a 32°C
(Guerra, 1992).

El cultivo puede realizarse desde el nivel del mar hasta los 600 — 800 m.s.n.m.
Geograficamente su cultivo se restringe entre los 25° latitud norte y 25° latitud sur,
situandose las mejores condiciones para que prospere en latitudes comprendidas
entre los 15° y 20°, fuera de estos limites la vainilla solo vegeta (Alatorre, 2002;
Guerra, 1992).

3.7. Micropropagacion

La micropropagacién abarca una serie de técnicas de cultivo en un medio
estéril de distintos segmentos (explantes) de la planta, a los que se les proporciona
artificialmente las condiciones fisicas y quimicas con el fin de regenerar plantas
enteras (Flores, 1998; Alvarenga, 2001). De esta forma se puede utilizar como
explante el cotiledon, hipocétilo, tallo, hoja, raiz, meristemos, yemas axilares,

embriones, inflorescencias, pétalos, ovulos y el polen (Montero, 2001).
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La micropropagacion se ha constituido es una técnica muy eficiente para
producir plantas enteras fenotipicamente y genotipicamente idénticas a la planta
madre de la que derivaron vy libres de plagas y enfermedades (Flores, 1998; Palma
et al., 2002).

Durante el desarrollo de los tejidos, estos pueden tomar dos rutas alternas en
cuanto a su diferenciacién a partir de las cuales se pueden desarrollar las diferentes

técnicas de propagacion in vitro (Alatorre, 2002; Montero, 2001; Palma et al., 2003).

Organizado: se inicia mediante 6rganos que siguen su crecimiento

manteniendo sus caracteristicas estructurales.

Desorganizado: se comienza con fragmentos u érganos que producen tejidos
sin estructura definida (callo) a partir de los cuales se forman embriones o brotes

adventicios para la regeneracion de plantas.

Organogénesis

Segun Endress (1994), la organogénesis son todos los procesos morfologicos
en los cuales las estructuras en su forma natural forman érganos no-auténomos en
el explante (protoplastos, células, callos, fragmentos de tejido, fragmentos de

planta).

Desde el punto de vista funcional la caracteristica mas importante de la
organogeénesis, es el potencial organogenético de los explantes. La organogénesis
se presenta bajo cuatro vias morfogenéticas que conducen a la rizogénesis o
formacion de raices, caulogénesis o formacion de yemas, callogénesis o formacion

de callo y la embriogénesis somatica (Navarro, 1996).
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Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica se puede definir como el proceso mediante el cual
se originan embriones a partir de células que no son el producto de la union de
gametos (Abdelnour et al 2001; Palma, 1995). Los embriones somaticos son
estructuras bipolares con eje radical apical, y no poseen conexiones vasculares con
el tejido materno ya que generalmente estan aislados por una epidermis (Orellano,
1997).

Segun Abdelnour et al., (2001) y Giron (1998), la embriogénesis somatica
puede darse en forma directa o indirecta. En |la forma directa el embrioide se forma
directamente del explante y se caracteriza por la baja frecuencia de produccion,
mientras que en la embriogénesis somatica indirecta ocurre el fendbmeno de
callogénesis que consiste en una etapa previa a la formacion del embrioide y se

caracteriza por la alta frecuencia de produccion.

Desde el punto de vista de la totipotencialidad, en principio todos los tejidos
vegetales tienen capacidad para formar embriones somaticos in vitro. Sin embargo
dependiendo de las especies y de las condiciones de cultivo se ha observado que
pocos tipos de explantes son capaces de iniciar la embriogénesis somatica. Segun
Ammirato (1983) citado por Flores et al., (2001), los explantes utilizados con mas
éxito en varias especies de la mayoria de las familias de plantas son los cotiledones,
los hipocdétilos y los embriones, pero también se utilizan los apices, segmentos de

hoja e inflorescencias.
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Aparentemente los factores quimicos mas importantes para la embriogénesis
somatica son las auxinas exégenas, la fuente y la concentracion de nitrégeno. Desde
el punto de vista de la micropropagacion es el sistema mas eficiente, en cuanto al
numero de plantas regeneradas por unidad de tiempo. Por medio de este método se
pueden obtener grandes cantidades de plantas al suponerse que por cada célula
suspendida en el medio de cultivo se esta diferenciando una planta (Palma et al.,
2003).

Rizogénesis

El desarrollo de raices es el tipo de érganos mas frecuente. La rizogénesis
puede ser promovida por auxinas, hidratos de carbono, luz (fotoperiodo y oscuridad).
Las condiciones cambian de acuerdo con la especie de la planta y en ocasiones
segun las variedades de una misma especie, por lo cual las variaciones en las

concentraciones de auxinas son diferentes (Navarro, 1996).

Callogénesis

El callo puede definirse como el crecimiento desorganizado de una masa de
células, que se origina mediante la proliferacion de células parenquimaticas del
explante inicial (Montero, 2001). Los factores que mas pueden afectar la formacién
del callo son el tipo de explante, ya que hay una mejor proliferaciéon de células
cuando este proviene de un tejido joven al tener un mayor potencial para la division
celular como para la regeneracion de plantas, y el otro factor es el medio de cultivo

y sus condiciones tanto fisicas como quimicas (Palma, 1995).

Caulogénesis

Se define caulogénesis como la formacién de brotes a partir de segmentos de
la planta o de un callo. En gran numero de dicotiledoneas la caulogénesis ocurre
mediante el equilibrio adecuado de auxinas y citocininas enddgenas, para ciertos

casos es necesaria la adicion de concentraciones bajas de algun regulador de

FY
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Factores que afectan la organogénesis

En el cultivo de tejidos vegetales para que ocurra un desarrollo organizado
con éxito, debe seleccionarse el explante, el medio de cultivo y el control del medio

fisico (humedad, luz, temperatura y atmdésfera gaseosa (Alatorre, 2002).

Cualquiera de estos factores o su combinacién puede afectar profundamente
la respuesta morfogenética, por lo que es necesario realizar evaluaciones
sistematicas de tales efectos con el fin de establecer un sistema caracteristico de

experimentacion (Roca et al., 1991).

