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RESUMEN

La tasa de reproduccion de la vainilla en su estado natural es demasiado
baja ya que necesita a polinizadores especificos para poder reproducirse y por
ende no lo hace en mayor cantidad respecto a las necesidades de los productores
y dejarle a la naturaleza la reproduccion es un riesgo para el futuro ya que se
perderian las variedades criollas, es por esto que se esta implementando el cultivo
in Vitro como una alternativa reproductiva en la cual se pueden llegar a alcanzar
tasas de multiplicacion desde 1:100 hasta 1:1000, también se tiene controlado el
ambiente de crecimiento, libre de patdgenos que afectan naturalmente a la

reproduccion de la vainilla.

Para el cultivo in Vitro se emplean técnicas especializadas para que la
semilla de vainilla germine de forma sexual, proporcionandole todos los
nutrimentos en un medio artificial y dandole todas las condiciones necesarias

como temperatura, humedad, luz, entre otros para su reproduccién y desarrollo.

La presencia de fenoles en la germinacién de la semilla de vainilla fue cero,
lo cual indica que no existidé oxidacion en el proceso de germinacion, el resultado
de la contaminacion de la semilla fue de 0.05%, este es un margen aceptable

dentro de la investigacion y no es significativa en los resultados.

A pesar de que se encuentran bajo condiciones controladas, las variables
de respuesta demuestran que el proceso de germinacion de semillas de vainilla es
muy complejo ya que el mayor porcentaje nos lo dio en 73% vy el periodo de

germinacion (tiempo en dias) se observo a los 58 donde inicié la germinacion.



CAPITULO |
DIAGNOSTICO DEL LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES
DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA DE LA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS
DE GUATEMALA (Agosto 2005 a Mayo 2006).



1. INTRODUCCION

El laboratorio de Cultivo de Tejidos vegetales de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de San Carlos de Guatemala responde a las actividades de
docencia, capacitacion, e investigacién, cooperando asi con el desarrollo de la

actividad docente e investigativa.

Siendo el laboratorio de cultivo de tejidos un laboratorio que asiste a
estudiantes, docentes, e investigadores, se realizd el presente diagndstico del
laboratorio con el fin de establecer el estado actual de sus funciones, la
organizacion, los recursos fisicos y humanos con los que cuenta para la ejecucion

y creacidn de protocolos.

Estableciéndose la situacién del centro de diagndéstico mediante un FODA
(cuadro No. 2), se emiten recomendaciones, para iniciar con una serie de
procesos que se deben ejecutar para mejorar la calidad de atencién a personas o

usuarios del mismo.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL
Desarrollar el diagndstico del laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de

la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala,
describir las necesidades de docencia, capacitaciones, e investigaciones.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar las deficiencias y las necesidades que se presentan en el

laboratorio de cultivo de tejidos vegetales.

+ Establecer las posibles soluciones para las mejoras del laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales, para fortalecer el desarrollo académico e

investigacion.

« Definir las areas de trabajo con que cuenta el laboratorio en base a los

recursos humanos y fisicos.

+» Establecer los puntos criticos en los cuales se debe de reestructurar para la

formacién de un laboratorio de reconocimiento nacional e internacional.



3. LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

3.1 Antecedentes

El laboratorio de cultivo de tejidos vegetales se inici6 como parte del curso
de cultivo de tejidos del pensum de estudio de afio del 1,982, segun la propuesta
fue creado con el fin de docencia, sin embargo a través del tiempo el laboratorio
fue adaptandose para la realizacion de investigaciones, cambiando asi el objetivo
principal.

En el pensum de estudio de 1998, el curso de cultivo de tejidos vegetales
fue excluido del programa de estudio por lo que el laboratorio, al no existir un
curso tedrico paso a ser un laboratorio de utilidad para la investigacion.

Sin embargo a pesar de que cuenta con equipo clave para efectuar estudios
cientificos, el espacio no es apto para realizarlos a gran magnitud o dar algun
servicio requerido por alguna empresa privada o Gubernamental.

En Guatemala el servicio de laboratorio de propagaciéon de plantas u otros
servicios relacionados con cultivo de tejidos, estan limitados a instituciones
estatales y privadas, en tanto, que la Facultad de Agronomia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala es un centro de formacién de profesionales del area
con personal calificado para realizar estudios de caracter cientifico y cuenta con el
laboratorio de cultivo de tejidos, el cual presta sus servicios de forma no lucrativa,

representando un gran beneficio para el agro guatemalteco.



La importancia del Laboratorio de Cultivo de Tejidos dentro de la
Universidad de San Carlos de Guatemala y para la sociedad guatemalteca, es
capacitar a los estudiantes en los aspectos de reproducciones in vitro y que
comprendan la necesidad de clonar plantas que en algun ambiente no controlado
como a campo abierto seria mas dificil de reproducir o de obtener mas clones de

las mismas en menor tiempo.

3.2 Unidad Ejecutora
La sub area de propagacion de plantas, area Tecnoldgica de la Facultad de

Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

3.3 Mision

El laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales es un laboratorio que se
utiliza para la docencia e investigacion con enfoque al agro guatemalteco en todos
los niveles, coadyuvando al desarrollo y la investigacion agricola, proporcionando

la aplicacion adecuada de la tecnologia para el manejo de plantas.

3.4 Ubicacion
El laboratorio de cultivo de tejidos se encuentra en el campus central de la
ciudad universitaria zona 12 Ciudad de Guatemala, Facultad de Agronomia

edificio T8 tercer nivel en el salén ¢ — 16.



3.5 Infraestructura
El laboratorio cuenta con equipo necesario para la investigacion, se reciben
muestras vegetales, cuenta con un area de lavado, area de pesaje (balanza
analitica), area de siembra (campana de flujo laminar) area de incubacion.

Para el funcionamiento del laboratorio se cuenta con los siguientes servicios:

X/
L X4

Electricidad

X/
L X4

Agua potable

X/
¢

Teléfono,

>

+ Internet.

L)

3.6 Recursos Humano
Profesores titulares y auxiliares de la sub area de propagacion de plantas, asi
como el personal de laboratorio y secretaria de la sub area, actualmente la sub
area se encuentra a cargo del Ing. Agr. Eduardo Pretzancin, y el encargado de
laboratorio es el Ing. Agr. Domingo Amador, también se cuenta con la asistencia

de estudiantes para la realizacién de tesis, con fines de investigacion.

3.7 Equipo
El laboratorio de cultivo de tejidos C-16 cuenta con el equipo descrito en el Cuadro

No 1 a continuacion:



No. Equipo

4 Estereoscopios

1 Refrigeradora

1 Incubadora

2 Potenciémetro

2 Campanas de flujo laminar

2 Autoclaves

1 Horno de conveccion

1 Microondas

1 Balanza monoplano

Cristaleria, instrumental

Cuadro 1. Equipo a disposicion del laboratorio de cultivo de tejidos

FIGURA 1. Autoclave



FIGURA 3. Horno de conveccion.



3.8 Reactivos

Para la ejecucion de las diversas actividades se utilizan diversos tipos de
reactivos, medios de cultivo y cristaleria, pudiéndose mencionar entre los mas
comunes el agar - agar, sacarosa, sulfato de amonio, sulfato ferrosos, nitrato de
amonio, molibdato de sodio, ademas existe cristaleria utilizada comunmente como

beackers, erlenmeyers, probetas, tubos de ensayo etc.

FIGURA 4. Reactivos utilizados.

10



4. Conclusiones

+ El laboratorio de cultivo de tejidos vegetales cuenta con cuatro areas para
poder realizar trabajos especificos: area de pesaje, area de esterilizacion,
area de transferencia, area de incubacion.

« El laboratorio cuenta con material valioso in vitro como banco de
germoplasma de aguacate, de crisantemo, etc., esto de acuerdo a los
proyectos de investigacion realizados y/o que se estén realizando en el
mismo.

+ Se realizo un FODA (Cuadro No. 2) para poder determinar las partes mas

criticas dentro del laboratorio

5. Recomendaciones

% Deberia implementarse areas mas grandes y especificas para realizar
trabajos de forma mas profesional y que den validez a los resultados para
asi poder certificar el laboratorio y que inicie actividades a beneficio de la
poblacion guatemalteca.

+ Elaboraciéon de documentos de los estudios realizados tanto a nivel de
estudiantes como de investigacion para hacerlos publicos anualmente y asi
tener validez en los trabajos de investigacion realizados y también para
poder darlos a conocer.

* Implementar el servicio a empresas privadas.

« Establecer un costo maddico para poder sufragar gastos y cubrir las
necesidades para hacer progresar el laboratorio.

11
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FIGURA 6. Deficiencias de espacio en el laboratorio
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Cuadro No. 2 FODA del laboratorio de cultivo de tejidos.

FORTALEZAS DEBILIDADES | OPORTUNIDADES | AMENAZAS
Promueve la Falta de Que los De laboratorios
tecnologia y la recursos estudiantes de la privados que
ciencia en la econdémicos Facultad de mejoren el
Agronomia para la Agronomia de la servicio y la

elaboracion de | USAC se vean atencion al agro
nuevos interesados en la guatemalteco.
proyectos investigacion.
Promueve el Falta de Desarrollo de Que no se tenga
desarrollo y personal que proyectos con la el presupuesto

avances en cultivos
de importancia
economica y de
dificil desarrollo.

trabaje en los
proyectos,
propuestas e
investigaciones
nuevas

misma facultad y
con otras para
solucionar
problemas
agronoémicos en el
campo.

para desarrollar
los proyectos
que se
propongan.

Tiene personal
altamente
calificado para los
trabajos de cultivos
in vitro que se

Falta de
motivacion
para la
aprobacion de
nuevos

Apoyo de otras
instituciones no
gubernamentales
tales como
Organizaciones

Que por parte
de la USAC ya
no se siga
trabajando en
proyectos de

promueven en el proyectos e Internacionales, desarrollo

laboratorio investigaciones | CONCYT, cientifico y
en las SENACYT. técnico.
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CAPITULO Il
INVESTIGACION

RESPUESTA A LA GERMINACION IN VITRO DE LA Vanilla planifolia
Andrews
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6. INTRODUCCION

Segun Dressler y Chase (1995) la vainilla (Vanilla spp), es nativa de los
bosques humedos subtropicales calidos de Meso América (13), se encuentra en
forma silvestre y algunas veces cultivada en huertos familiares; raramente en
plantaciones comerciales, siendo la Vanilla planifolia Andrews la mas cultivada
aunque actualmente también se cultivan otras especies. Estas estan sufriendo
una alta erosion genética, debido a la extraccion inmoderada y principalmente a la
deforestacion segun el Informe del Estado Mundial de los Bosques (FAOM por sus
siglas en Inglés, 1997); citado por Maldonado, Talvico y Noor (1999); en un
periodo de 5 afios se perdio en el pais casi el 10% de la cobertura forestal (27).
Guatemala cuenta con 3,390 Ha de bosque, y para el ano 2010 se estima una
reduccion del 85% de cobertura boscosa (6).

La tecnologia del cultivo in Vitro es ampliamente utilizada en la propagacion
de especies vegetales y en especial de orquideas, por lo tanto constituye una
alternativa reproductiva con tasas de multiplicacion desde 1:100 a 1:1000, con la

cual pueden obtenerse propagalos libres de patégenos ( bacterias, hongos etc.).

