Agronomia Mesoamericana

AGRONOMIA ISSN: 2215-3608

ALl it pccmca@gmail.com
Universidad de Costa Rica
Costa Rica

Efecto de la desinfeccion de segmentos
nodales sobre el rendimiento
morfogenético de vitroplantas de
Vanilla planifolia Andrews

Azofeifa-Bolainos, José Bernal; Rivera-Coto, German; Paniagua-Vasquez, Amelia; Cordero-Solérzano,
Roberto; Salas-Alvarado, Eduardo

Efecto de la desinfeccion de segmentos nodales sobre el rendimiento morfogenético de vitroplantas de
Vanilla planifolia Andrews !

Agronomia Mesoamericana, vol. 30, nim. 1, 2019

Universidad de Costa Rica, Costa Rica

Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=43757673003

DOI: https://doi.org/10.15517/am.v30i1.32360
Basada en una obra en http://www.revistas.ucr.ac.cr/index.php/agromeso. Permisos que vayan mas alla de lo
cubierto por esta licencia pueden encontrarse en pccmca@gmail.com.

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial-SinDerivar 4.0 Internacional.

k) i PDF generado a partir de XML-JATS4R por Redalyc
0 g p p Y/
gf@é a‘y@ % g Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto



https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=43757673003
https://doi.org/10.15517/am.v30i1.32360
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Jost BERNAL AZOFEIFA-BOLANOS, ET AL. EFECTO DE LA DESINFECCION DE SEGMENTOS NODALES SOBRE EL REND...

Articulo

Efecto de la desinfeccion de segmentos nodales sobre el rendimiento
morfogenético de vitroplantas de Vanilla planifolia Andrews '

Disinfection effect of nodal segments from Vanilla planifolia Andrews on the morphogenetic response of iz vitro

plants

José Bernal Azofeifa-Bolarios DOIL: https://doi.org/10.15517/am.v30i1.32360
Universidad Nacional (UNA), Costa Rica Redalye: https://www.redalyc.org/articulo.oa?
jbl2azo@gmail.com id=43757673003

German Rivera-Coto
Universidad Nacional (UNA), Costa Rica
sobralias.rivera911@gmail.com

Amelia Paniagua-Visquez
Universidad Nacional (UNA), Costa Rica

amelia.paniagua.vasquez@una.cr

Roberto Cordero-Soldrzano
Universidad Nacional (UNA), Costa Rica
ticolamb@gmail.com

Eduardo Salas-Alvarado
Universidad Nacional (UNA), Costa Rica
glomus123@yahoo.com
Recepcién: 14 Febrero 2018
Aprobacién: 18 Julio 2018
RESUMEN:

Introduccién. El establecimiento aséptico en condiciones de laboratorio de parientes silvestres de Vanilla planifolia, no ha sido
documentado, asi como tampoco se ha evaluado la importancia de la desinfeccion en el aumento del vigor. Objetivo. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la respuesta morfogenética de vitroplantas de V. planifolia ala desinfeccién en invernadero y en laboratorio,
durante el establecimiento y multiplicacion iz vitro. Materiales y métodos. El estudio se realizé durante el 2015 y 2016 en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Instituto de Investigacién y Servicios Forestales (INISEFOR) de la Universidad Nacional
(UNA), Heredia, Costa Rica. El medio empleado fue el cultivo Murashige y Skoog (MS). Se evaluaron seis tratamientos: 1) alcohol
70%/NaClO 0,35%; 2) kilol/NaClO 0,35%; 3) testigo/NaClO 0,35%; 4) alcohol 70%/HgCl, 0,2%; 5) kilol/HgCl, 0,2% y 6)
testigo/HgCly 0,2%. Las variables que se evaluaron fueron: porcentaje de contaminacion total, por bacterias y hongos; longitud,
peso y didmetro del brote; nimero, longitud y peso de las raices. Resultados. Los géneros de bacterias y hongos mds dominantes
fueron Pantoea sp. (33%) y Fusarium sp. (12%). El mejor tratamiento de desinfeccién se obtuvo con el uso de kilol en invernadero
y HgCl, en laboratorio, donde se logré un 100% de explantes libres de contaminantes. Este mismo tratamiento presenté valores
significativamente superiores para la longitud y peso del brote, nimero y peso de las raices, durante el establecimiento. En la etapa
de multiplicacién, la condicién aséptica de los grupos experimentales presentd valores significativamente mayores para las variables
longitud y peso del brote comparado con la respuesta morfogénica presentada por las vitroplantas verdes y vigorosas en la condiciéon
de contaminacién. Conclusién. La secuencia de tratamientos de desinfeccion representa la linea base para la optimizacién de
protocolos de cultivo iz vitro de parientes silvestres de V. planifolia, constituye un aporte para la conservacion ex sizu de materiales
Ginicos y sirve para incrementar material genético promisorio.

PALABRAS CLAVE: vainilla, sanidad de la planta, desinfeccion de bacterias, control de hongos.

ABSTRACT:
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Introduction. The aseptic establishment in laboratory conditions of wild type Vanilla planifolia has not been documented in
any sterilization and regeneration protocols, nor has been evaluated the importance of disinfection to enhance the plant vigor.
Objective. The aim of this experiment was to evaluate the effect of a double disinfection process (greenhouse and laboratory)
on the morphogenetic response of nodal segments of vanilla during the establishment and i% vizro multiplication. Materials and
methods. Laboratory experiments were conducted during 2015 and 2016 at “Instituto de Investigacion y Servicios Forestales
(INISEFOR) de la Universidad Nacional (UNA)”, Heredia, Costa Rica. The culture medium used was Murashige and Skoog
(MS). Six treatments were evaluated: 1) alcohol 70%/NaClO 0.35%; 2) kilol/NaClO 0.35%; 3) control/NaClO 0.35%; 4)
alcohol 70%/HgCly 0.2%; 5) kilol/HgCly 0.2% and 6) control/HgCly 0.2%. Growth variables evaluated were: percentage of
total, bacterial and fungal contamination; length, weight, and diameter of the shoot; number, length and weight of the roots.
Results. The main genera of bacteria and fungi were Pantoea sp. (33%) and Fusarium sp. (12%). The best disinfection treatment
was obtained with the use of kilol in the nursery and HgCl, in the laboratory, where 100% pathogen-free explants were obtained.
For this treatment, a significant increase of length and weight of the shoot, number and weight of the roots were achieved during
the establishment. In the multiplication stage, the experimental groups in the aseptic condition showed significant higher values
for the variables length and weight compared to the morphogenic response obtained for the green and vigourous iz vitro plants in
the condition of contamination. Conclusion. The disinfection treatments sequence represents the base line to the optimization
of in vitro culture protocols of wild type relatives of V. planifolia, this constitutes a contribution for the ex siz# conservation of
unique materials and increases promising genetic material.