Explante: |la eleccidon de un explante apropiado constituye el primer paso para
el establecimiento de los cultivos y se va a determinar segun el objetivo perseguido y
la especie a cultivar. En general, cualquier parte vegetal puede servir como inéculo
(Endress, 1994). Estos incluyen segmentos de tallo y apices, secciones de raiz,
hojas, inflorescencias, pétalos de flores, tejido ovular y tejidos de plantulas tales
como cotiledones, hipocétilos y embriones de semilla; sin embargo, los tejidos

juveniles poseen un alto grado de actividad meristematica in vitro (Roca et al., 1991).

En relacion con la especie vegetal utilizada, es importante tener en cuenta la
variabilidad asociada con el genotipo de las plantas. Es muy comun que en
condiciones idénticas de medio y ambiente, las respuestas in vitro del cultivo de un
determinado explante de una especie difieran con el cultivar empleado. Ademas, las
respuestas de los explantes pueden variar notablemente con el estado de desarrollo
y edad ontogénica de los mismos; por ejemplo a partir de secciones de tallo
cercanas a los apices caulinares se puede producir mayor cantidad de
meristemoides que a partir de la porcion baja del tallo. Mas aun, puede haber
variacion en los requerimientos de los reguladores de crecimiento para la

organogénesis segun el tipo de tejido usado como explante, aunque estos sean de la
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Totipotencia: la totipotencia es la capacidad que tienen las células de regenerar
un tejido completo. Las células diferenciadas pueden ser inducidas a un proceso de
desdiferenciacion, para formar callo y luego mediante la accion de reguladores de
crecimiento puede rediferenciarse (Montero, 2001).

Medio de cultivo: el éxito que se obtenga en un cultivo de tejidos vegetales
depende del uso del medio nutritivo adecuado. Los usados mas frecuentemente para
promover la organogénesis son los de Murashige y Skoog (1962); el White (1963); el
Gamborg (1968), entre otros (Roca et al., 1991).

El medio de cultivo puede ser liquido o semi-sélido, en el medio liquido se
elimina la gravedad, la cual tiene gran importancia en el proceso de
desdiferenciacion; pues cuando las células tienen posicidon fija se produce un
fendomeno de polarizacion que hace que la concentracion de sustancias de
crecimiento no sea uniforme, situacion que no ocurre en el medio liquido; por lo
tanto, hay mayor homogenizacion en la concentracion permitiendo asi el proceso de
desdiferenciacion (Kuan y Ospina, 1990). Cuando se cultivan tejidos en medio
liquido hay contacto directo de estos con el medio, por lo que hay una mayor y mas
rapida absorcion de nutrientes que en el medio solido. Ademas, en el caso de que
los tejidos produzcan sustancias toxicas, éstas pueden ser eliminadas por dilusion,
ya que se diluyen en el total del medio, por lo tanto baja la concentracion (Kuan y
Ospina, 1990).

En los medios de cultivo la sacarosa es generalmente una de las fuentes
carbonadas, en algunos casos la concentracién puede alterar la pigmentacion del
callo. Este efecto también lo hace la proporciéon auxina — citocinina favoreciendo la
formacién de yemas. La sacarosa puede asimismo estimular la formacion de callo y

cambiar la textura de los mismos. La concentracion de carbohidratos también afecta
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La caseina hidrolizada (0.02 — 0.1 %) es una fuente de nitrégeno organico
no especifica, la cual puede afectar cuantitativa y cualitativamente el desarrollo
organizado. La caseina hidrolizada a sido comunmente utilizada para estimular el
crecimiento de embriones y se ha sugerido que su efecto se debe a un sinergismo
entre los aminoacidos que la componen. En vainilla, este compuesto se ha usado en
la germinacion in vitro de semillas; Granados (1991) mencionado por Alatorre (2002),
encontré que a medida que se incrementaba la dosis de caseina hidrolizada en un
medio MS (1962), se aumentaba el porcentaje de germinacién, sin embargo
concluye que su efecto principal no es a nivel de germinacion sino en la activacion

posterior del crecimiento de los protocormos.

El pH 6ptimo en el medio de cultivo de las especies no esta bien preciso,
pero usualmente esta entre 5.0 y 6.5. El pH puede influenciar la precipitacion y

absorcion de nutrientes como también de fitohormonas (Roca et al., 1991).

Reguladores del crecimiento

Los reguladores del crecimiento son compuestos que en pequeias
cantidades y por la naturaleza o estructura de su molécula estimulan, inhiben o
modifican el desarrollo de las plantas. Algunos reguladores de crecimiento son:
auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, acido absicico, inhibidores y poliaminas
(Palma et al., 2002).

Auxinas: son ampliamente utilizadas en la micropropagacion de plantas ya
que promueven el desarrollo del callo, de las suspensiones celulares de érganos. En
diferentes proporciones con citocininas regulan la morfogénesis. Las auxinas
promueven el crecimiento a través de la elongacion celular (Navarro, 1996).
Normalmente se encuentra en las plantas las auxinas naturales como el Acido Indol

Acético (AIA); existen otras auxinas producidas sintéticamente, Acido Indol Butirico

(AIB).
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Citocininas: estimulan la divisién celular y se encuentran en casi todos los
tejidos, son particularmente abundantes en los granos, frutas y raices; son
necesarias al igual que las auxinas para la proliferacion de callo, favorece la
formacion directa o indirecta de tallos, estimulan brotes preformados o adventicios a
partir de apices, en altas concentraciones inhiben la formacién, desarrollo y
crecimiento de raices, asi como pueden suprimir el efecto estimulativo de las

auxinas (Palma et al., 2002).

Entre las citocininas mas utilizadas en cultivo de tejidos vegetales, se
encuentra la benciladenina (BA), utilizada para estimular la proliferacion de las
yemas laterales. La BA se ha utilizado frecuentemente en el cultivo in vitro de la
vainilla, haciéndose necesaria para la obtencion de brotes vigorosos. Las dosis
utilizadas varian pero una concentracion arriba de los 5 mg L™ resulta inhibitoria
(Alatorre, 2002).

