Germinacién in vitro de semillas de Vanilla
planifolia Jacks y comparacién de métodos
de micropropagacién

In vitro germination of Vanilla planifolia Jacks seeds
and comparison of micropropagation methods

Oscar Flores Castanos,! Juan Francisco Cuéllar Zometa,?
Maria Elena Montes de Godoy,>2 Martin Roberto Gamez Pastrana,’
Maria Teresa Gonzalez Arnao,** Marina Guevara Valencia®
y Noé Aguilar Rivera'

! Universidad Veracruzana (UV), Campus Cérdoba-Orizaba

Facultad de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias

Pefiuela, Amatlan SN, Centro

Amatlan de los Reyes, Veracruz (México) (C. P. 94945).

Teléfono: 01 2717166129

2 Universidad Catélica de El Salvador (UNICAES)

By pass a Metapan y Carretera Antigua a San Salvador

Santa Ana, El Salvador.
Teléfono: 5032484060

3 Universidad Veracruzana (UV), Campus Cérdoba-Orizaba

Facultad de Ciencias Quimicas

Prolongacién de Avenida Oriente 6 1009, Rafael Alvarado

Resumen

En este trabajo se evalué el cultivo in vitro con
la especie Vanilla planifolia, a través de la ger-
minacién de semillas de capsulas colectadas en
areas identificadas en El Salvador. Se com-
pararon dos métodos de micropropagacién, el
convencional por cultivo en medio semisélido
y en medio liquido usando biorreactores de in-
mersién temporal. Por analisis de prospeccién
se seleccioné una localidad al occidente del pais
donde se colectaron cépsulas de tres tamanos: 4
cm, 9a 10yde 15 a 18 cm. La germinacién in
vitro de semillas se indujo en medio semisélido
Murashige y Skoog (MS) con la adicién o no
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Abstract

In this work, we evaluated the in vitro culture of
Vanilla planifolia specie through germination of
seeds from capsules collected in identified areas
of El Salvador. Two micropropagation methods
were compared, the conventional by the culture
on semisolid medium, and in liquid medium
using temporary immersion bioreactors. By
prospection analysis we selected a location at
the occident of the country where capsules of
three sizes: 4 cm, 9 to 10 and 15 to 18 cm
were collected. In vitro germination of seeds
was induced on semisolid medium Murashige

and Skoog (MS) with or without addition of
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de carbén activado y el cultivo en condiciones
de fotoperiodo o en total oscuridad. Los bro-
tes obtenidos se propagaron después de cinco
subcultivos en medio semisélido M'S modifica-
do con la adicién de hormonas y en biorreac-
tores de inmersién temporal tipo BIT®. Con
ambos métodos, se evalué la altura alcanzada,
el nidmero de brotes formados y la capacidad
formadora de brotes (CFB) a los 30 dias de
cultivo. Los resultados demostraron que el 90
% de las semillas inmaduras de capsulas de 9
a 10 cm germinaron in vitro a los dos meses de
cultivo en oscuridad. No se encontraron diferen-
cias significativas entre el niimero de brotes y la
CFB para ambos métodos de propagacién, aun-
que la inmersién temporal, propicié un mayor
crecimiento en el mismo tiempo de cultivo. No
obstante, los resultados obtenidos corroboraron
la utilidad de ambas alternativas biotecnolégicas
para la multiplicacién in vitro de vainilla.

Palabras clave

Prospeccién, colecta, capsulas, medio semisé-
lido, inmersién temporal.

activated charcoal, and by culture under photo-
period conditions or in total darkness. Shoot
regenerated were multiplied after five subcul-
tures on semisolid medium MS modified with
addition of hormones and in liquid medium
using temporary immersion bioreactors BIT®
type. With both methods the height reached was
evaluated, the number of shoots formed and the
shoot formation capacity (SFC) after 30 days
of culture. The results demonstrated that 90
% of immature seeds from capsules of 9-10 cm
germinated in vitro after two months of cultu-
re in darkness. No significant differences were
detected between the number of shoots formed
and the SFC for both methods, although the
temporary immersion, produced more growth
in the same culture time. Nevertheless, the ob-
tained results corroborated the utility of both
biotechnological alternatives for in vitro multi-
plication of vanilla.

Keywords

Prospection, collect, capsules, semisolid me-
dium, temporary immersion.

