
Avances en Investigación Agropecuaria • 69 
Flores et al. Aia. 2017. 21(2): 69-83

Issn 0188789-0

Germinación in vitro de semillas de Vanilla 
planifolia Jacks y comparación de métodos 

de micropropagación

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

Oscar Flores Castaños,1 Juan Francisco Cuéllar Zometa,2 

María Elena Montes de Godoy,2 Martín Roberto Gámez Pastrana,1 
María Teresa González Arnao,3* Marina Guevara Valencia3 

y Noé Aguilar Rivera1

1 Universidad Veracruzana (UV), Campus Córdoba-Orizaba 
Facultad de Ciencias Biológicas y Agropecuarias

Peñuela, Amatlán SN, Centro 
Amatlán de los Reyes, Veracruz (México) (C. P. 94945). 

Teléfono: 01 2717166129
2 Universidad Católica de El Salvador (UNICAES)

By pass a Metapán y Carretera Antigua a San Salvador
Santa Ana, El Salvador. 
Teléfono: 5032484060

3 Universidad Veracruzana (UV), Campus Córdoba-Orizaba
Facultad de Ciencias Químicas

Prolongación de Avenida Oriente 6 1009, Rafael Alvarado 
Orizaba, Veracruz (México) (C. P. 94340). 

Teléfono: 01 2727240120
*Correspondencia: mtgarnao1@hotmail.com

Resumen
En este trabajo se evaluó el cultivo in vitro con 
la especie Vanilla planifolia, a través de la ger-
minación de semillas de cápsulas colectadas en 
áreas identificadas en El Salvador. Se com-
pararon dos métodos de micropropagación, el 
convencional por cultivo en medio semisólido 
y en medio líquido usando biorreactores de in-
mersión temporal. Por análisis de prospección 
se seleccionó una localidad al occidente del país 
donde se colectaron cápsulas de tres tamaños: 4 
cm, 9 a 10 y de 15 a 18 cm. La germinación in 
vitro de semillas se indujo en medio semisólido 
Murashige y Skoog (MS) con la adición o no 

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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Introducción

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

aromatizante (Dignum et 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 más cultivadas son V. plani-
folia y V. pompona, que además se encuentran emparentadas (Azofeifa-Bolaños et al., 
2014; Soto-Arenas y Dressler, 2010).

Las áreas con mayor prioridad de protección son aquellas con altas concentraciones 
de especies que mantienen la estructura y funcionalidad de los ecosistemas. La identifi-
cación y localización de estas áreas se realiza mediante estudios de prospección, utilizan-
do como antecedentes fundamentales los indicadores del grado de polimorfismo, distri-
bución geográfica de las especies, configuración de los paisajes, entre otros parámetros 
(Squeo y Arroyo, 2001). Por lo tanto, la identificación y localización de estas áreas po-
tenciales contribuye al desarrollo del conocimiento biológico de las especies, a la conser-

de carbón activado y el cultivo en condiciones 
de fotoperiodo o en total oscuridad. Los bro-
tes obtenidos se propagaron después de cinco 
subcultivos en medio semisólido MS modifica-
do con la adición de hormonas y en biorreac-
tores de inmersión temporal tipo BIT®. Con 
ambos métodos, se evaluó la altura alcanzada, 
el número de brotes formados y la capacidad 
formadora de brotes (CFB) a los 30 días de 
cultivo. Los resultados demostraron que el 90 
% de las semillas inmaduras de cápsulas de 9 
a 10 cm germinaron in vitro a los dos meses de 
cultivo en oscuridad. No se encontraron diferen-
cias significativas entre el número de brotes y la 
CFB para ambos métodos de propagación, aun-
que la inmersión temporal, propició un mayor 
crecimiento en el mismo tiempo de cultivo. No 
obstante, los resultados obtenidos corroboraron 
la utilidad de ambas alternativas biotecnológicas 
para la multiplicación in vitro de vainilla.