La diferenciacion de yemas se logra subcultivando los callos en un medio que
tenga alta relacion citocinina — auxina; en cambio, para la diferenciacion de raices se
requieren medios con una relacion citocinina — auxina baja. En medios con
citocinina, algunas veces ocurre la organogenesis directamente del explante
(Montero, 2001).

Giberelinas: son hormonas naturales obtenidas a partir del hongo Giberrella

fujikuroi (Fusarium heterosporium) provocando el gigantismo en el arroz. Estimulan

el alargamiento celular de los entrenudos del tallo y los pedunculos florales. Rompen
la dormancia de gran numero de semillas y brotes. Son generalmente empleadas en

forma de acido giberelico (AG3) (Navarro, 1996).
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Factores fisicos

Los factores fisicos que deben tenerse en cuenta son la temperatura y la luz;
el grado higrométrico del aire no tiene mucha importancia puesto que las plantas
cultivadas in vitro se encuentran en una atmdsfera naturalmente saturada (Navarro,
1996).

Luz: Este es el principal factor fisico y se ha demostrado que tiene un efecto
sobre el desarrollo organizado in vitro. Generalmente en los cuartos de crecimiento
el fotoperiodo utilizado es de 12 a 16 horas luz con una intensidad luminica entre los
1000 y 10000 lux (Navarro, 1996). Un cambio de intensidad luminica puede causar
organogeénesis y cambios morfogenéticos especificos debido a la longitud de onda

de la iluminacion (Alatorre, 2002).

Temperatura: generalmente los tejidos vegetales cultivados in vitro se
mantienen en un rango que va de los 20° C a los 25°C; sin embargo, las
temperaturas que estén dentro de los 18 — 28°C son también efectivas. Las
fluctuaciones que puedan ocurrir entre la temperatura del dia y de la noche pueden

estimular la organogénesis (Montero, 2001).

Cultivo de brotes preformados

Mediante el uso de reguladores del crecimiento se estimulan las yemas
axilares permitiendo la formacion de una planta por cada yema, siendo esto ultimo lo

que restringe su eficiencia. Una de las ventajas que presenta este método es que las

plantas obtenidas muestran una alta estabilidad genética (Pierik, 1990).
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Cultivo de microestacas

La micropropagacion de microestacas consiste en estimular con la ayuda de
reguladores de crecimiento, el desarrollo de yemas axilares, que normalmente estan
dormantes por la dominancia apical. La dominancia apical se mantiene porque la
corriente alimenticia que asciende por el tallo se dirige a la yema apical y no a las
ramas laterales, debido al gradiente auxinico que resulta de la produccion de auxina

en el apice (Orellana, 1997).

La aplicacion de citocininas causa el inicio de divisiones celulares y la
produccion de auxina, a la que seguird automaticamente la liberacién de la
dominancia apical (Bidwell, 1993). El subcultivo de estos explantes permite la
produccion de brotes en forma exponencial. Ademas, el enraizamiento in vitro es
mas facil de obtener que en brotes producidos por otras biotécnicas (Orellano,
1997).

Cultivo de callos

El callo es un tejido obtenido por medio del aislamiento de 6rganos o tejidos
diferenciados, los cuales se llevan a una desdiferenciacion celular, formando una
masa amorfa de tejido, como resultado de la proliferacién continua y acelerada de
las células. La coloracion de este tejido también varia, pueden existir callos que
carecen de pigmentos, mientras que otros pueden ser de distintos tonos de verdes,

amarillo, café o rojo (Hurtado y Merino, 1987).

Segun Hurtado y Merino, 1987, la induccion del callo ocurre colocando el
explante en contacto con un medio de cultivo que promueva y mantenga un
crecimiento y una divisién celular continuas. La proliferacion del callo se puede
iniciar casi a partir de cualquier 6rgano vegetal: hoja, raiz, polen, embriones,

semillas, entre otros.
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El cultivo del callo se puede dividir en las siguientes etapas:

- Induccion: las células inician el crecimiento, tanto en numero como
en tamano.

- Proliferacion celular: el callo aumenta su masa celular al maximo.

- Induccion de la diferenciacion: en esta etapa se obtienen meristemos
(apicales y radiculares), embrioides, tejido vascular, entre otros.

- Envejecimiento y pérdida de la capacidad del crecimiento acelerado.

3.8 Cultivo in vitro de vainilla

Entre los primeros trabajos reportados sobre el cultivo in vitro de vainilla, se
encuentra el realizado por G. Bouriquet en 1947 segun Knudson (1950); en dicho
trabajo se logré la germinacién in vitro de semillas de vainilla en un medio de cultivo

especial, a 27° C y condiciones de oscuridad o luz difusa.

En los afnos siguientes la micropropagacion de la vainilla se ha logrado
empleando apices de raices aéreas, apices de yemas axilares, de tallos vegetativos,
segmentos de tallo conteniendo nudos con yemas axilares y embriones maduros e
inmaduros. A pesar de estas investigaciones, el cultivo in vitro de la vainilla no esta
tan bien establecido si lo comparamos con el resto de especies ornamentales de la

misma familia (Krikorian, 1994 citado por Alatorre, 2002).

En el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas (CIDASTH), Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica, Sede San Carlos; el cultivo de la vainilla se ha estudiado
desde hace mas de 15 anos. En dichos estudios se han obtenido resultados que
incluyen protocolos de micropropagaciéon para esta especie, donde se usan como

explantes apices de tallo, de raiz y yemas nodales.
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3.9 Sistema de Inmersién temporal

En el cultivo in vitro, el uso de medios liquidos ha presentado grandes
ventajas en varias especies, sin embargo en algunas se produce vitrificacion de los
explantes, es por esta razén que se considerd la opcion del disefio de sistemas de
inmersion temporal, que evitan la exposicién constante del explante al medio de
cultivo, mediante un sistema que pone en contacto el explante con el medio en forma
intermitente cada cierto periodo de tiempo (Teisson et al., 1994 citado por Flores et
al., 2002 ).