Introduccién

anilla planifolia es una especie que pertenece a la familia Orchidaceae y cons-
tituye la fuente natural por excelencia para la obtencién de vainillina, producto
de gran valor comercial por su amplio uso a nivel industrial como saborizante y

aromatizante (Dignum ef al., 2001; Sagarpa, 2010). Este género comprende alrededor
de 110 especies distribuidas en las regiones tropicales del mundo, excepto en Australia
(Purseglove et al., 1981; Bory et al., 2008).

De las especies reconocidas del género Vanilla, se ha determinado que 15 son ori-
ginarias de México y Centroamérica; de las cuales, las dos mas cultivadas son V. plani-
folia y V. pompona, que ademas se encuentran emparentadas (Azofeifa-Bolafos et al.,
2014; Soto-Arenas y Dressler, 2010).

Las areas con mayor prioridad de proteccién son aquellas con altas concentraciones
de especies que mantienen la estructura y funcionalidad de los ecosistemas. La identifi-
cacién y localizacién de estas areas se realiza mediante estudios de prospeccién, utilizan-
do como antecedentes fundamentales los indicadores del grado de polimorfismo, distri-
bucién geografica de las especies, configuracién de los paisajes, entre otros parametros
(Squeo y Arroyo, 2001). Por lo tanto, la identificacién y localizacién de estas areas po-
tenciales contribuye al desarrollo del conocimiento biolégico de las especies, a la conser-
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vacién de la biodiversidad y representan una alternativa importante de apoyo para el res-
cate y preservacién de un patrimonio natural en términos ecosistémicos (Azofeifa-Bola-
fios et al., 2014).

La importancia del estudio de la vainilla como cultivo, no sélo radica en su potencial
econémico, sino también, por su relevancia como recurso genético primario que se en-
cuentra severamente amenazado en su habitat original. Las causas fundamentales estan
asociadas al desconocimiento de la variacién genética de especies silvestres, a la excesiva
recoleccién para su propagacién vegetativa y a la pérdida de la calidad del producto, de-
bido a la subutilizacién de otras especies distintas a la V. planifolia (Bory et al., 2008;
Herrera-Cabrera et al., 2012; Soto-Arenas, 2006).

Esta problematica afecta principalmente a los productores que la utilizan como sus-
tento familiar, por lo que resulta necesario establecer alternativas que contribuyan no sélo
al rescate de la especie, sino también a establecer metodologias de propagacién que ga-
ranticen la disponibilidad de material para solventar las necesidades de los distintos sec-
tores de interés.

LLa micropropagacién es el proceso de multiplicacién asexual de plantas utilizando
las técnicas de cultivo de tejidos in vitro. Esta es una de las aplicaciones mas extendidas
entre todas las técnicas que componen la llamada biotecnologia vegetal; ello se debe a su
enorme productividad, al compararse con las técnicas tradicionales de propagacién (De-
bergh y Read, 1991). Entre las ventajas que ofrece este proceso destacan: el manteni-
miento de las caracteristicas genotipicas del material inicial, el uso de ambientes contro-
lados en condiciones asépticas y el niimero ilimitado de plantas que se pueden obtener a
corto plazo (Peréz-Molphe-Balch et al., 1999).

La tasa a la cual los cultivos in vitro crecen y producen yemas durante la micropro-
pagacién puede estar influenciada por la composicién y tipo de medio de cultivo utili-
zado (George et al., 2008). Generalmente, se emplean medios semisélidos o medios li-
quidos. El medio semisélido presenta la desventaja de tener una baja tasa de multiplica-
ci6n en algunas especies y que se requiera lavar el agente gelificante utilizado (Agar, fi-
tagel, entre otros) de las raices, antes de trasladar las plantulas al sustrato para su culti-
vo ex vitro (Evans et al., 1984).

Por su parte, el medio liquido —aunque propicia mayores tasas de crecimiento—
debido a que facilita la adsorcién de nutrientes por el aumento de la superficie de con-
tacto del explante con el medio, presenta la desventaja de que la inmersién continua de
los tejidos provoca sintomas de estrés por oxidacién y vitrificacién (Hvoslef-Eide et al.,
2005). Los problemas que presentan los medios liquidos pueden ser superados con el
uso de métodos alternativos, como los biorreactores de inmersién temporal; los cuales se
basan en sélo la inmersién periédica de los explantes en el medio de cultivo, permitien-
do el intercambio gaseoso dentro del recipiente que los contiene (Damiano et al., 2003).