Palabras clave
Prospección, colecta, cápsulas, medio semisó-
lido, inmersión 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.
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vación de la biodiversidad y representan una alternativa importante de apoyo para el res-
cate y preservación de un patrimonio natural en términos ecosistémicos (Azofeifa-Bola-
ños et al., 2014).

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

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

La micropropagación es el proceso de multiplicación asexual de plantas utilizando 
las técnicas de cultivo de tejidos in vitro. Esta es una de las aplicaciones más extendidas 
entre todas las técnicas que componen la llamada biotecnología vegetal; ello se debe a su 
enorme productividad, al compararse con las técnicas tradicionales de propagación (De-
bergh y Read, 1991). Entre las ventajas que ofrece este proceso destacan: el manteni-
miento de las características genotípicas del material inicial, el uso de ambientes contro-
lados en condiciones asépticas y el número 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-
pagación puede estar influenciada por la composición y tipo de medio de cultivo utili-
zado (George et al., 2008). Generalmente, se emplean medios semisólidos o medios lí-
quidos. El medio semisólido presenta la desventaja de tener una baja tasa de multiplica-
ción en algunas especies y que se requiera lavar el agente gelificante utilizado (Agar, fi-
tagel, entre otros) de las raíces, antes de trasladar las plántulas al sustrato para su culti-
vo ex vitro  (Evans et al., 1984). 

Por su parte, el medio líquido ―aunque propicia mayores tasas de crecimiento― 
debido a que facilita la adsorción de nutrientes por el aumento de la superficie de con-
tacto del explante con el medio, presenta la desventaja de que la inmersión continua de 
los tejidos provoca síntomas de estrés por oxidación y vitrificación (Hvoslef-Eide et al., 
2005). Los problemas que presentan los medios líquidos pueden ser superados con el 
uso de métodos alternativos, como los biorreactores de inmersión temporal; los cuales se 
basan en sólo la inmersión periódica de los explantes en el medio de cultivo, permitien-
do el intercambio gaseoso dentro del recipiente que los contiene (Damiano et al., 2003). 

La implementación de estos sistemas automatizados para la propagación de plantas 
en condiciones in vitro, y específicamente en el caso de la Vanilla planifolia, ha demos-
trado que el sistema de Biorreactores de Inmersión Temporal tipo BIT® favorece la ge-
neración de plantas vigorosas y sin anomalías morfológicas, además de representar una 
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alternativa económica para la micropropagación comercial que puede aplicarse a otras 
especies (Ramírez-Mosqueda e Iglesias-Andreu, 2016).

El cultivo in vitro de la vainilla, generalmente, se inicia con la introducción y esta-
blecimiento de las yemas axilares después de un proceso riguroso de desinfección de los 
explantes. Aunque pudiera pensarse que inducir la geminación in vitro de sus semillas 
sería una práctica muy conveniente, este proceso no se realiza porque ―a diferencia de 
muchas otras orquídeas― sus semillas no germinan.

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

Materiales y métodos

Parámetros utilizados para la realización de estudios de prospección

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 Información en Biodiversidad (GBIF) con mayor énfasis en la localización 
de áreas en el territorio salvadoreño. Para cada sitio se verificó la ubicación, empleando 
la base de datos de GEOnet Names Server (GNS). La identidad taxonómica se co-
rroboró utilizando la lista de cotejo para la familia Orchidaceae (Govaerts et al., 2015).

Los datos georreferenciados por especie, junto con 19 capas de información biocli-
mática de WORLDCLIM versión 1.4 (Hijmans et al., 2008) a una resolución de 30 
segundos de arco y modelos digitales de elevación para el área (Jarvis et al., 2008), fue-
ron empleados para la generación de mapas de distribución potencial por especie. Las 
variables bioclimáticas se derivaron de valores mensuales de temperatura y precipitación, 
que representan tendenciales anuales, estacionales y factores extremos ambientales. Los 
datos utilizados correspondieron a colectas de material biológico dentro de un amplio 
rango temporal, desde 1960 hasta el año 2015, realizadas desde el norte de México has-
ta el norte de Sudamérica. 