El sistema de inmersidn temporal se inicio con el empleo de unidades de
filtracion comercial que se modificaron con un tubo de silicdn, inyectando presion de
aire al compartimiento inferior se logra que el medio de cultivo ascienda y moje
periodicamente los explantes. El laboratorio Biotrop del CIRAD en Montpellier
desarrollo y patento6 otros disefios, cuyo nombre comercial es RITA (Recipiente para

Inmersidén Temporal Automatico) (Flores et al., 2002 ).
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3.9.1 Funcionamiento del sistema

El sistema de inmersién temporal funciona mediante 4 fases que se explican a

continuacion:

Figura 3. Fases del Sistema de Inmersién Temporal Automatico RITA®.

3 Tomada de www.cirad.fr
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Fase emergida. Esta fase es la de mayor duracion.

1. Los explantes estan colocados sobre un disco de esponja de poliuretano.

Fase sumergida. La duracién de esta fase se define por experimentacion pero
siempre es muy corta: Puede variar de 1 minuto por dia hasta 4 veces 15 minutos

por dia.

2. Una sobrepresion de aire estéril, aplicada en la parte baja, permite al medio de

cultivo subir a la parte alta donde se encuentran los explantes.

3. El aire inyectado permite la oxigenacion del medio. El aire de la parte alta se

renueva totalmente.

4. Pasado el tiempo de inmersion, la bomba de aire se apaga. Las presiones se
equilibran, y el medio vuelve a bajar por gravedad a la parte inferior. Por capilaridad,
una fina pelicula de medio se mantiene en contacto sobre los explantes (CIRAD,
2001).

3.9.2 Material necesario para el sistema RITA®

Alimentacion de aire: es necesario tener una bomba o un compresor inyectado un
litro de aire por minuto y por Rita® con una presion de 0,2 bar. El aire que entra en

cada Rita® esta esterilizado por los filtros.
Automatizacién: Se realiza gracias a un reloj que permite la programacion por cada

minuto, un dispositivo de distribucion de aire con una electrovalvula tres vias y
boquillas (CIRAD, 2001).
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3.9.3 Principales ventajas del sistema RITA®

Disminucion del costo de la mano de obra, debido a la facilidad de

manipulacion de los explantes y del cambio de medio.
Permite una mejor nutricién mineral. Un contacto estrecho entre la superficie
de los explantes y el medio durante la fase de inmersién. Por capilaridad, una

fina pelicula de medio se mantiene sobre los explantes.

Fuerte disminucion de los problemas de asfixia o vitrificacion de los tejidos en

comparacioén con una inmersion permanente.

Renovacion completa del aire dentro del recipiente durante cada inmersion.
Mejor separacion de los tejidos o células bajo el efecto de las burbujas.
Control de los procesos morfolégicos debido a la frecuencia.

Proteccion de cada recipiente contra la contaminacion por los filtros.

Manipulacion individual facil. Abolicion de los riesgos de contaminacion
cruzada (CIRAD, 2001).
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3.9.4 Mejoras en relacion con el medio semi-sélido

Cafeé

Banano

Hevea

Papas

Micropropagacion por microestacas: Misma tasa de multiplicacién por
una duracion reducida a la mitad.

Embriogénesis somatica: De la célula embriogénica al embrion
germinado. El coste de manipulacion esta dividido por diez: de 2000 a
3000 embriones germinados por Rita® listos para ser aclimatados
(Berthouly et al., 1995 citado por CIRAD, 2001).

Desarrollo y germinacion de embriones somaticos: 700 hasta 1000
plantulas por Rita® listas para ser aclimatadas

Micropropagacion por meristemas: La tasa de proliferacion a los 20 dias
es multiplicada por 2,5 (Escalant et al., 1994 citado por CIRAD, 2001)

Desarrollo de embriones somaticos: 100 hasta 400 por Rita® listos a
germinar sobre medio sélido (Etienne et al., 1997 citado por CIRAD,
2001).

Microtuberizacion: Un promedio de 3 microtubérculos en 10 semanas por
cada micro estaca proveniente de un solo nudo. Mas de 50 % de los
microtubérculos tienen un peso de mas de 0,5gr (Teisson et al., 1998
citado por CIRAD, 2001).
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4. Materiales y métodos

4.1 Ubicacién del proyecto

La investigacion se realizd6 en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas
Tropicales del Centro de Investigacion en Agricultura Sostenible del Tropico Himedo

(CIDASTH), Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, Sede Regional San Carlos.

4.2 Material experimental

Con el propédsito de determinar el tipo de explante mas adecuado para
propagar vainilla (Vanilla planifolia) se evaluaron tres tipos de explantes, los cuales
se tomaron de plantas micro propagadas en el laboratorio. Dichos explantes fueron
microestacas: seccion del tallo con un nudo en el que esta una yema axilar; apices
de tallo: seccion terminal del tallo que contiene el meristemo apical mas una porcion
del tallo con uno o dos nudos y; apice de raiz: seccién terminal de la raiz que

contiene el meristemo radical mas una seccioén de la raiz.

4.3 Sistema de cultivo

Se utilizo el sistema de inmersién temporal simplificado (RITA®) desarrollado
por el CIRAD (Montpellier, Francia). Como recipientes se utilizaron frascos de un litro
de capacidad. Cada frasco se conectd a un sistema de aire proveniente de un
compresor, el cual se accion6 por un programador automatico para el control de la
frecuencia y duracion de las inmersiones; la frecuencia dependié del tratamiento
(dos, cuatro y seis inmersiones diarias) y la duracién fue de dos minutos cada una.
El sistema permanecié conectado al compresor a un litro de aire por minuto y por
Rita® con una presion de 0,2 bar. El aire entrante o saliente de cada recipiente se
esterilizé a través de filtros miliporo (tamafo del poro 1 um) de manera que cada uno

se manipul6 de forma independiente sin riesgos de contaminacion.
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4.4 Medio de cultivo

Para cultivar los explantes (apices de tallo, microestacas y meristemos
radicales) de Vanilla planifolia, se utilizoé el medio de cultivo que contiene las sales de
Murashige y Skoog (M&S, 1962) a una concentracion del 100%; ademas, dicho
medio se suplementd con 1 mg L™ de Bencil Adenina (BA), 30 g L™ de sacarosa y 1
g L de caseina hidrolizada a un pH de 5.7. El medio de cultivo se esterilizé por
autoclave (20 minutos/litro de medio, a 121°C). A cada recipiente se agregd
doscientos mililitros de medio de cultivo y se cultivo 40 explantes por cada uno de

ellos.

