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1. INTRODUCCION

Vanilla planifolia A. es una orquidea de cuyo fruto se obtiene

la vainilla. esencia muy popular por su sabor y aroma en las

industrias alimenticias y farmac@uticas.

Esta planta, originaria del trdpico de México, fue llevada a
Europa por los espafioles, donde se popularizd ampliamente hasta
llegar a ser una de las especies americanas mls solicitadas en

el mundo occidental.

Durante siglos, fue M&xico uno de los principales productores
de vainilla Sin embargo, por miltiples razones, tanto tEcnicas
como socioecondmicas, la produccidn comenzd a decaer hacia fi-
nes de los afios cincuenta. En 1958 el drea cultivada con vai~
nilla en ‘el pais fue de 8,801 hectdreas y la produccidn de 278
toneladas con valor de 18,883,000.00 pesos, En 1967 la superfi
cie cultivada disminuyd a 2,800 hectdreas, obteniéndose una
produccidn de 100 toneladas con un valor de 10,000,000,00 pe-
sos (Ramireg, 1978)., En la actualidad el cultivo de la vaini-
lla se restringe a unas cuantas parcelas familiares en las zo-
nas tropicales de algunos Estados, principalemente en la zona
de Papantla, Veracruz, cuya produccidn ne alcanza a cubrir

la demanda nacional, ya que incluso en 1975 hubo que importar

vainilla (Sdnchez, 1980).

,
Hasta entonces no se habia considerado necesario dar impulso

intitucional y tecnificar la produccién de vainilla, Sin em-
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bargo, dado que el vainillin, sint&tico sustituce del produc-
to natural, tiene efectos cancerigenos, se ha dejado su uso que
por afiocs reemplazd a la vainilla, incrementindose la demanda
nundial de &sta. Debido a ésto, y a la fama que tiene la cali-
dad de la vainilla mexicana, se ha considerado la necesidad de
tecnificar su cultivo.

Une de los principales problemas que se tiene en el cultivo de
la vainilla, es el de la propagacidén de la planta, ya que &sta
se reproduce vegetativamente a razdén de tresg plantas por una
al afie, lo cual tiene los inconvenientes de utilizar mucho ma-
terial vegetativo, baja produccidn y que la planta tarda mucho

tiempo, tres afnos, en producir,

Es asi, que, con el fin de ayudar a solucionar este problema Yy
considerando los avances y resultados obtenidos mediante el
uso de la técnica de propagacidn asexual in vitro de especies
de plantas alimenticias, amelicrantes, forestales, frutales,
forrajeras, horticolas, especias, suculentas, vivaces y orna-
mentales, especialmente orquideas (Murashige, 1977), que se
pretende bﬁscar la metodologia que nos permita propagar clo-

nalmente in vitro plantas de vainilla.

El objetivo del presente trabajo es desarrollar la metodolo~

gia de propagacidn in vitro de la wvainilla.




2. REVISION BIBLIOGRAFIA

2.1, Taxonomia y descripcidn botdnica de la vainilla

La vainilla es una monocotileddnea de la familia Orchidaceae,
perteneciente al género Vanilla, el cual cuenta con mids de 100
especies de plantas herbdceas, terrestres, epifitas o enredade-
ras que crecen en los bosques tropicales de ambos hemisferios
(Purseglove, 1979).

La conocida fragancia denominada vainilla se puede obtener del

fruto de tres especies: Vanilla planifolia Andrews (Syn.

V. fragrans Salisb.), V. pompona Schiede y V. tahitensis Moore,
de las cuales la mds importante y de mejor producto es

V. planifolia A.(Purseglove, 1979)

V. planifolia A, es una planta herbdcea, perenne y trepadora
que llega a alcanzar alturas hasta de 10-15 m. El tallo es lar
go, cilindrico, monopddico o ramificado, suculento v flexible,
de 1-2 cm de didmetro, de color verde oscuro y con internudos
de 5~15 cm de longitud. Las hojas son alternas, largas y carno-
sas, oblongo-elipticas a lanceoladas, de 8-25 cm por 2-8 cm,
hemipecioladas y paralelinerves, Presenta raices adventicias
aéreas formadas a nivel de los nudos y que sirven a la planta
para sostenerse sobre el "tutor" o Arbol sostén. Las flores se
presentan en niimero de 20-30 en inflorescencias racimosas sim=-

ples de 5-8 cm de longitud, Generalmente se abre de una a tres

flores a la vez y permanecen abiertas sdlo un dia., El fruto es



una cdpsula conocida comercialmente como vaina de 10-25 cm de
longitud y de 8-15 mm en didmetro. Contiene miles de semillas
negras de aproximadamente 0.4 mm de didmetro, las cuales son 1li
beradas por dehiscencia longitudinal (Ramirez,1968; Purseglove,

1979; Sinchez, 1980).

2.2 Antecedentes hist8ricos e importancia econdmica.

La vainilla es originaria del sureste de México, Guatemala y
otras regiones de Centroamé@rica y las Antillas (Purseglove,1979).
Desde &pocas precortesianas era recogida por los aborigenes de
Michoacdn, los moradores de la cuna de la Malintzin y los toto-
nacas de la hoy regidn de Papantla (Ramirez, 1968)., Los aztecas
la utilizaban para darle sabor a la cocoa y como moneda., Los
espanoles gustaron de su sabor y pronto se dieron cuenta de sus
posibilidades comerciales, por lo que no tardaron en introducir
la en Europa en donde tuvo gran demanda. Como resultado de esta
demanda, MExico aumentd su produccidn mediante la separacidn de
las plantas y su tramsplantea terrenos que reunian condiciones

ambientales propicias (Ramirez, 1968).

A principios del siglo XIX se introdujo la vainilla en algunas
de las colonias europeas en Oriente, fundamentalmente las is-
las francesas de Java y Madagascar. A pesar de que la planta
se adaptd bien en las zonas tropicales del Viejo Mundo,‘no pro
ducia frutos por falta de polinizadores naturales, La flor de

“



la vainilla presenta, como todas las orquideas, una estructura
membranosa llamada "rostelo', que separa al Grgano femenino
del masculino. La polinizacidn natural se lleva a cabo por
ciertos insectos, siendo este factor una de las barreras prin
cipales para la produccidn., No fue sino hasta que Edmond
Albius, un esclavo de la isla francesa de Reunidn, descubrid
un préctico método de polinizacidn en 1841, mismo que se uti-
liza actualmente, que fue posible la produccibn comercial de

la vainilla en el hemisferio oriental (Purseglove, 1979).

Hasta esa fecha era el Estado de Veracruz el {nico centro pro-
ductor de vainilla comercial en el mundo, pero ya en 1886 fue

aventajado por las nuevas regiones productoras del mundo.

MExico se conservd dentro de los principales productores de
vainilia hasta 1959, ocupando el tercer lugar después de Mada
gascar y Tahiti, Sin embargo, a partir de la década de los
sesenta, la produccidn en el pais comenzd a decaer enormemen-
te, llegando incluso en el afo de 1975 a importar cerca de 32
toneladas del producto, equivalentes al 49% del consumo nacig
nal (Sdnchez, 1980). A pesar de eso conserva ia reputacidn de
producir la vainilla de mejor calidad en el mundo (Purseglove

1980).

Actualmente la vainilla se destina a la obtencidn del extracto,
el cual se utiliza en la fabricacidén de licores, repesteria
alimentos procesados, refrescos, medicinas y perfumes (S@n-

chez 1980),



Estados Unidos, que es el principal consumidor de vainilla en
el mundo, consume alrededor de 1185 toneladas al afio, que repre

sentan un 707% de la produccién mundial (Sdnchez, 1980).

En México el consumo nacional es de alrededor de 45 toneladas,
siendo las principales demandantes las empresas Coca-Cola, Her-

dez y Mc. Cormick (Sdnchez, 1980).

2.3 Habitat y distribucidn geogrdfica en México.

La vainilla se desarrolla en un clima monzdnico mds o menos
tropical, con lluvias frecuentes pero no excesivas., La tempera
tura Sptima varia de 21-32°9C con un promedio de 27% y la pre-
cipitacidn es de 2000-2500 mm anuales con un periodo de tres

meses de sequia durante el afio (Purseglove, 1978),

En México, el @rea de cultivo se localiza en la regidn de Pa-
pantla, la cual se encuentra situada al noroeste del Estado de
Puebla y al noroeste del Estado de Veracruz {cuadros 1 y 2.
Aunque la regidn de Papantla es la mds importante en el pais,
la vainilla tambi&n se cultiva aisladamente en pequefios muni-
cipios de los Estados de Chiapas, Oaxaca, San Luis Potosi y

Tabasco (Sdnchez, 1980).

Durante los (Gltimos afos el drea ocupada por el cultivo ha i-
do decreciendo paulativamente y con ello el cultive ha ido per
diendo su importancia en la economia nacional., En 19d0 exisg=
tian 32 municipios productores en la regidn de Papantla, ocu=-

pando una superficie de 4,634 hectdreas. Actualmente son s8lo



1 Zona vainillera de Veracruz y Puebla

2.Zona cacaotera de Chiogpas —
Tabasco

3, Zona cacaotera de Chlapas.




ZONA VAINILLERA DEL EDO. DE
VERACRUZ LOCALIZADA EN LOS
MUNICIPIOS DE:

i PAPANTLA DE OLARTE
2: GUTIERREZ ZAMORA

3z TECOLUTLA

4: MARTINEZ DE LA TORRE
5: NAUTLA

6: ESPINAL

7: Z0ZOCOLCO DE HGO.

8: COXQUIHUI

9: COATZINTLA

10- POZA RICA DE HGO.

{1: CAZONES DE HERRERA
2. TIHUATLAN

Cuadro No. 2 ZONA VAINILLERA DEL ESTADO
DE VERACRUZ
(Tomado de Ramirez, 1968 )




8 los municipios los productores de mayor importamcia y ocupan
un drea de 1083 hectdreas, por tanto la reduccidn en la super-

ficie de cultivo es del orden del 75% (Sanchez, 1980).

2.4 MEtodos convencionales de propagaciBn

a) Por semilla

La forma de reproduccidn por semilla no es utilizada en el cul~-
tivo de la vainilla, dado que presents dificultades para su ger
winacidn, pero se han hecho varios intentos para obtener plan~-
tas que provengan de semilla, con fines de mejoramiento genéti

co {Ortiz, 1945).

