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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Aspectos Generales  

Actualmente las industrias, tanto  manufactureras como de procesos, realizan 

grandes esfuerzos en la optimización de los procesos productivos. Algunas se 

centran en el aspecto de la calidad, mientras que otras  en el aspecto de los 

costos. Ambos factores  son  condicionantes fundamentales en estas industrias 

y, en este sentido, la automatización industrial contribuye decisivamente 

(Ponsa et al., 2008).  Respecto a instrumentación de control de procesos, uno 

de los elementos básicos capaces de llevar a cabo el control secuencial o la 

regulación  continua dentro del control de procesos industriales es el llamado 

autómata programable PLC. Durante los casi ya treinta años de utilización de 

autómatas programables en la industria han destacado por  su eficaz labor en 

el control secuencial de procesos. Una de las aplicaciones de mayor éxito es la 

combinación de autómatas programables con la tecnología electroneumática 

(Tompkins  et al., 2006).  

Por otra parte, la biotecnología vegetal es una de las disciplinas científicas que 

más desarrollo ha mostrado en los últimos años. Actualmente ofrece una 

alternativa real para la resolución de un gran número de problemas 

relacionados con el mejor aprovechamiento de las plantas para la industria 

agrícola. Esta disciplina es sin duda una herramienta invaluable para 

incrementar tanto la cantidad como la calidad de los alimentos de origen 

vegetal, así como para obtener nuevos productos con diversas aplicaciones a 

partir de  plantas (Bello-Bello, 2013). Una de las aplicaciones de la 

biotecnología vegetal es la micropropagación de plantas. Actualmente la 

industria biotecnológica agrícola en México, en lo referido a micropropagación 

masiva de plantas, cuenta con un gran potencial productivo. Sin embargo, el 

empleo de la micropropagación a escala comercial se ha limitado cada vez más 

debido a los altos costos ocasionados por la mano de obra, la baja eficiencia 

biológica y a la falta de automatización durante los procesos de propagación in 

vitro de plantas. El empleo de Sistemas de Inmersión Temporal (SIT), como 

son: el Recipiente de Inmersión Temporal Automatizado (RITA), el Biorreactor 

de Inmersión Temporal (BIT), Biorreactor de Inmersión por Gravedad (BIG), 
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entre otros, se han convertido en una herramienta de gran utilidad para lograr 

la semiautomatización, reducción de costos y aumento en los índices de 

multiplicación de los cultivos in vitro.   

Una característica que afecta el cultivo in vitro de plantas en biorreactores son 

las pérdidas de material vegetal causada por la contaminación. De acuerdo a 

Mroginski et al. (1993) el impacto de éstas pérdidas, en promedio, en 

laboratorios dedicados a ésta práctica se le puede estimar alrededor de 10%. 

Una nueva alternativa para la eliminación de los contaminantes puede ser 

mediante la aplicación de nanopartículas de plata (NPsAg), pues la 

nanotecnología ha amplificado su efectividad como agente antimicrobiano 

(Lamsal et al., 2011). 

El presente estudio se enmarca en una realidad nacional y mundial que apunta 

una producción de vainilla de óptima calidad desde el punto de vista genético y 

sanitario, producidas a escala comercial. El objetivo de éste estudio es 

micropropagar vainilla en biorreactores semiautomatizados empleando 

nanopartículas de plata (NPsAg). La herramienta básica de trabajo será la 

Ingeniería Industrial, a través de la optimización de materiales y recursos. 

1.2 Hipótesis y Objetivos 

1.2.1 Hipótesis  
 

El empleo de nanopartículas de plata en biorreactores semiautomatizados 

mejorará  la eficiencia en la tasa de multiplicación  a través de la disminución 

en la contaminación del medio líquido y la formación de brotes de Vainilla. 

1.2.2 Objetivos   

 Objetivo general 

 Micropropagar vainilla en Recipientes de Inmersión Temporal Automatizados 

(RITAs) empleando nanopartículas de plata. 

Objetivos específicos  

 Diseñar el sistema neumático para determinar el flujo de aire y unificar la 

inmersión en los biorreactores. 