4.5 Tratamientos

Para el cultivo en el sistema de inmersion temporal de vainilla (Vanilla
planifolia) se utilizaron tres diferentes explantes (apices de tallo, microestacas y
meristemos radicales), los cuales se cultivaron por separado para determinar en
cada uno el efecto de 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el medio de cultivo. Los

tratamientos implementados se resumen en el siguiente cuadro:
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Cuadro 1. Tratamientos para determinar la respuesta de tres explantes de vainilla (Vanilla

planifolia) a diferentes frecuencias de inmersién en el sistema (RITA®).

Tratamiento Explante Numero de

inmersiones/dia

Apice de tallo

Apice de tallo
Apice de tallo

A WO N -~
N O B~ DN

Micro estaca
Micro estaca
Micro estaca

Apice de raiz

A D o b~

Apice de raiz

© 0O N O O,

Apice de raiz 6

Microsoft Word 2000

4.6 Condiciones fisicas de crecimiento
El sistema se mantuvo en un cuarto bajo un fotoperiodo de 12 horas luz: 12
horas oscuridad; como fuente de luz se emple6 lamparas de luz fluorescente con

intensidades luminicas de 2000 lux. Los cultivos se incubaron a 25 £+ 1 °C y a una

humedad relativa del 90%.
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4.7 Variables a evaluar

a) Porcentaje de sobrevivencia
Se determind mediante la relacion entre los brotes muertos y el numero total

de cada tratamiento al inicio de este estudio, multiplicado por 100.

b) Tiempo de brotacion
El tiempo de brotacion se determind como el numero de dias a partir de la

siembra en que el 50% de los brotes alcanzé al menos tres mm de longitud.

¢) Porcentaje de brotacion
Se determind segun el numero de explantes de la unidad experimental que
producieron al menos un brote cuatro semanas después de la siembra. Con relacién

al total de explantes multiplicado por 100.

d) Numero de brotes
Se cuantifico el numero de brotes mayores a tres mm de longitud en cada

explante brotado y se obtuvo un promedio por cada unidad experimental.

e) Longitud de brotes
Se midié la longitud del brote a partir de su insercién en el explante y hasta

su extremo apical.

f) Porcentaje de enraizamiento
Se determind mediante la relacion de brotes con al menos una raiz de tres

mm de longitud con el numero total de brotes del tratamiento.

g) Numero promedio de raices por explante

Se cuantificd el numero de raices formada en cada brote enraizado.
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h) Longitud de raices
Se midioé la longitud de las raices (mm) desde la unidén de la raiz con la base

del brote hasta su extremo apical.

i) Area de callo
El analisis del desarrollo del callo se realizd6 mediante mediciones semanales

de sobrevivencia y la determinacién del area del callo (método de medicion no
destructivo), en el cual se mide dos longitudes del callo a lo largo y ancho. El area
se determina por la siguiente formula: dixd, (mmz).

4

Callo
dz

d-

Figura 4. Formula de medicion del area de callo.

4.8 Analisis Estadistico

Se realizaron 9 tratamientos; cada uno compuesto por 4 repeticiones de 10
unidades experimentales, los cuales se analizaron en base a un disefio experimental
irrestricto al azar. El analisis estadistico se basé en un factorial 3x3; el programa de

estadistica que se empleod fue el SAS (SAS System for Windows V8).
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5.Resultados y discusion

5.1 Sobrevivencia

Esta variable se observé a través de las 8 semanas de evaluacion, las
microestacas y los apices de tallo cultivados en el sistema de inmersion temporal
con frecuencias de 2, 4 y 6 inmersiones diarias presentaron una sobrevivencia del
100%. En el caso del cultivo de meristemos radicales la sobrevivencia fue también
del 100% con excepcion del tratamiento con 4 inmersiones diarias que presentd un
82.5% de sobrevivencia, los explantes se murieron por necrosamiento. La
sobrevivencia fue alta, lo cual demuestra que mediante ésta técnica se puede
cultivar con un bajo indice de mortalidad siempre y cuando se cumplan las debidas

normas de asepsia y de seleccién del material que se va a cultivar.

5.2 Numero y area de callo

La formacion de callo se obtuvo solamente a partir de meristemos radicales
de V. planifolia, cultivados en el sistema de inmersion temporal utilizando un medio
M&S (1962) suplementado con 1 mg L™ de bencil adenina (BA). En la figura 5 se
observa que a partir de los apices radicales cultivados a 4 inmersiones diarias se
formé el mayor niumero de callos, mientras que los apices radicales cultivados a 6
inmersiones durante las 8 semanas de evaluacion no llegaron a formar callo y de los
apices radicales cultivados a 2 inmersiones solamente en un 15% ocurrid
callogénesis. Usualmente, se induce la formacién de callo a partir de explantes en
medios que contengan una proporcion alta de auxina — citocinina (Roca et al., 1991);
sin embargo Alatorre (2002) obtuvo callos a partir de apices radicales de V. planifolia

en un medio que contenia solo BA (1 mg L™).
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El numero de callos por frecuencia de inmersion en el medio fue
estadisticamente diferente (cuadro A1); los &pices de raiz cultivados a 4
inmersiones/dia fueron mejores comparado con los cultivados a 2 y 6 inmersiones
diarias en el medio segun la prueba Duncan (cuadro A2). Los callos generados a
partir de apices radicales cultivados a 4 inmersiones/dia (figura 6) presentaron una
curva de desarrollo creciente. El crecimiento no presenté una fase estacionaria, sino
que siguié exponencial hasta la sétima semana de evaluacién, con un area promedio

de 5 mm>.

La respuesta que presentaron los apices radicales cultivados con 2
inmersiones/dia en el medio de cultivo, al formar un bajo numero de callos

posiblemente se debié a un efecto de competencia de los explantes por nutrientes.