La implementacién de estos sistemas automatizados para la propagacién de plantas
en condiciones in vitro, y especificamente en el caso de la Vanilla planifolia, ha demos-
trado que el sistema de Biorreactores de Inmersién Temporal tipo BIT® favorece la ge-
neracién de plantas vigorosas y sin anomalias morfolégicas, ademas de representar una
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alternativa econémica para la micropropagacién comercial que puede aplicarse a otras
especies (Ramirez-Mosqueda e Iglesias-Andreu, 2016).

El cultivo in vitro de la vainilla, generalmente, se inicia con la introduccién y esta-
blecimiento de las yemas axilares después de un proceso riguroso de desinfeccién de los
explantes. Aunque pudiera pensarse que inducir la geminacién in vitro de sus semillas
serfa una practica muy conveniente, este proceso no se realiza porque —a diferencia de
muchas otras orquideas— sus semillas no germinan.

Al considerar estas dificultades y con la intencién de definir alternativas metodolégi-
cas que contribuyan a mitigar estos aspectos, el objetivo de este trabajo fue aplicar técni-
cas de cultivo de tejidos para estudiar la germinacién in vitro de semillas de Vanilla pla-
nifolia colectadas en El Salvador y evaluar, comparativamente, dos métodos de micropro-
pagacién: cultivo en medio semisélido y en sistemas de inmersién temporal.

Materiales y métodos

Pardmetros utilizados para la realizacién de estudios de prospeccién

Se utilizaron datos georreferenciados de colectas de especies nativas del género Vanilla,
distribuidas desde México hasta el norte de Sudamérica, a través de la Infraestructura
Mundial de Informacién en Biodiversidad (GBIF) con mayor énfasis en la localizacién
de 4reas en el territorio salvadoreno. Para cada sitio se verificé la ubicacién, empleando
la base de datos de GEOnet Names Server (GNS). La identidad taxonémica se co-
rroboré utilizando la lista de cotejo para la familia Orchidaceae (Govaerts et al., 2015).

Los datos georreferenciados por especie, junto con 19 capas de informacién biocli-
matica de WORLDCLIM versién 1.4 (Hijmans et al., 2008) a una resolucién de 30
segundos de arco y modelos digitales de elevacién para el area (Jarvis et al., 2008), fue-
ron empleados para la generacién de mapas de distribucién potencial por especie. Las
variables bioclimaticas se derivaron de valores mensuales de temperatura y precipitacién,
que representan tendenciales anuales, estacionales y factores extremos ambientales. LLos
datos utilizados correspondieron a colectas de material biolégico dentro de un amplio
rango temporal, desde 1960 hasta el afio 2015, realizadas desde el norte de México has-
ta el norte de Sudamérica.

Los modelos de distribucién potencial se realizaron usando el programa MaxEnt
versién 3.3.3k (Elith et al., 2011) y los parametros: porcentaje de prueba aleatoria de
20%, dos réplicas y, como regla de umbral, el percentil 10 de los datos de presencia de
entrenamiento. LLos mapas generados por MaxEnt se reclasificaron para generar mapas
binarios de ausencia-presencia, con una linea de corte igual al promedio de los umbra-
les de las dos réplicas.

Del total de especies se seleccionaron aquellas cuyos mapas binarios indicaban sitios
idéneos para la presencia de Vanilla dentro del territorio salvadorefo y se sumaron para
generar un mapa tnico que mostrara espacialmente la factibilidad de encontrar de una a
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tres especies. Para la obtencién de limites departamentales se utilizé la base de datos de
areas administrativas globales, versién 2.8.

Colecta e introduccién in vitro semillas

Se realiz6 la colecta de capsulas en el mes de junio antes del mediodia, en temporada
de lluvias en la finca Matala, Ahuachapan en el municipio de la Concepcién de Ataco
(El Salvador). Se seleccionaron tres capsulas de tres tamafios (4 cm, 9a 10 cmy de 15
a 18 cm) con un grosor de 0.5 a 1 cm y todas de coloracién verde intenso, a pesar de
las diferencias en las dimensiones. El material colectado se transfirié al Laboratorio de

Cultivo de Tejido de la Universidad Catélica de El Salvador (UNICAES) para iniciar

los trabajos de germinacién in vitro.
Desinfeccién de las cdpsulas y cultivo in vitro de semillas

Se realizé la desinfeccién superficial manteniendo las capsulas sumergidas en una solucién
de hipoclorito de sodio al 5% y tres gotas de Tween® 80 en 100 mL. de agua durante
20 minutos. Se realizaron tres lavados con agua tratada en ésmosis inversa durante tres
minutos y el material lavado se introdujo en una cdmara de flujo laminar. Posteriormente,
las capsulas se sumergieron en etanol al 95% y se colocaron sobre una lamina de papel
aluminio donde se flamearon hasta la combustién total del etanol.