Los modelos de distribución potencial se realizaron usando el programa MaxEnt 
versión 3.3.3k (Elith et al., 2011) y los parámetros: porcentaje de prueba aleatoria de 
20%, dos réplicas y, como regla de umbral, el percentil 10 de los datos de presencia de 
entrenamiento. Los mapas generados por MaxEnt se reclasificaron para generar mapas 
binarios de ausencia-presencia, con una línea 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 
idóneos para la presencia de Vanilla dentro del territorio salvadoreño y se sumaron para 
generar un mapa único que mostrara espacialmente la factibilidad de encontrar de una a 
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tres especies. Para la obtención de límites departamentales se utilizó la base de datos de 
áreas administrativas globales, versión 2.8.

Colecta e introducción in vitro semillas 

Se realizó la colecta de cápsulas en el mes de junio antes del mediodía, en temporada 
de lluvias en la finca Matala, Ahuachapán en el municipio de la Concepción de Ataco 
(El Salvador). Se seleccionaron tres cápsulas de tres tamaños (4 cm, 9 a 10 cm y de 15 
a 18 cm) con un grosor de 0.5 a 1 cm y todas de coloración verde intenso, a pesar de 
las diferencias en las dimensiones. El material colectado se transfirió al Laboratorio de 
Cultivo de Tejido de la Universidad Católica de El Salvador (UNICAES) para iniciar 
los trabajos de germinación in vitro.

Desinfección de las cápsulas y cultivo in vitro de semillas

Se realizó la desinfección superficial manteniendo las cápsulas sumergidas en una solución 
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 ósmosis inversa durante tres 
minutos y el material lavado se introdujo en una cámara de flujo laminar. Posteriormente, 
las cápsulas se sumergieron en etanol al 95% y se colocaron sobre una lámina de papel 
aluminio donde se flamearon hasta la combustión total del etanol.

Terminado el proceso de desinfección en condiciones asépticas, se procedió a reali-
zar la disección de las cápsulas con ayuda de un bisturí, efectuando cortes primeramen-
te en los extremos y luego un solo corte longitudinal a la mitad de la cápsula. Las semi-
llas con un tamaño máximo de 0.5 mm y de color blanco arenoso se extrajeron y disper-
saron sobre el medio de cultivo semisólido MS (Murashige y Skoog, 1962) con la adi-
ción (2.5 g L-1), o no, de carbón activado, ajustado a un pH de 5.8 y previamente este-
rilizado a 122ºC a una presión de 1.75 kg cm2 por 15 minutos. 

Para inducir la germinación 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 lumínica de 36 µmol m-2s-1 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 iluminación estándar utili-
zado en el cultivo in vitro. 

A los cuatro meses de iniciados los experimentos de germinación, los brotes que se 
desarrollaron fueron propagados en un medio MS semisólido modificado por la adición 
de 2 mg L-1de 6-N-Bencilaminopurina (BAP), 1 mg L-1 de Ácido Indol-3-Butírico 
(IBA) y 3 g L-1 de fitagel (SIGMA).

Propagación in vitro

Medio semisólido
La propagación en medio semisólido se realizó utilizando plántulas de la especie V. plani-
folia donadas por la UNICAES al Laboratorio de Biotecnología y Criobiología Vegetal 
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de la Universidad Veracruzana, las cuales se obtuvieron por germinación in vitro de se-
millas de los frutos colectados en El Salvador. Después de 30 días del último subcultivo 
(cinco subcultivos) en el medio de propagación, anteriormente descrito, el material se 
homogenizó mediante el corte a una altura inicial de 2 cm y los explantes se transfirieron 
nuevamente al medio de cultivo semisólido y se mantuvieron bajo las mismas condiciones 
de fotoperiodo y temperatura.