La vainilla es una planta que presenta baja polinizacion debido a que debe
existir relacion con polinizadores especificos, pertenecientes a la familia
Meliponidea y una vez terminada la polinizacion se forma un fruto dehiscente en
forma de vaina conteniendo alrededor de 3,000 semillas, de las cuales sélo unas
pocas germinaran ya que para ello es necesaria la presencia de una micorriza
llamada endomicorriza orquidioide o de ovillo, la vainilla es dependiente de esta
micorriza en estado juvenil, pero una vez que la planta crece y logra fotosintetizar
se independiza de esta micorriza (2), por esta razén la taza de reproduccion de la
vainilla en su estado natural es demasiado baja respecto a las necesidades de los
productores y por ende dejarle a la naturaleza la reproduccion es un riesgo para el
futuro y conservacion de la planta de vainilla.
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Derivado de lo anterior se considera que la técnica del cultivo de semilla de
vainilla in vitro proporcionara una alternativa exitosa para la propagacion de la
vainilla ya que la disponibilidad de material vegetal se incrementa sin detrimento
del material parental; sin embargo, es necesario realizar estudios acerca de la

aplicacién de esta técnica.
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente estudio contribuira con el desarrollo y empleo de técnicas que
propicien a la propagacion sexual de las semillas de Vanilla planifolia Andrews; se
pretende con este trabajo adaptar la tecnologia de propagacion in vitro a la
germinacién de la vainilla; lo cual puede incrementar el numero de plantas, esto
constituye una alternativa en cuanto a la propagacion de la vainilla, puesto que la
disponibilidad de material vegetal se incrementa sin detrimento del recurso

natural.
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8. MARCO TEORICO

8.1 Marco conceptual

8.1.1 Propagacién in Vitro

A diferencia de los métodos tradicionales para la propagaciéon de orquideas
surge la propagacién por medio de la técnica de cultivo de tejidos vegetales,
especificamente la micro propagacion que proporciona una serie de ventajas por
medio de las cuales se puede obtener una propagacion masiva de materiales, tal
es el caso que ocupan las orquideas que tienen un alto valor comercial para
modificar los materiales con peligro de extincion. Por este método se obtienen
grandes cantidades de plantas para comercializacibn como ornamento y para
obtencién de extractos de compuestos naturales (metabolitos secundarios) como
es el caso de la vainilla. Es importante mencionar que se pueden propagar
materiales desarrollando una multiplicacion clonal o bien, sembrando semilla lo

cual permite mantener la variabilidad genética de determinada especie (2).

A diferencia de la propagacion sexual y/o natural, utilizando los métodos
tradicionales se obtiene una germinacion de las semilla de vainilla cercano al 5%,
la propagacioén in vitro permite obtener la germinacion de casi el 100% de las
semillas. El método permite crecer materiales de semilla hibrida que posee alto
valor comercial, propagar masivamente materiales que se encuentran en peligro
de extincion, con lo que se obtiene plantas de menor costo ambiental y se evita la

depredacion del recurso nativo (2).
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FIGURA 7. Semilla de vainilla germinada in Vitro.

8.1.2 Importancia del cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos combina las técnicas corrientes de fitomejoramiento con
los nuevos métodos biotecnoldgicos y ofrece la oportunidad de reducir el tiempo
para la produccion de variedades mejoradas. En la mayoria de los cultivos de
importancia econdémica se necesitan de 7 a 10 afos, después del cruzamiento,
para saber si se ha obtenido una variedad mejorada, mientras en cultivo de tejidos
las mutaciones que parecen prometedoras pueden identificarse en un afio o dos.
Esto ofrece la ventaja de la reduccién del tiempo y el volumen de siembra en
campo comparada con los métodos convencionales (24).

La opinion de Hernandez (32), es que el cultivo de tejidos no reemplaza
completamente a los métodos convencionales, pues las grandes variaciones
tienen lugar en el cruzamiento sexual, en tanto existe menos variacion entre las
células de una planta o variedad individual, no obstante es un buen método
complementario en un programa de mejoramiento (14).
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8.1.3 Ventajas del cultivo de tejidos in vitro

a. Ahorro y ganancia de espacio: en espacio reducido es posible mantener
cantidades considerables de clones que serviran como semilla en el campo,
por area disponible. Permite hacer uso del area vertical, acumulando varios

niveles para el efecto.

b) Propagacion acelerada: es posible teéricamente, obtener en un ano

de una sola planta, un millén de clones.

c) Disponibilidad inmediata y permanente del material: permite el acceso
oportuno a la micro propagacion en épocas en que las condiciones del campo

no son las adecuadas.

d) Ausencia de infecciones y factores climaticos adversos debido a las
condiciones asépticas en que se tienen los explantes ya que estan
libres de contaminantes, porlo que se cuenta con material que tiene la

capacidad de someterse a las pruebas mas rigurosas de cuarentena (31, 16).

8.1.4 Desventajas del cultivo de tejidos in vitro

a) Altos costos de mantenimiento e instalacién de laboratorio.

b) Necesidad de tener mano de obra calificada.

c) Falta de presion de seleccion de los materiales con que se cuenta.

d) Pérdida de variabilidad que para algunas técnicas no es posible evitar

(31).

El proceso a través del cual, se colocan en un medio de cultivo explantes
de tejidos, 6rganos u otras estructuras de tejidos vegetales se define como
micro propagacion, haciéndolo asépticamente para lograr la propagacion
masiva de plantas bajo condiciones in vitro.
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8.1.5 Pasos que conlleva la micro propagacion (Murashige, 1974)

a) Seleccion, desinfeccidn y siembra del explante en un medio de cultivo.
b) Multiplicacion de brotes.
c) Trasplante a un medio de enraizamiento y finalmente transferencia al

campo definitivo (25).

8.1.6 Establecimiento de cultivo in Vitro

Para cultivar células, tejidos u dérganos in vitro, se siguen una serie de
principios basicos: inicialmente es necesario seleccionar y separar de la planta el
material que se desea cultivar. El siguiente paso consistira en eliminar los
microorganismos que se encuentran contaminando el material vegetal. Por ultimo,
se debe proporcionar a las células, tejidos u 6rganos un medio ambiente
apropiado a través de medios de cultivo sintéticos y condiciones de incubacion

adecuadas.

Los cultivos in vitro pueden iniciarse practicamente a partir de cualquier
parte de la planta. Sin embargo, la fuente inicial de material vegetal puede ser

determinante para el éxito en el establecimiento de los mimos (16).
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FIGURA 8. Corte longitudinal vaina de vainilla.

8.1.7 Almacenamiento de germoplasma

Los sistemas in vitro para el almacenamiento y preservacion de
germoplasma han recibido considerable atencion en afios recientes dando como
resultado que las practicas alternativas a medios convencionales de

almacenamiento de material vegetativo son ahora posibles.

8.1.8 Aspectos importantes de la conservacion in vitro
a. Regeneracion

La regeneracion de las plantas enteras basada en los sistemas de cultivo de
células es a menudo el paso que limita la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro
a especies vegetales que no se pueden propagar mediante meristemos
preformados. La regeneracion reproducible de plantas enteras sigue siendo
problematica.
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b. Viabilidad

La evaluacion de la viabilidad de los cultivos in vitro se debe realizar
sistematicamente. En condiciones de crecimiento lento, en que el periodo de
transferencia se extiende durante meses o afios, la frecuencia de evaluacién de
cultivos aumenta significativamente en comparacion con la evaluacion que se

haria al material bajo otras condiciones.

c. Estabilidad genética

La estabilidad genética de los cultivos ha sido, durante mucho tiempo, un
motivo de inquietud cuando se piensa aplicar las técnicas in vitro para la
conservacion del germoplasma. El material recuperado de la conservacion in vitro
debe representar genéticamente al material utilizado.

Los procesos de renovacion de cultivos (sub cultivos) del material conservado
bajo crecimiento lento, tienen la posibilidad de seleccionar los explantes mejores

0 mas vigorosos por parte de la persona que realiza estos procesos.

8.1.9 Elementos importantes en la conservacion in vitro

a. Limitacion del crecimiento

El crecimiento rapido de los cultivos a tasas normales exige mas mano de
obra y aumenta la posibilidad de pérdidas debidas a accidentes o a contaminacion
microbiana durante la repeticion continua de los sub cultivos; es necesario
entonces reducir al minimo la frecuencia de los sub cultivos, con lo que se logra,
ademas minimizar la posibilidad de variacion genética.

La tasa del crecimiento de los cultivos in vitro puede controlarse empleando
principalmente los siguientes factores: temperatura, nutrimentos inorganicos y

organicos, reguladores del crecimiento y concentracion osmética del medio.
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b. Temperatura

La reduccién de la temperatura ha sido el recurso mas comunmente utilizado
para disminuir el crecimiento de los cultivos. La mayoria de los cultivos in vitro son
mantenidos a temperaturas entre 20 y 30 grados centigrados; a temperaturas mas
bajas la tasa de crecimiento disminuye, pero esta reduccién depende de las

especies en cuestion.

c. Concentracion de nutrimentos

La relacion entre la concentracion de carbohidratos y los componentes
nitrogenados del medio nutritivo puede tener efectos sobre las tasas de
crecimiento y la morfogénesis en los cultivos in vitro. La sacarosa tiene,
igualmente, un efecto en la viabilidad de los cultivos: concentraciones muy altas o
muy bajas de ese azucar resultan nocivas para la conservacion de los tejidos in

vitro.

d. Concentracion de los reguladores del crecimiento

Los niveles de citoquininas y de inhibidores de crecimiento, como el acido
abcisico, interaccionan con la concentracion de sacarosa y con la temperatura de

conservacion y afectan asi la viabilidad de los cultivos in vitro.

e. Concentracion osmoética

La limitacion del crecimiento por causa de la concentracién osmatica se debe,
posiblemente, a la reduccion de la absorcién de agua y de nutrimentos del medio.
Puesto que es altamente metabolizable, la sacarosa actua osmoéticamente en
concentraciones altas. Otros agentes osmoticos dificiles de metabolizar, como el
manitél y el sorbitdl, son, posiblemente mas efectivos que la sacarosa en la
limitacion del crecimiento de los cultivos, pero se debe tomar en cuenta que estas
sustancias interaccionan con el contenido de sacarosa y con la temperatura de

conservacion (3).
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f. Mantenimiento y almacenamiento a largo plazo

El material in vitro puede ser conservado en cultivo indefinidamente si se
evita la contaminacion y se transfiere a medios frescos cada cierto tiempo (60 dias
aproximadamente). Se puede mantener en reserva el material de sanidad
comprobada para utilizarlo en el futuro. La tasa de crecimiento de las plantas
depende de la temperatura de incubacién, la composicion de los medios y la
variedad de la planta. De alli que se requieran, para un almacenamiento a largo
plazo, modificaciones de los medios y de la temperatura de incubacioén (3).

FIGURA 9. Semilla de vainilla germinada lista para almacenar.
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8.1.10 Explante

El explante es una parte de un tejido o de un 6rgano que se aisla del resto
de la planta con fines de cultivo. La seleccion del explante puede hacerse

teniendo en cuenta el sistema de propagacion de la planta.

La eleccion de un explante apropiado constituye el primer paso para el
establecimiento de los cultivos; la eleccidn estd determinada por el objetivo
perseguido y la especie vegetal utilizada. En el caso de especies propagadas
vegetativamente, los brotes jovenes y los apices meristematicos han sido

generalmente una fuente rica de explantes.

8.1.11 Propagacion in vitro a partir de semilla

Las orquideas forman parte de las pocas plantas que se propagan por medio

de cultivo de tejidos utilizando semilla (2).

En el afio de 1922 desarrollando investigacion en la Universidad de Cornell,
Louis Knudson, logr6 demostrar que las semillas de las orquideas pueden
germinar in vitro si no esta presente el hongo Micorriza para suplir las necesidades
del embrion rudimentario. Esto lo logré incorporando al medio nutritivo artificial
una fuente de carbono, en este caso se empleé sucrosa. Esta técnica
actualmente se conoce como germinacion asimbidtica y en la actualidad es la

base para la propagacion masiva de la industria de orquideas a nivel mundial (2).

8.1.12 Métodos asépticos

Las plantas normalmente se encuentran contaminadas por microorganismos,

gue no son patodgenos bajo condiciones normales. Sin embargo cuando el tejido o

el organo es cultivado in vitro, el crecimiento de los microorganismos limita el

desarrollo de las células y destruye tales cultivos, compitiendo con el explante por
el medio de cultivo o modificando el mismo.
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Para tener éxito en el establecimiento de cultivo de tejidos, asi como para la
posterior incubacion de los mismos, es importante la estricta desinfeccion
superficial de los explantes y esterilizacion de los medios de cultivo; trabajar en
ambientes adecuados, asi como la manipulacion de los explantes observando las

normas asépticas basicas.