Terminado el proceso de desinfeccién en condiciones asépticas, se procedié a reali-
zar la diseccién de las capsulas con ayuda de un bisturi, efectuando cortes primeramen-
te en los extremos y luego un solo corte longitudinal a la mitad de la capsula. Las semi-
llas con un tamafio maximo de 0.5 mm y de color blanco arenoso se extrajeron y disper-
saron sobre el medio de cultivo semisélido MS (Murashige y Skoog, 1962) con la adi-
cién (2.5 g L"), o no, de carbén activado, ajustado a un pH de 5.8 y previamente este-
rilizado a 122°C a una presién de 1.75 kg cm? por 15 minutos.

Para inducir la germinacién in vitro, las semillas colocadas sobre el medio nutriti-
vo se mantuvieron bajo dos condiciones de cultivo: fotoperiodo a 16h luz/8h oscuridad
con una intensidad luminica de 36 wmol m-%s-' y en total oscuridad; ambas, a una tem-
peratura de 26 * 2°C. Cuando las semillas mantenidas a la oscuridad mostraron indi-
cios claros de ruptura de la testa, fueron transferidas a las condiciones de fotoperiodo,
con la finalidad de inducir su desarrollo expuestas al nivel de iluminacién estandar utili-
zado en el cultivo in vitro.

A los cuatro meses de iniciados los experimentos de germinacién, los brotes que se
desarrollaron fueron propagados en un medio MS semisélido modificado por la adicién
de 2 mg L-'de 6-N-Bencilaminopurina (BAP), 1 mg L' de Acido Indol-3-Butirico
(IBA) y 3 g L' de fitagel (SIGMA).

Propagacién in vitro

Medio semisélido
La propagacién en medio semisélido se realizé utilizando plantulas de la especie V. plani-

folia donadas por la UNICAES al Laboratorio de Biotecnologia y Criobiologia Vegetal
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de la Universidad Veracruzana, las cuales se obtuvieron por germinacién in vitro de se-
millas de los frutos colectados en El Salvador. Después de 30 dias del dltimo subcultivo
(cinco subcultivos) en el medio de propagacién, anteriormente descrito, el material se
homogenizé mediante el corte a una altura inicial de 2 cm y los explantes se transfirieron
nuevamente al medio de cultivo semisélido y se mantuvieron bajo las mismas condiciones
de fotoperiodo y temperatura.

Biorreactores de inmersién temporal tipo BIT®

Para la propagacién mediante el método de inmersién temporal, se empleé el modelo
tipo BIT® utilizando igualmente explantes con un tamario inicial de 2 cm y provenientes
de la propagacién en medio semisélido, como se describié anteriormente. Se instalé un
médulo de cinco biorreactores consistente, cada uno, de dos recipientes de capacidad de
1 litro interconectados por tubos de silicona. Un frasco se utilizé para mantener el medio
de cultivo liquido, empleando 230 mL., y otro, para contener los explantes. Los biorreac-
tores se esterilizaron primeramente vacios en autoclave a la misma presién descrita, pero
aumentando el tiempo de esterilizacién a 20 minutos.

Posteriormente, se armaron en campana de flujo laminar y se colocaron 13 vitroplan-
tulas por cada sistema, asi como el volumen de medio de cultivo, previamente indicado
en los respectivos frascos. El periodo de inmersién de las plantulas en el medio liquido y
la frecuencia se regulé a 1 minuto de inmersién cada 4 horas, mediante el uso de croné-
metros programados y conectados a valvulas solenoides que controlan el paso del aire y
regulan el traslado del medio liquido de un recipiente a otro. Todo esto, producto de la
presién de aire interna en el rango de 60-100 Bar generada con ayuda de un compresor.