En su forma silvestre la vainilla llega a reproducirse por se~
milla cuando la flor es fecunda de manera natural por abejas
del género Melapona, siendo la polinizacidn natural del oarden

del 1% (Purseglove, 1979).
b) Vegetativamente

La vainilla comercial se propaga siempre por medio de estacas,
sarmientos o esquejes que son fracciones del tallo de longitu
des variables, conteniendo de 6-8 nudos (Cuspinera 1947; Sin-
chez, 1980), El tamaio del esqueje se determina generalmente
de acuerdo a la longitud del material vegetativo disponible,
Esquejes cortos de 30 cm de longitud tardan 3~-4 afos dg flo-

rear y formar fruto, En algunas repiones se utilizan cuando es
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posible, corte de 2~3.5 de longitud, los que, colocando sus eXx-
tremos libres sobre soportes, tardan de 1 a 2 afios en florear

y formar fruto. (Purseglove, 1979). En ME&xico los esquejes o
bejucos se cortan de 50-80 cm de longitud con 4 a 7 nudos. Los
bejucos son sembrados al pie del tutor, de 2 a 3 en cada sopor-
te. Para eso se hace una zanja de 5 a 10 cm de profundidad tan
larga como la parte del bejuco que se va a enterrar. En cada
zurco se coloca un bejuco, procurando que 2 nudos queden ente-
rrados y el resto se doble dindole una direccidn hacia arriba

y se amarra al tutor para que se sostenga. El bejuco comienza

a enraizar a las dos semanas de plantado y a los 30 o 40 dias
comienza a retonar. La floracidn se realiza aproximadamente a

los dos afios {(Sdnchez, 1980).

2.5, Propagacidn in vitro de las orquideas
a) Generalidades

Las orquideas son plantas cuya reproduccidn es sumamente espe-
cifica, lo cual dificulta su propagacidén fuera de su medio am-
biente, Entée los principales problemas para su propagacidn se
encuentran: la dificultad de polinizacidn fuera del medio am-

biente natural; la imposibilidad de obtener material vegetati-
vo homogéneo; la dificultad de seleccionar y estabilizar los

caracteres a causa de lo tardado de su desarrollo antes de al-

canzar la madurez y reproducirse (Vacherot, 1977).
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De alli la necesidad de encontrar métodos que permitierdn la
propagacidn vegetativa para obtener gran cantidad de plantas
con caracteres genfticos miAs o menos estables, En 1922, Knudson
describid técnicas de cultivo para la germinacidén de semillas
de orquideas, procedimiento utilizado actualmente en horticultu
ra. Los embriones cuya germinacidn es tardada por estar en la-

tencia o que abortan al madurar, pueden separarse de la semilla

y germinar in vitro (Hartmann, 1975).

A partir de los estudios de Knudson, se generalizd la técnica y

asi tenemos estudios recientes sobre la germinacidn de semillas

v

de orquideas como Bletilla striata (Ichihashi, 1978);

Cattleya, Cymbidium, Phalaenopsis, Eulophidium (Rosa et al,1977

Paphiopedilum (Ernst et al, 1974); Zeuxine strateumatica

(Arekal et al 1978).

En 1969 Morel fue el primero en aplicar técnicas de reproduccidn

clonal en las orquideas, utilizando meristemos apicaies de Cymbidium
con el fin de obtener plantas libres de virus a partir

de plantas contaminadas {(Vacherot, 1977). Lo fundamental de su

trabajo consistid en descubrir en las orquideasbla facultad de

formar, en un medio aséptico y a partir de células meristemi-

ticas del dpice, una estructura que el denomind "Protocorm-like

body", similar al protocormo que representa el primer estadio

de desarrollo del embridn (Vacherot, 1977).

Si este "protocormo" es fraccionado, los fragwentos conservan

la facultad de generar nuevos protocormos que se diferenciardn



12
hasta formar una plédntula normal, a menos que sean nuevamente
fraccionados, Seccionando sistemiticamente a los nuevos proto-
cormos antes de que se diferencien, es posible obtener, a partir
de una fuente finica, un n{imero ilimitado de plantas (Vacherot,

1977).

A partir de esa fecha se iniciaron numerosos estudios de propa-
gacidn in vitro en diferentes especies de orquideas, lo que per-
mitido dar un fuerte impulso al cultivo comercial de las mismas
(En el cuadro 3 se muestran las especies que se han propagado

in vitro).

b) Indculos

Se denomina inSculoc a la pequefia porcidn de la planta utilizada
para iniciar un cultivo in vitro (Hartmann, 1975).
La parte mas utilizada como indculo para la multiplicacidn ve-
getativa de orquideas ha sido la yema apical o dpice vegetativo
del tallo. Algunos géneros propagados utilizando como indculo
el épice.vegetativo han sido Aranda (Chang y Hua, 1978); Cattleya
(Champagnat, 1977; Ichihashi, 1973; Rosa et al, 1977; Xusomo
to, 1979); Cymbidium (Champagnat, 1977 Wimber, 1963; Rosa et al
1977); Dendrobium (Intuwong y Sagawa, 1974); Eulophidium
(Rosa et al, 1977); Odontonia (Champagnat, 1977); Ophrys
(Intuwong y Sagawa, 1974; Champagnat, 1977; Rosa et‘al, 1977;

Vanda (Champagnat, 1977).



i3

Las yemas axilares también han sido utilizadas con resultados
exitosos, como en Aranda (Goh, 1973); Cattleya (Ichihashi, 1973)
Dendrobium (Mosich et al, 1975; Intuwonp v Sagawa, 1975 a, b);

Dendrophtoe (Ichihashi, 1973); Phalaenopsis (Stewart et al. 1976

En el caso de Epidendrum O”brienianum (Stewart et al, 1976);

Phalaenopsis (Sagawa, 1961) y Vanda (Sagawa y Sehgal, 1967) se
utilizaron segmentos de tallo con nudo y yema axilar, obtenién-
dose crecimiento en aproximadamente dos semanas y formacidn de
hoja y raiz en 6 a 20 semanas, estando listas las pladntulas para

transplantarse a tierra a las 30 semanas de cultivo,

Otras partes vegetativas de 1la planta., utilizadas para llevar a
cabo la propagacidn clonal, han sido las hojas, yemas florales
rizomas y raices., En Cattleya se utilizaron hojas embrionarias
para la -induccién de protocormos. En Aranda {Loh et al, 1975):

Dendrobium, Epidendrum y Laeliocattleya (Churchill et al, 1973)

se utilizaron dpices foliares para inducir la regeneracidn,
obteni&ndose pequefios callos y protocormos, Yemas florales de
la regidn basal de las inflorescencias, se han utilizado como

inSculo en Ascofinetia, Neostylis vy Vacostylis (Intuwong v Saga

wa, 1973); en Dendrophtoe, Phalaenopsis y Vanda (Rotor, 1949;

Singh y Sagawa, 1972; Arditti, 1978). Tambi&n se han intentado
utilizar &pices de rizoma, obteniéndose pldntulas de

Cymbidium goerinzii v C. pumilum (Ueda y Torikata, 1972).
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c) Medios de cultiwvo

c.l., Sales minerales

Martin (1977) menciona gue las orquideas se encuentran entre
las especies vegetales que pueden desarrollarse en medios de
cultivo muy simples, constituidos por soluciones minerales sen-
cillas como la de Knop o la de Knudson (En el cuadro 3 se enlis
tan los medios que han sido utilizados en propagacidn in vitro

en diferentes especies de orquideas).

Se puede observar que los medios mds utilizados son el de Knud-
son y el de Vacin vy Went. Sin embargo Rao (1979) muestra que en

trabajos realizados para propagar vemas de Cattleya, Miltonia,

Odontoglossum y Vanda, se obtuvieron mejores resultados utili-

zando el medio de Murashige y Skoog (1962) que el de Knudson,

En cuanto a micronutrientes, se considera que el manganeso, ho=
ro, zinc, cobre y molibdeno pueden o no estar presentes en los
medios de cultivo para desarrollo in vitro, aunque generalmen-
te se aﬁadeq de manera rutinaria (Hartwmann, 1975). La solﬁciéu
de microelementos mds utilizada es la de Heller (Martin, 1977)
que ha sido hasta el momento la que ha dado resultados mids sa-
tisfactorios. En el caso del fierro, éste es usualmente esen-
cial y puede ser proporcionado de diferentes formas: tartrato
de fierro (1 ml/ 1% solucidn concentrada); fierro inor%énico

(FeCl3'6H20,] mg/l o Fe504, 2.5 mg/l) o como fierro quelatado
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CUADRO 3. ESPECIES DE LA FAMILIA ORCHIDACEAE PROPAGADAS in vitro.

ESPECIE

MEDIO UTILIZADO

REFERENCIA

Aranda

Arundina bambusifolia

Ascofinetia

Cattleya

Cattleya

Cattleya skinnerii

Cymbidium

Vacin y Went

Vacin y Went
Knudson C
Raghavan y Torrey

Vacin y Went

Knudson C

Knudson III
Lindemann, Gunckel y
Davidson

Vacin y Went

Morel

Knudson €
Vacin y Went

Morel

Knudson C
Knudson III
White
Knudson C
Vacin y Went
Knudson

Tsuchiya

Loh et al, 1975; Teo y Teo,
1974

Mitra, 1971

Intuwong y Sagawa, 1873

Arditti,
1966 a,b,c; Choompagnat y
Morel, 1969; Farrar, 1963;
Hirsch, 1959; Knudson, 1951;
Morel, 1965

Morel, 1864
Lindemann et al, 1970

Skully, 1967

Knudson, 1951
Skully, 1967

Champagnat et al,i1966
Morel, 1964

Steward y Mapes, 1971
Thompson, 1971

Morel, 1965; Wilfret,1966
Wimber, 1963
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ESPECIE MEDIO UTILIZADO REFERENCIA
Dendrobium Marston Marston, 1966

Dendrobium nobili

Vacin y Went

Dendrobium Jackelyn Thomas

Dendrobium phalaenopsis

Vacin y Went

Vacin y Went

Dendrobium uniwai crystal

Epidendrum

Epidendrum Q brienianum

Laeliocattleya

Portia mayflower

Lycaste
Odontoglossum
Phalaenopsis

Vacin y Went

Murashige y Skoog

Knudson C

Heller

Knudson

'M' Medium
Murashige y Skoog
Ojima y Fujiwara
Heller

Knudson

"M Medium

Murashige y Skoog

‘Knudson C

Knudson C

Knudson C

Vacin y Went

Sagawa y Valmayor, 1966;
Sagawa y Valmayor, 1967

Singh y Sagawa, 1972

Kim et al, 1870

Sanguthai et al, 1973

Churchill et al, 1870

Churchill et al, 1970,1973

Churchill et al, 1971
Rudolph et al, 1972
Churchill et al, 1972

Churchill-et al, 1971
Churchill et al, 1970,1973

Morel, 1965
Morel, 1965

Ernst, 1967 a,b; Ernst et al,
1970; Sagawa, 1961

Intuwong et al, 1972;
Kotomori y Myrashige,1965
Skully, 1965,1966, Arcitti
Rtal, 1977.
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ESPECIE MEDIO UTILIZADO REFERENCIA
Phalaenopsis Vacin y Went Intuwong y Sagawa, 1974
sunfidor

Schomburgkia superbiens

Morel Skully, 1967

Vacin y Went Teo et al, 1973
Vanda Vacin y Went Teo et al, 1973
Vanda Joaquim Vacin y Went Sagawa y Seghal, 1967

Vacin y Went Kunisaki et al, 1972

Vanda Kuniko Sugihara Vacin y Went Sanguthai y Sagawa, 1973
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(NaFeEDTA 25 mg/l o Nal2EDTA+ FeSO0 '7H20) en concentraciones

4
equimolares para dar 0.1 mM¥ de fiervo.