Comunmente se utilizan diversos productos quimicos para la desinfeccién del
material vegetal, o superficies donde se trabajaran cultivo de tejidos, pero deben
usarse preferentemente aquellos productos que sean facilmente removidos para
no provocar dafo a los tejidos vegetales. También es recomendable emplear dos
diferentes desinfectantes.

Para la esterilizacion de los medios de cultivo y cristaleria, se utiliza con mucha
mas frecuencia el calor. Se puede usar en forma de llama directa, de calor
hamedo (vapor), o de calor seco (aire caliente). Cuando se utiliza el calor
huamedo, puede ser en forma de vapor abierto o de vapor bajo presion.

La asociacion de explante-medio y las condiciones fisicas en que normalmente se
incuban los cultivos, conforman un ambiente propicio para la proliferacion de
microorganismos (hongos y bacterias), los cuales pueden destruir tales cultivos,
competir con el explante por el medio de cultivo o modificarlo. Uno de los
principales aspectos basicos que se debe tener en cuenta para el éxito es evitar
contaminaciones con microorganismos, no solamente en el proceso de
establecimiento de los cultivos sino también en los procesos de incubacion y

manipulacion (3).

Para establecer cultivos asépticos es conveniente y/o necesario tomar en cuenta
lo siguiente:

- Trabajar en ambientes adecuados.

- Esterilizar adecuadamente los medios de cultivo.

- Desinfectar superficialmente los explantes, liberandolos de bacterias

y hongos exogenos.
- Realizar los cultivos respetando ciertas normas de asepsia (3).
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8.1.13 Componentes de los medios de cultivo
Sales inorganicas
a. Macronutrientes

Los tejidos en cultivo requieren de una fuente continua de compuestos
inorganicos. Ademas de carbono, hidrogeno y oxigeno, los elementos mas
requeridos son principalmente N, P, K, Ca, Mg, y S.

El nitrégeno se adiciona en grandes cantidades y se encuentra presente en el
medio en forma de nitrato iones de amonio, o la combinacion de ambos iones. El
sulfato de magnesio satisface tanto el requerimiento de magnesio como el de
azufre. El fosforo puede adicionarse en cualquiera de las formas. El potasio se
encuentra en grandes cantidades en la naturaleza, es un catién que se agrega en
forma de KCI, KNOs, 6 KH2POa4. El calcio se adiciona con CaCl2.2H20, Ca (NOs3)
2.4H20 6 la forma anhidra de cualquier sal. El sodio es un catién que no es
requerido por plantas superiores; sin embargo, puede ser un elemento esencial
para cultivos de haldfitas, o plantas C4. El cloro esta presente en la forma de KCI
6 CaCl2 (15).

b. Micronutrientes

Para una adecuada actividad metabdlica, las células vegetales requieren de
micronutrientes. Los mas esenciales son: Fe, Mn, Zn, B, Cu, Co, y Mo. Los
ultimos cinco elementos son fundamentales para la sintesis de clorofila y la
funcion de los cloroplastos.

El hierro es requerido para la formacion de precursores de la clorofila. El
manganeso es necesario para el mantenimiento de la ultra estructura y el proceso
fotosintético (la actividad del fotosistema Il es proporcional al contenido de
manganeso). El cobre y en zinc son requeridos para la oxidacién e hidroxilacion
de compuestos fendlicos. El molibdeno y el hierro forman parte de las enzimas
nitrato reductasa y nitrogenasa. El cobalto es el metal componente de la vitamina
B12. EIl boro es necesario para el mantenimiento de la actividad meristematica,
esta involucrado en la sintesis de bases de nitrogenos, en particular uracilo.
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Varios micronutrientes estan relacionados con la actividad de los reguladores

de crecimiento. Ejemplos: Zn-auxinas (Zn esta relacionado con la sintesis de
triptéfano, precursor del AIA). Deficiencia de boro reprime la sintesis de
citoquininas, pero aumentan los niveles de auxinas.
Agentes quelatos: son compuestos cuyas moléculas son capaces de detener un
ion de un metal con varias uniones quimicas, formando un anillo complejo
(quelato), ejemplo: AEDT (acido etilendinitrotetracético). Bajas concentraciones
de AEDT estimulan el crecimiento, haciendo que el hierro esté disponible en bajas
cantidades (15).

Vitaminas

Las plantas verdes se consideran normalmente autétrofas para las vitaminas,
pero puede ser necesario afnadir al medio algunas de ellas, hasta cuando los
cultivos crezcan o se hayan vuelto verdes. En la mayoria de los medios, la
tiamina, la piridoxina y el acido nicotinico, se consideran benéficas y se afaden de
forma rutinaria. Las vitaminas son necesarias para llevar a cabo una serie de
reacciones cataliticas en el metabolismo y son requeridas en pequefias cantidades
(15).

Las vitaminas mas empleadas son: tiamina (vitamina B1), se afade como
tiamina HCI, en cantidades que varian de 0.1 a 30 mg/L. Esta es realmente la
Unica vitamina esencial para el crecimiento de células vegetales. Acido Nicotinico
(Niacina). Piridoxina (Vitamina B6), se afade como piridoxina-HCI. Mio-inositol,
no es propiamente una vitamina, sino un azucar —alcohol, tiene un efecto
estimulante sobre la morfogénesis, partiendo probablemente en la via biosintética
del acido galacturénico. El acido pantoténico ayuda al crecimiento de ciertos
tejidos. El acido félico disminuye la proliferacion de tejido en la oscuridad,
mientras que en la luz la aumenta, esto es debido a que en presencia de luz, es
hidrolizado a acido Paminobenzdico. Riboflavina es inhibidor del crecimiento de
raices. La vitamina E ayuda a la formacion de callos que provienen de embriones
y en cultivos en suspension ayuda a la viabilidad de células (15).
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8.1.14 Reguladores del crecimiento
Son compuestos organicos diferentes de los nutrientes, que en pequefas
cantidades y por la naturaleza o el arreglo de su molécula fomentan, inhiben o
modifican el desarrollo de las plantas (9). Adicionalmente a los nutrientes es
necesario agregar una o mas sustancias reguladoras frecuentemente auxinas y/o
citoquininas pero a veces también giberelinas o acido abcisico para asi mejorar el
desarrollo del cultivo in vitro de tejidos (14). En micropropagacion principalmente

se utilizan citoquininas y auxinas como reguladores de crecimiento (28).

Auxinas

El nombre auxina significa en griego "crecer" (14) y es él término genérico
que se aplica al grupo de compuestos caracterizados por su capacidad para
inducir la extension de las células (9). El acido indolacético (AlA) es la mas
predominante sin embargo evidencias recientes sugieren que existen otras
auxinas inddlicas naturales en las plantas (4). Aunque la auxina se encuentra en
toda la planta, las mas altas concentraciones se localizan en las regiones
meristematicas en crecimiento activo y se le encuentra tanto como molécula libre o
en formas conjugadas inactivas (5). La auxina ha sido implicada en la regulacion

de un numero de procesos fisiologicos. (5, 21).

In vitro se utilizan para promover la division celular y la diferenciacion de
raices.
e Estimula el crecimiento y maduracion de frutos.
e Floracion.
e Senectud.
e Geotropismo. La auxina se dirige a la zona oscura de la planta produciendo
células que se encuentran en la zona clara de la misma. Esto produce una
curvatura en ella que va hacia la luz, movimiento que se conoce como
fototropismo.
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e La caida de hojas, flores y frutos jévenes.

e Dominancia apical. El efecto inicial preciso de la hormona que
subsecuentemente regula este arreglo diverso de eventos fisiologicos no es
aun conocido. Durante la elongacidon celular inducida por la auxina se
piensa que actua por medio de un efecto rapido sobre el mecanismo de la
bomba de protones en la membrana plasmatica y un efecto secundario
mediado por la sintesis de enzimas.

Normalmente se usan los componentes siguientes como fuente de auxina

(26).

De origen natural:
e Acido indolacético (AIA)

e Acido fenilacético

De origen sintético:

o Acido naftalenacético (ANA)

e Acido indol 3-butirico (IBA, por sus siglas en Inglés)
e Naftalenacético (2,4 D) (14,26).

A. Ruta de biosintesis
El precursor primario en la planta es el triptéfano y la biosintesis se realiza
en apices en crecimiento, hojas en desarrollo (hojas pequefias en crecimiento),
semillas, frutos. Y donde se sintetiza existe mas cantidad (10), para ello existen 3

rutas de sintesis:

a. Via del acido indol-piravico, es la via primaria de la sintesis

b. Via del triptomina

a. Via del indol-acetaldoxina, presente sobre todo en él genero Brassica
(Coles) (5).
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B. Modo de accién

A nivel celular la estimulacion del crecimiento exige necesariamente en las
células vegetales un aumento de la plasticidad de la pared celular, la cual es
consecuencia de la ruptura de enlaces de las moléculas que configuran esta
pared. La auxina induce el aumento de la plasticidad parietal, y la extension de los
protones H del citoplasma hacia el espacio parietal. EIl aumento de acidez provoca
la distensién de las paredes y la activacion de ciertas enzimas. Esta accién

conlleva dos fases, una accién rapida y una accion lenta (5).

e Activa la bomba de protones
e Coenzima (H-receptor): Activa una serie de enzimas al unirse al receptor
e Aumenta la sintesis de ADN

e Sintesis de nuevo de ADNm (5)

Citoquininas

Las citoquininas son hormonas vegetales naturales que estimulan la
division celular en tejidos no meristematicos. Inicialmente fueron Illamadas
quininas; sin embargo, debido al uso anterior del nombre para un grupo de
compuestos de la fisiologia animal, se adopta él termino citoquinina (citocinesis o
division celular). Son producidas en las zonas de crecimiento como los meristemos
en la punta de las raices. Las mayores concentraciones de citoquininas se
encuentran en embriones y frutas jovenes en desarrollo ambos sufriendo una
rapida division celular. Las citoquininas también se forman en las raices y son
translocadas a través del xilema hasta el brote. Sin embargo, cuando los
compuestos se encuentran en las hojas son relativamente inméviles. Entre los
efectos generales de las citoquininas en los procesos fisioldgicos de las plantas se

encuentran:
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e Estimulacion de la germinacion de las semillas

e Estimulacion de la formacion de frutas sin semillas

e Ruptura de letargo de la semilla

e Induccion de la formacion de brotes

e Mejora de la floracién

e Alteracion en el crecimiento de frutos

e Ruptura de la dominancia apical

e Mantiene la sintesis de proteinas (5)

e Accion de la organogénesis (10)
- Suprime el efecto inhibitorio de la auxina sobre las yemas

especificas para el desencadenamiento de la mitosis.

- Retarda la senescencia de los tejidos (10)

e Aumenta la division y diferenciacion celular. Su accién ocurre en dos
etapas

- Durante la mitosis aumenta la cantidad de ADN

- En la citocinesis estimulan la sintesis de proteinas especificas de la

division celular (10)

Se adicionan al medio de cultivo para promover la division celular y la
diferenciacion de yemas y brotes adventicios de callos y 6rganos. Se usan los

compuestos siguientes como fuente de citoquinina (28).

BA (6-Benciladenina).
BAP (6-Bencilaminopurina) estimula la proliferacion de yemas axilares
2ip (N-Isopentanilaminopurina).

Zeatina, promueve el crecimiento del tallo principal (28).
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A. Ruta de biosintesis
Las citoquininas estan presentes en todos los tejidos y su metabolismo es

complicado, estas sustancias estan presentes en el tejido bajo varias formas.

a. Bases libres
b. Ribonucleosis

c. Ribonucledtidos

Como constituyente de ciertos (ADNt) existen dos mecanismos de biosintesis:

a. Isopentenilacion de la adenina monofosfato (AMP por sus siglas en

Inglés)

AMP + |p — PPi 2iP y zeatina

Las tres primeras formas se originan por esta via.

b. Por degradaciéon de moléculas de ADN, por esta via se produce muy

poca citoquinina (9).