KEYWORDS: vanilla, plant quality, bacteria disinfection, fungus control.

INTRODUCCION

El género Vanilla tiene una distribucién pantropical y estd compuesto por aproximadamente 110 especies
(Gigant et al,, 2011). De estas, solo V. planifolia, V. pompona y V. x tahbitensis producen vainillina,
el compuesto aromatizante y saborizante mds popular en el mundo (Havkin-Frenkel y Belanger, 2007;
Ranadive, 2011; Anuradha et al., 2013; Maruenda et al., 2013). E1 95% de la produccién global se obtiene
de los frutos fermentados de V. planifolia, lo cual la posiciona como la orquidea con mayor importancia
econdmica y la segunda especia mds cara, antecedida por el azafran (Havkin-Frenkel y Belanger, 2007).

En los ultimos afos, el mercado mundial de la vainilla natural ha experimentado una demanda
constante y creciente, ocasionando un cambio en las estrategias de comercializacién, y por consiguiente,
un reordenamiento de las unidades productoras para suplir con rapidez la poca oferta. Para solventar esta
situacion deficitaria, es necesario aumentar el drea de cultivo y optimizar la siembra, a través de cultivos
intensivos. En ambos casos, se requiere la generacién rapida y masiva de semilla de calidad, para lo cual es
indispensable contar con protocolos que permitan obtener suficientes plantas con caracteristicas genéticas
idéneas (Azofeifa, 2018).

Los bancos de germoplasma o programas de mejoramiento implementan técnicas eficientes para la
produccién vegetal masiva, inmersos en una estrategia global de manejo y aprovechamiento de los recursos
fitogenéticos (Soto-Arenas y Solano-Gdémez, 2007). La Universidad Nacional de Costa Rica (UNA) lidera
un programa en ese sentido, para lo cual ya se ha establecido un banco de germoplasma (con mas de 150
accesiones), se han caracterizado especies recolectadas en diversas partes del pais (incluida una especie nueva),
y se harecurrido a la multiplicacién de material iz vitro para reproducir materiales valiosos (Azofeifa-Bolafios
et al,, 2014; 2017).

Como parte de la estrategia integral para la conservacién de vainilla en Costa Rica, es indispensable
salvaguardar los recursos genéticos en un banco de germoplasma in vitro, con la intencién de perpetuar
genotipos valiosos de V. planifolia y multiplicar de forma masiva dicho material, para su posterior uso en
unidades productivas. Sin embargo, para lograr esto, es necesario optimizar un protocolo de desinfecciéon que
garantice la supervivencia de material vegetal de accesiones unicas, escasas o dificiles de establecer de forma
vegetativa en invernadero (Azofeifa-Bolafios et al., 2014).

La validez de la asepsia durante la desinfeccién para el cultivo 7z vitro de plantas tropicales ha sido
documentada de forma limitada, a pesar de que esta estrategia es un factor clave para lograr el establecimiento
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y multiplicacion éptima de estas especies (Mng'omba et al., 2012). En el caso de la vainilla, existen diversidad
de protocolos de micropropagacion donde se mencionan procedimientos de desinfeccién (Tan et al,
2011a; Zuraida et al., 2013; Mujar et al., 2014). No obstante, la literatura no indica la efectividad de tales
procesos, con excepeidn del trabajo de Abebe et al. (2009), quienes lograron un 90% de explantes libres de
contaminacién al utilizar 0,1% HgCl,, de los cuales, solo el 60% sobrevivié a la desinfeccion.

El manejo de los recursos genéticos de vainilla en la UNA, sugiere la necesidad de una estandarizacién
de las desinfecciones, pues el establecimiento aséptico no es facil. La causa de esto obedece a tres factores: la
presencia de los microorganismos endéfitos que indica la literatura (Khoyratty et al., 2015), la sobrevivencia
de microorganismos fitopatdgenos externos y el tipo de estrategia llevada a cabo, cuyo disefio requiere conocer
aspectos genéticos y fisioldgicos del material (Trigiano y Gray, 2004).

Ante la escasa informaciéon metodoldgica y la importancia del estado sanitario en el trasiego de
germoplasma y el desempefio de las plantas de vainilla, el objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta
morfogenética de vitroplantas de V. planifolia a la desinfeccion en invernadero y en laboratorio, durante el
establecimiento y multiplicacion iz vitro.

MATERIALES Y METODOS

Fase de establecimiento

Los explantes usados para el establecimiento en laboratorio fueron obtenidos de plantas de V. planifolia,
correspondientes a la accesion UNA-VAN-00229, del banco de germoplasma de vainilla de la Universidad
Nacional (UNA), ubicado en la Finca Experimental Santa Lucia de la Escuela de Ciencias Agrarias, Santa
Lucia, Barva, Heredia, Costa Rica (10° 01’ 22,188” N — 84° 06’ 46,235” W, 1278 msnm). El experimento
se realiz6 durante el 2015y 2016.

Con la finalidad de seleccionar las mejores soluciones desinfectantes para el establecimiento iz vitro,
se realizé un experimento donde se evaluaron dos condiciones. En invernadero se desinfecté la superficie
externa de los segmentos nodales (nudos) y los entrenudos de las plantas de vainilla, con fibras de algodén
absorbente estéril, con dos productos: solucién de alcohol 70%, kilol (2,5 ml/l) y agua como testigo. En el
laboratorio se hizo la desinfeccién con: hipoclorito de sodio (NaClO) al 0,35% y con cloruro de mercurio
(HgCl,) al 0,20%. La combinacién de ambas condiciones resulté en seis tratamientos: 1) alcohol 70%/
NaClO 0,35%; 2) kilol/NaClO 0,35%; 3) testigo/NaClO 0,35%; 4) alcohol 70%/HgCl, 0,2%; 5) kilol/
HgCl, 0,2% y 6) testigo/HgCI2 0,2%.

En el invernadero se seleccionaron seis plantas con al menos quince nudos, a las cuales se les realizé el
proceso de desinfeccidn una vez por semana, durante cinco semanas consecutivas. Las secciones vegetales
desinfectadas se cortaron y trasladaron al laboratorio en bolsas de polipropileno, etiquetadas segtin el
tratamiento de desinfeccién.

En el laboratorio, los treinta segmentos vegetales de cada tratamiento donde se aplicé la desinfeccién en
invernadero (alcohol, kilol y agua), se colocaron de forma independiente en un frasco de 1000 ml durante
una hora con flujo constante de agua. Luego se colocaron en 500 ml de agua con 20 ml de jabén liquido
antibacterial, en agitacién constante, durante 15 min. El excedente de jabén se eliminé con tres lavados con
agua destilada estéril. Posteriormente, los explantes se colocaron en frascos de 100 ml con una solucién de
alcohol 70% por 1 min.