En relacifn a minerales afiadidos en cultive in vitro de orqui-~
deas, se menciona la adicifn de fierro quelatado y micronutrien
tes a2l medio de Knudson para cultivos de dpices de varias espe-~
cies (Rosa et al, 1977; Stolts, 1979). Asi tambin se mencionan
los efectos de la concentracifn i8nica total (catidn/anidn de
la relacién NHZ/NO3 y de los microelementos en el desarrollo de

Bletilla striata (Ichihashi, 1979) y la adicidn de carbdn acti~

vado el medio de cultivo de Cymbidium con efectos favorables

(Wang et al, 1976).
c.2. Aziicares

En general la literatura sobre micropropagacidn de orgquideas
seiala poﬁo sobre la adicidn de azlicares al medio. Las {nicas
citas encontradas plantean la adicidn de 2% de sacarosa,
(Hartmann, 1975; Intuwong y Sapawa, 1975; Chong Hua,h1976; Ku~-

somoto, 1980).
c.3. Reguladores del crecimiento

Las auxinas mis utilizadas en el cultivo in vitro de especies

vegetales, son el Acido naftalenacdtico (ANA) en concentracio-
nes de 0.1 a 10 mg/l; el &cido 2,4 diclorofenoxiacdtico (2,4-D)
de 0.05 a 0.5 mg/l y el dcido indolacético (AIA) de 1 a 50 mg/1l
(Hartmann, 1975). Segiin Weaver (1976), parece gue la pr}ncipal

funcifn de las auxinas en el desarrollo de cultivos de tejidos
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in vitro es estimular la divisidn celular y fomentar el desarro-
110 de callos, de los que pueden desprenderse crecimientos simi-

lares a raices.

En relacidn a las citocininas, su actidn se traduce fundamental-
mente en dos efectos: provocar la divisidn celular y regular la

diferenciacidn en los tejidos cultivados (Weaver, 1976).

Las citocininas interactiian con las |auxinas para mostrar expre-
siones diferentes de crecimiento (Welaver, 1976). Skoog y Miller
(1957) demostraron in vitro el modo len que cualquier cambio de
equilibrio entre citocininas y auxinas pueden afectar las expre-~
siones del crecimiento. Cuando la cgntidad de citocininas es
baja en proporcidn con las auxinas, [se produce un desarrollo en
las raices, pero cuando la cantidad|de citocininas es elevado,
se desarrollan yemas adventicias., Cuando la relacidn es inter-
media, se desarrollan tcejidos de callos no diferenciados (Weaver
1976) o bien resulta la produccidn fle tallos y raices (Hartmann
1975).

En las orquideas, una de las caractpristicas que facilita su
cultivo in vitro, es la formacidn del protocormo a partir de
callos, el cual permite la obtencidn de un niimero tedricamente
ilimitado de pldntulas sin recurrir a la accidn de hormonas
(Vacherot, 1977)

Sin embargo existen varias referengias sobre la utilizacidn de
reguladores del crecimiento en los | estudios sobre micropropa-

gacidn de orquideas.
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El uso de citocininas como la 6-furfurilaminopurina (Kinetina)

y la 6-benciladenina (6-BA), de auxinas como el 2,5-D, el ANA y
el AIA y de giberelinas como el GA3 frecuentemente se utilizan
en forma iinica o combinada.

Las citocininas incrementan el desarrollo de yemas foliares en -

Dendrophtoe falcata puestas en cultivo in vitro (Nag y Johri 1970y,

la N-benciladenina, N-benciladenosina y la kinetina anadidas al
medio de cultivo de Cymbidium tienen un efecto similar. A concen
traciones de 0.1 pp, retrasan el desarrollo del protocormo a
plidntulas, sin cambios morfoldgicos; en concentraciones de 1 ppm
la formacidn de raices y pelos se inhibe y a 10 ppm la alta es-
timulacidn del protocormo va acompaiiada de efectos teratoglnicos
y tdxicos. Sin embargo todos estos efectos son reversibles al
transplantar los protocormos a un medio libre de citocininas
(Rucher, 1974). La kinetina a concentraciones de 10-6 10-7,
promueve en Vanda la formacidn de protocormos y la iniciacidn de
hojas y raices, pero con menor efecto que e¢l AIA (Chong y Hua,
1978). El 6-BA a 0.! mg/l estimula la proliferacién de protocor~-
mos en Cattleya (Kusomoto, 1979 a)

Sobre la accidn de auxinas aplicada en forma {inica, encontramos
que la adicidn de ANA o 2,4-D es esencial para que se inicie el
desarrollo de los indculos en Cattleva (Ichihashi et al, 1973)jen

el cultivo de yemas axilares de Epidendrum, en cambio se mencio~

na que el ANA no tiene efecto sobre el crecimiento de’la pldntula
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(Stewart et al, 1976). En Vanda se observa que el AIA (10—6 a

-5 : . s
10 7)) estimula la formacidn de protocormes en cultivos de embrio

nes (Chong y Hua, 1978).

El uso combinado de citocininas v auxinas es frecuente, En Cymbi~
dium 1 adicidn de ANA a 0.01~1 mg/l y Linetina a 0.1-1 mg/l es-
timula la formacidn de yemas y su desarrollo, mientras que el
desarrollo normal de protocormos se da con la adicién de Xineti-
na a 0.1-1 mg/1 y ANA a 0.01-0.1 mg/! (Kusomoto, 1978)., En Catt-
leya se observa que la combinacidn de BA a 5 mg/l v ANA a | mg/l
dan una proliferacidn mixima de protocormos; que el uso de 2,4~D
sb6lo a concentraciones mavores de 0.5 mg/! mata a los protocor-
mos y la adicidn de kinetina o 6-BA parecen disminuir el efecto
téxico (Kusomoto, 1979 a). En las pléantulas do Catrleya desarro-
lladas in vitro, el medio de cultive con efectos mis positivos
para el crecimiento de pldntulas incluye 0.1-1 mg/l de kinctina
y 0.1 mg/l de 2,4-D. La formacidén del tallov es promovida mas
efectivamente utilizando 6-8BA a 1 mg/l vy ANA a 0,5 mg/l o ine-
tina 0.1 mg/l y 2,4~D a 0.1 mg/l. La Xinetina a 0.1~-0.5 mg/}

v 2‘5-0 a OLS mg/l o 6-BA a 0.5-5 mg/l y 2,4-D a 0.5~1 mg/! for-
man gran nimero de protocormes alrededor de los merisfamos api=

cal y axilar del tallo.

El dcido giberlico (GA,) se wtiliza en culrive in vitro de or-

quideas generalmente en combinacidn con auxinmas o citocininas.

s

Asi, en estudios sobre efectos de reguladores del crecimiento
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in vitro de Cymbidigmﬁ se observa que el medio conteniendo GA3
a 0.1-1 mg/l y 2,4-D a 0,01 mg/1 estimula la formacidn de proto
cormos a partir de yvemas y, aumentando la cantidad de 2,4-D a
0.1 mg/l se forman yemas aberrantes. La presencia de GA3a l mg/l
y 2,4=D a 0.1 mg/!l tiene efectos prominentes sobre el desarrollo
del tallo, sin embargo, también se observan tallos morfoldgica-
mente anormales. La adicidn de GA3 a 1 mg/l da lugar a un creci=-
miento constante del tallo, mientras que mantenidndolo a 0.1 mg/l
se da un desarrollo normal de protocormos. Utilizando GA3 a 1

mg/1l y ANA a 0.1 mg/1l se logra el mejor desarrollo de raices y a

concentraciones mids altas se forman raices aberrantes (Kusomoto,

1978).
En Aranda el GA3 (10-5) v al ATA (lO_A) ¢stimulan la formacidn
de protocormos de yemas apicales (Chong y Hua, 1978).

c.4. Complejos orgidnicos

Los complejos orgdnicos mids utilizados en cultivo de tejidos
son la leche o agua de coco, en un porcentaje de 10 a 15 por vo
lumen; el extracto de levadura y los complcios de aminodcidos

como la caseina hidrolizada (Hartmann, 1975).

En el caso del cultivo in vitro de orquideas, los dos tipos de
: P - AU

complejos orgdnicos mids utilizados son el agua de coco y el pu-

ré o jugo de plitano.

El agua de coco se usa al 10% para el desarrollo de yemhs apica
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les y axilares de Cattleva (Ichihashi et al, 1975); de yemas

axilares y terminales de Phalaenopsis (Intuwong y Sagawa,1975 b)
en concentraciones de 10% para cultivo de yemas axilares de

Epidendrum Obrienianum (Stewart et al, 1976) y en un 10 a 25%

para incrementar la rapidez de desarrollo en protocormos de
Cymbidium y en un 10% para aumento de peso fresco (Kusomoto 1980).
El jugo de pldtano se ha usado para mejor desarrollo de pliantu-
las de Cymbidium (Kusomoto, 1978); combinando con agua de coco
para cultivo de dpices vegetativos de Cymbidium (Rosa et al,1977)
para producir proliferacidn prominentec de protocormos de Cattleya
aunque sus efectos sobre la formacidn del tallo son menores
que los efectos de los reguladores del crecimiento (Kusomoto,
1979 a). Se mencionan otros suplementos orginicos como el extrag
to de levadura que acelera la propagacidn de protocormos y re-
tarda la organogénesis (Kusomoto, 1978); el cutracto de levadu-
ra combinado con peptona, urea y ANA para Incrementar el desa-
rrollo y diferenciacidn de protocormos de Vands (Mathews, 1980

y el trypton para organogénesis de Cymbidium (Kusomoto, 1978).

d) Factores fisicos

Se consideran como factores fisicos la tempevatura, intensidad
luminosa y fotoperiodo, pH y el estado fisico de medio.
En relacidn a 1la accidn de estos factores en el cultivo de te-

jidos de orquideas existe poca informacidun, El cultivo de meris



temos de Cattleya se utiliza una temperatura de 25% (Ichihashi
1973) y de 24°C en la germinacidn in virro de semillas de
Paphipedilum (Ernst e Irving, 1974). Para la intensidad lumini-
ca se utiliza una iluminacidn de 2000 lux para cultivos de me-
ristemos a base de lamparas fluorescentes (Ichihashi,1973) v pa
ra la germinacidn de semillas de Paphipedilum (Ernst e Irving
1974). En cuanto al estado del medio cultivo, la consistencia
sdlida o liquida parece tener un efecto directo sobre el tipo

de desarrollo. El cultivo de meristemos de Cattleva se ha hecho

en medio liquido a una rotacidn de 0.86 rpm y a una agitacidn
de 90 rpm para mejor desarrollo (Ichihashi et al, 1973).