B. Modo de accién
Se considera que actuan a través del control de la sintesis de proteinas

especificas para el desencadenamiento de la mitosis (10).

Giberelinas
Hormona del crecimiento, son diterpenoides tetraciclicos acidos derivados
del ent — kaureno (14). Todas tienen la misma estructura quimica, las diferentes
giberelinas difieren por las caracteristicas de los grupos laterales (-CH3, -CH20H,
CHO, etc.) (12), existen dos tipos:
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e de 20 carbonos
e de 19 carbonos (+ activos) (10)
Entre los efectos fisiologicos en las plantas se encuentran los siguientes:
e Producen el alargamiento de entrenudos en plantas enteras (su
déficit produce plantas enanas)
e Estimulan la floracion sobre todo en plantas de roseta al favorecer la
elongacion de los entrenudos
e Estimulan el crecimiento de hojas y de frutos (partenocarpia)
e Estimulan la germinacién y la brotacion de yemas al suprimir la
inhibiciéon causada por procesos de dormancia (9)
¢ Revierte la planta adulta en juvenil (10)
e Baja el desarrollo de fruto y la maduracién (10)

e Vernalizacién (10)

A. Ruta de biosintesis

- Precursor primario. El acido mevaldénico (AMV) a partir de él se generan una
serie de compuestos intermediarios hasta llegar al Kaureno y luego al aldehido
del AG12. De este se derivan las multiples giberelinas que se conocen. Pero
antes de llegar al Kaureno existe un paso intermedio que forma el Farnesil —
Pirofosfato (FPP). Es un paso clave ya que a partir de él podemos orientar la
sintesis hacia el acido giberélico o desviarla hacia el acido abcisico (ABA por
sus siglas en inglés). Esto dependera de la situacion fisiolégica de la planta
9).

- Sitios de sintesis. Las sintesis ocurren en aquellas regiones que presentan
division celular activa, apices de tallo y raices, en las hojas, en el embrion (12).
También se presenta en o6rganos productores (flores, semillas inmaduras,
embriones germinados) (10).

B. Mecanismos de accién

- Estimula la sintesis de la —amilasa, enzima encargada de hidrolizar el almidon

para formar compuestos energéticos necesarios al crecimiento del embrién.
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- Efecto sobre la organizacién de la membrana, participan en la sintesis activa
de enzimas implicadas en la formacion de los lipidos que conforman la

membrana celular (9).

8.1.15 Aplicacion de los reguladores del crecimiento al cultivo in vitro

Adicionalmente a los nutrientes generalmente es necesario agregar una o
mas sustancias reguladoras frecuentemente auxinas y/o citoquininas, pero a
veces también giberelinas o acido abcisico para mejorar el desarrollo del cultivo in
vitro de tejidos y o6rganos. Por otro lado los requerimientos de estas sustancias
varian considerablemente con los tipos de tejidos y los niveles enddégenos de

estos reguladores, asi como la finalidad del cultivo in vitro (21).

A. Auxinas

Se relaciona con la elongacioén, tropismo, dominancia apical, abscision,
enraizamiento y otros. En cultivo in vitro las auxinas son utilizadas principalmente
para la diferenciacion de raices y la induccion del callo. EI IBA y el ANA son
usados frecuentemente para enraizamiento, el 2,4-D es muy efectivo para la
induccion de callos. Las auxinas se disuelven usualmente en etanol diluido o en

una solucion de hidréxido de sodio 1N (22).

a. Efectos en los tejidos in vitro

- Promueve el crecimiento del callo, de las suspensiones celulares, de érganos

(meristemos y apices)
- Regula la morfogénesis, especialmente en asociacion con las citoquininas (9)

- Induccion de raices (7)
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B. Citoquininas

En los medios para cultivo in vitro se incorporan citoquininas para
promover la division celular y la induccion de yemas adventicias en callos y
organos. Ademas se usan estos compuestos para la proliferacion de tallos axilares
por la ruptura de la dominancia apical. Las citoquininas generalmente son diluidas
con acido clorhidrico o hidroxido de sodio 1N (21). En cultivos in vitro inhibe las
auxinas-oxidasas (mediante el nivel de auxina en los tejidos). Esta también
implicado en el metabolismo de los carbohidratos, en la actividad enzimatico de

las vias glucolitica y oxidativa de las pentosas fosfato (9).

a. Efectos en los tejidos in vitro

Estimulaciéon de la division celular. En su ausencia |la metafase de la mitosis es

considerablemente afectada.

- Involucradas en la sintesis de proteina.

- La proliferaciéon de callo proveniente de tejidos de dicotiledoneas requiere la
presencia tanto de auxina como de citoquinina, pero la aplicacién en forma
secuencial es mas provechosa (9).

- Modificacion de la dominancia apical (21).

C. Giberelinas

Existen multitud de giberelinas conocidas, la de mayor uso es el AG3 pero
debe tenerse en cuenta que es muy sensible al calor ya que se pierde el 90% de
su actividad después del autoclaveado. Comparado con las auxinas y citoquininas
las giberelinas se utilizan raramente. La mayoria de los explantes sintetizan
cantidades suficientes de este grupo de hormonas. Cuando se aportan giberelinas
al medio de cultivo su funcion principal es el alargamiento de las regiones sub
apicales. El AG3 (Acido giberélico) es soluble en agua fria hasta 1000 mg 1-1
(19), sus efectos son debidos a la estimulacion de enzimas especificas o a

cambios en la disponibilidad endogena de auxina (9).
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a. Efectos de las giberelinas (AG3) en los tejidos in vitro
En general el crecimiento y la diferenciaciéon ocurren sin giberelinas, en el
caso de cultivos de células en bajas densidades son sin embargo esenciales.
- Efecto sobre la morfogénesis.
- Inhibe la formacién de embriones somaticos.
- Tiene poco o ningun efecto en la diferenciacion de células.
- Estimula el crecimiento y el desarrollo en érganos preformados (meristemo)
generalmente impide la formacion de raices, en el cultivo de apices estimula el
crecimiento y su presencia es generalmente critica para permitir la elongacién

de los tallos formados (9).

Aminoacidos

Ningun aminoacido es esencial para el crecimiento de tejidos in vitro; sin
embargo existen varios que se han utilizado experimentalmente. Los aminoacidos
proporcionan una fuente inmediata de nitrégeno al tejido y su asimilacion puede
ser mas rapida que el nitrégeno inorganico proporcionado por el medio.

Los aminoacidos también pueden actuar como agentes quelantes. A
continuacion se indican las funciones principales de los aminoacidos en sistemas
in vitro. La glutamina y asparagina son transportadores de nitrégeno.

L — arginina estimula raices, L-serina es empleada en cultivo de microsporas y L-

cisteina es un agente reductor (10).

Carbohidratos

Son utilizados como fuente de energia y como reguladores osmoticos. La
sacarosa es el azucar empleado universalmente. Le siguen en importancia

glucosa, maltosa, rafinosa, fructuosa, galactosa, manosa y lactosa (15).
Agua

El agua utilizada para la preparacién de soluciones debe ser destilada o
desmineralizada (15).
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Agentes solidificantes

Comunmente se ha empleado el agar como un sistema de soporte para la
preparacion de medios sélidos o semisolidos. Las ventajas que representa el agar

son:

e Con agua el agar forma geles que se derriten a 100 grados centigrados y
se solidifican a 45 grados centigrados. Esto significa que este gel es
estable a todas las temperaturas de incubacion

e El agar no es alterado por las enzimas vegetales

e El agar no reacciona con los constituyentes del medio

¢ No interfiere con la movilizacion de los constituyentes del medio

Otros compuestos se han empleado para sustituir el agar; sin embargo,
pocos han tenido éxito. Posiblemente el que mas popularidad ha alcanzado es
Gelrite. Debido a que el agar es costoso, es importante tomar en cuenta otros

compuestos que nos permitan sustituir este soporte (15)

8.1.16 Elaboracion del medio de cultivo

Se preparan las soluciones madre evitando que estas se precipiten y luego se
mezclan en un recipiente conteniendo agua destilada estérii o bien agua
desmineralizada. En el caso del azucar u otros compuestos que se adicionan en
cantidades grandes al medio de cultivo, no deben prepararse soluciones madre,
sino que en el momento de la preparaciéon del medio se pesan y aplican. Luego
de esto se afora al volumen de medio que se desea preparar y se ajusta al pH y
por ultimo se mezcla el agente gelificante que puede ser agar, Phytagel, Gelrite o
Gelcarin. Se procede a calentar el medio para lograr disolver el agente gelificante,
luego de esto se procede a verter el medio en los recipientes del cultivo, se tapan
para proceder a esterilizar el medio con la ayuda de una autoclave de 15 a 20
minutos a 121 grados centigrados y 1.1 kg/cm? de presién. El tiempo de
esterilizacion dependera del recipiente en el cual se vertié y del volumen del medio
en dicho recipiente.
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8.1.17 Desinfeccion de semillas de orquideas

Debido a que la semilla se encuentra descubierta se puede tomar una
muestra y observarla al estereoscopio; si el embrién presenta forma redonda vy
coloracién verde es indicativo del grado de madurez y viabilidad ideal para su
siembra. Las semillas se colocan en un recipiente al cual se le agrega la solucion
de cloro comercial entre el 2 y el 10% v/v por un periodo de tiempo que puede ser
de 3 a 15 minutos; a esta solucion se le debe de aplicar el surfactante tween 20 a
razon de 2 a 3 gotas por litro de solucién. EI porcentaje de cloro y el tiempo de
inmersién son variables ya que se debe tomar en cuenta el tamafo y considerar el
tiempo que tiene la capsula de haber abierto para inferir sobre el estado de

contaminacién que esta puede presentar.

Las semillas en la solucion deben ser agitadas para que la desinfeccion sea
mas efectiva, luego de transcurrido el tiempo se debe decantar la soluciéon con
todo y semillas en un embudo al cual previamente se le ha colocado papel filtro,
este proceso se realiza en la campana de flujo laminar. Luego se agrega agua
destilada estéril casi al nivel de la parte alta del embudo con lo que se inicia la
limpieza de las semillas de los residuos del desinfectante. Este procedimiento
debe de repetirse por tres veces consecutivas, cada vez que el agua aplicada
termine de pasar a través del papel filtro colocado en el embudo, para garantizar

que las semillas desinfectadas estén libres de residuos de cloro (17).

8.1.18 Siembra de semillas de orquideas

A continuacion (Fig. 10), se muestra la técnica de la siembra de la semilla
de orquidea (vainilla), se coloca la vaina sobre una caja de petri, vidrio o papel
debidamente esterilizado, y con la ayuda de pinza y bisturi, se realiza un corte
longitudinal de la misma, el cual permite que toda la semilla quede expuesta y
entonces con la ayuda de una espatula o bien con un bisturi se procede a tomar la
semilla, la cual se distribuira al golpear el instrumento en la boca del frasco que

contiene el medio de cultivo. 41



Es importante que el frasco empleado sea flameado junto con su respectiva
tapa, antes y después de la siembra de la semilla. Se procede a la identificacion
de los recipientes de cultivo en donde se incluye un numero correlativo, la fecha

de siembra, un codigo o el nombre de la especie, etc. (15).

FIGURA10. Siembra de semillas de vainilla para la germinacién in vitro.

8.1.19 Condiciones de incubacion

Los recipientes son transferidos al area de incubaciéon en donde se colocaran
en las estanterias bajo condiciones controladas. La temperatura del cuarto debe
ser de 22 grados centigrados aproximadamente con un fotoperiodo de 16 horas.
Luego de transcurridos 2 6 3 meses de la siembra, comenzaran a germinar las
semillas y un mes después comenzaran a formarse los protocormos que

finalmente daran origen a una nueva planta (15).
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8.1.20 Influencia del nitrato de plata en la multiplicacioén in vitro y formacion
de raices en Vanilla planifolia

La vainilla generalmente es propagada por organos vegetativos; sin
embargo, estos métodos proporcionan bajas cantidades de material vegetal en
detrimento de los mismos en las plantas madres dado que se les ocasiona
heridas las cuales pueden ser entrada de microorganismos.