 Evaluar el efecto de las nanopartículas de plata sobre el número de 

brotes por explante en V. planifolia cultivada en biorreactores.   
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 Determinar la dosis óptima, tóxica y letal de nanopartículas de plata 

sobre la contaminación de la vainilla V. planifolia cultivada en 

biorreactores.  
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 La micropropagación de plantas         

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) consiste en una serie de técnicas que 

permiten el cultivo y manipulación, bajo condiciones artificiales  y controladas 

de células, tejidos y órganos vegetales (Molphe-Balch  et al., 1999).  Una de las 

más importantes aplicaciones del CTV es la micropropagación, pues mediante 

las técnicas que se desarrollan dentro de la micropropagación han permitido 

establecer protocolos de regeneración a gran escala de plantas con un alto 

valor comercial. 

La micropropagación o propagación clonal in vitro cobra cada día mayor 

importancia cuando es utilizada en cultivos de interés económico, pues permite   

obtener una descendencia uniforme, con plantas genéticamente idénticas 

(clones) a partir de un solo fragmento (explante) proveniente de la planta madre 

(Figura 1). Esta técnica posee un gran potencial comercial debido a la 

velocidad de propagación, la alta calidad de plantas obtenidas y la posibilidad 

de producir plantas libres de patógenos (Steward et al., 1970; Ammirato, 1985). 

 

Figura 1. Esquema de la micropropagación y sus fases de cultivo. a) Selección 

de la planta madre, b) Selección del explante, c) Establecimiento  in vitro,  

d)Multiplicación del tejido, e) Elongación y enraizamiento, f) Adaptación al 

medio externo (aclimatación).  
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Sin embargo, la micropropagación tiene la desventaja de ser una técnica 

relativamente costosa, debido a que requiere mucha mano de obra y agentes 

gelificantes que representan hasta el 60% de los costos de producción; para 

abaratar costos una opción es el uso de medio de cultivo líquido (Perugorría, 

2013). Durante el cultivo en medio líquido suelen  presentarse problemas como 

la hiperhidricidad y la falta de oxígeno los cuales pueden ser solucionados 

utilizando sistemas de inmersión temporal  (Etienne y Berthouly, 2002). 

El establecimiento de la micropropagación comercial como industria tiene sus 

comienzos en las décadas de los 70 y 80, y se han logrado significativos 

avances desde entonces en el cultivo de plantas y células in vitro (Jones y 

Sluis, 1991). El uso de la tecnología in vitro para la propagación de plantas, ha 

tenido un gran desarrollo en la industria de la horticultura y la forestación. En el 

sector forestal, la micropropagación significará una alternativa comercial de 

gran importancia en comparación con la propagación tradicional gracias a la 

rápida ganancia genética que ofrece en los programas de mejoramiento. Los 

altos costos en que incurre esta técnica puede ser una de las mayores limitante 

(FAO/IAEA, 2004). Esta técnica es extremadamente demandante en cuanto al 

uso de mano de obra, atribuyéndose a la manipulación de las plantas 

aproximadamente el 46% de los costos del proceso. Lo anterior hace necesaria 

la reducción de los costos de producción para la generalización de esta 

tecnología y en respuesta a esta demanda es imprescindible la automatización 

del proceso productivo para la optimización del uso de los recursos (George, 

1993). La eficiencia del proceso de micropropagación desde el punto de vista 

comercial, depende de una rápida y prolongada fase de proliferación con 

grandes escalas de producción. 

2.2  Uso de birreactores automatizados durante la micropropagación   

Los SIT se sustentan en el uso de biorreactores automatizados que permiten el 

escalamiento para propagación masiva de especies vegetales en medio 

líquido. El mecanismo de estos sistemas consiste básicamente en la exposición 

intermitente del medio de cultivo líquido con los explantes bajo un tiempo y 

frecuencia de inmersión determinada, y controlada por PLC (por sus siglas en 

inglés: Programmable Logic Controller) que regulan un período de tiempo 

establecido.   
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El uso de biorreactores bajo el esquema de los sistemas de inmersión temporal 

genera un contexto bioquímico, que describe el empleo de recipientes 

autónomos con un ambiente estéril, estos permiten a los explantes aprovechar  

la máxima absorción de nutrientes mediante el suministro de medio líquido y 

ayudan a mantener un ambiente favorable a través del flujo continuo de aire. 