Evaluacién del crecimiento y formacién de nuevos brotes

Se realiz6 la evaluacién del desarrollo de los explantes sometidos a ambos métodos de
propagacién a los 30 dias de cultivados. Se midié la altura de las plantulas en crecimiento
y se contabilizé el nimero de brotes obtenidos. Adicionalmente, se calculé la capacidad de
formacién de brotes (CFB), acorde a la formulacién establecida por Pulido et al. (1992).

(Promedio de brotes por explante) (% de explantes con brotes)
CFB= 100

Andlisis estadistico

Los experimentos de germinacién in vitro a pesar de que contemplaron la comparacién
de tres tamanos de capsulas, la adicién o no de carbén activado al medio nutritivo y dos
condiciones de cultivo (luz y oscuridad), no se procesé estadisticamente debido a la impo-
sibilidad de cuantificar el nimero de semillas por capsula. LLa evaluacién de este proceso
tnicamente se realizé observando la ocurrencia de germinacién o no. Los ensayos de los
dos métodos de propagacién (medio semisélido y BIT) se llevaron a cabo por duplicado
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con una n: 13 ylos parametros evaluados fueron altura, formacién de nuevos brotes y CFB.
Se aplicé un anélisis de varianza y las medias se compararon segiin la prueba de Tukey

(p<0.05) utilizando el programa estadistico MINITAB® Versién 17.1.0 (Lesik, 2009).
Resultados

Estudios de prospeccién

Los estudios de prospeccién realizados permitieron identificar 4reas potenciales de colecta
con probabilidades de encontrar de una a tres especies de vainilla. Acorde al programa
MaxEnt, las especies con mayor probabilidad de presencia en el territorio salvadorefio
fueron V. odorata, V. planifolia y V. pompona.

El mapa resultante mostr6 la localizacién de zonas geograficas con base en una es-
cala de grises, la cual se represent6 graficamente en la figura 1 con formas geométricas:
sitios donde encontrar una sola especie, se indicaron con el rectangulo; dos especies, con
el 6valo; y hasta tres especies, con el triangulo.

A partir de este analisis se asumi6 que las dos areas senaladas con triangulos y loca-
lizadas en la zona occidental o centro-oriente del Territorio de El Salvador, deberian ser
las mas apropiadas para realizar colecta. Estratégicamente, se seleccioné por cercania y
facilidades de acceso desde Santa Ana, el departamento de Ahuachapén, regién ubicada
en el Municipio de la Concepcién de Ataco y se trazé una ruta factible para llegar al area

localizada en las siguientes coordenadas: 13°49°06.10”N y 89°54°26.00”0O (figura 2).

Figura 1
Distribucién potencial de V. odorata, V. planifolia y V. pompona en El Salvador.
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Figura 2

Ruta establecida para la colecta de capsulas de vainilla (V. planifolia)
en el departamento de Ahuachapan, municipio de la Concepcién de Ataco

(El Salvador).

Estudios de germinacién de semillas in vitro

La evaluacién realizada —a los cuatro meses de cultivo in vitro de las semillas de vaini-
lla— demostré que las que provenian de capsulas con tamafios de 4 y de 15 a 18 c¢m, no
germinaron bajo ninguna de las condiciones estudiadas de medio de cultivo (con o sin
carbén activado) y expuestas, o no, al fotoperiodo.

En cambio, las semillas obtenidas de capsulas de tamano intermedio (9 a 10 cm),
empezaron a germinar (alrededor del 90%), al cabo de los dos meses de cultivo, cuando
se utilizé el medio MS sin carbén activado y se mantuvieron en total oscuridad.

Después de este periodo, los brotes generados y transferidos a la luz, alcanzaron un
tamano aproximado de 1 cm después de los siguientes dos meses y a pesar de que se ob-
servé una ligera segregacién de fenoles hacia el medio de cultivo (figura 3). Las semi-
llas cultivadas igualmente en la oscuridad, pero en medio con carbén activado, no ger-

minaron (figura 4).
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Figura 3

Brotes obtenidos de la germinacién in vitro de semillas de V. planifolia después
de 2 meses de cultivo en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) semisélido
en total oscuridad y 2 meses posteriores expuestos a fotoperiodo (intensidad

luminica 36 wmol m-2s-1) y temperatura 26 °C.

Figura 4

Semillas de V. planifolia no germinadas después de 2 meses de cultivo
en la oscuridad en medio MS con carbén activado.