Se procedié a aplicar los dos tratamientos de desinfeccién en el laboratorio (NaClO y HgCl,) de la
siguiente forma: quince explantes de cada tratamiento de desinfeccién en invernadero se colocaron en una
solucién de NaClO al 0,35%, durante 20 minutos y en agitacién constante. Los otros quince nudos se
colocaron en una solucién con HgCl, al 0,2% por 15 minutos, también en agitacién constante. En todos los
casos, se realizaron cuatro lavados con agua destilada estéril dentro de la cdmara de flujo laminar, previo al
establecimiento en el medio de cultivo.
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Se utilizé un disefio completamente al azar con quince repeticiones por tratamiento. La unidad
experimental consistié de un nudo que en promedio presentd una longitud de 4,48 cm, un peso de 1,07 g
y un didmetro de 0,51 cm. En total se utilizaron noventa nudos de vainilla. Los nudos se sembraron en el
medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS) al 100%, complementado con 30,00 g de sacarosa (3% p/
v) v2,70 g/l de agente gelificante (Phytagel °).

El pH de la solucién del medio de cultivo se ajust6 a 5,70 antes de su esterilizacion. Se utilizaron frascos
cilindricos de vidrio con un didmetro de 4,00 cm, una altura de 13,00 cm y con un volumen de 163,36 ml, en
los cuales se dispensaron 20,00 ml del medio de cultivo. La esterilizacién del medio se realizé a una presiéon
de 1,03 kg/crn2 y 121°C, durante 25 min.

Para propiciar el crecimiento de los explantes, los cultivos se colocaron en un cuarto de crecimiento a 28 °C,
30 umol/m?/s de intensidad luminica y un fotoperiodo de 16 h, durante dos meses. Se evalué el porcentaje
de contaminacidn total, fiingica y bacteriana; longitud, peso y didmetro de los brotes nuevos; longitud, peso
y nimero de las raices adventicias por planta y vigorosidad. Para la obtencién de los valores de peso, cada
unidad experimental se coloc sobre una balanza electrénica, mientras que, para la medicién del didmetro
y las longitudes, primero se colocé una regla métrica de 50 cm junto a las unidades experimentales y luego
se tomaron fotografias en formato JPG, las cuales fueron etiquetadas y almacenadas en un ordenador. Los
valores absolutos se obtuvieron con el analizador de imdgenes ImageJ (Schneider et al,, 2012).

Se analizé la proporcion de explantes contaminados mediante una regresion logistica, debido a que esta es
una variable del tipo binomial. A las otras variables de crecimiento de los explantes (longitud, peso y didmetro
de los brotes nuevos; longitud, peso y nimero de raices) se les aplicé un andlisis de varianza (ANDEVA), por
ser variables del tipo normal.

En todos los casos el modelo consideré dos factores: desinfeccién en invernadero y desinfeccidon en
laboratorio, y su interaccién. Cuando se obtuvieron diferencias significativas entre los niveles de un factor,
se efectud la separacion de las medias de minimos cuadrados mediante la prueba DMS protegida (“protected
LSD” en inglés). El primer analisis se hizo con el Proc Genmod y el segundo con el Proc GLM, ambos del
paquete estadistico SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Cuando la interaccién entre factores
resultd significativa se representd mediante una figura gréfica. Los porcentajes de contaminacion total, por
hongos y bacterias, se obtuvieron mediante tablas de frecuencias.

Al finalizar el periodo de evaluacién y bajo condiciones asépticas, los brotes vivos y verdes emergidos de los
nudos sometidos al proceso de desinfeccion, se cortaron y separaron para la fase de multiplicacion.

Fase de multiplicacién

Para evaluar el efecto de la desinfeccién sobre la capacidad de multiplicacién in vitro de los segmentos
nodales obtenidos de la fase anterior, el modelo considerd tres factores: desinfeccién en invernadero,
desinfeccién en laboratorio y contaminacion (explantes provenientes de brotes limpios originados de estacas
asociadas con contaminacién y asépticas). La combinacién de los tres factores resulté en doce tratamientos.
Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con 82 repeticiones para el tratamiento asociado
con contaminacion y 164 repeticiones para el tratamiento aséptico. La unidad experimental consisti6é de un
segmento nodal de aproximadamente 2,00 cm. En total se utilizaron 246 nudos. Los brotes se cultivaron bajo
las mismas condiciones de crecimiento anteriormente descritas, excepto en las dimensiones de los frascos
cilindricos de crecimiento: 2,50 cm de didmetro, 15,00 cm de altura y una capacidad de 73,63 ml. Tres meses
después de la siembra, se evalud la longitud y peso del brote. La obtencién de los valores de peso y longitud
se realizd de la misma forma que durante el establecimiento.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANDEVA). Cuando se obtuvo diferencias
significativas entre los niveles de un factor, se efectud la separacién de las medias de minimos cuadrados
mediante la prueba DMS protegida (“protected LSD” en inglés). El andlisis se realizé con el Proc GLM
del paquete estadistico SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Cuando la interaccién entre factores
resultd significativa se representé mediante una figura grafica.
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Las estacas infectadas con hongos fueron desechadas, pues en la mayoria de los aislamientos, ocasionaron la
muerte de las plantulas iz vitro, mientras que las contaminadas con bacterias se desinfectaron y subcultivaron
para aumentar la cantidad de plantas para ensayos subsecuentes.

Ensayo fitopatoldgico

Una vez evaluado y extraido el explante, los frascos con el medio de crecimiento que presentaron
contaminacién asociada a los segmentos nodales, se sellaron y trasladaron al Laboratorio de Fitopatologia de
la Escuela de Ciencias Agrarias de la UNA para su respectiva identificacion.

Las muestras de medio MS con presencia de contaminacién se subcultivaron en el medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA), contenido en placas de petri de 9,00 cm de didmetro y complementado con dos gotas
de 4cido l4ctico (25%) para estimular el crecimiento de los hongos y evitar la proliferacién de bacterias. Cada
muestra se cultivd por duplicado, para incubarlas en la oscuridad y a temperatura ambiente.

A partir del cuarto dia de incubacidn, las placas de petri se observaron diariamente en busca de estructuras
morfoldgicas para la identificacién taxondmica de hongos. Las bacterias contaminantes se purificaron en el
medio PDA sin acidificar, mediante un estriado sobre el medio endurecido. La caracterizacién de las colonias
de bacterias se realizé con base en los siguientes criterios: forma, color, elevacidn, olor y consistencia sobre los
medios PDA, YDC (extracto de levadura, dextrosa y carbonato de calcio) y KB (B de King). La morfologia
se determiné por observacion al microscopio de un frotis sometido a la tincién de Gram (Bartholomew y
Mittwer, 1952). Las propiedades fisioldgicas y bioquimicas se analizaron mediante laaplicacién de las pruebas
de crecimiento anaerébico en medio liquido PD (papa-dextrosa), actividad pectolitica en papay crecimiento
237 y40 °C (Schaad et al., 2001).

Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA)

Con el objetivo de garantizar la calidad fitosanitaria del establecimiento iz vitro de las plantas silvestres de
V. planifolia, se tomaron diez muestras de hojas de las plantas utilizadas en los tratamientos de desinfeccién
en invernadero para realizar la prueba seroldgica conocida como ELISA, para los siguientes virus: potexvirus
del mosaico del Cymbidium (CymMYV), tobamovirus de la mancha anillada del Odontoglossum (ORSV),
cucumovirus del mosaico del pepino (CMV) y potyvirus (Poty). Para cada muestra, se evalud por duplicado
el ensayo de captura de anticuerpos monoclonales conocido como inmunoensayo de triple anticuerpo (TAS-
ELISA), con el propdsito de detectar tempranamente los antigenos especificos para cada virus. Los andlisis
fueron realizados en el Laboratorio del Centro de Investigacién en Biologia Celular y Molecular de la

Universidad de Costa Rica (CIBCM-UCR).

RESULTADOS

El procedimiento implementado para reducir la carga patogénica de los segmentos nodales durante el
establecimiento, no controlé algunos géneros comunes de bacterias y hongos, que persistieron luego del
proceso de desinfeccion. Del total de aislamientos bacterianos encontrados, los géneros predominantes
fueron Pantoea (64%), seguido de Erwinia (26%), Acidovorax (4%), Pseudomonas (4%) y Xanthomonas
(2%). La predominancia de Pantoea en los medios de cultivo no afectd el crecimiento de la planta en
forma cualitativa, pues todas las que presentaron contaminacion, crecieron verdes, vigorosas y sin lesiones
necréticas. La especie identificada que predominé fue P. citrea y constituye la primera vez que se informa
sobre la presencia de la especie en vainilla. Sin embargo, para garantizar la fidelidad genética de los aislados,
se necesitan estudios futuros de biologia molecular.

Para los efectos de este experimento no fue posible establecer una asociacién patogénica de Erwinia con
vainilla. De la misma forma, en las colonias del género Acidovorax que persistieron después de la desinfeccion,
no fue posible determinar la especie, asi como tampoco su efecto patdgeno con vainilla. Por su parte, solo
dos aislados de Pseudomonas fluorescens resistieron la desinfeccion y no mostraron evidencia de afectar los
explantes.
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En los aislamientos fingicos, el mas frecuente fue Fusarium oxysporum (28%), seguido de hongos con
micelio estéril, F. solani, F. semitectum, Fusarium sp., Phoma sp., Alternaria sp. y Cladosporium sp. La
supervivencia de F. oxysporum y F. solani en el experimento, ocasiond la muerte de las plantulas iz vitro,
motivo por el cual, la presencia de estas especies se considerd nociva. De forma opuesta, la persistencia en los
aislamientos de Phoma sp. no causé lesiones a la planta, a pesar de ser evidente su manifestacién (Figura 1).
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o

FIGURA 1
Contaminacidn asociada a segmentos nodales de V. planifolia luego del proceso de
doble desinfeccién durante el establecimiento en laboratorio. (A) F. oxysporum, (B)

F. solani, (C) Phoma sp.y (D) Erwinia sp. Instituto de Investigacion y Servicios

Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.

Figure 1. Microorganism contamination associated to nodal segments of V. planifolia after a double-disinfection
process during the establisment in laboratory. (A) F. oxysporum, (B) F. solani, (C) Phoma sp.y (D) Erwinia sp.
Instituto de Investigacién y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.

No hubo diferencias significativas en la interaccién entre los factores (desinfeccién en invernadero por
desinfeccién en laboratorio) para las variables contaminacién por bacterias (x2:5,85; n=90; p=0,0538) y
debidaahongos (x2=2,17; n=90; p=0,3375). Sin embargo, la contaminacién total (ocasionada por cualquier
microorganismo) resultd con diferencias significativas (¥2=6,68; n=90; p=0,0354) en la interaccién entre
los factores.

La contaminaci6n bacteriana fue mayor que la fungosa. Independientemente de la solucién desinfectante
utilizada en el laboratorio, el kilol resulté la solucién desinfectante aplicada en el invernadero con la menor
contaminacion (total, bacterias y hongos) durante el establecimiento de los explantes en el laboratorio. El
kilol redujo 2,9, 3,3 y 2,6 veces la contaminacion total, por bacterias y por hongos respecto al alcohol y 2,5,
2,4y 2,3 veces la contaminacion de estos grupos de microorganismos respecto al testigo. El efecto del alcohol
sobre el desarrollo de microorganismos fue similar (p>0,05) al testigo en el invernadero.

Independientemente del desinfectante usado en el invernadero, la solucién desinfectante utilizada en el
laboratorio que redujo en mayor grado la contaminacién por microorganismos fue HgCl, respecto a NaClO
(p<0,0093). Las reducciones fueron 1,8, 1,8 y 2,6 veces la contaminacidn total, por bacterias y hongos.

Para contaminacién total no hubo diferencias significativas (p=0,0586) entre los desinfectantes usados
en invernadero seguido por la desinfecciéon con NaClO en el laboratorio. Por el contrario, cuando el
desinfectante en el laboratorio fue el HgCL, posterior a la desinfeccién en invernadero, se presentaron
diferencias entre el kilol respecto al alcohol y el testigo (p<0,0001), mientras que entre estos dos tltimos
tratamientos no hubo diferencias (p=0,1422).
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Los explantes obtenidos de material vegetal previamente desinfectado con alcohol en el invernadero,
presentaron una menor contaminacién total que alcanzé solo 8% (p=0,6668) con el uso del HgClL,
respecto al NaClO. Por el contrario, los explantes que provenian de material vegetal desinfectados con
kilol en el invernadero, presentaron una reduccién del 100% en contaminacidn total (p<0,0001) cuando se
utiliz6 HgCl, en vez de NaClO como desinfectantes en el laboratorio. La combinacién kilol y HgCl, fue
altamente efectiva, pues evité por completo la contaminacién por cualquier microorganismo. Los explantes
provenientes de material vegetal de invernadero sin desinfectante (testigo), redujeron su contaminacién en
un 46% (p=0,0291) al emplear HgCl, en el laboratorio respecto a NaClO. La eficacia del HgCl, para reducir
la contaminacién total en el laboratorio después de usar kilol y su poca eficacia después de usar alcohol y agua
en el invernadero, explica la interaccién significativa entre factores (y2=6,68; n=90; p=0,0354) (Figura 2).

mNadO HgCl,
p=0,0354

Contaminacion total (%)

Alcohol Kilol Testigo

FIGURA 2
Porcentaje de contaminacién total (n=15) de explantes de plantas silvestres de
V. planifolia, segin tratamiento de desinfeccién en invernadero (alcohol, kilol,
testigo) y desinfeccion en laboratorio (NaClO y HgCL). Instituto de Investigacién y
Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.