Fueron diseñados para el cultivo intensivo y ofrecen la oportunidad de controlar 

microcondiciones ambientales tales como: agitación, aireación, temperatura, 

niveles de oxígeno, pH, etc.( Mehrotra et al., 2007). 

El cultivo en medio líquido utilizando sistemas de inmersión temporal con 

diferentes frecuencias de inmersión fue reportado para mejorar la calidad de la 

plantas y elevar las tasas de multiplicación de banano, café y hule (Alvard  et 

al., 1993; Teisson y Alvard, 1995; Etienne et al., 1997).   

Los biorreactores están siendo utilizados en laboratorios comerciales en los 

EE.UU., Japón, Taiwán, Corea, Cuba, Costa Rica, Holanda, España, Bélgica y  

Francia para la micropropagación de plantas ornamentales, bulbosas, piña, 

papa, y algunos árboles forestales (Ziv, 2000).  

 

 

Figura 2. Los biorreactores en la micropropagación. A) Micropropagación de 

agave (Agavespp.) en BioMINT® B) propagación de caña de azúcar 

(Saccharum spp.) en BIT®, y C) Recipiente de Inmersión Temporal 

Automatizado (RITA®). 

 

La principal ventaja de los SIT es incorporar un mayor grado de automatización 

en los procesos de multiplicación (proliferación), elongación y enraizamiento del 

cultivo in vitro. En algunas especies tropicales como plátano y piña, los SIT han 

demostrado ser altamente eficientes, ya que han permitido reducir de 30 a 40% 

el uso de mano de obra, reactivos, agentes gelificantes, manipulación de 
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explantes y el tiempo de producción de plantas, dependiendo de la especie. 

Además, éstos sistemas han permitido aumentar la tasa de multiplicación, el 

porcentaje de enraizamiento, así como la supervivencia de plantas en la etapa 

de aclimatación en porcentajes que pueden variar de un 40 hasta un 50%, 

dependiendo del tipo de cultivo y de la producción de plantas por m2 instalado 

de laboratorio. Todo ello ha permitido una disminución de los costos de 

producción de hasta un 50%, en comparación con el sistema de 

micropropagación convencional (Paredes, 2005).   

El SIT en biorreactores constituye una herramienta tecnológica interesante, 

principalmente para el sector agroindustrial, ya que su implementación 

permitiría mejorar la eficiencia del proceso de propagación in vitro de distintas 

especies, con los siguientes méritos respecto a la técnica convencional (FIA, 

2009): 

 Aumento importante en la tasa de multiplicación. 

 Mejoramiento en el porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia de las 

plantas en la etapa de aclimatación. 

 Aumento en los niveles de mecanización de algunas etapas de la 

micropropagación. 

 Reducción en el uso de la mano de obra. 

 Reducción en los costos de reactivos e insumos por planta final. 

 Menor costo por planta. 

 Aumento en la rentabilidad del proceso. 

La economía de escala que se produce por efecto en la utilización de estos 

sistemas es importante, ya que al producir un mayor número de plantas en un 

tiempo determinado, los costos por unidad se reducen significativamente (FIA, 

2009). 

El desarrollo de biorreactores más sofisticados y mejor adaptados a cada una 

de las necesidades microambientales en que se desarrollan las especies 

cultivadas, ha permitido hacer más eficiente el empleo de  los sistemas de 

inmersión temporal, es por ello que periódicamente se patentan nuevos 

prototipos, cuya finalidad es innovar y mejorar las condiciones de cultivo para 

mejorar la producción y calidad de plantas micropropagadas (Bello-Bello, 

2013).  
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El empleo combinado de medios de cultivo en estado líquido y sistemas de 

cultivo semiautomatizados (biorreactores) han demostrado ser eficientes  en la 

propagación in vitro de muchas especies de plantas (Escalona, 2006; Mehrotra 

et al., 2007; Cabrera et al., 2009). 