En cambio para cultivo de meristemos de Phalaenopsis se ha uti-
lizado el medio solidificado con 0.9% de agar (Intuwong y Saga
wa, 1975 b). Hartmann (1975) sefiala que el cultivo de meriste-
mos apic&les de orquideas puede realizarse en un medio solidi-
ficado con agar, con soporte de papel filtro o en medios liqui
dos con agitacidn a rotacidn constante. Que bajo estas condi-
ciones {iltimas se forman nuevas protuberancias laterales que
pueden ser cultivadas cada tres o cuatro semanas tras haber
sido seccionadas, y que la produccidn de protocormos nuevos
continuari mientras continfie el movimiento, de rotacidn. Cuan~
"do se desee que se formen plantas, se transfieren los protocor
mos a un medio con agar y se deja que las plantas se desarro-
llen sin transplantar a otro medio.Aproximadamente en ocho me-

ses se desarrollan raices y hojas y las nuevas plantas se
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transplantan a suelo. Asi tambi&n se menciona que los efectos
de reguladores del crecimiento son diferentes en medio liquido

que en s6lido (Kusomoto, 1980).

e) Contaminacidn en cultivos in vitro

Existe poca bibliografia al respecto de microorganismos contami
nantes en cultive in vitro de tejidos vegetales y métodos de
desinfectacidn. Esto a pesar de ser uno de los problemas mias

frecuentes que Se presentan en esta tdcnica.

Segiin Coriell las vias de contaminacidn de células cultivadas
in vitro pueden agruparse en cuatro aspectos; inéculos contami-
nados; material de cristaleria o equipo; medio de cultivo y con
taminacidn por corrientes de airve. La frecuencia de ocurrencia
de cada fuente de contaminacidn varia entre laboratorios y cam-
bia en cada laboratorio con los cambios de estacidn, clima, per

sonal, procedimientos, limpieza, fuentes de abastecimiento, etc

La desinfectacifn de los inBculos es uno de los aspectos mas
dificiles de controlar., Segiin Coriell, la ausencia de contami-
nantes microbianos en los indculos no puede asegurarse, pero
debe ser probada por medio de pruebas de esterilizacidn en cul-

tivo de c&lulas antes de aceptarse como limpias.



26

Uno de los mds grandes avances en prevencidn de contaminacidn
por flujos de aire, es el uso de "aire laminar filtrado" por
medio de filtros de alta eficiencia {(filtros HEPA). El efecto
se traduce en un ambiente libre de gérmenes, sustituyendo el
aire contaminado por aire filtrade libre de microorganismos,

quedando Areas adecuada para el trabajo (Coriell, 1979).

La incorporacidn de penicilina y otros antibidticos en el medio
de cultivo y el uso de propagar o replicar cultivos para estu-
dios cuantitativos, abrieron las puertas para el cultivo masivo
(Coriell, 1979)., Sin embargo, hay objeciones al uso generaliza
do de antibidticos para control de contaminantes; los antibid-
ticos no destruyen a todos los microorganismos, algunos sdlo

son suprimidos o retardado su metabolismo; se descuidan las téc
nicas asépticas por el uso de antibidticos; se forma resistencia
a antibidticos en muchos microorganismos, siendo después més
dificil controlarles; la penicilina causa conversidn de algunas
bacterias a formas L, las cuales crecen rdpidamente pero no son
fdcilmente detectadas; por el efecto de antibidticos se pierden
indices ob;ios de contaminacidn como cambios de-pH, turbiedad,
evidencias microscdpicas. Es por tanto que los antibibticos no
deben ser utilizados rutinariamente, tratando de sustituirlos
por técnicas asépticas. Existen, sin embargo, usos legitimos de
los antibidticos, por ejemplo, preparacidn de cultivo de cé&lulas
de especimenes contaminados. El principio es utilizar éltas con
centraciones de antibidticos bactericidas por corto tiempo y -

después desecharlos (Coriell, 1979).
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3. MATERTALES Y METODOS

3.1 Material vegetativo

Para el presente trabajo se utilizaron plantas de vainilla

( Vanilla planifolia A.) obtenidas del invernadero del Programa

de Floricultura de la Comisidn Nacional de Fruticultura y de un
vivero particular, localizado en el municipio de Papantla,Vera-

cruz.

Antes de tomar los indculos de las plantas, unas fueron coloca-
das en un invernadero vy otras en un cuarto estufa con tempera-

tura de 27°C y humedad relativa del 407

3.2 Medios de cultivo

3.2,1 Sales minerales

Los medios bdsicos nutritivos utilizados estaban constituidos

por:

a) Sales de Knudson (1946) + 3% de sacarosa

b) Sales de Murashige y Skoog (1962) + 3% de sacarosa, 170 mg/ 1
de NaHZPOA'HZ)' 100 mg/1 de i-inositol y 0.4 mg/l de tiamina -
HC1, El estado fisico del medio fue el sdlido, para lo cual se
utilizd agar al 0.8% (Difco-BActo agar). E1l pH se ajust? a 5.7
+ 0.1 utilizando soluciones IN de Na)H y HCl, Se utilizaron 25
ml de medio por fubo, los tubos se taparon con tapones de poli
propileno. La esterilizacidn del medio se realizd en autoclave

15 minutos a 120°C y 1 Kg/cm3.
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3.2.2 Reguladores del crecimiento

Se utilizaron como reguladores del crecimiento para probar su
efecto sobre el desarrollo del indculo, las citocininas 6«fur-
furilaminopurina (Kinetina), 6-benciladenina (6-BA) y 6,y,y-di-
metilalilaminopurina (2, isopenteniladenina o 2,iP). y las au-
xinas dcido a-naftalenacético (ANA), dcido b-indolac@tico (AIA)

y dcido indolbutirico (AIB)

Las concentraciones a probar tanto para citocininas y auxinas
fueron 0,1,3,10 y 30 mg/l con repeticiones de 10 a20 tubos

por concentracidn. (La Kinetina se probd en concentracién de
0,0.3, 1,3 y 10 mg/l). la Kinetina, 6-BA y 2,iP se probaron en
relacifn a su accidn para romper latencia de vemas axilares y
apicales y obtener su desarrollo a plantas. El ANA, AIA y AIB

se evaluaron en relacidn a su accidn para formacidn de callos,

3.3. Preparacidn, desinfestacidn y siembra del material vege-

tativo.

Como indculos para cultivo in vitro se utilizaron yemas axila
res yemas apicales y secciones de tallo. Para preparar los

inSculos de las plantas de vainilla, se cortaron segmentos de
tallo con el niimero de yemas a sembrar, se eliminaron las ho-
jas y se enjuagaron con agua corriente. Para las yemas axila-
res se tomaron secciones nodales de tallo 3 cm de longitud,

conteniendo cada una una yema, Las yemas apicales se cortaron

con 0.5 cm de tallo y las secciones de tallo se tomaron de la



29

zona interdonal con 1 cm de largo. En todos los pasos se procy
rd realizar el corte sumergiendo la seccibn de la planta en una
solucidén antioxidante conteniendo 100 mg/l de dcido ascdrbico y
150 mg/l de dcido citrico., Posteriormente se lavaron los cor-
tes con agua y detergente y se enjuagaron con agua destilada

conteniendo los antioxidantes.

La desinfestacidn se realizd envolviendo los infculos en tela
de gasa y sumergiéndolos durante tres minutos en alcohol etili-

co al 70% y luego en el desinfestante a probar,

Los desinfestantes probados fueron

a) Hipoclorito de sodio al 0.6 y al 1.2% durante 15 minutos y
al 47 durante 15 y 30 minutos., Se usd la preparacidn comercial
de Cloralex, con 6% de ingrediente activo como fuente de hipo-

clorito de sodio.

b) Hipoclorito de calcio al 0.5% y 2% durnte 15 minutos; al 4%

durante 15, 30 y 45 minutos y al 10% durante 5,10 y 15 minutos

c) Fosfato trisédico al 10% durante 10 minutos

d) Fosfato trisddico al 10%Z durante 10 minutos seguido de hipg

clorito de calcio al 2% durante 15 minutos

e) Bicloruro de mercurio al 0,017 durante 5 minutos y,al 0.1%

durante 5,10 y 15 minutos.
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f£) Bicloruro de mercurio al 0.0! y al 0.02% durante 5 minutos

seguido de hipoclorito de calecio al 2% durante 135 minutos.

g) Bicloruro de mercurio al 0.,1% durante 5,10 y 15 minutos se-

guido de hipoclorito de sodio al 2% durante 15 minutos

A todas las soluciones de desinfestacidn se les agregd unas
gotas de detergente como agente humectante' y durante la desin-
festacidn se utiliz& una bomba de vacio (AEI AC Motor PH IVolts

100/125).

Tras la desinfestacidn se enjuagaron los cortes con agua este-

rilizada tres veces.

Para preparar los indculos a sembrar, en el caso de las yemas
axilares, se cortaron, unas junto con tallo( 2 cm por debajo y
0.5 c¢m por arriba de la yemas) y otras se aislaron, contenien-
do s8lo 2 mm del tejido adyacente del tallo {(yemas aisladas)
Los &dpices de tallo se cortavon a 0.5 cm de largo.'A las seg~-
ciones del tallo, cortadas en forma de discos con un grosor
de 3 2 5 mm se les quitd la corteza con un bisturi, haciendo
cortes de'tal manera que quedara un indculo dg forma triangu-
lar y dejando los tejidos parenquimatoso y mevistemdtico del
tallo.
El proceso de aislamiento y corte de Srganos y tejidos se rea
1iz8 con ayuda del microscopio e instrumental de diseccidn,
bajo condiciones de asepsia. Para €sto se utilizd una campana
de aire laminar filtrado marca Veco Mod. GMFL~Al2 con filtros

HEPA,
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Las cajas de petri donde se realizaron los cortes se esterili-
zaron en autoclave. Las pinzas y bisturies usados se sumergie-
rén el alcohol y se flamearon antes y después del corte y siem

bra de cada indculo.

Se colocd un indculo por tubo de cultivo y se sembraron de 10 a

20 muestras por tratamiento,

3.4 Condiciones ambientales de incubacidn

Las condiciones en que se colocaron los cultives fueron: en con

diciones de laboratorio y en cdmaras de ambiente controlade a
o . ,

temperatura de 27 C, 16 horas luz y 2000 lux de intensidad lu-

. .

minica.