Letras mintsculas iguales sobre las barras pertenecientes a NaClO significan que no hubo diferencias (p>0,05),
mientras letras maytsculas diferentes sobre las barras con HgCly significan que hubo diferencias entre tratamientos

de desinfeccién en invernadero (p<0,05), segtin el método de medias de minimos cuadrados. Valor p asociado
ala interaccién entre los factores desinfeccién en invernadero y desinfeccién en laboratorio del ANDEVA.
Figure 2. Percentage of total contamination (n=15) in explants of V. planifolia according to the greenhouse
disinfection (alcohol, kilol, control) and laboratory (NaClO y HgCly) treatments. Greenhouse of the Instituto
de Investigacién y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.
Same lowercase letters above NaClO dark bars denote non-significant (P>0.05) differences, while different
capital letters above HgCI2 light bars denote significant (P<0.05) differences among greenhouse treatments,
according to least squares means procedures. ANOVA p-values associated to the interaction between factors.

En cuanto al desarrollo de los explantes, tanto el didmetro del brote como la longitud de raices presentaron
diferencias entre los tratamientos de desinfeccién en invernadero y entre desinfectantes utilizados en el
laboratorio, las otras variables no presentaron diferencias significativas excepto el peso de raices para el factor
invernadero (Cuadros 1y 2). El didmetro del brote presenté una diferencia de 7 a 11% mayor cuando
provenia de material vegetal de invernadero desinfectado con alcohol o kilol respecto al testigo (Cuadro
1). Los explantes desinfectados en el laboratorio con NaClO presentaron mayor didmetro que con HgCl,
(Cuadro 2).
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CUADRO 1
Medias de algunas variables de crecimiento (+ error estindar) de los brotes emergentes de V. planifolia
durante el establecimiento 7 vitro segin el tratamiento de desinfeccién en invernadero. Instituto de
Investigacién y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.

Brote Raices
Longitud Peso (g) Diametro Namero Longitud Peso (g)
Tratamiento {cm}) {cm) {em})

Kilol (n=30) 8,64(0,63)  1,99(0,15) 0,31(0,01)a  4,14(0,32) 5,05(0,46)a 0,11(0,01)a
Aleohol (n=30) 9,05(0,64)  1,56(0,16)  0,30(0,01)a  4,44(0,32)  3,40(0,46)b  0,06(0,01)b
Testigo (n=30) 8,74{0,60)  1,67(0,15) 0,28(0,01)b  4,51(0,30)  4,78(0,43)a  0,10(0,01)a
F* (p)** F (o) Fip) F{p) Fip) F(p)
__0,11({0,8%53) 2,18(0,1215) 3,81(0,0279) 0,38(0,6867) 3,57(0,0343) 4,43(0,0161)

*Estadistico F. **Probabilidad asociada al ANDEVA, en neagnita los valores significativos. Tratamientos cuyas
medias tienen letras iguales en una misma columna no difieren (p=0,05) segun el método de medias de
mimimos cuadrados / *F statistic. ** ANOVA p-values. Significant values are shown in bold. Same letters in
the same column denote non-significant differences among treatments (p=0.05), according to least squares
means procedures.

Table 1. Mean number of some growth parameters (+ standard error) from emerging V. planifolia
shoots during the in vitro establishment according to the greenhouse disinfection treatment. Instituto
de Investigacion y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.

CUADRO 2
Medias de algunas variables de crecimiento (+ error estindar) de los brotes emergentes de V. planifolia
durante el establecimiento i vitro segin el tratamiento de desinfeccidn en laboratorio. Instituto de
Investigacion y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.

Brote Raices
Longitud Peso (g) Diametro Numero Longitud Peso (g)
Tratamiento {cm) {cm} {cm}

NaClQ (n=45) B8,36(0,52) 1,66(0,13) 0,31(0,01)a  4,06{0,27)  3,86(0,38)b  0,08(0,01)
HgCl, (n=45)  5,26(0,50) 1,82(0,12)  0,28(0,01)b  4,68(0,25)  4,90(0,36)a  0,09(0,01)
F (g Fip) Fip) Fip) Fp) Fip)
1,53(0,2203) 0,87(0,3546) 7,69(0,0074) 2,81(0,0888) 4,03(0,0493) 0,56(0,4553)

*Estadistico F. "*Probabilidad ascciada al ANDEVA, en negrita los valeres significatives. Tratamientos cuyas
medias benen letras iguales en una misma columna no difieren (p>0,05) segun el método de medias de
minimos cuadrados / *F statistic, ** ANOVA p-values. Significant values are shown in bold. Same letters in the
same column denote non-significant differences among treatments (p>0.05), according to least squares means

procedures.

Table 2. Mean number of some growth parameters (+ standard error) from emerging V. planifolia
shoots during the in vitro establishment according to the laboratory disinfection treatment. Instituto
de Investigacién y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.

La longitud de las raices fue de 29 a 33% mayor cuando provenia de material vegetal de invernadero con
los tratamientos testigo o kilol, al compararse con el alcohol. Los explantes desinfectados en laboratorio
con HgCl, presentaron una longitud de las raices 21% mayor, en contraste con la desinfeccién con NaClO
(Cuadro 2). El peso de las raices fue de 40 a 45% mayor cuando el material vegetal provenia de invernadero
sometido a los tratamientos testigo o kilol respecto al alcohol (Cuadro 1).

Para el efecto correspondiente ala interaccidn entre factores, se presentaron diferencias significativas en las
variables largo del brote (F=4,43; n=90), peso del brote (F=4,68; n=90), nimero de raices (F=4,02; n=90)
y peso de raices (F=3,33; n=90) (Figura 3). Los valores mds altos de estas cuatro variables se obtuvieron con
la combinacién kilol-HgCl2, y las mayores diferencias se presentaron entre la combinacién kilol-HgCl,
respecto a kilol-NaClO (Figura 3). Por su parte, las interacciones para las variables didmetro del brote
(F=0,22; n=90; p=0,8019) y longitud de las raices (F=2,01; n=90; p=0,1433) no fueron significativas.
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FIGURA 3

Respuesta morfogenética de algunas variables de crecimiento de plantas silvestres de V.
planifolia, segin la combinacién de tratamientos de desinfeccién en invernadero (alcohol,
kilol, testigo) y desinfeccién en laboratorio (NaClO, HgCL). Instituto de Investigacion
y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.

Letras minusculas iguales sobre las barras pertenecientes a NaClO significan que no hubo diferencias
(p>0,05), mientras letras mayusculas diferentes sobre las barras con HgCl, significan que hubo

diferencias entre tratamientos de desinfeccidn en invernadero (p<0,05), segtin el método de medias
de minimos cuadrados. Probabilidad (valor p) asociada a la interaccién entre factores del ANDEVA.
Figure 3. Morphogenetic responses of some growth parameters of wild V. planifolia plants according to the
greenhouse disinfection (alcohol, kilol, control) and laboratory (NaClO, HgCly) treatments combinations.
Instituto de Investigacion y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2015.
Same lowercase letters above NaClO dark bars denote non-significant (p>0.05) differences, while different
capital letters above HgCl light bars denote significant (p<0.05) differences among greenhouse treatments,

according to least squares means procedures. ANOVA p-values associated to the interaction between factors.