Kozai et al., (1995) mencionado por Castro (2002) y este ultimo, observaron
una baja en el coeficiente de multiplicacion al tener los explantes una menor
disponibilidad de los nutrientes. Con respecto a los apices radicales cultivados a 6
inmersiones/dia, a pesar de que no llegaron a formar callo, presentaron un
engrosamiento notable de la parte apical, que es la primera respuesta que se
observa en el explante cuando va a formar callo (Alatorre, 2002) (figura 7). Castro
(2002) menciona problemas de hiperhidricidad si el explante estd mucho tiempo en
contacto con el medio, posiblemente ocasionado por una mayor absorcion de iones

de amonio.

En los callos formados a partir de apices radicales durante las semanas de
evaluacion no se desarrollaron brotes o raices, pero si se observd organizacion de
los tejidos en estructuras de color amarillo claro . Los resultados obtenidos en cuanto
al numero y area de los callos, formados a partir de apices de raiz cultivados a 4
inmersiones/dia, son similares a los obtenidos por Alatorre (2002) quien cultivo este

explante en el mismo medio pero en el sistema tradicional (medio semi-sdlido).
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Figura 5. Numero de callos originados en el explante apice radical de vainilla

(Vanilla planifolia) cultivados el Sistema de Inmersiéon Temporal.
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Figura 6. Crecimiento del area de callo a partir de meristemos radicales de vainilla

(Vanilla planifolia) cultivados en el Sistema de Inmersién Temporal.
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Figura 7. Induccion de callo a partir de apices radicales de vainilla (Vanilla planifolia)

cultivados en el Sistema de Inmersion Temporal.

2 inmersiones; b. 4 inmersiones; c. 6 inmersiones.
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5.3 Porcentaje y tiempo de brotacién

Durante 8 semanas se observo el crecimiento y desarrollo de brotes en los
explantes utilizados, de los cuales solo los apices de tallo y las microestacas
produjeron brotes. En cuanto al tiempo de brotacion, ésta inicié en las microestacas
a partir de la segunda y la cuarta semana después de la siembra (figura 8), lo que
concuerda con Aguilar (1997)y George et al., (1997) citado por Alatorre (2002), el
primero obtuvo brotes vegetativos a partir de microestacas a las cuatro semanas de
siembra, mientras el ultimo logré brotacion multiple en vainilla entre los 21 — 28 dias
de cultivo a partir de yemas axilares. Los apices de tallo vegetativo desarrollaron
brotes entre la quinta y la octava semana después de la siembra, en una reciente

investigacion de Alatorre (2002) se obtuvo brotacién a partir de la sexta semana.

A la cuarta semana de sembrado los explantes el porcentaje de brotacion en
microestacas fue de un 75% a 90 % (figura 9), mientras que en los tratamientos de
apice de tallo el mayor porcentaje fue de un 45% y el menor de un 5%. Las yemas
axilares de las microestacas se desarrollaron mas rapido que en los apices de tallo
(figura 11 y 12), probablemente debido a la eliminacién de la dominancia apical
mediante el corte para extraer el explante ademas de la adicién al medio de cultivo
de BA (Hurtado, 2001). Segun Salisbury et al.; (1994) la adiciéon de benciladenina

increment6 en grado notable la elongacién de las yemas laterales en chicharo.
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Figura 8.Tiempo de brotacion en microestacas y apices de vainilla (Vanilla planifolia)

a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el Sistema de Inmersion Temporal.
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Figura 9. Porcentaje de brotacion de microestacas y apices de vainilla (Vanilla

planifolia) cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el Sistema de

Inmersion Temporal a las 4 semanas de siembra.
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5.4 Numero de brotes

El mayor numero de brotes se obtuvo a partir de microestacas cuando estas
se cultivaron a una frecuencia de 4 inmersiones/dia. El explante apice de talloa 4y 6
inmersiones/dia produjo la mayor cantidad de brotes, cuantificandose la menor

respuesta con dos inmersiones (figura 10).

El nimero de brotes formados a partir de apices de tallo y microestacas
estadisticamente no presenté diferencia significativa (cuadro A2). La frecuencia de
inmersion afectd significativamente el desarrollo de brotes en los explantes; la
prueba Duncan demostré que los tratamientos cultivados a 4 inmersiones/dia
permiti6 la mejor respuesta (cuadro A3). (Alatorre, 2002) reporté no obtener
diferencias significativas en el numero de brotes producidos al comparar los mismos

explantes cultivados en el sistema tradicional (medio semi-sélido).

El efecto de la frecuencia de inmersion en el desarrollo de brotes puede
explicarse a la disponibilidad de los nutrientes que a 2 inmersiones/dia es mas baja.
A 6 inmersiones/dia no se formé el mayor numero de brotes ya que posiblemente a
esa frecuencia se paso6 del limite ideal para la planta en cuanto a la velocidad de
absorcion de nutrientes (Salisbury, 1999). También en el sistema de cultivo utilizado
a una mayor frecuencia de inmersion puede presentarse efectos como una baja en
la concentracion de oxigeno, ya que el explante requiere suficiente oxigeno que
permita una adecuada respiracion, que es fundamental para la absorcion activa de
iones en los organismos superiores (Salisbury, 1999). Otra posible explicacién es el
choque osmatico sufrido por los explantes durante cada inmersién en el medio de
cultivo, posiblemente a mayor frecuencia los tejidos sufran un nivel de estrés que

afecte la respuesta del explante®.

® Comunicado personal del MSc. Tomas Palma Z.
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En los apices de tallo cultivados a 6 inmersiones/dia se observo la
aparicion de manchas cafés en los explantes a partir de la quinta semana de
siembra, al cabo de las 8 semanas un 55% de los explantes presentaron este tipo de
dafo, aunado a la aparicion de un color verde claro. Este mismo explante cultivado a
4 inmersiones/dia presentd el mismo problema pero en menor incidencia (42.5 %).
Maya (1999) menciona problemas de necrosamiento y muerte por exceso de
humedad al cultivar Bactris gasipaes a 4 inmersiones/dia con una duracion de 6
minutos cada inmersion. La aparicion de zonas necroticas en los explantes por
exceso de humedad podria explicarse por las caracteristicas propias de la planta, la
vainilla en el campo crece comunmente en lugares epifitos al crecer sobre un tutor

donde el agua es escasa, siendo acumuladora (suculenta) (Salisbury, 1994).