3.5 Observaciones y toma de datos

Se tomaron datos cada semana sobre los siguientes aspectos!

a) Porcentaje y tipo de contaminacidn
b) Porcentaje de oxidacifn
¢) En cultivo de vemas axilavres y apicales:

c.l. Longitud de brote

¢.2. Nimero de yemas axilares desarrolladas in vitro

¢.3. Nimero y longitud de raices
d) En cultiveo de secciones de tallo

d.l. Formacidn de callos

d.2., Formacidn de plintulas

El disefio experimental se realizd por blogques al azar.
-
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4, RESULTADOS
4.1. Material vegetativo

De los tres tipos de inlculos utilizados, Adpices de tallo, ye-~
mas axilares y secciones de tejidos del tallo, sdlo las yemas
axilares mostraron desarrollo en condiciones in vitro. Los dpi-
ces de tallo no presentaron crecimiento y un 907 de ellos se
oxidaron o volvieron clordticos, Las secciones de tallo sembra-
das no formaron callosidades,

En relacifn al tamafioc de las yemas axilares, en el medio de
Murashige y Skoog conteniendo 1 mg/! de 6-BA, utilizando vyema
axilar con talle y yema axilar aislada, se obtuvieron desarro-
1lo mi3ximos del brote de 52 y 30 mm respectivamente (cuadros 3
y 5). En medio de Knudson conteniendo 1 mg/! de 6~BA, los cre~
cimientos mdximos de los brotes a partir de vema axilar con ta=-
1lo y yema axilar aislada, fueron 64 y 16 mm respectivamente,
La posicién del indculo en la planta tambiBun es determinaunte en
su desarvollo in vitro. Las yemas axilares cercanas al &pice
crecieron mds lentamente y alcanzaron menor desarrollo que las

yemas axilares de las regiones basal y media d¢ la planta.

4,2 Contaminacidn v desinfestacidn del material vegetativo
4.2.1, Agentes contaminantes

4.2.1.1 Hongos

Il

La contaminacidn por hongos llegd a ser hasta de un 90-95% en
varias experimentos. Por lo general una especie de hongo fue

la md3s comunmente encontrada. En la mayoria de los casos, los
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hongos desarrollados primero sobre el inficulo y después en el
medio cultivo., Esto indied que la fuente de contaminacidn mis
probable era el indculo y por tanto la desinfestacidn no fue la
adecuada.

Con el fin de lograr una desinfestacién eficaz se procedid a
identificar las especies de hongos mAs frecuentes en los culti-
vos. La identificacifn de &stas se realizd en el Laboratorio
de Microbiologia del Departamento de Industrias de la Universi-
dad Autdnoma Chapingo.

Se procedid primero a aislar las diferentes cepas y se realiza-
ron microcultivos en placas de agar nutritivo y de Papa-Dextro-
sa- Agar (PDA). Se observaron al microscopio los microcultivos
y se compararon con observacliones de preparaciones elaboradas
con material obtenido directamente de los infculos desinfesta-
dos

La identificacidn de las especies se hizo por caracterizacidn
de las colonias (tipo de crecimiento, textura, color) y cuerpos
fructiferos. Las especies identificadas fueron: Rhizopus spp,
Fusarium spp, Bispora spp, Alternaria spp, Bipolaris sp,

Stignella sp y Monilia sp.

4.2,1,2 Bacterias

La contaminacidn por bacterias fue de 80 a 100% en las siembras
in vitro., Se observd una cepa en especial, presente en todas
los cultivos contaminados, Esta cepa se caracterizd por presen

tarse en forma de "velos" blancos alrededor de la parte del
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indculo que queda introducida en el medio de cultivo. El tiempo
que tardd en aparecer varid de una a cuatro semanas. En los cul
tivos con mids de ocho semanas de incubacidn comenzd a desprender
gas y a romper el medio gelificado. Para la identificacidn de
bacterias se tomaron muestras de diferentes tubos contaminados
se aislaron las diferentes cepas mediante siembras sucesivas en
cajas de petri con agar nutritive. La caracterizacidn de las di
ferentes cepas se realizb con base en la colonia (textura, color
tipo de crecimiento) y en la observacidn al microscopio de prepa
raciones con tincidn de gram. La cepa mds frecuentemente presen-
tada se caracterizd por ser gram negativa; dispuesta en cadenas
largas y uniformes; bacilo largo, recto y con extremos redondea
dos; esporulados; crecimiento anaerobio facultativo presentdn-
dose como "Velos blancos" en el estado anaerobio vy como una
"nata blanca lechosa" en las colonias aerobias.

Estas caracteristicas indican la posibilidad de que.sean los

géneros Erwinia o Bacillus.

As1 tambi&n en las pruebas realizadas para identificar la pre-
sencia de bacterias en los tejidos del tallo y hojas de vaini=-
lla, se encontrd Erwinia. Estas pruebas fueron realizadas en el
laboratorio de Fitopatologia de Sanidad Vegetal.

Prueba de antibiograma mostraron sensibilidad de la bacteria a
los antibidticos gentamicina (10 microgramos), kanamicina (30
microgramos), eritromicina (15 microgramos) cloranfenicol (30

microgramos), rifomicina (15 microgramos) y tetraciclina (10 microgramos).

4.2,2 Efecto del pretratamiento en la planta madre sobre 1la

contaminacidn in vitro.
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El mantener a las plantas madre bajo-condiciones ambientales
controladas de alta temperatura (27°C) v baja humedad relativa
(40%) para buscar disminuir la contaminacidn in vitro, mo tuve
efecto (cuadro 1). Tampoco se disminuyd la contaminacidn _in vitro
.al lavar las plantas madre con hipoclorito de sodio al 1.2 y 4%
tres veces por semana durante tres semanas antes de cortar ¥

sembrar los inéculos.

4,2,3 Efecto del tipo y tamafo del indculo en la contaminacién
el tamafio y origen del indculo influyd en la contaminacidn pre-
sentada, De 80 a 1007 de contaminacidén flingica y bacteriana sec
presentd al sembrar yemas axilares con tallo. Al utilizar vemas
axilares aisladas la incidencia de contaminacidn disminuyd en

un 5 a 10%Z. En las secciones de tallo la contaminacidn fue de
30 a 60% y en los dpices de tallo, con 0.5 cm de longitud, no

se presentd contaminacidn alguna (cuadro 1).

4,%2,4 Efecto de los desinfestantes

Los resulfados sobre desinfestacién que se presentan fueron ob-
tenidos en el cultivo de yemas axilares con tallo. Esto debido
a que es el indculo que mostrd mejor desarrollo y mayor indice

de contaminacidn

4.2,4,1 Fosfato trisédico.
El fosfato tris8dico en solucidn al 10% y en periodos de 10,15

y 30 minutos no fue efectivo para disminuir la contaminacidn
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por hongos vy bacterias. La contaminacién bacteriana fue de 100%
y la f{ingica de 85-100% (cuadro 1).

4.2.4,2 Hipoclorito de calcio

El hipoclorit¢ de calcio usado al 27 durante 15 minutos disminu
y& la contaminacibn por hongos de un 100% a un 74% pero la con-
taminacidn bapteriana continud en 100%. Al reducir la concentra
cidn y tiempo|de exposicidn al desinfestante aumentd la conta-
minacidn por hongos. El dar mis tiempo de desinfestacidn no dis
minuyd la contaminacidn, pero si aumentd el porcentaje de oxi=-
dacidn de las yemas. A concentraciones de 4 y 10%7 se redujo la
contaminacidn por bacterias y hongos, pero la oxidacidn de las
yemas fue total (cuadro 1).
4,2.4,3 Hipo¢lorito de sodio
Utilizando el hipoclorito de sodio al 1,27 por 15 miputos, se
presentd unalcontaminacidn del 887% del bacilo blanco y 587 de
hongos. Al disminuir dicha concentracidn y tiempo, se presentd
un 100% de cpntaminacidn. Al usar el desinfestante al 47 se pre
sentd un 100% de contaminacidn. Al usar el desinfestante al 4

se redujo 1a presencia de microorganismos, pero se oxidaron las

vemas hasta |en un 80% (cuadro 1 ).

4,2.4.4 Bicloruro de mercurio
El biclorure de mercurio en solucidn al 0,1% y por periodos de
10 y 15 minhtos, controld hasta en un 100% la presencia de hon-

gos y disminuy8 la contaminacidén causada por el bacilo blanco
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de 100 a 75%. A esta concentracidn se observardn resultados muy
variables en cuanto a indice de oxidaci@n en los cultivos

in vitro y ademis cierta disminucifn en el crecimiento y vigor
de los brotes. Concentraciones menores del desinfestante mostra
ron ser efectivas para controlar la presencia de hongo, pero no
la de.bacterias Elaumento de tilempo de desinfestacidn no mostrd
mayor control de contaminantes y si un aumento en la oxidacidn

y disminucidn del crecimiento (cuadro 1).

4,2.4.5 Fosfato trisddico e hipoclorito de calcio

Al usar fosfato trisddico al 10% durante 10 minutos seguido por
hipoclorito de calcio al 2% durante 5,10 y 15 minutos, se pre-
’sentﬁ una contaminacidn bacteriana del 100% y flngica del 60%

(cuadro 1),

4.2.4.6 Bicloruro de mercurio e hipoclorito de calcio
Utilizando bicloruro de mercurio en una concentracidn de 0.01%
durante 10 minutos seguidos por el hipoclorito de calcio al 2%

durante 15.minutos, se disminuyd la contaminacidn flingica de

un 100% a un 6.6% y la bacteriana a 757 (cuadro 1).

4.2,4.7 Bicloruro de mercurio e hipoclorito de sodio

El bicloruro de mercurio a una concentracidn de 0.1% en perio-
dos de 5,10 y 15 minutos seguido por el hipoclorito de, sodio
al 2% durante 15 minutos, disminuyd la contaminacidn por hon-

gos de un 100% a un 20% y la de bacterias a 45% (cuadro 1).
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4.2,5 Efecto de la sacarosa como fuente de carbono para los mi-
croorganismos contaminantes.

Al disminuir la concentracidn de sacarosa en el medio de culti-
vo de 3% a 1 y 0% se observé una disminucidén en la contaminacidn
bacteriana de 100 a 40% v en la fiingica a 0% Sin embargo se ob-
servd tambi&n una disminucidn counsiderable en el ritmo de creci-
miento y vigor de las yemas. (Los indculos se desinfestaron con

bicloruro de mercurio al 0,1% durante 10 minutos (cuadr 2).

4.3 Medios de cultivo

4.3.1 Sales inorginicas

Las yemas axilares, secciones de tallo y &dpices de tallo incuba-
das en medios de cultivo conteniendo las sales de Knudson o las
de Murashige y Skoog, no mostraron diferencias en su desarrollo
las yemas axilares sembradas en el medio de Knudson o en el me-
dio de Murashige y Skoog con 1 mg/l de 6-BA, desarrollaron bro-
tes de 64 y 52 mm respectivamente, despus de siete semanas de

incubacidn.