La técnica de cultivo in vitro sirve para propagar la vainilla partiendo de yemas,
semillas, callos y raices, la utilizacion del nitrato de plata se favorece la formacion
de raices, y brotes. Se han utilizado con éxito yemas nodales las cuales se
cultivaron en el medio Murashige and Skoog suplementada con 2 mg/L de
benzilaminopurina y 1 mg/L de acido naftalanacético, 0.6 % de sucrosa, después
de 60 dias de incubacién, los brotes fueron separados y subcultivados en un

medio conteniendo 0.01 mg 1- 1 de acido indol butirico (13).
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8.2 Marco referencial

Cuadro 3. Clasificacion taxonémica de la vainilla

REINO: Plantae

SUB REINO: Trachechionta

DIVISION:  Magnoliophyta

CLASE: Liliopsida

SUB CLASE: Liliidae

ORDEN: Orchidales

FAMILIA: Orchidaceae

GENERO: Vanilla

ESPECIE: Vanilla planifolia Andrews
Fuente (1)

Como se indicé en la clasificacion taxonémica (cuadro 3), la vainilla
pertenece a la familia Orquideaceae y al género Vanilla. De este se conocen unas
100 especies, aunque las mas utilizadas comercialmente son: V. planifolia, V.
pomponay V. tahitensis.

Las plantas de este género se reconocen facilmente por su habito trepador,
monopodial, con tallos que pueden alcanzar muchos metros de longitud,
abrazados a los arboles. La especie tipica del género es Vanilla planifolia. El
geénero Vanilla esta distribuido en todas las zonas tropicales de la tierra, pero solo
unas pocas especies tienen valor econémico por ser fuente productiva del extracto
vainilla (4). Es una planta sarmentosa de tallo simple y ramificado, cilindrico,
grande, flexible, sustancioso, verde y carnoso. Con entrenudos dispuestos en
zigzag (8). Las hojas son de un verde brillante, grandes, suculentas, elipticas,
estrechamente lanceoladas. Con nervaduras paralelas y oscuras que se vuelven
prominentes cuando la hoja se seca, estan opuestas a las raices adventicias. El
sistema radical es denso y corto. Las raices subterrdneas son llamadas
trazadoras y se extienden en un radio de 80 cm. También tiene raices adventicias
0 crampones, las cuales son carnosas y largas, que la planta utiliza para adherirse
al tutor y nutrirse a través de una estructura exterior llamada velamen.
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Las flores estan dispuestas en racimos axilares, cortos, fuertes, con 20 o0 mas
flores amarillo verdosas y poco visibles. Salen de las axilas de las hojas. Con eje
corto y suculento, son de poca duracion (1 — 2 dias como maximo), la
inflorescencia es sucesiva. El fruto es una vaina casi cilindrica. El conjunto de
vainas sobre una misma inflorescencia se llama pezon. Las semillas son
diminutas, carecen de endospermo. Son fértiles solo si son producto de

polinizacién natural (1).

8.2.1 Caracteristicas botanicas de Vanilla planifolia Andrews

El tallo es de un grosor mediano, las hojas son ovaladas y elipticas, de
tamarno intermedio de 5 a 15 cm. de largo 2-10 de ancho de un color verde palido,
labelo con glébulo terminal, truncado vainas aromaticas, casi cilindricas, de 15 a
25 cms de largo y 8 a 14 milimetros de didmetro. Rara vez dehiscentes, tarda de
3 a 10 meses en madurar. El origen es de la zona tropical de América Central e
India Occidental (25).

8.2.2 Ubicacion del experimento
La investigacion se realizé en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales

ubicado en el edificio T - 8, en el 3er. nivel salén C-16, de la Facultad de

Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC).
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9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo general

1. Evaluar la germinacién de semillas de Vanilla planifolia Andrews
in vitro, en medios de cultivo MS (Murashige Skoog 1,962) y la
combinaciéon de dos reguladores de crecimiento, Bencil Amino
Purina (BAP), y Acido Naftalanacético (ANA).

9.2 Objetivo especifico

1. Determinar el porcentaje de germinacion a nivel in vitro de la semilla de
Vanilla planifolia Andrews.

2. Determinar el tiempo en que germinan las semillas de Vanilla planifolia
Andrews en el medio MS (Murashige Skoog 1,962).

3. Determinar la mejor dosis de BAP.

4. Determinar la mejor dosis de ANA.

5. Determinar el porcentaje de Oxidacion de semillas de Vanilla planifolia
Andrews en el medio MS (Murashige Skoog 1,962).

6. Determinar el porcentaje de contaminacién de las semillas de Vanilla
planifolia en el medio MS (Murashige Skoog 1,962).

10. HIPOTESIS

El medio MS (Murashige Skoog 1,962) y las combinaciones de dos
reguladores de crecimiento auxinas-citocininas permitiran incrementar

significativamente la germinacion de semilla de Vanilla planifolia Andrews.
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11. MATERIALES Y METODOS

1.1 Reactivos y materiales

Sales minerales, constituyentes de los medios de cultivo, agua destilada,
agua desmineralizada, hipoclorito de sodio, alcohol al 70 y 90%, sacarosa, acido
naftalanacético, bencil amino purina, agar, acido clorhidrico, hidroxido de sodio 1
N, papel aluminio, papel toalla, maskin tape, marcadores, mesas, frascos de 100

ml de capacidad.

11.2 Cristaleria y equipo

Balanza analitica, potenciometro, horno microondas, autoclave, campana
de flujo laminar, refrigerador, agitador magnético, pipetas de 1, 5, 10 y 25 mililitros,
micro pipetas de 100 y 1000 mililitros, probetas de 10, 50, 100, 250, 500 y 1000
mililitros, erlenmeyer de 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mililitros, frascos, mecheros,
papel parafilm, agujas de diseccion, micro espatulas, tijeras, bisturi, pinzas,

pizetas, cajas petri, frascos de 100 mililitros , incubadora.

11.3 Medios de cultivo

11.3.1 Preparacion de las soluciones madres

Las soluciones madres se hicieron en funciéon del componente para el
medio basal Murashige y Skoog (MS) (21). Esto con el fin de ahorrar pasos en la
elaboracion de los medios de cultivo. A continuacién se describen los pasos

empleados en la elaboracion de las soluciones madres.

A. Solucién madre de macronutrientes del medio nutritivo MS (Murashige
y Skoog)
Se preparé 1000 ml de esta solucidn, para lo cual se empled un beacker de
1 litro, en el cuadro 4 se describen los componentes.
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Cuadro 4. Componentes de macro nutrientes
Murashige y Skoog a concentraciéon 20 X en un volumen

de 1000 mi.
Sustancia Peso (grs.)
NH4NO:s 23.1
KNO: 26.6
MgSO: (7H20) 5.18
KH2PO4 2.38

Pesados los componentes se agregaron al beacker conteniendo 250 ml de
agua desmineralizada estéril, este se mantuvo en constante agitacion con el
agitador magnético hasta observar que todas las sustancias estuvieran disueltas,
el contenido se traslado a una probeta de 1000 ml, luego se afordé con agua
desmineralizada estéril hasta llegar a completar el volumen deseado siendo este
1000 ml, seguidamente se volvido a agitar la solucion y se guardé en frascos
esterilizados identificados y tapados adecuadamente, estos se almacenaron hasta
su uso en refrigeracion a una temperatura de 4 °C. De igual forma se preparé una
solucién patrén a 30X de macronutrientes consistentes en CaCl2 (2H20) para lo
cual se prepararon 500 ml, luego se aforo hasta 1000 ml siendo este el volumen

deseado.

B. Solucion madre de micronutrientes

Se prepararon dos soluciones por aparte de 100 ml cada una, a las que se
les nombré6 micro A y micro B, para ello se agregaron 50 ml de agua
desmineralizada estéril en un beacker de 250 ml luego de pesados se agregaron
los componentes que se describen a continuacién en los cuadros 5y 6 .
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Cuadro 5. Componentes micronutrientes A del medio
nutritivo Murashige y Skoog en un volumen de 1000 ml.

Sustancia Peso (grs.)
MICRO A a 1000X
MnSOs4. (4H20) 2.23
ZnS0O4 . (7TH20) 0.86
H3BO3 0.62
Na2MoOs4 . 2H20 0.025

Cuadro 6. Componentes de micronutrientes B en un volumen de 1000 ml.

MICRO B a 5000X
CoCl2. 2H20 0.0125
CuSOs4 . 5SH20) 0.0125

Pesados los componentes se agregaron al beacker conteniendo 50 ml de
agua desmineralizada estéril, esta se mantuvo en constante agitacion en el
agitador magnético hasta observar que todas las sustancias estuvieran disueltas;
el contenido se trasladé a una probeta de 500 ml, luego se aforé con agua
desmineralizada estéril hasta llegar al volumen deseado siendo este 1000 ml,
seguidamente se volvié a agitar la solucion y se guardd en frascos esterilizados,
identificados y tapados adecuadamente, ademas de colocarles forro de papel
aluminio, estos se almacenaron hasta su uso en refrigeracion a una temperatura
de 4 °C.
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Por aparte se preparo otra solucion de micro nutriente de Kl la cual estuvo a
1000X, para ello se prepar6 50 ml en la que se agregé 0.0415 gramos del
compuesto mencionado, se aforé a 1000 ml siendo este el volumen deseado, se
guardo en frascos esterilizados, identificados y tapados adecuadamente, ademas
de colocarles forro de papel aluminio, estos se almacenaron hasta su uso en

refrigeracion a una temperatura de 4 °C.

C. Solucién madre de hierro a 200X
Se preparo una solucion de 250 ml de la siguiente forma:

a. En un beacker se colocé 100 ml de agua desmineralizada estéril

b Seguidamente el beacker se colocé en la estufa

C. Se agreg6 al agua caliente 1.865 gr de Na2AEDT(H20)

d Disuelto lo anterior se agregd 1.3925 gr de FeSOa (7H20)
Disueltos los elementos, la solucién se aforé en una probeta al
volumen deseado siendo este 250 ml, se volvié a agitar y luego
se traslado la solucidn a su envase colocandole su respectiva
etiqueta, ademas de colocarle forro de papel aluminio, se tapo

debidamente y se guardo en refrigeradora a 4°C

D. Solucién madre de vitaminas a 1000X
Se prepard una solucion de 50 ml para lo cual en un beacker de 100 ml se
colocd 25 ml de agua desmineralizada estéril en constante agitacién, se pesé 0.02
gr de tiamina y se agregdé al beacker, después de disuelto el compuesto se aford
en una probeta de 50 ml segun el volumen deseado, la solucion se traslad6 a un

envase de vidrio y se almacend en refrigeracion a 4°C.
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F. Reguladores de crecimiento
Los reguladores utilizados fueron, BAP (bencil-amino purina), ANA (acido
naftalanacético), GA3 (acido giberélico), IBA (acido indol butirico, por sus siglas en
ingles), las cantidades de estos dos ultimos se describen en la preparacion de los
medios de cultivo a continuacién, previo a su utilizacion el BAP y el IBA se
disolvieron en hidroxido de sodio 1 N, para el GA3 se disolvié en alcohol al 95%.
Se realizaron soluciones madres para cada regulador en las siguientes
concentraciones: ANA 2000 mg/L, BAP 2000 mg/L, IBA a 800 mg/L, GA3 2000
mg/L.
11.3.2 Preparacion de los medios de cultivo
Se preparé la cantidad de medio basal segun conveniencia para lo cual se
siguié la siguiente metodologia: en un beacker se agregd agua desmineralizada
estéril, se agregd al recipiente una barra magnética y se coloco sobre el agitador
magneético el cual estuvo en constante agitacion, se agregaron los componentes
de cada medio basal (cuadro No. 7) segun cantidad deseada, para el caso del
medio nutritivo Murashige y Skoog, el orden fue el siguiente:
a) Macro nutrientes; NH4NO3, KNO3 MgSO4(7H20), KH2PO4, CaCl2
(2H20)
b) Micronutrientes A; MnOs4 (4H20), ZnSO4 (7H20), H3BO3, NaMoOa4
(2H20), KI
c) Micronutrientes B; CoCl2 (6H20), CuSO4 (5H20)
d) Hierros, Na2AEDT, FeSOa4 (7H20)
e) Vitaminas; tiamina
f) Reguladores de crecimiento segun las dosis a evaluar, para la
fase de induccion de brotes; 0.01 mg/L; 0.05 mg/L y 0.1 mg/L de
acido naftalanacético (ANA), 0.05 mg/L, 0.1 mg/L y 0.5 mg/L de
bencil amino purina (BAP), a excepcién de los tratamientos
testigos que tuvieron cero dosis de reguladores evaluados.
Todas las unidades experimentales fueron suplementados con 1

mg/L de GA3y para la fase de induccion de raices en los brotes
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g) solo se utilizé el acido indol butirico (IBA) y la concentracion fue
de 0.5 mg/L, tanto el GA3 y el IBA fueron constantes para todos

los tratamientos

h) Sucrosa

i) Se agregd antioxidante establecido en la fase de sobrevivencia
de explantes a la oxidacion por fenoles y a la contaminacion por
microorganismos, a todas las unidades experimentales de las
fases de induccién de brotes e induccion de raices en los brotes,
incluyendo los testigos

j) Se aforé la solucion

k) Se midié el pH el cual estuvo a 5.7, para ello se utilizd, segun fue

necesario; una solucion de acido clorhidrico o hidroxido de sodio 0.1

N

l) Se agreg6 agar (8.0 gr/L)

m) Se calenté en horno microondas hasta disolver el agar.