Los biorreactores ofrecen la solución a un sin fin de problemas relacionados 

con la regeneración de plantas  in vitro. Estos sistemas permiten una adecuada 

aireación dentro del recipiente de cultivo, uso del medio líquido, así como una 

mayor disponibilidad de nutrientes y reguladores de crecimiento (Bello-Bello et 

al., 2010). 

2.2.1 Diseño sistema neumático 
 

El auge que ha tomado la automatización de los procesos industriales ubica en 

un nivel de importancia todo el potencial que ofrece el aire como elemento de 

trabajo. En la actualidad es posible disponer de una gran variedad de 

componente neumáticos que están prácticamente involucrados en todo 

proceso industrial de producción y, ofrecen estándares de seguridad, 

confiabilidad y operatividad que se ajustan a las exigencias de las diferentes 

normas vigentes en el sector (Poveda, 2007). 

La neumática es la tecnología que emplea el aire comprimido como modo de 

transmisión de la energía necesaria para mover y hacer funcionar mecanismos. 

El aire es un material elástico y por tanto al aplicarle una fuerza se comprime, 

mantiene esta compresión y devolverá la energía acumulada cuando se le 

permita expandirse, según la ley de los gases ideales (Millán, 1995).  

Los sistemas neumáticos se complementan con los eléctricos y electrónicos, lo 

que les permite obtener un alto grado de sofisticación y flexibilidad. Utilizan 

válvulas de selenoide, señales e interruptores eléctricos de final de carrera. El 

PLC les permite programar la lógica de funcionamiento de un cilindro o de un 

conjunto de cilindros realizando una tarea específica (Creus, 2011). 
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Figura 3. Esquema de un sistema neumático básico. PRODUCCION 

1.Compresor, 2. Motor electico, 3. Presostato, 4. Válvula anti-retorno, 

5.Deposito, 6. Manómetro, 7. Purga automática, 8. Válvula de seguridad, 

9.Secador de aire refrigerado, 10. Filtro de línea. UTILIZACIÓN 1. Purga de 

aire, 2. Purga automática, 3. Unidad de acondicionamiento de aire, 4. Válvula 

direccional, 5. Actuador, 6. Controladores de velocidad.  

 

En la actualidad, en la industria encontramos una gran cantidad de aplicaciones 

debido a la simplicidad de su aplicación y a sus bajos costos de instalación. Se 

podría decir que todo tipo de industria tiene una instalación de aire comprimido 

(Poveda, 2007), por ejemplo para la inmersión temporal se han establecido 

recipientes especiales y también se han creado sistemas con elementos 

convencionales de un laboratorio en cualquier caso el desplazamiento del 

medio líquido se realiza con el uso de aire comprimido (Mulet, 1999). El 

funcionamiento del sistema de inmersión temporal automatizado consiste en 

colocar los explantes sobre un disco dentro del biorreactor, posteriormente una 

sobrepresión de aire estéril sube el medio de cultivo a la parte alta donde se 

encuentran los explantes. El aire inyectado permite la oxigenación del medio 

pues el aire de la parte alta se renueva totalmente. Posteriormente la bomba de 

aire se apaga y el medio de cultivo vuelve a bajar por gravedad a la parte 

inferior (CIRAD, 2001). 

La aplicación a escala comercial de las técnicas de micropropagación se ha 

visto limitada por factores tales como las bajas tasas de multiplicación, calidad 

de los explantes y altos costo ocasionados por el uso intensivo de mano de 

obra en las etapas de multiplicación y enraizamiento (Castro et al, 2002). 
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La mecanización y automatización de los procesos de micropropagacion 

pueden aportar una solución para superar la limitación que significa la intensiva 

labor de las técnicas convencionales de propagación de plantas (Levin et al., 

1988). 

Por lo anterior, la automatización de una o más etapas de los procesos de 

micropropagación es una opción para la reducción de costo de manipulación, 

reducción del espacio e incremento de volúmenes de producción (Aharoni, 

2002). 

2.2.2 Controlador lógico programable (PLC)  
 

Los sistemas de inmersión temporal (SIT) se sustentan en el uso de 

biorreactores automatizados que permiten el escalamiento para propagación 

masiva de especies vegetales en medio líquido. El mecanismo de estos 

sistemas consiste básicamente en la exposición intermitente del medio de 

cultivo líquido con los explantes bajo un tiempo y frecuencia de inmersión 

determinada y controlada por PLCs que regulan un período de tiempo 

establecido  (Ziv, 2000).   