Se ha determinado que las condiciones Optimas de inmersion dependen de la
especie, pues en el caso de café (Coffea canefora) cuando se emplearon cuatro
inmersiones al dia de 15 minuto cada una, las cuales se aplicaron con éxito a C.
arabica, hubo un alto porcentaje de hiperhidricidad, el cual se redujo cuando se

cambi6 a dos inmersiones de 1 minuto por dia (Castro, 2002).
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Figura 10. Promedio de brotes por explante de vainilla (Vanilla planifolia) cultivados

a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el Sistema de Inmersioén Temporal.

S



100

Inmersioén

/dia
i

04
06

Numero de brotes

Semanas

Microsoft Excel 2000
Figura 11. Numero total de brotes obtenidos a partir de microestacas de vainilla
(Vanilla planifolia) cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el Sistema

de Inmersion Temporal a las 8 semanas de siembra.
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Figura 12. Longitud promedio de brotes en microestacas y apices de vainilla (Vanilla
planifolia) cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el Sistema de
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Figura 13. Respuesta morfogénica en apices de tallo y microestacas de vainilla

(Vanilla planifolia) cultivados en tres frecuencias de inmersion.

T -

a.b.c. apice de tallo a 2, 4 y 6 inmersiones/dia.
d.e.f. microestaca a 2, 4 y 6 inmersiones/dia.



5.5 Longitud de brotes

Se determind la longitud de los brotes producidos por los apices de tallo y las
microestacas (figuras 14 y 15). En el primer caso, la longitud promedio a 2 y 4
inmersiones/dia fue de 2.9 y 3.2 mm; mientras que a 6 inmersiones el promedio fue
de 5.7 mm, este ultimo dato es similar al obtenido en el cultivo tradicional (5.8 mm)
(Alatorre, 2002).

En el caso de las microestacas, se cuantificaron los brotes con mayor longitud
(11.2 mm) al ser cultivados a 2 inmersiones/dia, a 4 y 6 inmersiones se obtuvieron
brotes con una longitud de 4.7 mm y 5.8 mm respectivamente (figura 15). En
comparacion con los resultados de Alatorre (2002), las microestacas cultivadas a 2
inmersiones/dia duplicaron la longitud de los explantes en el tiempo evaluado.
Estadisticamente hubo diferencias significativas en la longitud de brotes
desarrollados con respecto al tipo de explante y la frecuencia de inmersién en el
medio (Anexo A); los mejores resultados se obtuvieron con el explante microestaca y

la frecuencia de 2 inmersiones/dia (figura 13).

Las microestacas cultivadas a 2 inmersiones/dia presentaron la mejor
respuesta debido posiblemente a una competencia por los nutrientes que influye en
una respuesta inmediata al desarrollo de la yema axilar, ademas de la presencia del
BA que promueve la elongacion de estas yemas principalmente durante las primeras
semanas (Salisbury, 1994). En la figura 14 también se observa que los brotes
desarrollados de microestacas hasta la quinta y sexta semana presentaron un
incremento en longitud creciente que se disminuyd en las siguientes semanas. En el

caso de apice de tallo el incremento en longitud de los brotes fue creciente a través

t

de las ocho semanas de evaluacion (figura 15).
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Figura 14. Longitud promedio de los brotes obtenidos a partir de microestacas de

vainilla (Vanilla planifolia) cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el

Sistema de Inmersion Temporal.
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Figura 15. Longitud promedio de los brotes obtenidos a partir de apices de vainilla

(Vanilla planifolia) cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el Sistema
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5.6 Numero y longitud de raices

El proceso de rizogénesis solo ocurrid en los apices de tallo y en las
microestacas, al menos en los ocho semanas de evaluacion. Se observo que las
raices eran de tipo secundario generadas en los nudos, en oposicion a las hojas. El
analisis estadistico mostrd diferencias significativas entre el numero y longitud de
raices de raices producidas en los explantes microestaca y apice de tallo, pero

estas variables no se afectaron por la frecuencia de inmersion (Anexo A).

El porcentaje de enraizamiento mayor fue de 22.5% en microestacas
cultivadas a 4 inmersiones/dia con numero maximo fue de 9 raices de 40 explantes
(figura 16 y 17). El menor numero de éstas fue a partir de apices cultivados a 2

inmersiones/dia (1 raiz en un total de 40 explantes).

La formacion de raices segun George et al., (1997) citado por Alatorre, (2002)
podria estar influenciada por la concentraciéon del medio de cultivo, quienes al
cultivar en un medio semi-sélido MS suplementado con BA (2 mg L) y ANA
(1 mg L") descubrieron que el maximo niimero de raices se obtenia cuando el medio
de cultivo estaba concentrado en un 50% y que dicha respuesta se incrementaba

claramente al adicionar al medio carbdn activado.

t
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Figura 16. Porcentaje de enraizamiento en microestacas y apices de vainilla (Vainilla
planifolia) cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el Sistema de

Inmersion Temporal.
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Figura 17. Promedio de raices en microestacas y apices de vainilla (Vanilla

planifolia) cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el Sistema de

Inmersion Temporal.
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Figura 18. Longitud promedio de raices en microestacas y apices de vainilla (Vanilla

planifolia) cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones diarias en el Sistema de

Inmersion Temporal.
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6.Conclusiones

En el sistema RITA el porcentaje de sobrevivencia puede ser alto si se siguen
adecuadamente los protocolos de asepsia y se escoge correctamente el
material a sembrar. En los tratamientos la sobrevivencia fue de un 100%, a

excepcion de los apices de raiz cultivados a 4 inmersiones/dia con un 82.5%.

La formacioén de callo en vainilla (Vanilla planifolia) se logra a partir de apices
de raiz cultivados en el Sistema de Inmersidon Temporal Simplificado a 4

inmersiones/dia a la sexta semana de siembra.

El numero de brotes producidos por microestacas y apices de tallo no se
afectd 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 mejor respuesta a esta variable.

La longitud de los brotes a partir de microestacas y apices de tallo se afecto
significativamente por el tipo de explante y la frecuencia de inmersién; las
microestacas cultivadas a 2 inmersiones/dia presentaron la mejor respuesta a

estas variables.