La combinacién kilol-HgCl, obtuvo un incremento de un 36% para la variable longitud del brote en
comparacién con la combinacién kilol-NaClO (p=0,040), pero con el resto de combinaciones, el aumento
no fue significativo.

Por su parte, el tratamiento combinado kilol-HgCl, registré un aumento del 43% en el peso del brote en
comparacién con la secuencia alcohol-HgCl, (p=0,014), y del 38% respecto a la combinacién kilol-NaClO
(p=0,040). En ninguno de los tratamientos restantes las diferencias fueron significativas.

Para el caso de la variable numero de raices, la combinacién kilol-HgCl, obtuvo un 37% mas raices que
kilo]-NaClO, aunque no hubo diferencia significativa con respecto a alcohol o agua.

La interaccién entre tratamientos no fue significativa para la longitud radical, sin embargo, la mejor
combinacién indicada de forma previa, incrementd hasta un 47% mas el tamano de las raices en comparacion
con el tratamiento alcohol-HgCl.

Paralavariable peso de las raices, kilol-HgCl, present un 71% de aumento con relacién a alcohol-HgCl,
(p=0,004). En el resto de las combinaciones no hubo diferencias significativas.

En lo que se refiere al desarrollo de los explantes en el ensayo de multiplicacion, se obtuvo diversas
respuestas en el andlisis de los factores Condicién (Cond), Invernadero (Inv), Laboratorio (Lab) y las
respectivas interacciones.
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Las variables peso y longitud del brote presentaron diferencias significativas para el factor condicién, las
otras variables no presentaron diferencias significativas, excepto la variable longitud del brote para los factores

Invy lainteraccion Cond*Inv*Lab (Cuadro 3, Figura 4).

CUADRO 3
Resultados del ANDEVA de tres vias de los efectos de una desinfeccion de doble fase en
invernadero y laboratorio sobre la respuesta de crecimiento de las variables peso y longitud
del brote de V. planifolia durante la multiplicacién iz vitro. Instituto de Investigacion
y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2016.

Fuente de variacidon Peso Longitud
gl* F** pEEE Gl F P
Condicion 42,34 =,0001 22,63 =, 0001

Invernadero 4,97 0,0077
Condicion x invernadero 2,75 0,066

1
2 2,73 0,0673
2
Laboratorio 1 0,89 0,3468
1
2
2

0,94  0,3922
0,15  0,6953
2,54  0,1123
0,27  0,7607
1,65  0,1947

Condicion x laboratorio 1,51 0,2209
Invernadero x laboratorio z,9 0,0568
Condicion x invernadero x laboratorio 4,17 00,0167

(ST S T SO S T TS

*gl=grados de libertad. **Estadistico F. ***Probabilidad asociada al ANDEVA, en negrita los valores

significativos (p<0,05). n=246 [ *df=degrees of freedom. **F statistic. *** ANOVA p-values.
Significant values are shown in bold (p=<0.05). n=246.

Table 3. Three-way ANOVA results of a double-disinfection process in greenhouse and laboratory on the
growth response of the variables weight and length of V. planifolia shoots during the iz vitro multiplication.
Instituto de Investigacién y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2016.
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FIGURA 4

Longitud del brote de V. planifolia segin el tratamiento de desinfeccién en invernadero,
en cada nivel de desinfeccidn en laboratorio y de acuerdo a la condicién del material (triple
interaccién entre factores) durante la multiplicacion iz vitro. Instituto de Investigacion
y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2016.

Figure 4. Shoot length of V. planifolia during the iz vitro multiplication according to the greenhouse disinfection treatment,
at each laboratory disinfection level and according to the provenance of the plant material (triple disinfection between
factors). Instituto de Investigacién y Servicios Forestales de la Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica. 2016.
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Los brotes sanos obtenidos donde no se presentd contaminacion (Asp) durante el establecimiento, fueron
24% més pesados y largos comparados con los brotes sanos obtenidos donde hubo contaminacién (Cont)
(p<,0001).

En invernadero, la longitud promedio del material vegetal desinfectado con alcohol fue 9 y 13% mayor
respecto al kilol y al testigo, respectivamente (p=0,0077).

La longitud del brote presenté interaccién significativa entre los tres factores (p=0,0167). Los valores més
altos se obtuvieron a partir de los explantes desarrollados en la condicién Asp durante el establecimiento
(Figura 4). La mayor diferencia (55%) se presentd entre la combinacién alcohol-HgCl, de esta condicién,
respecto a la combinacidn testigo—HgCl, de los brotes sanos obtenidos donde hubo contaminacién (Cont)
(p=0,0001). Ademas, cuando la comparacién se realizé entre los tratamientos de desinfeccién de invernadero
(kilol, alcohol, testigo) con la desinfeccién con NaClO en laboratorio de la condicién Cont, la mejor
combinacién del experimento presentd un incremento de al menos 24% (p=0,001). Para los brotes sanos
obtenidos donde no presenté contaminacién (Asp), no se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos, excepto para alcohol-HgCl,, la cual presentd 16% mads longitud en comparacién con kilol-

HgCl, (p=0,035).
Discusion

Ante el desafio de lograr plantulas in vitro libres de contaminacién y con un desempefio morfogenético
adecuado parala produccién comercial, la desinfeccién efectuada en invernadero y en laboratorio fue efectiva.
Para el logro de ese objetivo se tomaron en consideracién aspectos inherentes al explante y fisioldgicos del
material donante, considerados como fundamentales para la seleccién del disefio experimental en ensayos
generales de cultivo 7 vitro (Trigiano y Gray, 2004); entre ellos, se verificé con exactitud la fidelidad
genética de la poblacién (Azofeifa-Bolaios et al., 2017), se incrementé el material en invernadero (ambiente
protegido) para aumentar el crecimiento activo de los brotes y disminuir la carga microbiana de las plantas
silvestres expuestas a la lluvia y al polvo (George et al., 2008), se utilizé un tamano de explante inicial
diferente a lo indicado en la literatura que propicié un adecuado crecimiento, tanto en invernadero como
en laboratorio, y se realizé un preacondicionamiento (desinfeccién) en invernadero en la época més seca del
afo. Este ultimo procedimiento es fundamental en las plantas que viven en asociacién con hongos endéfitos
(Mng'omba et al., 2012), como es el caso de V. planifolia (Khoyratty et al., 2015).