Biorreactores de inmersión temporal tipo BIT®

Para la propagación mediante el método de inmersión temporal, se empleó el modelo 
tipo BIT® utilizando igualmente explantes con un tamaño inicial de 2 cm y provenientes 
de la propagación en medio semisólido, como se describió anteriormente. Se instaló un 
módulo de cinco biorreactores consistente, cada uno, de dos recipientes de capacidad de 
1 litro interconectados por tubos de silicona. Un frasco se utilizó para mantener el medio 
de cultivo líquido, empleando 230 mL, y otro, para contener los explantes. Los biorreac-
tores se esterilizaron primeramente vacíos en autoclave a la misma presión descrita, pero 
aumentando el tiempo de esterilización a 20 minutos. 

Posteriormente, se armaron en campana de flujo laminar y se colocaron 13 vitroplán-
tulas por cada sistema, así como el volumen de medio de cultivo, previamente indicado 
en los respectivos frascos. El periodo de inmersión de las plántulas en el medio líquido y 
la frecuencia se reguló a 1 minuto de inmersión cada 4 horas, mediante el uso de cronó-
metros programados y conectados a válvulas solenoides que controlan el paso del aire y 
regulan el traslado del medio líquido de un recipiente a otro. Todo esto, producto de la 
presión de aire interna en el rango de 60-100 Bar generada con ayuda de un compresor.

Evaluación del crecimiento y formación de nuevos brotes

Se realizó la evaluación del desarrollo de los explantes sometidos a ambos métodos de 
propagación a los 30 días de cultivados. Se midió la altura de las plántulas en crecimiento 
y se contabilizó el número de brotes obtenidos. Adicionalmente, se calculó la capacidad de 
formación de brotes (CFB), acorde a la formulación establecida por Pulido et al. (1992).

Análisis estadístico

Los experimentos de germinación in vitro a pesar de que contemplaron la comparación 
de tres tamaños de cápsulas, la adición o no de carbón activado al medio nutritivo y dos 
condiciones de cultivo (luz y oscuridad), no se procesó estadísticamente debido a la impo-
sibilidad de cuantificar el número de semillas por cápsula. La evaluación de este proceso 
únicamente se realizó observando la ocurrencia de germinación o no. Los ensayos de los 
dos métodos de propagación (medio semisólido y BIT) se llevaron a cabo por duplicado 
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con una n: 13 y los parámetros evaluados fueron altura, formación de nuevos brotes y CFB. 
Se aplicó un análisis de varianza y las medias se compararon según la prueba de Tukey 
(p≤0.05) utilizando el programa estadístico MINITAB® Versión 17.1.0 (Lesik, 2009).

Resultados

Estudios de prospección

Los estudios de prospección realizados permitieron identificar áreas 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 salvadoreño 
fueron V. odorata, V. planifolia y V. pompona. 

El mapa resultante mostró la localización de zonas geográficas con base en una es-
cala de grises, la cual se representó gráficamente en la figura 1 con formas geométricas: 
sitios donde encontrar una sola especie, se indicaron con el rectángulo; dos especies, con 
el óvalo; y hasta tres especies, con el triángulo. 

A partir de este análisis se asumió que las dos áreas señaladas con triángulos y loca-
lizadas en la zona occidental o centro-oriente del Territorio de El Salvador, deberían ser 
las más apropiadas para realizar colecta. Estratégicamente, se seleccionó por cercanía y 
facilidades de acceso desde Santa Ana, el departamento de Ahuachapán, región ubicada 
en el Municipio de la Concepción de Ataco y se trazó una ruta factible para llegar al área 
localizada en las siguientes coordenadas: 13°49’06.10”N y 89°54º26.00”O (figura 2). 

Figura 1

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

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

(El Salvador).