4.3.2 Reguladores del crecimiento

En el medio de Murashige y Skoog con 1 mg/l de 6-BA se obtuvo
un crecimiento maximo del brote de 52 mm con la formacifn de
tres nuevas yemas axilares (cuadro 3). En el medio de Knudson
conteniendo 1 mg/l de 6~BA el desarrollo mdximo fue de 64 mm -
con una formacidn de tres nuevas yemas-axilares (cuadro 4).

Utilizando el 6-BA a mayores concentraciones, 3,10 y 30 mg/l el
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crecimiento del brote disminuyd. Ademds en las concentraciones
de 10 y 30 mg/l se observé la formacidn de yemas semejantes a
las de las inflorescencias y en la base del brote formaron ecs-

tructuras semejantes a callosidades (cuadro 3,4,5 vy 6).

Utilizando la kinetina en una concentracidn de ! mg/l en el me-
dio de Knudson, se observ8 un crecimiento miAximo del brote de
60 mm con formacidn de cinco nuevas yemas axilares (cuadro 7).
Con las concentraciones de 0. y 0.3 mg/] de kinetina se obtuvie
ron desarrollados del brote de 58 mm con formacidn de cuatro
nuevas yemas axilares, En presencia de 3 y 10 mg/l de kinetina
el desarrollo midximo del brote fue de 50 y 51 mm con cuatro nug
vas yemas formadas, respectivamente (cuadro 7). En el medio
Murashige y Skoog conteniendo kinetina, los brotes alcanzaron
una longitud mdxima de 7 mm (cuadro B8),

En el medio de Murashige y Skoog el 2. iP en una concentracifn
de 1 mg/! did lugar a un crecimiento midximo del brote de 46 mm
con una formacibn de tres nuevas yemas axilares. En concentra-
ciones de 3,10 y 30 mg/1 el crecimiento disminuyd a 37, 25 y
19mm respeétivamente (cuadro 9). En el medio nutritivo de Knudson
conteniendo 2, iP, el desarrollo de los brotes fue menor que en
medio de Murashige y Skoog, lograndose un crecimiento mdximo de
15 mm en presencia de 1 mg/l de 2, iP (cuadro 10).

El mayor niimero de rafices adventicias formadas in vitro se obtu=-
vo en el medio nutritivo de Knudson conteniendo kineti;a a 0,0.3
y 1 mg/l, formidndose hasta cuatro raices adventicias por pléntula

con longitudes md3ximas de 15, 33 y 17 mm respectivamente. A -
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concentraciones de 3 y 10 mg/l de kinetina el niimero de rafces
formadas in vitro fue de ! con longitud mixima de 5mm (cuadro 7).
En el medio de Murashige y Skoog conteniendo 6~BA kinetina [}

2, iP el niimero mdximo de raices adventicias formadas por brote
fue de 1, en todas las concentraciones utilizadas (cuadro 3,4,5
6,% y 10).

Las auxinas AIA,AIB y 2,4-D agregadas al medio de culrivo en con
centraciones de 0 a 10 mg/l no fueron efectivas para inducir la
formacidn de callosidades en las secciones internodales del tallo
incubadas durante ocho semanas de incubacidn, los indculos comen
zaron a volverse clordticos y en la octava semana aproximadamente

el 907% estaban totalmente incoloros.

I Con@iciones de incubacifn

Los hrotes desarrollados en cadmaras de ambiente controlado (27°C.
16 horas luz 2000 lux de intensidad luminica) mostraron mayor
vigor y mejor aspecto que los desarrollados en condiciones ambien
tales de laboratorio. Sin embargo no se observaron diferencias

en las longitudes alcanzadas por los brotes a las siete semanas

de incubacidn.,

"4,5 Transplante de propAgulos

De las yemas axilares seccionadas y transplantadas a un medio
nutritivo fresco, sdlo el 36% desarrollaron en nuevos Hrotes,
con un crecimiento maximo de 5 mm en longitud, a los 44 dias de

incubacidn. En un 22% de los brotes desarrollados se formaron
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raices adventicias con una longitud mixima de 7mm. Las yemas

transplantadas que no desarrollaron se deshidrataron y secaron.
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CUADRO 1. METODOS DE DESINFESTACION APLICADOS A INOCULOS DE VAINILLA Y SU EFECTO SOBRE LA COWTAMINACIUN in vitro.

L0S MEDIOS NUTRITIVOS UTILIZADOS CONTENIAN LAS SALES INORGANICAS DE MURASHIGE Y SKOOG (1962), 3% SACAROSA,
170 mg/1 NaH2P04'H20. 100 mg/1 INOSITOL, 0.4 mg/l TIAMINA'HCL Y 0.8% DIFCO BACTO-AGAR O LAS DE KNUDSON (1946)
3% SACARJSA Y 0.8% DIFCO BACTO-AGAR, COMPLEMENTADOS CON KINETINA, 6-BA O 2,iP. DATOS TOMADOS A LAS 7 SEMANAS
DE INCUBACION.

TRATA- DESINES- OOC.  t  No. INOCULO  PRET, R E S ULTADO S
HIENTO TANTE g%kd‘; (min) CULTIVOS ASEPTIONS CULTIVOG CONTAMINADCS
BACIERTAS HXGS BACTERIARSY TOTAL
Moo % IC No. % Ic No. % IC No. % ic No. % IC

1 HCIO Na 0.6 15 50 YT Inv. 7 14{62) 6 12 (524) 0 0 (07 37 74 (57-84) 43 86 (73-34)
2 HC10,Na 0.6 15 50 Y+ Inv. 0 0{(0-7) 15 30 (184) 0 0 (0-7) 35 70 {56-&) 50 100 (93-100)
3 mlosNa 0.6 15 50 Y«T Inv. O 0(0-7) 34 6 (%4-80) 0 0 (0-7) 16 32 (20-46) 50 100 (93-100)
4 IO fia 0.6 20 50 I I, O 0(0-7) 36 72 (57-84) 0 0 (0-7) 14 28 (16-43) 50 100 {93-100)
5 HCI0Na 1.2 15 50 Y+T  Inv. 6 12(524) 15 30 (18-44) 0 0 (0-7) 29 58 (4372) 44 88 (76-95)
6 HCIO Na 1.2 15 50 Y+T  Inv. 4 8 ( 2-19) 0 0 (07 0 0 (0-7) 45 92 (81-98) 4 92 (81-08)
7 HCI0Na 4 10 0 Y#T  C.E. 13 26(1541) 38 76 (62-87) 0 0.(0-7 0 0(0-7) 37 74 (50-85)
8 (1<K:103)2Ca 2 15 100 YA, CE. 0 0{(0-4) 9 9 (8-95) 0 0 (0-4) 10 10(65-18) 100 100 (96-100)
9 (mma)zc:a 2 15 100 YA, Inv., 9 9(426) 71 7L (61-80) 0 O (0-4) 20 20(1329) 91 91 (84-96)
10 (H::lOa)zCa 2 15 100 YA, Inv. 3 3(1-8) & 6 (%7) 0 O (0-4) 35 35(2645) 97 97 (92-99)
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CUADRO 1.

R E 8 UL T A D O S

TRATA- IESINFES- OONC.  t No.  INOQULO  PRET.
MIENTO TANTE (% de {(min) CULTIVOS ASEPTIONS CULTIVOS CONTAMINADOS
LA.) BACTERTAS THGE TR TOTAL
No. % IC_ Mo, % IC No. % IC Mo. % IC No. % IC

1. (rl0)ca 2 15 10 YA, TImv. 19 19 (1228) 50 59 (49-69) O 0 (0-4) 2 22 (1441) 81 8 (72-88)
12 (Ho10,),0a 4 15 20 WT Inc, 315 (436) 17 8 (649%) O 0 (0-15) 0 0 (015 17 85 {64-96)
13 (Hloy) ca 4 5 4 A Iv- 410
14 (HC10,),Ca) 4 '™ 50 0 0WI  Iw. 13 26 (1541) 14 28 (1643) 0 0 (0-7) 23 46 (R61) I 74 (50-85)
15 (H010,),Ca 10 15 15 VT Inv. 14 93 (6-100) 1 7 (081) O 0 {0-0) 0 0 (020 1 7 (031)
16 (HCI0,) Ca) 10 15 10 A Dv. 10 100 {73-100) 0 0 (027) O o0 (027 0 0{o2) 0 0 (o
17 NajFO, 10 10 50 W Iw. 0 O (0-7) 816 (7-29) 0 0 (02) 4 8 (71-93) £ 100 (83-100)
18 Naj#o, 10 10 0 W Iw. 0 0 (0-7) 612 (52) O 0 (0-7) 44 88 (76-95) €0 100 (93-100)
19 NajFO, 10 10

(!{1103)203 2 10 %0 Y4T Inv. 0 0 (0-7) 469 (81-98) 0o 0 (0-7) 4 8 (2-19) S0 100 (93-100)
20 Najko, 10 10

(K10,) fa 2 0 0 W Im., 0 0 (0-7) 408 (69 0 0 (0-7) 10 20 {10-3) 5 100 (93-100)
2 NajFo, 10 10

(mms)ZCa 2 15 50 YT Iw., O O (0-7) 3468 (5480) O O (0-7) 16 2 (1844) 50 100 (93-100)
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CUADRO 1.

TRATA- IESINFES-  COIC.  t Mo, INOULO  PRET. R E S UL T ADGO S
MIENTO TANIE (% de (min) CQULTIVOS ASEPTICOS CULTIVOS OONTAMINADOS
1.A.)
BACTERIAS HNIS BACTERIAS ¥ TOTAL
No. % IC No. % IC fo. % IC No. %  IC No. % IC

2 NajFo, 10 10

(30,).Ca 2 10 100  WsT CE. 0 0 (0-4) 40 4 {(3-50) 0 0 (0-4) €6 € (0-70) 100 100 (96-100)
Fc] Naj¥o, 10 10

{10,).ca 2 15 100 VT CE. 4 4 (1-10) 78 78 (69-86) 0 0 (0-4 1B 18 (1-27) 9% 96 (90-100)
2 Naffo, 10 15

(H10,),Ca 2 15 100 V4T CE. 0 0 (0-4) 8 80 (7187) 0 0 {0-4 20 20 (1329) 100 100 (96-100)
) Clg 0.01 5 20 W CE. O O (0-15) 20 100 (85-100) 0 0 (0-15) 0 0 (015 20 100 (85-100)
% ol fe 0.00 15 100 YA Inv, 26 26 (1836) 42 &2 (R-5) 0 0 (0-4) 2 2 (BB M 74 (64R)
z CLfe 0.1 5 20 W Iv. O 0(0415) 19 95 (77-100) 0 0 (0-15) 1 5 (023 20 100 (85-100)
;] CL g 0.1 10 20 WT Iv. 6§ 25(1047) 15 75 (53-90) 0 0 (015) 0 0 (015 15 75 (53-80)
2 Cl e 0.1 15 20 T Iv. 3 15(43) 16 80 (58-93) 0 0 (0-18) 1 5 (023) 17 8 (64-90)
0 Cljg* 01 15 100 VT Invv, 7474 (64-82) 24 24 (1633) 0 0 (0-4) 2 2 (07 2 26 (183%)
3 CLJg 0.1 15 100 V4T Iv. 1818 (11-27) 64 64 (54-73) 0 0 (0-4) 18 18 (7)) & & (73-:)
2 Cltg 01 15 10 ST Iv. 6464 (5673) B B (27-4) 0 0 (04 0 0(0-4 B B (27-46)