Un PLC es un sistema de control basado en un microprocesador y los 

elementos necesarios para que este microprocesador opere de forma 

conveniente, pues el PLC es un elemento de control de procesos de propósito 

general amoldable a prácticamente todas las situaciones en las que se requiera 

una automatización siendo una maquina diseñada para controlar en tiempo real 

y en entornos industriales procesos de naturaleza combinacional y secuencial 

(Domingo et. al, 2003). 

El principio de funcionamiento en los sistemas de inmersión intermitente se 

basa en la posibilidad de absorción de nutrientes y otras sustancias por las 

plantas in vitro, durante períodos alternos de inmersión en el medio de cultivo 

líquido y posterior permanencia en el recipiente sin el medio de cultivo, este 

proceso de nutrición alternativa suministra los elementos necesarios al material 

vegetal e incrementa notablemente la oxigenación del medio interno, lo cual 

influye positivamente en el crecimiento y multiplicación de las plantas. La 

frecuencia y duración de los períodos de inmersión pueden ir desde 4 períodos 

de inmersión por 15 min diariamente, hasta 1 período de inmersión de 1 min 

generalmente (Mulet, 1999). 
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Para controlar éste proceso es necesario el uso de un sistema que controle las 

variables fundamentales del proceso. 

La eficiencia de un proceso independientemente de su naturaleza, depende del 

control de sus variables fundamentales, las cuales se definen como 

condiciones que están sujetas a cambios, ya sea en los materiales del proceso 

o en los equipos y por esto el mantenimiento del control del mismo en su 

totalidad es parte muy importante del diseño. 

Para diseñar las estructuras de instrumentación y control automático del 

sistema se deben considerar las siguientes variables: 

1. Tiempo de repetición. 

2. Tiempo de permanencia. 

3. Tiempo de ejecución. 

Es por ello que se hace uso de PLC dentro de algunos Sistemas de Inmersión 

Temporal, pues el autómata programable  es un dispositivo que opera 

digitalmente, utiliza una memoria para el almacenamiento interno de 

instrucciones con el fin de implementar funciones específicas tales como: 

lógica, registro, control de tiempos, operación de manera secuencial y cíclica, 

es decir, una vez finalizado el recorrido completo de un programa comienza a 

ejecutar su primera instrucción (Hernández et al., 2011). 

2.2.3 El Recipiente de Inmersión Temporal Automatizado (RITA) 
 

Uno de los más notorios sistemas de inmersión temporal  a partir del  cual otros 

sistemas han sido diseñados bajo el mismo principio fue el desarrollado por 

Alvard et al., (1993) del Centre de Coopération Internationale en Recherche 

Agronomique pour le Développement (CIRAD, Francia), el empleo de éste 

sistema fue reportado en especies como plátano (Musa sp.), hule (Hevea 

brasiliensis) y café (Coffea arabica). Dos años más tarde éste sistema fue 

modificado por Teisson y Alvard (1995), quienes diseñaron un recipiente 

denominado RITA®  (Recipiente de Inmersión Temporal Automatizado), donde 

el sistema era controlado por un software que regulaba el tiempo y frecuencia 

de inmersión (Figura 4). Éste recipiente permite el contacto total del medio de 

cultivo con todas las partes del explante y brinda una atmosfera adecuada 

mediante la constante ventilación del sistema. Actualmente éste sistema ha 

sido empleado en la regeneración manzano (Zhu et al., 2005), orquídeas 
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(Tirado, 2005), eucalipto (McAlister  et al., 2005, fresa (Hanhineva  y 

Kärenlampi, 2007) arándano (Ross y Castillo, 2009), entre otras.   

 

Figura 4. Fases del sistema de inmersión temporal automatizado RITA. Fase 

emergida.1) Los explantes están colocados sobre un disco. Fase sumergida. 2) 

Una sobrepresión de aire estéril sube el medio de cultivo a la parte alta donde 

se encuentran los explantes. 3) El aire inyectado permite la oxigenación del 

medio. El aire de la parte alta se renueva totalmente. 4) La bomba de aire se 

apaga y el medio de cultivo vuelve a bajar por gravedad a la parte inferior. 