El numero y la longitud de las raices de V. planifolia a partir de microestacas y
apices de tallo, se vieron afectadas por el tipo de explante siendo la
microestaca el que presentd el mayor numero de raices desarrolladas sin
embargo, estas variables no se afectaron por la frecuencia de inmersion en el

medio de cultivo.

1
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7. Recomendaciones

Al contar con poco estudio sobre el cultivo de la vainilla en el Sistema de
Inmersion Temporal; se hace necesario posteriores evaluaciones no solo
sobre diferentes frecuencias de inmersion, sino también sobre la duracion de
la frecuencia, la cantidad de medio de cultivo por recipiente y la densidad de

la siembra.

Durante las 8 semanas de evaluacion los apices de raiz sometidos a 4
inmersiones/dia formaron callo, pero no se logro observar el desarrollo de
brotes o raices, aunque si de posibles tejidos organizados; para lograr
determinar bien la respuesta de este explante en el sistema utilizado se
recomienda evaluar por un periodo mas largo ademas de realizar procesos

histoldgicos.

El desarrollo de brotes y de raices en V. planifolia es afectado por una serie
de variables como reguladores de crecimiento y concentracién del medio de
cultivo; seria de gran interés realizar estudios utilizando otros reguladores y
otras concentraciones del medio que en la literatura han sido utilizados con

éxito pero en medio semi-sélido.

El protocolo del cultivo in vitro de la vainilla podria mejorarse mediante
pruebas donde se cultiven los explantes en medio semi-sélido y en inmersion

temporal mediante combinaciones simultaneas de estos.

1
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Anexo A

Cuadro A1. Analisis de varianza en una evaluacion de la respuesta de vainilla

(Vanilla planifolia) a diferentes frecuencias de inmersion en el Sistema de

Inmersion Temporal.

Fuentesde GL Numerode Longitud Numero Longitud  Area de
variacion brotes de brotes de raices de raices callo
Explante 2 11.39** 163.4** 0.10** 2.55* 19.51**
Frecuenciade 2 1.83** 12.29* 0.004 0.23 8.36™*
inmersion
Explante*Fl 4 1.21** 22.7* 0.0036 0.16 8.36™*
Error 27 2.40 18.1 0.18 6.55 4.76

* Diferencia significativa ** Diferencia altamente significativa (95%).

Cuadro A2. Prueba Duncan en una evaluacion de la respuesta de tres explantes de

vainilla (Vanilla planifolia) a diferentes frecuencias de inmersion en el

Sistema de Inmersion Temporal, a las ocho semanas de siembra

Explante Numero de Longitud de Numerode Longitud de Area de
brotes brotes raices raices callo

Apice de tallo 1.69 a 4.07 b 0.058 b 0.875 b 0.000 b

Microestaca 1.68 a 7.37 a 0.183 a 0.183 a 0.000 b

Apice de raiz 0.00 c 0.00 c 0.000 b 0.000 b 2.208 a

Letras distintas muestra diferencia significativa oo = 0.05
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Cuadro A3. Prueba Duncan en una evaluaciéon de la respuesta de tres

explantes de vainilla (Vanilla planifolia) a diferentes frecuencias de

inmersion en el Sistema de Inmersion Temporal, a las ocho semanas de

siembra.

Frecuencia de Numerode Longitudde Numerode Longitud de Area de

inmersion/dia brotes brotes raices raices callo
2 0.78 ¢ 4.74 a 0.058 a 0.19 a 0.26 b
4 1.55 a 273 ¢ 0.092 a 043 a 1.70 a
6 1.04 b 3.96 b 0.092 a 043 a 0.25 b

Letras distintas muestra diferencia significativa oo = 0.05

t
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Anexo B

Sistema de cultivo

Figura 19. Componentes del Sistema de Inmersion Temporal Simplificado utilizado

en el cultivo de Vanilla planifolia. (a) Programador automatico regulador de la

frecuencia y duracion de las inmersiones. (b) Estante y recipientes conectados al sistema.

(c) Compresor de aire a un litro por minuto y por RITA con una presion de 0,2 bar.
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Anexo C
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Figura 20. Cultivo de explantes de Vanilla planifolia en el Sistema de Inmersion

Temporal Simplificado.

Figura 21. Desarrollo de explantes de Vanilla planifolia en el Sistema de Inmersion

Temporal Simplificado.

(1) Apice de raiz a 4 inmersiones/dia. (2) Microestacas a 4 inmersiones/dia.

FY

(3) Apices de tallo a 6 inmersiones/dia.



Anexo D

Formato digital

t

56



	Portada
	Dedicatoria
	Agradecimientos
	Índice
	Índice de cuadros
	Índice de figuras
	Resumen
	Abstract
	1. Introducción
	2. Objetivos
	2.1 Objetivo General
	2.2 Objetivos Específicos

	3. Revisión de literatura
	3.1. Origen
	3.2 Importancia de la vainilla
	3.3 Historia y situación actual de la vainilla en Costa Rica
	3.4 Botánica
	3.5. Variedades
	3.6. Requerimientos ecológicos
	3.7. Micropropagación
	Organogénesis
	Factores que afectan la organogénesis

	3.8 Cultivo in vitro de  vainilla
	3.9 Sistema de Inmersión temporal
	3.9.1 Funcionamiento del sistema
	3.9.2 Material necesario para el sistema RITA®
	3.9.3 Principales ventajas del sistema RITA®
	3.9.4 Mejoras en relación con el medio semi-sólido


	4.  Materiales y métodos
	4.1 Ubicación del proyecto
	4.2 Material experimental
	4.3 Sistema de cultivo
	4.4 Medio de cultivo
	4.5 Tratamientos
	4.6 Condiciones físicas de crecimiento
	4.7 Variables a evaluar
	4.8 Análisis Estadístico

	5.Resultados y discusión
	5.1 Sobrevivencia
	Número y área de callo
	5.3 Porcentaje y tiempo de brotación
	5.4 Número de brotes
	5.5 Longitud de brotes
	5.6 Número y longitud de raíces

	6.Conclusiones
	7. Recomendaciones
	8.Literatura Citada
	Anexo A
	Anexo B
	Anexo C
	Anexo D

	indice: 