En lo que concierne a la presencia de bacterias del género Pantoea, posterior al proceso de desinfeccion,
estd ampliamente documentada la accidn fitopatégena de algunos de sus miembros (Walterson y Stavrinides,
2015). No obstante, los resultados demostraron que su presencia no limité las respuestas morfogenéticas.
De forma similar, Luna-Guevara et al. (2016) determinaron la frecuencia de aislamiento de esta bacteria en
frutos verdes y beneficiados, sin dano fisico ni crecimiento microbiolédgico aparente, lo cual sugiere que en
vainilla, Pantoea sp., es un microorganismo endéfito.

En relacién con los géneros Erwinia y Acidovorax, la mayoria de sus miembros son considerados
fitopatdgenos (Fegan, 2006; Kado, 2006), y su permanencia luego del proceso de desinfeccién podria
considerarse un aspecto negativo, sin embargo, no fue posible establecer una asociacién patogénica con
vainilla. Esta condicién la presentan algunas especies que se encuentran con frecuencia en el suelo, agua y
como enddfitas, las cuales son incapaces de ejercer accidn patogénica en plantas (Fegan, 2006).

Acerca de la presencia de P. fluorescens, es importante senalar que algunas cepas han obtenido buenos
resultados para el combate bioldgico de F. oxysporum en vainilla en campo (Radjacommare et al., 2010),
mientras que, otras muestran una fuerte actividad antagénica iz vitro (Gangadara et al., 2010), sin embargo,
en la presente investigacion, no se determing la posible accién antagonista de esta bacteria.
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En lo que se refiere a la presencia de Fusarium spp., los resultados concuerdan con los publicados por
Pinaria et al. (2010), quienes hallaron F. oxysporum en un 55,72% del total de los aislamientos, seguido de
F. s0lani (25,65%) y F. semitectum (11,07%).

Aunque F. oxysporum se ha identificado como un endéfito en vainilla, la forma especial vanillae es el agente
causal de la pudricién del tallo y laraiz en V. planifolia en todas las areas productoras, mientras que F. solani se
considera como patdgeno secundario (Koyyappurath et al,, 2016). Por otro lado, F. semitectum esté asociado
a diversas enfermedades en varios cultivos, pero en vainilla, es considerado un endéfito o un colonizador
saprofitico del tallo con una capacidad de establecerse en las partes aéreas de las plantas como un invasor
secundario (Pinaria et al., 2010).

El hongo Phoma sp., es reconocido como fitopatdgeno, pero en pruebas de patogenicidad en vainilla no
indujo lesiones necréticas en los tallos (Santa-Cardona et al., 2012), por lo cual, se considera un hongo
endéfito (Ordéiiez et al., 2012).

Los resultados obtenidos permiten sugerir que el HgCl, fue mas efectivo como desinfectante que el
NaClO, tanto de manera independiente como combinada con un previo tratamiento de desinfeccién en
invernadero. Con respecto a este desempefio, se confirmé por qué el cloruro de mercurio es el agente més
utilizado en los protocolos de cultivo i vitro de vainilla en laboratorios de todo el mundo (Geetha y Shetty,
2000; Kalimuthu et al., 2006; Janarthanam y Seshadri, 2008; Divakaran y Babu, 2009; Tan et al., 2011b;
Renuga y Saravana-Kumar, 20 14).

La efectividad del proceso de doble desinfeccién concuerda con los resultados de Mng'omba et al.
(2012), quienes determinaron que la aplicacién de fungicidas a las plantas madres contribuyeron de forma
significativa a las condiciones asépticas de los cultivos iz vitro. Ademas, los mismos autores afirmaron que
una fase previa de desinfecciéon en invernadero, puede disminuir la necesidad de usar desinfectantes més
fuertes en laboratorio como el HgCl,. Los resultados de este experimento, concordaron de forma parcial
con los investigadores antes mencionados, pues el proceso de desinfeccién en invernadero con kilol logré
disminuir la contaminacién en laboratorio tanto con el uso de NaClO como HgCl,; aun asi, la efectividad
de los tratamientos restantes fue menor, lo cual indica la necesidad de mejorar el establecimiento con agentes
esterilizadores para el material vegetal e inocuos para el explante, el ser humano y el ambiente. Sin embargo,
ante la falta de metodologias efectivas para el cultivo aséptico en laboratorio y para el establecimiento formal
de ensayos, en vainilla o algunas especies lefiosas con endéfitos, el HgCl, continta siendo la mejor opcidn.

El uso de alcohol como método preventivo en invernadero, no fue efectivo para disminuir la
contaminacion, incluso en presencia de HgCly, lo cual podria explicarse, al menos de forma parcial, por
la cuticula, cuya estructura estd compuesta por polimeros lipofilicos (cutina y ceras), que dentro de sus
funciones esta prevenir a la planta del déficit hidrico y proveer una barrera muy efectiva contra la entrada de
patdgenos (Reina-Pinto y Yephremov, 2009). Por lo tanto, si hay ruptura de la composicion de la cuticula
por la accién de solventes orginicos como el alcohol, se elimina una de las barreras naturales al contacto con
los patdgenos (Tafolla-Arellano et., 2013).

Aunque el HgCL, es un antiséptico de amplio espectro, su uso debe ser analizado con anterioridad al
establecimiento iz vitro de cada cultivo, pues su efectividad puede ser menor si no se aplica un procedimiento
de desinfeccién previo en invernadero. Por ejemplo, el uso de este compuesto durante el proceso de
desinfeccién de la especie Uapaca kirkiana (Phyllanthaceae), fue menos eficiente cuando se utilizaron
explantes de especimenes colectados directamente del campo (Mng'omba et al., 2007).

En Costa Rica los protocolos de desinfeccion clasicos que utilizan diversas concentraciones de hipoclorito
de calcio [Ca(ClO),], NaClO, alcohol y otros, no han logrado la asepsia adecuada para el establecimiento in
vitro de vainilla (Araya et al., 2014), lo cual implica una pérdida constante de material genético promisorio
que compromete la supervivencia de las plantas, muchas de las cuales son escasas y tnicas.

Los resultados de este trabajo en cuanto a la respuesta morfogenética de la longitud del brote, en ausencia
de reguladores de crecimiento, fueron muy superiores a los indicados en algunos procedimientos de otros
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autores (Giridhar y Ravishankar, 2004; Tan et al., 201 1b; Zuraida et al., 2013). El promedio logrado (10,54
+ 0,89 ¢m) no se ha obtenido en protocolos con periodos de evaluacion de sesenta dias, atn con el uso de
reguladores de crecimiento. Al respecto, se han obtenido valores de 4,20 + 0,14 ¢m al utilizar un medio MS
complementado con 1 mg/l BAP (Tan et al., 2011b), 3,8 £+ 0,2 cm en un medio MS complementado con 1
mg/I BAP + 0,5 mg/l ANA (Tanetal, 2011a) y2,9 £+ 0,19 cm en un medio MS complementado con 5 mg/
I BAP + 1 mg/l AFA (4cido fenilacético) (Giridhar et al., 2003). Otros protocolos similares con un periodo
de evaluacion de 45 dias originaron valores de 4,5 + 0,14 cm (Zuraida et al., 2013), 2,6 + 0,1 cm (Giridhar
y Ravishankar, 2004) y 3,81 + 0,33 cm (Giridhar et al.,, 2001).