Comparacién de la propagacién en medio semisélido
y en biorreactores de inmersién temporal

En las figuras 5a y b, se puede apreciar el desarrollo de los brotes a los 30 dias de cultivo,
bajo ambos métodos de propagacién.
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Figura 5

Propagacién in vitro de explantes de Vanilla planifolia
después de 30 dias de cultivo:

a) propagacién en medio semisélido, b) propagacién en el biorreactor tipo BIT®.

W

En el medio de cultivo semisélido, los explantes alcanzaron una altura maxima de
2.10 cm, con un crecimiento promedio de 1.11 cm. En el caso de la propagacién en bio-
rreactores, se observé que la elongacién méaxima alcanzada ascendi6 a 4.10 cm, dupli-
cando la obtenida en medios semisélidos y lo que resulté significativamente mayor, con
un crecimiento promedio de 1.66 cm.

A los 30 dias de cultivo, el mayor niimero de brotes formados con la propagacién
en medio semisélido fue de 8, con una media general de 2.04 por explante y el 15%, no
generd brotes y la CFB fue de 1.73; con el método de inmersién temporal, el mayor na-
mero de brotes formados fue de 5 con un promedio general de 2.23 y el 23 %, no gene-
16 brotes, y la CFB fue 2.03, lo que representé 0.30 unidades mas que con la propaga-
cién en medio semisélido. No se encontraron diferencias significativas (p< 0.05) entre
estos parametros para los dos métodos evaluados (figura 6b y c).
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Figura 6

Efecto del método de propagacién en la altura (a), formacién de brotes (b) y

Capacidad Formadora de Brotes (CFB) (c) después de 30 dias de cultivo.

2.0

ilﬁl 25 ilmi“ _l_

in

L

z
No. de brotes

Altura (cm)

b
in

Medio is 6 li ion Temporal Medio semisolido Inmersién Temporal

Método de propagacion a Método de propagacitn b

a
25 173 2.03%

o] m

Medio semisdlido Inmersién Temporal
Método de propagacion '

La instalacién de un sistema de biorreactores de inmersién temporal tipo BIT® (fi-
gura 7a y b) en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la UNICAES, igualmente evi-
dencié altos incdices de multiplicacién de plantulas vigorosas desarrolladas al cabo de
tres meses de cultivo (figura 7c y d).

Figura 7

Implementacién de biorreactores de inmersién temporal
para la propagacién in vitro de V. planifolia en la UNICAES:
a) y b) implementacién, c) extraccién de las vitroplantas obtenidas en el
biorreactor, d) evaluacién de la calidad de las plantas.
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Discusién
Realizar estudios exploratorios y de prospeccién, favorece el desarrollo de estrategias de
colecta y la adquisicién de material biolégico perteneciente a un ecosistema con caracte-
risticas especificas (Prina y Alfonso, 2002). Estos analisis sobre bases cientificas contri-
buyen a la localizacién de territorios dénde pueden encontrarse especies de interés, aun
cuando no hayan sido anteriormente explorados.

Los estudios de prospeccién usando un niimero similar de capas de informacién am-
biental (WorldClim y altitud) ha sido empleado con éxito para determinar la distribucién
de otras especies de orquideas como Vanda bicolor (Deb et al., 2017). En el caso espe-
cifico de El Salvador y de acuerdo a datos de investigaciones anteriores (Soto-Arenas y
Dressler, 2010), existe informacién muy limitada sobre la distribucién del género Vani-
lla. Por lo tanto, estos resultados fueron de utilidad para identificar 4reas donde encon-
trar diferentes especies de vainilla en dicho pais y en Centroamérica.

El uso del cultivo de tejidos para el establecimiento de colecciones y bancos de ger-
moplasma a partir de la germinacién in vitro de semillas de vainilla, es una alternativa
subutilizada, dado que se conoce que es un proceso complejo e ineficiente, que no es re-
comendable debido a que la germinacién es erratica (Azofeifa-Bolafios et al., 2014),
sus semillas son muy pequefias, presentan un embrién indiferenciado, tienen tegumen-
tos muy duros (Pedroso-de-Moraes et al., 2012) y cerosos que contienen inhibidores de
germinacién (Bory et al., 2008).