Estudios de germinación de semillas in vitro

La evaluación realizada —a los cuatro meses de cultivo in vitro de las semillas de vaini-
lla— demostró que las que provenían de cápsulas con tamaños de 4 y de 15 a 18 cm, no 
germinaron bajo ninguna de las condiciones estudiadas de medio de cultivo (con o sin 
carbón activado) y expuestas, o no, al fotoperiodo. 

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

Después de este periodo, los brotes generados y transferidos a la luz, alcanzaron un 
tamaño aproximado de 1 cm después de los siguientes dos meses y a pesar de que se ob-
servó una ligera segregación de fenoles hacia el medio de cultivo (figura 3). Las semi-
llas cultivadas igualmente en la oscuridad, pero en medio con carbón activado, no ger-
minaron (figura 4).
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Figura 3

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

lumínica 36 µmol 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 carbón activado.

Comparación de la propagación en medio semisólido 
y en biorreactores de inmersión temporal

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



78 • Avances en Investigación Agropecuaria

Germinación in vitro de semillas de Vanilla planifolia Jacks y comparación de métodos de micropropagación

Flores et al. Aia. 2017. 21(2): 69-83 
Issn 0188789-0

Figura 5

Propagación in vitro de explantes de Vanilla planifolia 
después de 30 días de cultivo:

a) propagación en medio semisólido, b) propagación en el biorreactor tipo BIT®.

  
 

b a 

En el medio de cultivo semisólido, los explantes alcanzaron una altura máxima de 
2.10 cm, con un crecimiento promedio de 1.11 cm. En el caso de la propagación en bio-
rreactores, se observó que la elongación máxima alcanzada ascendió a 4.10 cm, dupli-
cando la obtenida en medios semisólidos y lo que resultó significativamente mayor, con 
un crecimiento promedio de 1.66 cm. 

A los 30 días de cultivo, el mayor número de brotes formados con la propagación 
en medio semisólido fue de 8, con una media general de 2.04 por explante y el 15%, no 
generó brotes y la CFB fue de 1.73; con el método de inmersión temporal, el mayor nú-
mero de brotes formados fue de 5 con un promedio general de 2.23 y el 23 %, no gene-
ró brotes, y la CFB fue 2.03, lo que representó 0.30 unidades más que con la propaga-
ción en medio semisólido. No se encontraron diferencias significativas (p≤ 0.05) entre 
estos parámetros para los dos métodos evaluados (figura 6b y c). 
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Figura 6

Efecto del método de propagación en la altura (a), formación de brotes (b) y 
Capacidad Formadora de Brotes (CFB) (c) después de 30 días de cultivo.

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

Figura 7

Implementación de biorreactores de inmersión temporal 
para la propagación in vitro de V. planifolia en la UNICAES:  

a) y b) implementación, c) extracción de las vitroplantas obtenidas en el 
biorreactor, d) evaluación de la calidad de las plantas.
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Discusión
Realizar estudios exploratorios y de prospección, favorece el desarrollo de estrategias de 
colecta y la adquisición de material biológico perteneciente a un ecosistema con caracte-
rísticas específicas (Prina y Alfonso, 2002). Estos análisis sobre bases científicas contri-
buyen a la localización de territorios dónde pueden encontrarse especies de interés, aun 
cuando no hayan sido anteriormente explorados. 

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

El uso del cultivo de tejidos para el establecimiento de colecciones y bancos de ger-
moplasma a partir de la germinación 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 germinación es errática (Azofeifa-Bolaños et al., 2014), 
sus semillas son muy pequeñas, presentan un embrión indiferenciado, tienen tegumen-
tos muy duros (Pedroso-de-Moraes et al., 2012) y cerosos que contienen inhibidores de 
germinación (Bory et al., 2008). 