Tomado de CIRAD, 2001. 

 

Éste sistema se logró a partir de la aplicación de un flujo de aire a uno de sus 

frascos el cual hacía subir el medio de cultivo y luego de bañar los explantes el 

medio descendía por gravedad.  Éste método ha revolucionado los métodos 

tradicionales de micropropagación pues se ha logrado una mayor tasa de 

multiplicación, enraizamiento y aclimatación, así como niveles elevados de 

supervivencia en condiciones de campo, se plantea que éste sistema provoca 

cambios en la atmósfera interna de los frasco, trayendo un mayor crecimiento y 

desarrollo de los explantes, además de que las vitroplantas mantienen una 

capa superficial de medio de cultivo hasta la próxima inmersión lo que evita la 

pérdida por desecación (Rosales et al., 2003). 
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2.3 Contaminantes durante micropropagación de plantas 

Una de las condiciones básicas que se requieren para la micropropagación es 

la asepsia, es decir la ausencia en el sistema de cualquier organismo 

contaminante que pudiera afectar los resultados o incluso matar el tejido 

vegetal cultivado. Por desgracia, la contaminación de los cultivos propagados in 

vitro es un fenómeno frecuente, que se ve facilitado por el hecho de que se 

utilizan medios muy ricos en nutrientes en los cuales pueden prosperar una 

muy amplia gama de microorganismos (Molphe-Balch  et al., 1999).   

La contaminación microbiana (Figura 5) es uno de los problemas más graves 

en la micropropagación de especies vegetales en el mundo, produce 

cuantiosas pérdidas de material tanto en la micropropagación comercial como 

en los trabajos de investigación (Digonzelli, 2005). 

 

 

Figura 5. Contaminación microbiana en micropropagación in vitro (FIA, 2009). 

 

En la micropropagación de la caña de azúcar por ejemplo, la contaminación 

bacteriana produce grandes pérdidas directas e indirectas como: reducción de 

la tasa de multiplicación, inhibición del enraizamiento y muerte de plantas en 

todas las etapas del proceso (Alvarado, 1999). Trabajos realizados en Cuba 

(Acosta, 1999) demostraron que en la fase de establecimiento in vitro las 

bacterias son responsables del 15 al 34 % de las pérdidas.  

Existen dos fuentes probables de contaminación para los cultivos; aquella que 

proviene de los instrumentos utilizados y las condiciones en que se manipula 

los mismos y segundo, aquella que proviene del explante mismo siendo esta 

más difícil de controlar. (Molphe-Balch  et al., 1999).   
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2.3.1 Formas de combatir la contaminación in vitro 
 

Es indispensable evitar la contaminación con microorganismos para lograr éxito 

en el establecimiento, incubación y manipulación del tejido in vitro, ya que éstos 

pueden destruir los explantes, retrasar su desarrollo al competir con ellos o 

generar modificaciones en el medio que afectan negativamente su 

sobrevivencia y desarrollo (Sanchez et al., 2004). 

Los hongos y bacterias son los microorganismos más comunes que se 

encuentran sobre o en los tejidos vegetales. Para eliminar la contaminación 

bacteriana durante la propagación in vitro, se han desarrollado diferentes 

métodos en los últimos años (Barrett y Cassells 1994; Hussain et al., 1994).  

Uno de ellos es realizar todas las manipulaciones que implique la exposición de 

los tejidos o del medio de cultivo en área axénica, siendo lo ideal trabajar en 

una campana de flujo laminar. Así también esterilizar todos los implementos 

utilizados para la manipulación de los tejidos antes de hacer uso de ellos.  

Los frascos o recipientes de cultivo deben permanecer sellados en un ambiente 

libre de polvo y de corrientes de aire durante el período de incubación. 

(Molphe-Balch  et al., 1999).   

Los antibióticos se utilizan comúnmente en el medio para eliminar los 

contaminantes no deseados en los sistemas de micropropagación (Smart et al. 