En respuesta a esta problematica, diversos autores han ensayado distintas metodo-
logfas y en la mayoria de los reportes logrados, se han utilizado hibridos de esta especie.
Los méaximos valores de germinacién han sido variables: 33% (Knudson, 1950), 64%
(Lugo, 1955) y 85% (Menchaca et al., 2011); mediante modificaciones del medio de
cultivo, como la disminucién de la concentracién de nitrégeno o de iones (Lugo, 1955) o
afiadiendo reguladores como glutamina y el sulfato de adenina (Menchaca et al., 2011).

En algunos casos se ha recomendado realizar una escarificacién de las semillas utili-
zando altas concentraciones de 4cido sulftirico en tiempos cortos (Pedroso-de-Moraes et
al., 2012) o simplemente, incubar a 32 °C en total oscuridad (Knudson, 1950). Expe-
rimentos realizados con semillas de capsulas maduras con coloracién en tonos café y cul-
tivadas in vitro bajo las mismas condiciones que resultaron favorables en este estudio, no
garantizaron la germinacién y, por el contrario, s6lo mostraron el hinchamiento y oxida-
ci6n de las semillas, lo que demuestra que el estado fisiolégico respecto al grado de ma-
durez de las capsulas y por consiguiente de las semillas, es determinante (resultados no
publicados), sin embargo, a pesar de las complejidades para germinar semillas de vai-
nilla in vitro, esta opcién continida siendo un desafio por su utilidad, ya que las semillas
constituyen una fuente biolégica ilimitada para la obtencién de nuevas plantas y una al-
ternativa adicional para la propagacién masiva en condiciones aséptica debido a su gran
abundancia por capsula.

En el presente trabajo, la metodologia de germinacién in vitro se basé en el uso de
semillas inmaduras de V. planifolia provenientes de frutos con un tamafio maximo de 10
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cm. A diferencia de otros reportes (Menchaca et al., 2011), no se utilizaron semillas de
capsulas de un hibrido, asi como tampoco la adicién de hormonas al medio de induc-
cién. El cultivo en la oscuridad durante los primeros dos meses contribuyé a evitar el fe-
némeno de fotoxidacién.

En la actualidad, los avances de los trabajos de investigacién enfocados al sector agro-
industrial, contribuyen al desarrollo de nuevas tecnologias que reducen los costos de pro-
duccién, el tiempo de manipulacién, aumentan la tasa de multiplicacién y mejoran la ca-
lidad de las plantulas obtenidas (Caamal-Velazquez y Bello-Bello, 2014). La ventaja de
implementar la micropropagacién es que permite generar a corto plazo grandes voltime-
nes de plantas y en buen estado fitosanitario (Divakaran y Babu, 2009).

En este trabajo, los dos métodos de propagacién in vitro aplicados produjeron plan-
tulas vigorosas y aunque el sistema de inmersién temporal logré una elongacién significa-
tivamente mayor de los explantes, no se encontraron diferencias estadisticas entre el ni-
mero de brotes obtenidos y la CFB en comparacién con el cultivo en medio semisélido.

Estos resultados corroboran por una parte, que los sistemas de inmersién temporal
propician un crecimiento mas rapido en el mismo tiempo de cultivo y a su vez demues-
tran que ambas alternativas biotecnolégicas son de utilidad y pueden estar influenciadas
por las condiciones propias de cada laboratorio, lo que explicaria las diferencias con lo
obtenido y reportado por otros autores (Ramirez-Mosqueda e Iglesias-Andreu, 2016)
utilizando las mismas metodologias de propagacién en vainilla.

Conclusiones

Los estudios cientificos de prospeccién apoyaron la identificacién de areas potenciales
de localizacién de la especie Vanilla planifolia en El Salvador, asi como el trazado de
una ruta adecuada para la colecta del material utilizado en los estudios de germinacién
y propagacién in vitro de germoplasma de vainilla.

Se corroboré la utilidad de emplear semillas inmaduras extraidas de capsulas con ta-
manos de 9 a 10 cm para lograr alrededor de un 90% de germinacién in vitro con la es-
pecie Vanilla planifolia. Se obtuvieron brotes al cabo de dos meses de cultivo en total os-
curidad, utilizando un medio MS sin reguladores de crecimiento.

A pesar de no detectarse diferencias significativas entre la propagacién en medio se-
misélido o en biorreactores de inmersién temporal respecto al niimero de brotes y la CFB,
la inmersién temporal produjo un crecimiento significativamente mayor. No obstante, de
manera general, los resultados obtenidos demuestran la utilidad de ambas alternativas
para la multiplicacién in vitro en dicha especie.
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