*Datos tomados a les 3 samanas
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CUADRO 1,

TRATA- DESDFES- OONC.  t Noo  INOGULO PRET, R E S UL T A D O 8§
MIENTO TANTE (% de  (min) CULTIVOS ASEPTIONS CULTIVOS CONTAMINADCS
1.A.)
BACTERIAS HONGOS BACTEREAS Y TOTAL
No. % IC No. % IC No. % IC No. % 1c No. % Ic
3 CLteg 0,01 10
(H10,).Ca 2 10 100 YT Invv. 26 26 (18-36) 40 40 (30-50) 0 0 (0-4) 34 34 (25-44) 74 74 (64-82)
K’} CLte 0.1 5
10 Na 2 15 20 WT Invv. 7 3 (14-%9) 9 45 (2-71) 0 0 (015 4 20 (7-42) 13 6 (14-54)
k3] ClLHg 0.1 10 20  WT Iv, 11 55 (29-78) 4 20 (742) 0 0 (015 5 25 (1047) 9 45 (2-71)
K102 2 15
% cLte 0.1 15 20 YT Tnv. B 40 (20-45) 7 35 (1459) 0 0 (018 5 25 (1047) 12 60 (35-80)
HCLO e 2 15
37 ClLte 0.1 15 100 ST, Iw. 4 4 (3050) 6 €& (50-0) 0 0 (0-4) 0 0 (0-4) & 60 (50-7)
HC10Na 2 15

I.A. = Ingrediente activo

t = tiempo

PRET. = Pretratamiento
No. = Nimero de muestras
Inv, = Invernadero

C.E. = Quarto estufa

Y+T = Yema con tallo
Y.A. = Yema aislada
S.C. = Seccifn de tejidos de tallo

1C = Intervalo de confianza de acuerdo a tablas
de distribucidn binomial al 95%
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CUADRO 2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SACAROSA EN EL MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA CONTAMINACION in vitro,
SE UTILIZO COMO INOCULO YEMA AXILAR CON 3 CM DE TALLO. LA DESINFESTACION SE REALIZO CON CLORURD
DE MERCURIO AL 0.1% DURANTE 15 MINUTOS. EL MEDIO DE CULTIVO CONTENIA LAS SALES INORGANICAS DE

MURASHIGE Y SKOOG, 3% SACAROSA, 170 mg/l NaH2P0

*H

4

Y 0.8% DIFCO BACTO-AGAR. DATOS TOMADOS A LAS 6 SEMANAS DE INCUBACION.

0, 100 mg/1 INOSITOL, 0.4 mg/l TIAMINA.HCL

% CONC,

No.

DE

CULTIVOS ASEPTICOS

CULTIVOS CONTAMINADOS

SACAROSA  MUESTRAS BACTERIAS HONGOS Do Ys TOTAL
No. % ic No. % Ic No. % ICc No. % Ic No., % Ic
0 15 9 60 (33-81) 6 40 (19-67) 0 O (0-20) O O ( 0-20) 6 40 (19-67)
1 15 9 60 (33-81) 6 40 (19-67) © O (0-20) O O ( 0-20) 6 40 (19-67)
3 15 4 27 (9-56) 11 73 (44-91) O O (0-20) O O ( 0-20) 11 73 (44-91)
10 15 3 20 (5-48) 12 80 (56-95) 0 O ( 0-20) O O ( 0-20) 12 80 (55-95)

IC = Intervalo de confianza de acuerdo a tablas de distribucién binomial al 95%.

43



CUADRO 3.

EFECTO DE 6-BENCILADENINA SOBRE EL DESARROLLO DE YEMAS AXILARES
DE VAINILLA CULTIVADAS in vitro. EL MEDIO DE CULTIVD CONTENIA

LAS SALES INDRGANICAS DE MURASHIGE Y SK00G, 3% SACAROSA, 170 mg/l
NBHZPDA.HZD’ 100 mg/1 INOSITOL, 0.4 mg/l TIAMINA-HC1 Y 0.8%

DIFCO BACTO-AGAR. DOBSERVACIONES REALIZADAS A LAS 7 SEMANAS DE

INCUBACION. CRECIMIENTOS MAXIMOS.

6-BA LONGITUD DE No. YEMAS No. RAICES LONGITUD DE
mg/1 BROTE (mm) AXILARES ADVENTICIAS RAIZ (mm)
FORMADAS FORMADAS
0 21 1 1 15
3 49 3 1 10
10 30 2 1 0
30 27 1 1 4




CUADRO 4. EFECTO DE 6-BENCILADENINA SOBRE EL DESARROLLD DE YEMAS AXILARES

DE VAINILLA CULTIVADAS in vitro. EL MEDID DE GULTIVO CONTENIA

LAS SALES INORGANICAS DE KNUDSON, 3% SACARGSA v 0.8% DIFCO BACTO-
AGAR. OBSERVACIONES REALIZADAS A LAS 7 SEMANAS DE INCUBACIGN.
CRECIMIENTOS MAXIMOS.

6-BA LONGITUD DE No. YEMAS No. RAICES LONGITUD DE
mg/1 BROTE (mm) AXILARES ADVENTICIAS RAIZ (mm)
FORMADAS FORMADAS

0 L6 3 1 16

1 64 3 1 7

3 27 2 0 0

10 32 2 0 o]
30 17 1 0 g
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CUADRD 5.

EFECTO DE 6-BENCILADENINA SOBRE EL DESARROLLO DE YEMAS AXILARES
AISLADAS DE VAINILLA CULTIVADAS in vitrp. EL MEDID DE GULTIVO
CONTENIA LAS SALES INORGANICAS DE MURASHIGE Y GKODG, 3% SACARDSA,
170 mg/1 NeH,PO, +H,0, 100 mg/1 INOSITOL, 0.4 mg/l TIAMINA ¥ 0.8%
DIFCO BACTO-AGAR. DBSERVACIONES REALIZDAS A LAS 7 SEMANAS DE INCY
BACION. GRECIMIENTOS MAX1IMOS.

6-8AR LONGITUD OE No. YEMAS Na. RAICES LONGITUD DE
mg/l BROTE (mm) AXILARES ADVENTICIAS RAIZ (mm)
FORMADAS FORMADAS
0 8 0 0 0
1 30 3 0 o
3 18 1 8] 0
10 a o] g 0
t30 3 0 8] 0
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CUADRD 6.

EFECTD DE 6-BENCILADENINA S0BRE EL DESARROLLO DE YEMAS AXILARES
AISLADAS DE VAINILLA CULTIUADAS in vitro. EL MEDIO DE CULTIVO
CONTENIA LAS SALES INORGANICAS DE KNUDSON, 3% SACAROSA Y 0.8%
DIFCO BACTO-AGAR. OBSERVACIONES REALIZADAS A LAS 7 SEMANAS DE

INCUBACION. CRECIMIENTOS MAXIMOS.

6-BA LONGITUD DE No. YEMAS No. RAICES LONGITUD DE
mg/1 BROTE (mm) AXILARES ADVENTICIAS RAIZ (mm)
. FORMADAS FORMADAS

0 4 0 0 i

1 16 1 0 0

3 17 1 0 0

10 9 1 a 0

30 6 0 0 )
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CUADRO 7. EFECTO DE LA KINETINA SOBRE EL DESARROLLD DE YEMAS AXILARES DE
VAINILLA CULTIVADAS in vitro. EL MEDIO DE CULTIVO CONTENIA LAS
SALES INORGANICAS DE KNUDSON, 3% SACARDSA Y 0.8% DIFCO BACTO-
AGAR. OBSERVACIONES REALIZADAS A LAS 7 SEMANAS DE INCUBACION.
CRECIMIENTOS MAXIMOS.
Kineting LONGITUD DE No. YEMAS No. RAICES LONGITUD OE
mg/1 BROTE (mm) AXILARES ADVENTICIAS RATZ (mm)
FORMADAS FORMADAS
0 58 4 3 15
0.3 58 4 4 33
1 60 5 3 17
3 50 5 1 4
10 51 _ 4 1 5
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CUADRD 8.

EFECTD DE LA KINETINA SOBRE EL DESARROLLO DE YEMAS AXILARES DE
VAINILLA CULTIVADAS in vitro. EL MEDID DE CULTIVO CONTENIA LAS
SALES INDRGANICAS DE MURASHIGE Y SKOOG, 3% SACAROSA, 170 mg/1
NHHZPUQ-HZU, 100 mg/1 INOSITOL, G.4 mg/l TIAMINA-HC1 Y 0.8%
DIFCO BACTOD-AGAR. DBSERVACIONES REALIZADAS A LAS 7 SEMANAS DE

INCUBACION. CRECIMIENTOS MAXIMOS.

Kinetine LONGITUD DE No. YEMAS No. RAICES LONGITUD DE
mg/1 BROTE (mm) AXILARES ADVENTICIAS RAIZ (mm)
FORMADAS FORMADAS

0 3 0 0 0

0.3 7 0 &} 0

1 2 &} 0 0

3 5 0 0 0
10 2 8] 0 0
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CUADRO 9.

EFECTO DE 2, ISO-PENTENILADENINA SOBRE EL DESARROLLO DE YEMAS
AXILARES' DE VAINILLA CULTIVADAS in vitro., EL MEDIO DE CULTIVO
CONTENIA LAS SALES INORGANICAS DE MURASHIGE Y SKOOG, 3% SACAROSA
170 mg/1 NHHZPDQ'HZD' 100 mg/1 INOSITOL, O.4 mg/1 TIAMINA'HCY VY
0.8% DIFCO BACTO-AGAR. OBSERVACIONES REALIZADAS A LAS 7 SEMANAS
DE INCUBACION. CRECIMIENTOS MAXIMOS.

2,ip LONGITUD DE No. YEMAS No. RAICES LONGITUD DE
mg/1 BROTE (mm) AXILARES ADVENTICIAS RAIZ (mm)
FORMADAS FORMADAS
0 5 0 1 1
1 46 3 1 7
3 37 3 1 : 5
10 25 2 L 3
30 19 2 0 o
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CUADRDO 10. EFECTO DE 2,I50-PENTENILADENINA SOBRE EL DESARROLLO DE YEMAS
AXILARES DE VAINILLA CULTIVADAS in vitro. EL MEDIO DE CULTIVO
CONTENIA LAS SALES INORGANICAS DE KNUOSON, 3% SACAROSA Y 0.8%
DIFCO BACTO-AGAR. OBSERVACIDNES REALIZADAS A LAS 7 SEMANAS DE
INCUBACION. CRECIMIENTOS MAXIMOS.