En lo que respecta al desarrollo morfogenético de la variable longitud de la raiz, en ausencia de auxinas y
en medio MS, los resultados de este trabajo (6,20 + 0,63 cm) no coinciden con referencias previas donde se
evalué esta variable. Los valores obtenidos, estdn por encima de lo alcanzado en otras investigaciones donde
se complementaron los medios con auxinas, las cuales son precursoras de los meristemos radiculares (George
et al,, 2008). Por ¢jemplo, al complementar el medio MS con 2 mg/I BAP + 1 mg/l AFA se obtuvo 1,04 +
0,25 cm después de sesenta dias de evaluacién (Giridhar et al., 2003). Otros investigadores, después de treinta
dias de evaluacién, obtuvieron 4,52 + 0,21 cm en medio MS (Zuraida et al., 2013), 4,01 + 0,22 cm y 4,42 +
0,2 al complementar el medio MS con 1 mg/l de ANA (Tan etal,, 2011a; 2011b). Por su parte, Janarthanam
y Seshadri (2008) obtuvieron 6,37 + 1,10 cm al complementar el medio con 1 mg/l de AIA + 0,1 mg/l de
ANA, mientras que Giridhar et al. (2001) obtuvieron 8,5 + 2,07 cm con el uso de 2 mg/I de AIB, ambos
trabajos obtuvieron los resultados mencionados después de un periodo de observacién de 45 dias.

Este trabajo indica valores de referencia para las variables peso y didmetro del brote, numero y peso
de raices durante el establecimiento in vitro de V. planifolia, los cuales podrian incorporarse como
pardmetros agronémicos importantes para la seleccién temprana de rasgos deseables en futuros programas de
mejoramiento. Las investigaciones basadas en las mediciones de las variables longitud del brote y longitud de
la raiz no proporcionan argumentos suficientes para este trabajo como una medida confiable del rendimiento
morfogenético, pues un mayor tamano no significa una mejor vigorosidad de la planta ni una mayor
adaptacién a condiciones ex vitro. Los resultados de este experimento permitieron la obtencién de mayores
evidencias para la definicién de una planta vigorosa y saludable adecuada para la producciéon comercial, la cual
se podria usar de forma directa durante la aclimatizacién, pues los valores de longitud del brote y longitud
de la raiz, complementados con los valores de las demds variables, fueron mayores en comparacién con los
protocolos indicados en la literatura (Giridhar et al., 2003; Giridhar y Ravishankar, 2004; Tan et al., 2011a;
2011b; Zuraida et al., 2013).

Durante el establecimiento i vitro de vainilla, y con base en los resultados de este trabajo, se sugiere indicar
valores de referencia homogéneos de la longitud, el peso y el didmetro de los explantes iniciales. Lo anterior,
para evitar modificaciones en las reservas de carbono, y por tanto, la respuesta organogénica. Esto, junto con
las diferentes condiciones experimentales, no permite una comparacion adecuada del potencial morfogénico
del explante entre un trabajo y otro.

La interaccién entre los tres factores (Figura 4), validé los resultados de los efectos independientes
y demostrd que la desinfeccién en vainilla tiene efectos directos en la longitud del brote durante la
multiplicacién, por lo cual, no solo hay que considerar el mecanismo de desinfeccion aplicado durante las
fases iniciales, sino la condicién del material procedente de la fase de establecimiento. Si el material proviene
de broteslimpios que se originaron de estacas asociadas con contaminacién bacteriana, lalongitud serda menor
que si proceden de medios asépticos (p<0,05).

Los resultados de esta investigacion, refuerzan la tesis de que el éxito de un protocolo de cultivo de tejidos
empieza con una esterilizacién efectiva de los explantes. Para el caso particular de la vainilla, se muestra el
efecto de la contaminacién asociada a los segmentos nodales de vainilla sobre el rendimiento morfogenético
durante el establecimiento y multiplicacién. Si bien los resultados indicaron que se puede obtener respuestas
morfogenéticas en presencia de contaminacion, la prevalencia de contaminantes iz vitro limitan el desarrollo
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de los explantes; ademds, estos contaminantes compiten por los componentes nutricionales del medio de
cultivo (Pierik, 1997; George et al., 2008). Las evidencias encontradas concuerdan con lo propuesto por los
autores antes mencionados, tanto en el ensayo de establecimiento como en el de multiplicacién, puesto que,
aun cuando las plantas en los medios contaminados permanecieron verdes y vigorosas de manera visible, los
valores de crecimiento evaluados fueron estadisticamente menores que los obtenidos en los medios libres de
microorganismos.

Los analisis seroldgicos del material utilizado mostraron la ausencia de los virus mis comunes en vainilla
y confirman de nuevo que, en Costa Rica, los principales problemas fitosanitarios de la vainilla y otras
orquideas, son causados principalmente por hongos y bacterias comunes (Rivera-Coto y Corrales-Moreira,
2007). Por esta razdn, en cualquier intercambio de material vegetal entre paises, es necesario reducir el riesgo
de introducir patdgenos exéticos (en especial virus), por lo que es perentorio cumplir con las obligaciones
de la Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria (FAQO, 1997), en especial lo concerniente al
certificado fitosanitario que se requiere para cualquier transferencia de material vegetal (Roux-Cuvelier y
Grisoni, 2010).

CONCLUSIONES

Con base en el procedimiento de esterilizacién y regeneracién empleado para el establecimiento y
multiplicacién in vitro de plantas silvestres de V. planifolia, se logré un 100% de explantes libres de
contaminantes durante el establecimiento de segmentos nodales homogéneos en cuanto a longitud, peso y
didmetro con el uso de un proceso de doble desinfeccion (kilol en invernadero y HgCl, en laboratorio). Este
procedimiento puede ser efectivo para el establecimiento formal de ensayos, la reducciéon 6ptima de la carga
microbioldgica y para el aumento significativo de la respuesta morfogenética de las variables de crecimiento
durante el establecimiento y multiplicacién sin el uso de aditivos al medio de cultivo. Su aplicacién podra
constituir un aporte para la conservacién ex situ de las vainillas costarricenses.

Para el establecimiento de plantaciones comerciales en el corto y mediano plazo, a partir de material
genético certificado, se sugiere continuar con la optimizacién de estos tratamientos y, paralelo a ello, es
necesaria la caracterizacién morfoldgica, molecular, bioquimica y agronémica de las plantas donantes antes
del establecimiento de un programa de micropropagaciéon comercial.
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