n) La solucién se distribuyéd en las unidades experimentales

consistiendo en frascos de 100 ml de capacidad (25 ml de medio

por frasco)

A) Cada frasco se rotulé segun tratamiento

0) Todas las unidades experimentales se esterilizaron en autoclave

durante 25 minutos a una presion de 1.05 kg/cm2 a una temperatura

de 120 °C

p) Las unidades experimentales se colocaron en el cuarto de

incubacion hasta su utilizacién
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11.4 Material vegetal

El material vegetal se colect6 en los meses de junio y julio del afio 2007, se
colectaron vainas de la especie Vanilla planifolia segun descripcion de Ames y
Correl (1), las cuales son producto de inflorescencias cortas en racimos o espigas
laterales, capsulas largas y carnosas.

La zona de donde proviene la vaina de Vanilla corresponde al bosque muy
huamedo subtropical céalido, segun la clasificacion de Holdridge (20). La cual se
ubica entre las comunidades Santo Tomas, San José la Veinte, Santa Maria Tzeja
y Santa Maria Dolores del municipio de Ixcan, Quiché. Abarcando

aproximadamente 169 Km?.

La vainilla se recolectdé en las condiciones naturales anteriormente
descritas, se hizo el corte de la vaina con unas tijeras de jardineria nuevas y
estériles, se utilizaron guantes de hule para la manipulaciéon de la misma, se le
rocié una solucién de alcohol al 70%, se envolvié en una bolsa de papel nueva y
se introdujo a una pequena hielera con hielo seco para su traslado a el laboratorio

de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
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FIGURA 11. Muestras vegetales de Vanilla planifolia.

11.5 Propagacion in vitro
a. Seleccién de la vaina

Se seleccioné la vaina de acuerdo a caracteristicas deseables como la
madurez la cual fue aproximadamente del 60 %, esta no presentaba dehiscencia,

dafos por insectos, mecanicos, o enfermedades.
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FIGURA 12. Seleccion de la vaina de Vanilla planifolia.

b. Desinfeccién de la vaina

Se cortaron los extremos de la vaina, luego se procedio a lavarla con agua
estéril y jabdon antibacterial para eliminar impurezas. Dentro de la campana de
flujo laminar, se transfirid a alcohol etilico al 70 % por 30 segundos, luego se
trasvas6 a agua desmineralizada estéril para efectuar lavados y quitar exceso de
alcohol, luego se transfirio a una solucién de hipoclorito de cloro al 3 % por 60
segundos, después se lavo por tres veces con agua estéril desmineralizada,

realizando un corte longitudinal dejando expuestas las semillas de vainilla.
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c. Siembra de semillas

La vaina con la semilla expuesta se colocé sobre una caja de petri, con la
ayuda de una pinza y una micro espatula se procedié a separar las semillas y
colocarlas sobre el medio de cultivo, luego se procedi6 a cerrar el tubo de ensayo
(figura 13).

FIGURA 13. Siembra de semillas de Vanilla planifolia in vitro.

11.6 Incubacion de la semilla

Después de haber hecho la inoculacion de todas las semillas en sus
respectivas unidades experimentales, estas se trasladaron al cuarto de incubacion
las cuales estuvieron en condiciones propicias para el desarrollo de las mismas.
El cuarto de incubaciéon estuvo equipado con una fuente de luz proporcionada por
lamparas fluorescentes de luz blanca de 1000 a 3000 lux de intensidad, la
temperatura media del cuarto fue de 25 grados centigrados con un foto periodo
programado de 16 horas luz.
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11.7 Descripcion de los tratamientos

A continuacion en el cuadro 7 se describen las concentraciones de bencil

amino purina (BAP) y de acido naftalanacético (ANA) que se evaluaron, a

excepcion de el testigo absoluto al cual no se le agregé ninguna dosis de BAP ni

de ANA, todas las unidades experimentales fueron suplementadas con

30 gr/L

de sacarosa, 6 gr/L de agar, utilizando un pH de 5.7; en el cuadro 7 se detallan

las combinaciones hormonales utilizadas, siendo un total de diez tratamientos con

cien repeticiones cada tratamiento lo que hace un total de 1000 unidades

experimentales.

Cuadro 7. Descripcion de los tratamientos utilizados en la germinacion de
brotacién en cada medio de cultivo

COMBINACION HORMONAL

MEDIO NUTRITIVO BAP mg/L ANA mg/L Tratamientos

0 0 T1

0.05 0.01 T2

0.05 0.05 T3

0.05 0.1 T4

Murashige and Skoog, 0.1 0.01

1,962 T5

0.1 0.05 T6

0.1 0.1 T7

0.5 0.01 T8

0.5 0.05 T9

0.5 0.1 T10
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Figura 14. Tratamientos utilizados en la germinacion de vainilla

11.8 Descripcion de la unidad experimental

Las unidades experimentales las constituyeron tubos de ensayo de 25 X
150 mm en los que se colocd una semilla por cada unidad experimental, a cada

tubo de ensayo se le agreg6 20 ml de medio de cultivo.

11.9 Factores a evaluar
Los factores que se sometieron a evaluacion fueron las concentraciones

hormonales de BAP y ANA que se detallan en el cuadro 8.
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Cuadro 8 Concentraciones de reguladores de crecimiento
utilizados en la germinacién in vitro de semillas de
Vanilla planifolia

FACTORES CONCENTRACION mg/L
Bencil amino purina 0.05 0.1 0.5
Acido naftalanacético | 0.01 0.05 0.1

11.10 Variables de respuesta

Para

establecer un control sobre la respuesta de la germinacién de las

semillas se determinaron las siguientes variables de respuesta.

o%

Porcentaje de oxidacién de la semilla por la presencia de fenoles.
Algunos géneros de orquideas presentan oxidacion de las semillas
esto por la presencia de fenoles, debido que no se tienen datos
acerca de este aspecto se decidié tomar esta variable, para ello se
tomé el porcentaje de oxidacion de las unidades experimentales.
Contaminacion. Se tomod la cantidad de unidades experimentales
contaminadas por hongos y/o bacterias y se expresé en porcentaje
del total de unidades experimentales.

Porcentaje de germinacion. Para cada unidad experimental se
observd y anotd el numero de semillas que germinaron.

Tiempo de germinacion de las semillas. Para cada unidad

experimental se observo los dias en que las semillas germinaron.
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11.11 Analisis de la informacion

De acuerdo a las caracteristicas de la investigacion se realizé un analisis
descriptivo debido a que no fue factible aplicar parametros estadisticos, soélo
estadistica descriptiva (10). Para ello se detall6 en forma precisa cada evento
realizado y los cambios que ocurrieron en dicho experimento, para poder cumplir
con los objetivos planteados en la investigacion. Se establecié la respuesta de la
especie vegetal en diferentes combinaciones de reguladores Bencil amino purina
(BAP) y Acido naftalanacético (ANA) que mejor favorecieron a la germinacion de

semilla de Vanilla planifolia Andrews.
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12.1.

12.2.

12. RESULTADOS

Presencia de fenoles en la germinacion de la semilla

De acuerdo a los monitoreos constantes se observo que no existio la
presencia de fenoles que afectaran el proceso de germinacion de las
semillas. Sin embargo se observd la presencia de sustancias café-
anaranjadas que podrian confundirse con oxidacion o con bacterias, luego
de analizarlas por medio de la prueba de extraccion de aceites realizada en
laboratorio se concluyé que ocurrié por sustancias propias de la semilla,

mas especificamente Vainillina.

Los resultados de esta variable indic6 que en comparacion con otras
especies de orquideas como las del genero Cattleya, estas no sintetizan

alcoholes que perjudiquen la germinacion de las semillas (2).

Contaminacion de la semilla con microorganismos perjudiciales

De las 1000 unidades experimentales cinco unidades presentaron la
presencia de microorganismos (hongos), por lo que la inmersién de la
vaina en alcohol etilico al 70% por 30 segundos y en cloro al 3% por 60
segundos, con sus respectivos lavados en agua estéril favorecio la
desinfeccion de las vainas de vainilla. Por lo que el porcentaje de
contaminacion se redujo a un 0.5% (5 muestras), de contaminacion del
total de las unidades experimentales, ademas |a presencia de la
contaminacion pudo ocurrir por una mala desinfeccién de los instrumentos

al momento de la siembra.
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12.3. Porcentaje y tiempo de germinacion

Para el porcentaje de germinacion de la semilla se observé cada unidad
experimental y se procedi6 a tomar nota en el momento en que estas
presentaron el inicio de germinacion, para ello se detallan los cuadros 9, 10y
11. El promedio de dias a la germinacion de las semilla es de 70 dias, se
observé que no todas las semillas responden a la germinacion al mismo
tiempo, esto puede atribuirse a la existencia de inhibidores en las mismas,
sin embargo las semillas de vanilla difieren a otros géneros de orquideas
como Cattleyas, Lycastes, las cuales presentan solamente un embrion sin
ninguna estructura que las recubra (testa) contrariamente las de vainilla
presentan una estructura dura que recubre el embrion lo cual no permite el

intercambio de soluciones nutritivas que favorezcan su germinacion (1).

Cuadro 9. Resultados obtenidos en la germinacion de semillas de Vanilla planifolia Andrews, a
los 58, 60, 65,66, 70, 73 y 75 dias después de sembradas las semillas in

vitro.

Tratamientos Combinacion Semillas % de Estado Dias a la
Hormonal germinadas | semillas germinacion
BAP ANA
mg/L mg/L

1 0.0 0.0 0 0 % Sin germinar 0

2 0.05 0.01 15 15.0 % Inicio de la 70
germinacion

3 0.05 0.05 11 11.0 % Inicio de 58
germinacion

4 0.05 0.1 6 6.0 % Inicio de 75
germinacién

5 0.1 0.01 8 8.0 % Inicio de 60
germinacion

6 0.1 0.05 57 57.0 % Inicio de 66
germinacién

7 0.1 0.1 0 0 % Sin germinar 0

8 0.5 0.01 10 10.0 % Inicio de 73
germinacién

9 0.5 0.05 9 9.0 % Inicio de 65
germinacién

10 0.5 0.1 0 0 % Sin germinar 0

116 Total de semillas germinadas
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Figura 15. Semillas germinadas vrs dias de germinacion

El cuadro 9 y la Figura 15 demuestran que la germinacién de semillas de
Vanilla planifolia fue muy lenta, por lo que en la primera lectura se obtuvo un
porcentaje de germinacion del 57 % de semillas germinadas en el tratamiento 6
al cual le corresponde la combinacién hormonal de 0.1 mg/L de BAP + 0.05 mg/L
de ANA, que necesitd de 66 dias para estimular la germinacion, le siguid el
tratamiento 2 con un 15 % de germinacion al cual le corresponde la combinacion
hormonal de 0.05 mg/L de BAP + 0.01 mg/L de ANA.