En respuesta a esta problemática, diversos autores han ensayado distintas metodo-
logías y en la mayoría de los reportes logrados, se han utilizado híbridos de esta especie. 
Los máximos valores de germinación han sido variables: 33% (Knudson, 1950), 64% 
(Lugo, 1955) y 85% (Menchaca et al., 2011); mediante modificaciones del medio de 
cultivo, como la disminución de la concentración de nitrógeno o de iones (Lugo, 1955) o 
añadiendo reguladores como glutamina y el sulfato de adenina (Menchaca et al., 2011). 

En algunos casos se ha recomendado realizar una escarificación de las semillas utili-
zando altas concentraciones de ácido sulfúrico 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 cápsulas maduras con coloración en tonos café y cul-
tivadas in vitro bajo las mismas condiciones que resultaron favorables en este estudio, no 
garantizaron la germinación y, por el contrario, sólo mostraron el hinchamiento y oxida-
ción de las semillas, lo que demuestra que el estado fisiológico respecto al grado de ma-
durez de las cápsulas 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 opción continúa siendo un desafío por su utilidad, ya que las semillas 
constituyen una fuente biológica ilimitada para la obtención de nuevas plantas y una al-
ternativa adicional para la propagación masiva en condiciones aséptica debido a su gran 
abundancia por cápsula. 

En el presente trabajo, la metodología de germinación in vitro se basó en el uso de 
semillas inmaduras de V. planifolia provenientes de frutos con un tamaño máximo de 10 
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cm. A diferencia de otros reportes (Menchaca et al., 2011), no se utilizaron semillas de 
cápsulas de un híbrido, así como tampoco la adición de hormonas al medio de induc-
ción. El cultivo en la oscuridad durante los primeros dos meses contribuyó a evitar el fe-
nómeno de fotoxidación. 

En la actualidad, los avances de los trabajos de investigación enfocados al sector agro-
industrial, contribuyen al desarrollo de nuevas tecnologías que reducen los costos de pro-
ducción, el tiempo de manipulación, aumentan la tasa de multiplicación y mejoran la ca-
lidad de las plántulas obtenidas (Caamal-Velázquez y Bello-Bello, 2014). La ventaja de 
implementar la micropropagación es que permite generar a corto plazo grandes volúme-
nes de plantas y en buen estado fitosanitario (Divakaran y Babu, 2009).

En este trabajo, los dos métodos de propagación in vitro aplicados produjeron plán-
tulas vigorosas y aunque el sistema de inmersión temporal logró una elongación significa-
tivamente mayor de los explantes, no se encontraron diferencias estadísticas entre el nú-
mero de brotes obtenidos y la CFB en comparación con el cultivo en medio semisólido. 

Estos resultados corroboran por una parte, que los sistemas de inmersión temporal 
propician un crecimiento más rápido en el mismo tiempo de cultivo y a su vez demues-
tran que ambas alternativas biotecnológicas son de utilidad y pueden estar influenciadas 
por las condiciones propias de cada laboratorio, lo que explicaría las diferencias con lo 
obtenido y reportado por otros autores (Ramírez-Mosqueda e Iglesias-Andreu, 2016) 
utilizando las mismas metodologías de propagación en vainilla.

Conclusiones
Los estudios científicos de prospección apoyaron la identificación de áreas potenciales 
de localización de la especie Vanilla planifolia en El Salvador, así como el trazado de 
una ruta adecuada para la colecta del material utilizado en los estudios de germinación 
y propagación in vitro de germoplasma de vainilla.

Se corroboró la utilidad de emplear semillas inmaduras extraídas de cápsulas con ta-
maños de 9 a 10 cm para lograr alrededor de un 90% de germinación 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 propagación en medio se-
misólido o en biorreactores de inmersión temporal respecto al número de brotes y la CFB, 
la inmersión temporal produjo un crecimiento significativamente mayor. No obstante, de 
manera general, los resultados obtenidos demuestran la utilidad de ambas alternativas 
para la multiplicación in vitro en dicha especie.
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