2,iP LONGITUD DE No. YEMAS No. RAICES LONGITUD DE
mg/1 BROTE (mm) AXILARES ADVENTICIAS RAIZ (mm)
FORMADAS FORMADAS
0 0 0 0 D
4 15 2 0 o
3 11 1 0 0
10 8 0 0 0
30 9 0 0 0
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5. DISCUSION

La vainilla se propaga de manera natural en forma vegetativa,
mediante el desarrollo de las yemas axilares, o sexualmente, por
semillas. Para su multiplicacidn se ha utilizado tradicionalmen-
te la propagacidn vegetativa por medio de esquejes. En el culti
vo in vitro de vainilla, utilizando como indculos a las yemas
axilares, dapices de tallo y secciones de tejidos de tallo, el
indculo que logrd desarrollar fueron las yemas axilares. De &s-
tas, las yemas cercanas al dpice presentaron menor desarrollo
que las de las regiones media v basal de la planta, lo que in=-
dica una posible presencia de dominancia apfcal. AsT también,
en relacidn al tamaio de las yemas se observd un desarrollo
mis vigoroso y continuo en vepmas axilares con tallo que en ye-
mas axilares aisladas. Estos resultados coinciden con la capa-
cidad de crecimiento de las vemas axilares in vivo
Sobre el estado fisioldgico de la planta madre antes de cortar
los inBculos, a pesar de no haberse cuantificado los resultados
se observd que es determinante para el desarrollo in vitro de
loﬁuinGCulo;. Los mejores resultados se obtuvieran cuando se
utflizaron plantas de mis de 1,5 m de longitud, vigorosas, de
color brillante, sin presencia de manchas o marchitez por des-
hidratacidn y con yemas axilares prominentes. El colocar las
plantas madre en un cuarto estufa a 27°C, 12 horas luz y 407 de
'
humedad relativa, favorecid el desarrollo del &pice del tallo

yemas axilares vy mejord el aspecto general de la planta. Asi



53

también se observd que es preferible utilizar indculos de plan-
tas enraizadas que de esquejes, ya que las yemas axilares pro-
venientes de plantas enraizadas tienen un desarrollo in vicro

mids rdpido.

Los agentes desinfestantes comunmente utilizados en la técnica

de cultivo de tejidos, como lo son el hipoclorito de calcio o

el hipoclorito de sodio., en concentraciones de 0,4 a 4% durantes
a 30 minutos, fueron ineficaces para controlar la contaminacidn

por hongos y bacterias en los cultivos in vitro. Otros desinfes-
tantes utilizados como el fosfato trisddico o la combinacidn de
Este con hipoclorito de calcio. tampoco fueron eficaces para
controlar o disminuir la contaminacidn in vitro. En cambio el
uso de bicloruro de mercurio mostrd ser efectivo para controlar

la contaminacidn por hongos, pero no la causada por bacterias,

especialmente la de los géneros Erwinia o Bacillus.

Las pruebas realizadas para identificar la presencia de agentes

contaminantes en los tejidos de hojas y tallo de vainilla, mos-

trarcn la presencia de Erwinia en ellos. Las plantas de vainilla
utilizadas como material vegetativo provenian de.diferentes lo-
calidades del municipio de Papantla, Veracruz. A pesar de que la
identificacidn de Erwinia en los tejidos de la planta no se rea-
1iz8 en una muestra representativa de esta zona vainillera, las
observaciones sobre la contaminacidn en los cultivos in vitro vy
la identificacién de Erwinia en &stos nos indica la posibilidad
de que el bacilo se encuentre ampliamente difundido en la zona

de Papantla. Datos sobre la presencia de Erwinia en los tejidos
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de vainilla no han sido reportados en la literatura.

Estos resultados indican que la bacteria es sist@mica y por tan-
to ningin m&todo de desinfestacifn ser3d eficaz para controlarla
y obtener cultivos asé&pticos. Lo que implica que para propagar
in vitro la vainilla, deben obtenerse primeramente cultivos 1i-
bres del bacila, De los inbdculos utilizados, sbdlo los &pices de
tallo no presentaron contaminacidn por bacterias; el desarrollo

de €stos permitiria obtener cultivos asépticos.,

El alto fndice de contaminacidn presentada y por ende el bajo
niilmero de muestras que se obtuvieron de cultivos asépticos, no
permitierdn realizar un anflisis cuantitativo de los efectos
de los componentes del medio de cultivosales nutritivas y regu
ladores del crecimiento sobre el desarrollo de los indculos
Sin embargo, los resultados obtenidos permiten deducir ciertos
efectos generales y a partir de &stos se pueden proponer mode-
los experimentales mis especificos para obtener el método de

propagacifn in vitro de la vainilla.

De los reguladores del crecimiento probados, kinetina, 6-BA 'y
2,iP, el 6-BA mostrd tener mejor efecto sobre el desarrollo de
brotes a partir de vemas axilares, Los mejores crecimientos se
observaron utilizando 6-BA en una concentracidn de 1 mg/l, La
kinetina, en la misma concentracidn, tuvo efectos similares,
aunque no se observaron diferencias significativas en Jos cre-
cimientos obtenidos utilizando diferentes concentraciones de
esta hormona. El1 2, iP tuvo menor efecto sobre el desarrollo
de los brotes que el 6-BA o la kinetina, obteni&ndose los ma-

ximos crecimientos en la concentracidn de 3 mg/l,
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En cuvanto al niimero de yemas axilares formadas in vitro, el ma-
yor niimero se obtuvo en presencia de kinetina v 6~BA a concen-
traciones de 1 y 3 mg/l.

En relacidn a la formacidn de raices adventicias in vitro se
observaron mejores resultados utilizando las sales inorginicas
de Knudson en presencia de kinetina a concentraciones por deba-

jo de 1 mg/l o en ausencia de reguladores del crecimiento.

En cuanto al efecto de los reguladores del crecimiento sobre el
desarrollo del dpice del tallo, el que no se haya obtenido de-
sarrollo alguno puede deberse a la necesidad de combinar la ac-
cidn de citocininas con auxinas. Asi también es posible que los

lemds componentes del medio de cultivo no fueran los adecuados.

El hecho de que las secciones de tejidos del tallo no hayvan for
mado callosidades cuando fueron sembradas en medios nutritivos
conteniendo auxinas, puede deberse a que estos indculos que era
sembrado. Esta secresidn posiblemente inhibid la accidn de las
auxinas, y por tal motivo no se formaron callosidades.

El que no se observaran diferencias en el crecimiento de las
yemas axila;es cultivadas en el medio de Knudson o en el
Murashige y Skoog, puede deberse al hecho de que las orquideas
en plantas con requerimientos poco especificos de nutrientes vy
por tanto puedan desarrollar in vitro en un medio nutritivo
simple como es el de Knudson o en uno con mayor cantidad de

sales inorgdnicas como es el de Murashige y Skoog.



56

6. CONCLUSIONES.

La vainilla {_Vanilla planifolia A.) se puede propagar clonal-

mente in vitro, utilizando como indculos yemas axilares con
tallo. Como fuente de indculos deben usarse plantas sanas y vi
gorosas, de preferencia adaptadas a condiciones de invernadero
con temperatura de 27—32°C y no expuestas directamente a los
rayos solares.
Para desinfestar el indculo se propone utilizar g} bicloruro
de mercurio al 0.1% durante 10 minutos.
La posibilidad de que la mayoria de las plantas madre prove-
nientes del campo y utilizadas como fuente de indculos estén
contaminadas por Erwinia significa que la obtencidn de culti-
vos asépticos deberid realizarse a partir del cultivo de apices
del tallo. Para el desarrollo de 3pices de tallo se propone
utilizar las sales inorgdnicas de Knudson o de Murashige y
Skoog, probando el efecto de la combinacién de citocininas
con auxinas.
Una vez obtenidos los cultivos asépticos a partir de los dpi-~
ces de talio y desarrollado de brotes, deberin wusarse las nue-
vas yemas axilares como propigulos. Para la multiplicacidn de
propigulos se plantea utilizar las sales de Knudson o de Muras
hig{fy Skoog, conteniendo | a 3 mg/! de 6-Ba o kinetina bajo
condiciones de incubacidn de 27°C, 16 horas luz y 2000 lux de
.
intensidad luminica.
Para su enraizamiento los brotes se transplantarin en un medio

conteniendo las sales nutritivas de Knudson con 0 a 1 mg/l de
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kinetina.

Para la induccidon de callosidades se plantea probar indculos,
provenientes de tejidos jBvenes, como seria el caso de proto-
cormos. Asi también agregar al medio de cultivo diferentes con
centraciones de auxinas solas o en combinacidn con 6-BA.

Es necesario realizar muestreos de plantas de vainilla en las
zonas vainilleras, para determinar las dreas afectadas por
Erwinia, su efecto en la produccién y métodos de control fito-

sanitarios.
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7.RESUMEN
El objetivo del presente fue el desarrollar la metodologia de

propagacidn in vitro de la vainilla.

Se utilizardn como indculos dpices del tallo, yemas axilares y

secciones de tejidos del tallo,

Se probaron diferentes métodos de desinfestacidn para controlar
la contaminacidén por hongos y bacterias, que se presentd hasta
en un 100% en los cultivos in vitro. Con bicloruro de mercurio
al 0.17% durante 10 minutos se logrd controlar hasta en un 100%

la contaminacidn fiingica mds no la bacteriana.

Pruebas realizadas para identificar la bacteria contaminante en
los cultivos in vitro y en tejidos del tallo y hojas de la plan
ta madre, mostraron la presencia del bacilo Erwinia como agente
sistémico en la planta, lo que significa que ningiin método de

desinfestacién serd efectivo para erradicar la bacteria,

Los medios bdsicos nutritivos contenian las sales inorgdnicas
de Knudson,.3% sacarosa y 0.87% Bacto-Agar, o las sales inorgi-
nicas de Murashige y Skoog, 3% sacarosa, 100 mg/l i-inositol,
0.4 mg/l tiamina "HC1, 170 mg/1 NHHZPOA.HZO y 0.8% Bacto-agar,
suplementados con 6-benciladenina, kinetina o 2, isopentenila-

denina en concentraciones de 0 a 30 mg/l.

N ’
Los indculos que mostraron tener desarrollo in vitro fueron
las yemas axilares sembradas en el medio bdsico de Knudson o

de Murashige y Skoog con 1 mg/1 de 6-benciladenina o de kinetina
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. o . .
incubadas a 27°C, con 16 horas luz y 2000 lux de intensidad lu-
minica. Para enraizamiento les mejores resultados se obtuvieron
utilizando las sales de Knudson conteniendo 0.3 mg/1 de kinetina

o sin reguladores del crecimiento.
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