En el tratamiento 3 (0.05 mg/L de BAP + 0.05 mg/L de ANA) se obtuvo
un 11% de germinacién siendo el tratamiento que menos dias (58 dias)
necesité para la germinacion de las semillas (el mas rapido pero con bajo
porcentaje de germinacion).En el tratamiento 8 donde la respuesta fue de un
10.0 % al cual le corresponde la combinacién hormonal de 0.5 mg/L de BAP +
0.01 mg/L de ANA necesité 73 dias para la germinacion. El tratamiento 9 (0.5
mg/L de BAP + 0.05 mg/L de ANA) obtuvo un 9 % de semillas germinadas
esto a los 65 dias después de sembradas las semillas, el tratamiento 5 (0.1
mg/L de BAP + 0.01 mg/L de ANA) se observaron 8 semillas germinadas con
un 8 % de germinacion y el tratamiento que menos porcentaje de semillas
germinadas presenté fue el 4 (0.05 mg/L de BAP + 0.1 mg/L de ANA) con un
6 % de germinacion y fue el tratamiento que mas dias (75) necesité para
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En los tratamientos 7, 10 y el testigo no existié ninguna semilla

germinada, probablemente el tiempo en el cual responden para germinacion,

no ha sido suficiente por lo que se continué observandolas hasta los 205

dias.

Cuadro 10. Resultados obtenidos en la germinacion de semillas de Vanilla planifolia Andrews, a
los 118, 120, 126, 135, 145, dias después de sembradas las semillas 7n vitro.

Tratamientos | Combinacion Semillas % de Estado Dias a la
Hormonal germinadas | Germinacion germinacion

BAP ANA
mg/L mg/L

1 0.0 0.0 0 0 % Sin germinar 0

2 0.05 0.01 18 18.0 % Germinadas 145

3 0.05 0.05 13 13.0% Germinadas 118

4 0.05 0.1 7 7.0% Germinadas 135

5 0.1 0.01 8 8.0 % Germinadas 126

6 0.1 0.05 67 67.0 % Germinadas 120

7 0.1 0.1 2 2.0 % Germinadas 120

8 0.5 0.01 13 13.0% Inicio de 135

germinacion
9 0.5 0.05 9 9.0 % Germinadas 120
10 0.5 0.1 4 4.0 % Germinadas 120

141 semillas germinadas
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Figura 16. Dias de germinacion y numero de semillas germinadas hasta los 145

dias.

El cuadro 10 y la Figura 16 muestran que después de 120 dias, se
incrementé el numero de semillas germinadas, en el tratamiento 6 (0.1 mg/L
de BAP + 0.05 mg/L de ANA) se observo el aumento en 10 unidades mas, las
cuales presentaron germinacion de semillas por lo que el porcentaje

aumento a un 67 %.

Para el tratamiento 2 (0.1 mg/L de BAP + 0.01 mg/L de ANA) de un
15.0 % aumenté a un 18% esto debido a que el numero de semillas que
respondieron fue muy escasa en este tratamiento.
En el tratamiento 3 (0.05 mg/L de BAP + 0.05 mg/L de ANA) aumenté a un
13 % de germinacion. En los tratamientos 5, 8 y 9 no existié aumento de
semillas germinadas por lo que los porcentajes no cambiaron. EIl
tratamiento 4 (0.05 mg/L de BAP + 0.1 mg/L de ANA) aumento de un 6 % a
un 7% de germinacion. En el tratamiento 10 (0.5 mg/L de BAP + 0.1 mg/L de

ANA) se observo que respondieron 4 semillas a la germinacién por lo que se
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obtuvo un

4% de germinacion esto a los 120 dias después de

sembradas en el medio de cultivo, y el tratamiento en donde se observéd
menos germinacion fue en el 7 (0.1 mg/L de BAP + 0.1 mg/L de ANA),

posiblemente esta escasa respuesta de germinacion se deba a la

combinacién de reguladores de crecimiento ya que se observa que a medida

que aumenta la concentracion, la respuesta es escasa.

En el tratamiento que no se observé respuesta alguna fue en el testigo

esto se debe a que no existié regulador de crecimiento que indujera a la

germinacion de las semillas. De todos los tratamientos se obtuvieron 141

semillas germinadas en los nueve tratamientos que presentaron respuesta.

Cuadro 11. Resultados obtenidos en la germinacién de semillas de Vanilla planifolia Andrews, a
los 178, 180, 186, 195, 205 dias después de sembradas las semillas in vitro.

Tratamientos | Combinacién Semillas % de Estado Dias a la
Hormonal germinadas | germinacion germinacion
BAP ANA
mg/Lt mg/Lt
1 0.0 0.0 0 0 % No germinaron 0
2 0.05 0.01 18 18 % Yano 205
germinaron
3 0.05 0.05 13 13.0 % Ya no 178
germinaron
4 0.05 0.1 7 7.0 % Ya no 195
germinaron
5 0.1 0.01 8 8.0 % Ya no 186
germinaron
6 0.1 0.05 73 73 % Si germinaron 180
0.1 0.1 2 20% Ya no 180
germinaron
8 0.5 0.01 13 13 % Yano 195
germinaron
9 0.5 0.05 9 9.0 % Ya no 180
germinaron
10 0.5 0.1 6 6 % Sin germinar 180

149 semillas germinadas
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Figura 17. Dias de germinacion hasta los 205 dias

El cuadro 11 y la figura 17 demuestran que después de 180 dias, se
incrementoé el numero de semillas germinadas.

En el tratamiento 6 (0.1 mg/L de BAP y 0.05 mg/L de ANA) se observé el
aumento en 6 unidades mas que presentaron germinaciéon, por lo que el
porcentaje aumenté a un 73 %.

Para el tratamiento 2 (0.1 mg/L de BAP y 0.01 mg/L de ANA) ya no
existié ningin aumento en cuanto a la germinaciéon y de igual forma pasé
con el resto de tratamientos, a excepciéon del tratamiento 10 (0.5 mg/L de
BAP y 0.1 mg/L de ANA) donde aumento a un 6 % de germinacion.

De los tratamientos que presentaron respuesta, el 6 fue el menor, y en
el tratamiento testigo ninguna semilla germiné. Al finalizar la tercera lectura
se obtuvo un total de 104 semillas germinadas lo que representé igual

numero de plantas.
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FIGURA 18. Fases del desarrollo in vitro de vitroplantulas de Vanilla
planifolia, 1) semilla germinando, 2) protocormo formado, 3)
formacion de tallo y raiz.
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13. Discusion de resultados de las variables, presencia de fenoles,
contaminacion de la semilla, porcentaje de germinaciéon y tiempo de

germinacion de las semillas.

La presencia de Fenoles en la germinacion de la semilla de vainilla fue cero, lo cual

indica que no existié oxidacion en el proceso de germinacion.

Los compuestos fendlicos clasificados como metabolitos secundarios de las
plantas, son aquellos productos biosintetizados en las plantas que poseen la
caracteristica bioldgica de ser productos secundarios de su metabolismo, y la
caracteristica quimica de contener al menos un grupo fenol (un anillo aromatico

unido al menos a un grupo funcional hidréxilo) en su estructura molecular (14).

Existen fenoles simples los cuales estan relacionados a la reaccion de la
semilla de vainilla en el proceso de germinacion in vitro, como lo son los derivados
del acido benzoico (el esqueleto es un anillo aromatico unido a un carbono), son
formados a partir de fenilpropanoides a los que se les adicionan dos carbonos de
la cadena propanica por ejemplo la vainillina (sustancia obtenida en el proceso de

germinacion in vitro de la vainilla) (2).

El resultado de la contaminacién de la semilla fue de 0.05%, este es un margen

aceptable dentro de la investigacion y no es significativa en los resultados.

No existieron organismos perjudiciales en excesiva cantidad en la investigacion
como para poder tomarlos en cuenta y decir que influyeron en la germinacién de las

semillas de vainilla.

A pesar de que se encuentran bajo condiciones controladas, las variables
de respuesta demuestran que el proceso de germinacion de semillas de vainilla es

muy complejo.
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El porcentaje de la germinacion de las semillas en general fue baja; sin
embargo, el 73 % de germinacion con el tratamiento 6, fué el tratamiento que
presentd un mayor porcentaje de germinacion. El tratamiento que presenté menos

semillas germinadas fue el tratamiento 7 con un 2.0 % de germinacion.

El tratamiento testigo no presentd semillas germinadas con lo cual se
demuestra que deben existir reguladores de crecimiento para estimular la

germinacion.

El periodo (tiempo en dias) para la germinacién es largo, observandose a
los 58 dias la primera semilla que inicié el proceso de germinacioén. Algunas de las
concentraciones bajas de reguladores utilizados promovieron la germinacion; sin
embargo vale la pena evaluar otras dosis y/o combinaciones con el fin de

encontrar alguna que mejore el porcentaje de germinacion.

En cuanto al bajo porcentaje de germinacion se debe a la accién de
sustancias inhibidoras que no permiten una germinacion adecuada, o bien podria
deberse a las concentraciones del medio utilizado; sin embargo, esto no puede
aseverarse hasta realizar pruebas, que permitan aumentar al 100 % la
germinacién de estas semillas. Sin embargo, la cantidad de semillas germinadas
es aceptable debido que a partir de estas se puede aumentar el numero de
plantas a través de propagaciéon in vitro de las mismas, aspecto que en la

repoblacion natural no es factible.

Los resultados demuestran que no son consistentes y no muestran un
comportamiento escalonado como seria lo I6gico y natural esperarlo; se sugiere

uniformizar la semilla y no usar de una sola vaina para un tratamiento especifico.
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14. CONCLUSIONES

1. Con la combinacion hormonal de 0.1 mg/L de BAP + 0.05 mg/L de ANA se

obtuvo con un 73% de germinacion el cual fue el mas alto.

2.  El medio de Cultivo Murashige Skoog 1,962 al 100 % resulté ser
adecuado en la germinacion de las semillas de Vanilla planifolia Andrews.

3. El promedio del tiempo de germinacion de las semillas de Vanilla planifolia

Andrews fue de 67 dias.

4. Las semillas de Vanilla planifolia Andrews no presentaron presencia de
fenoles.

5. Se considera que el porcentaje de contaminacion de las semillas es muy
bajo (0.5%), observandose una minima presencia de microorganismos

(hongos y/o bacterias).
6. Uno de los éxitos del trabajo es la baja contaminacién de la semilla (5%),

gracias al buen manejo desde la cosecha, el traslado y la buena practica de

laboratorio.
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15. RECOMENDACIONES A PARTIR DE LA INVESTIGACION:

1. Evaluar combinaciones hormonales alrededor de 0.1 mg/L de BAP + 0.05

mg/L de ANA en medio de cultivo MS (Murashige Skoog 1,962).

2. Evaluar concentraciones de hormonas de enrizamiento.

3. Trasladar las plantulas ya enraizadas a invernadero para el inicio de su

aclimatacion.

4. Trasladar al habitat natural de la vainilla para investigar la adaptacion de

estas plantas.

5. Validar la presente investigacion replicando el presente estudio.
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CAPITULO llI

SERVICIOS REALIZADOS EN EL LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS
VEGETALES DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA DE LA UNIVERSIDAD DE
SAN CARLOS DE GUATEMALA.
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17 INTRODUCCION

Con el objetivo de contribuir al mantenimiento del banco de germoplasma
de los arboles de aguacate variedades Hass y Both 8 y de las plantas de
crisantemo variedades Standar blanco amarillo, Shasta blanca amarilla, Polar
blanco amarillo, se les brind6 el mantenimiento que consistid en el cambio de los
medios en los cuales se estaban cultivando, segun la necesidad que estos
presentaron, se realiz6 cada dos meses, al hacerlo, se observaron a las plantulas
con mas vigorosidad lo cual contribuyé a la propagacion de los brotes in Vitro tanto
de las variedades de aguacate y crisantemo antes mencionadas.

Se implement6é un aclimatizador y asi tener un lugar apropiado para las
plantas provenientes del laboratorio ya que se contaba con una mala aclimatacion
en las mismas, provocando estrés y hasta la muerte, repercutiendo esto en gastos
econdémicos.
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18. SERVICIO No. 1

MANTENIMIENTO DE BANCO CLONAL DE DOS VARIEDADES DE
AGUACATE (Hass y Both 8)

18.1 Objetivo general

Mantener 6ptimo el germoplasta de aguacate para sus estudios
posteriores.

18.1.2 Objetivo especifico

Tratar de incrementar el numero de clones de aguacate para tener
asi plantulas nuevas y sanas.

18.2 MATERIALES Y METODOS

1.1 A continuacion se presenta el listado de materiales utilizados:

Medio Murashige and Skoog (1000 ml de solucion)

- Se toméd un beacker de 1000 ml, a este se le agregd 500 ml de agua
desmineralizada.

- Se le agregaron los macro nutrientes representados en el cuadro No.12,
luego se le agregaron los micros nutrientes representados en el cuadro
No.13.

- Se agrego el ANA (acido naftalanacético) a razon de 2000 mg/L

- Se agitd sobre el hootplayer para homogenizar la solucion.

- Se aforé hasta llegar a 1000 ml siendo esta la cantidad deseada.

- Se midio el pH de la solucion siendo ésta 5.5 la cual es la permitida.

- Se le agregaron 7 grs/1000 ml de agar a la solucion.

- Se calento la solucién para disolver el agar en bafio de maria.

- En cada tubo de ensayo se agregd 5 ml del medio preparado.
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- Se taparon con papel aluminio.
- Se rotul6 cada medio de cultivo.
- Se coloco en autoclave a 120 C por 20 minutos.

- Se almacend en el cuarto a frio a 25 C para su posterior uso.

A continuacion se describe la metodologia utilizada para el traslado de

las plantulas de aguacate en sus diferentes variedades:

Utilizando las sales minerales del medio Murashige and Skoog se
elaboraron los medios de cultivo los cuales se esterilizaron en autoclave a
120°c durante 20 minutos.

En la campana de flujo laminar y con la ayuda de pinzas estériles se
realizaron los subcultivos de aguacate en sus diferentes variedades a los
medios de cultivo nuevos.

La cantidad total de transplantes en los medios de cultivo fue de 55
unidades variedad Hass, 45 unidades de aguacate variedad Both 8.

Los subcultivos se colocaron en cuarto de incubacion a una temperatura de
24°c +/- 1 durante dos meses y luego se repitid6 el proceso descrito

anteriormente.

Cuadro No.12 Componentes de macro nutrientes
Murashige y Skoog en 1000 ml.

Sustancia Peso (grs.)
NH:NOs3 23.1
KNO:; 26.6
MgSO4 (7H20) 5.18
KH:2PO4 2.38
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Cuadro No.13 Componentes Micro nutrientes A del medio
nutritivo Murashige y Skoog en 1000 ml.

Sustancia Peso (grs.)
MICRO A a 1000X
MnSOs4. (4H20) 2.23
ZnS0O4 . (TH20) 0.86
H3BO3 0.62
Na2MoOs4 . 2H20 0.025

18.3 RESULTADOS Y DISCUSION

- Se transfiieron a medios de cultivo nuevos 2 clones de aguacate
seleccionados, siendo estos Hass y Both 8, codificados con la clave: Hs,
(Hass) y Bt (Both 8). Estos fueron transplantados cada 60 dias para evitar

su degradacién y/o muerte.
- Es necesario hacer esta practica cada dos meses (60 dias) ya que el medio
de cultivo va perdiendo sus propiedades tanto de fertiidad como de

humedad.

- Al no realizar esta practica se corre el riesgo de perder todo el germoplasta

almacenado, echando a perder trabajos de afos de investigacion.
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Figura 20. Clones de aguacate Both 8 in Vitro.
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Figura 21. Cuarto de incubacion.

Figura 22. Enraizamiento de aguacate Hass.
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18.4  CONCLUSIONES

Los clones responden y sobreviven en medios de cultivo nuevos, por lo
que es posible su sobre vivencia para los estudios posteriores y asi no perder

el germoplasma ya obtenido anteriormente.

Es posible incrementar el numero de individuos de clones seleccionados de
aguacate mediante la transferencia a cultivos nuevos, dandonos como

resultado individuos mas vigorosos y de mejor crecimiento.

18.5 RECOMENDACIONES

Con el fin de realizar menos subcultivos de los clones seleccionados de
aguacate se recomienda realizar pruebas con osmoreguladores para mantener el
banco de germoplasma in vitro durante un periodo prolongado sin realizar

transferencias a nuevos medios de cultivo.
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19. SERVICIO No. 2

MANTENIMIENTO DE BANCO CLONAL DE CRISANTEMO
(Chrysanthemum morifolium Ramat )

19.1 Objetivo general

Mantener 6ptimo el germoplasma de Crisantemo para sus estudios
posteriores.

19.1.2 Objetivo especifico

Tratar de incrementar el numero de clones de Crisantemo para tener
asi plantulas nuevas y sanas.

19.2 MATERIALES Y METODOS

A continuacion se presenta el listado de materiales utilizados:

Medio Murashige and Skoog (1000 ml de solucion)

- Se toméd un beacker de 1000 ml, a éste se le agregd 500 ml de agua
desmineralizada

- Se le agregaron los macro nutrientes representados en el cuadro No.14,
luego se le agregaron los micro nutrientes representados en el cuadro
No. 15.

- Se agrego el ANA (acido naftalanacético) a razén de 2000 mg/L

- Se agitd sobre el hootplayer para homogenizar la solucion.

- Se afor6 hasta llegar a 1000 ml siendo esta la cantidad deseada.

- Se midio el pH de la solucion siendo esta 5.5 la cual es la permitida.

- Se le agregaron 7 grs/1000 ml de agar a la solucion.

- Se calento para disolver el agar en bafio de maria.
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En cada tubo de ensayo se agregd 5 ml del medio preparado.
Se taparon con papel aluminio.

Se rotul6 cada medio de cultivo.

Se coloco en autoclave a 120 C por 20 minutos.

Se almaceno en el cuarto a frio a 25 C para su posterior uso.

Cuadro No.14 Componentes de macro nutrientes
Murashige y Skoog en 1000 ml.

Sustancia Peso (grs.)
NHsNOs3 23.1
KNOs 26.6
MgSOs4 (7H20) 5.18
KH:2PO4 2.38

Cuadro No.15 Componentes Micro nutrientes A del medio
nutritivo Murashige y Skoog

Sustancia Peso (grs.)
MICRO A a 1000X
MnSOs4. (4H20) 2.23
ZnS0O4 . (TH20) 0.86
H3BO3 0.62
NaxMoOs4 . 2H20 0.025
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A continuacion se describe la metodologia utilizada para el traslado de las

plantulas de crisantemo en sus diferentes variedades:

- Utilizando las sales minerales del medio Murashige and Skoog se
elaboraron los medios de cultivo los cuales se esterilizaron en autoclave a
120°c durante 20 minutos.

- En la campana de flujo laminar y con la ayuda de pinzas estériles se
realizaron los subcultivos de crisantemo en sus diferentes variedades a los
medios de cultivo nuevos.

- La cantidad total de transplantes de crisantemo en los medios de cultivo fue
de 25 para la variedad Standar blanco amarillo, 25 de la variedad shasta
blanca amarilla y 25 unidades de la variedad Polar blanco amarillo.

- Los subcultivos se colocaron en cuarto de incubacion a una temperatura de

24°c +/- 1 durante dos meses y luego se repitié el proceso a los 60 dias.

19.3 RESULTADOS Y DISCUSION

- Se transfirieron a medios nuevos 3 clones de crisantemo seleccionados
mencionados anteriormente, codificados con la clave: Stba (Standar blanco

amarillo), Shba (Shasta blanca amarilla) y Pba (Polar blanco amarillo).

- Estos fueron transplantados cada 60 dias para evitar su degradacion y/o

muerte.

86



FIGURA 23. Crisantemo variedad pczlar.

52

FIGURA 24. Crisantemo variedad standar.
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FIGURA 25. Cuarto de Incubacion

FIGURA 26. Enraizamiento de Crisantemo variedad Polar

88



FIGURA 27. Enraizamiento de Crisantemo variedad Standar

19.4 CONCLUSIONES

Las diferentes variedades de crisantemo responden exitosamente en

medios de cultivo nuevos, por lo que es factible su sobreviviencia.

Es posible incrementar el numero de individuos de variedades

seleccionadas de crisantemo mediante la transferencia a cultivos nuevos.
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19.5 RECOMENDACIONES

Con el fin de realizar menos sub cultivos y mantener el banco clonal de
variedades de crisantemo se recomienda realizar estudios con diferentes
retardadores de crecimiento para asi disminuir el tiempo de traslado de los

mismos.
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20. SERVICIO No. 3

IMPLEMENTACION DE UN ACLIMATIZADOR

20.1 Objetivo general

Obtener un area adecuada para el traslado de las plantulas que

provienen del laboratorio si que sufran estrés.
20.1.2 Objetivo especifico
Mantener el porcentaje de plantulas provenientes del laboratorio lo

mas adecuadamente posible un area pequefa para que se desarrollen de la

misma manera como si estuviesen en su habitad natural

20.2 MATERIALES Y METODOS

a. Materiales

06 Tubos de PVC de ¥2”.

1 Ib. de alambre de amarre.

20 yardas de Nylon blanco para cubrir la estructura de PVC

. ” e
10 metros de hierro de 4™ para asegurar las bases del mini invernadero

1 tenaza para asegurar el nylon con la armazoén de PVC
b. Métodos

- La estructura se formo de PVC, y alambre para tensar los arcos.

- Se trabajo a cada 1.50 mts un arco para formar la estructura.
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- Utilizando nylon, se procedi6 a cubrir las estructuras de PVC formando un
tunel a manera de construir un mini invernadero.

- Se dejaron respiraderos (ventanas) las cuales se podian levantar segun la
necesidad que la temperatura nos lo exigiera.

- Se procedi6 a llevar algunas de las especies que estaban en el laboratorio

listos para el trasplante en bolsas de almacigo.

20.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Se construyd un aclimatizador el cual se encuentra bajo la sombra
proporcionada por saran, las plantas obtenidas del laboratorio fueron puestas
bajo este aclimatizador lo cual nos proporciono un 100% de eficiencia con lo
cual las plantas no se estresaron y no sufrieron dafios ocasionados por el sol.

El riego se hizo una vez al dia para mantener la humedad de la tierra

204 CONCLUSIONES

Las plantas provenientes de laboratorio de cultivo de tejidos responden a la

aclimatacion bajo techo de nylon.

Se tiene que mantener un riego constante para mantener la humedad del

suelo en las bolsas de almacigo.
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20.5 RECOMENDACIONES

Se recomienda probar otros materiales sintéticos como la tela antiafidos para
comparar el efecto del endurecimiento de las plantas.
Tomar en cuenta que el presupuesto para realizar estos mini invernaderos

puede variar segun los materiales a utilizar para la realizacion del mismo.

93



21. ANEXOS

Cuadro 16. Descripcion de los componentes del medio
de cultivo MS (Murashige and Skoog 1,962)

COMPONENTES | CONCENTRACION mg/l MS
KNO3 1900
NH4NOs3 1650
MgS0O4*7H20 370
CaCl2*2H20 440
KH3sPOH 170
H3BOs3 6.2
MnSO4*4H20 15.6
ZnS04*7H20 8.6
NazMoO4*2H20 0.25
CuS04*5H20 0.025
CoCl2*6H20 0.025
Kl 0.83
FeS04*7H30 27.8
Na2*AEDT 37.3
Biotin -
Acido Fdlico -
Glicina -
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCI 0.5
Tiamina HCI 0.5