1995). En teoría puede parecer que todos los problemas de contaminación 

podrían ser superadas por la incorporación de uno o más antibióticos al medio 

de cultivo. Sin embargo los antibióticos son frecuentemente fitotóxicos por lo 

que pueden  retardar o incluso inhibir el crecimiento de los tejidos vegetales. 

Además la exposición prolongada de células o tejidos a los antibióticos puede 

resultar en el desarrollo de la resistencia a través del cambio genético 

(mutación). La mayoría de los antibióticos, han mostrado efectos inhibidores del 

crecimiento en  plantas (Pankhurst 1977). Se ha reportado que el uso de 

antibióticos en los medios inhiben tanto la multiplicación como el  enraizamiento 

de los brotes (Leifert et al., 2000). 

La contaminación bacteriana durante el cultivo in vitro de segmentos 

internodales maduros de plantas madre cultivadas en invernadero es 

generalmente responsable de la pérdida de los explantes cultivados en un 

medio libre de antibióticos. Sin embargo la adición de antibióticos al medio de 
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cultivo requiere de una cuidadosa evaluación de sus efectos sobre la 

regeneración de las plantas, ya que varios informes han demostrado que 

podían tener efectos positivos o negativos sobre la morfogénesis in vitro (Costa 

et al., 2000;.. Tang et al., 2004; Mendes ., 2009). 

Por lo tanto, es necesario evaluar los efectos de la concentración de los 

productos químicos sobre la regeneración in vitro de plantas, con el fin de 

aclarar la relación entre la concentración y el efecto fitotóxico de los productos 

químicos (Ferreira et al., 2003). 

Una nueva alternativa para eliminar los contaminantes in vitro lo constituye el 

uso de nanopartículas de plata (NPsAg). 

2.4 Nanopartículas de plata 

El ámbito de la nanotecnología es una de las áreas más activas de la 

investigación en ciencia de los materiales. Las nanopartículas tienen 

propiedades completamente nuevas o mejoradas basadas en características 

específicas tales como: tamaño, distribución y morfología (Shokri S. et al., 

2012). Las nuevas aplicaciones de las nanopartículas y nanomateriales están 

surgiendo rápidamente. Un ejemplo de ello son  las nanopartículas de plata, 

que han encontrado enormes aplicaciones en el campo de la alta sensibilidad 

de detección biomolecular y diagnóstico, los antimicrobianos y la terapéutica; 

así como la catálisis y microelectrónica (Jain et al., 2009). 

Las nanopartículas de plata son una nueva clase de material con 

características físico-químicas y biológicas muy diferentes, tales como el 

aumento de la actividad óptica, catalítica, propiedades antimicrobianas en 

comparación con los materiales en bulto, es decir, macroscópicos (Choi, 2009).  

Las nanopartículas no son en la actualidad sólo objeto de la investigación 

científica, sino que pueden ser continuamente encontradas no sólo en los 

laboratorios científicos, aplicaciones industriales y tecnologías químicas, sino 

también como parte de la vida común debido a su uso en productos disponibles 

en el mercado (Kvitek L., et al. 2010). 

Estudios han demostrado que los antibióticos pueden causar incidencia de 

patógenos resistentes a los antibióticos a través de mutaciones inducidas o 

mediante la preparación de tierra para la selección natural que finalmente 

conduce a la necesidad de nuevos antibióticos (Taji et al. 1993). Actualmente, 
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el uso de partículas de plata con dimensiones nanométricas (nanoplata) ha 

demostrado tener efectos antibacteriano, antifúngico y antivirus (Nomiya., et al., 

2004; Sondi y Salopek-Sondi, 2004).  

Las nanopartículas de plata puede ser debido a su alta actividad antibacteriana, 

baja toxicidad frente a los organismos superiores y la resistencia bacteriana; 

considerado uno de los mayores agentes antibacterianos para el tratamiento de 

quemaduras (Ip M., et al., 2006) o para la prevención de la colonización 

bacteriana en los catéteres, prótesis y materiales dentales (Alt V. et al., 2004). 

Desde el principio del siglo XXI, las nanopartículas de plata han sido 

ampliamente utilizadas como agentes antibacterianos en muchos productos de 

la industria cosmética, médica, farmacéutica, doméstica, pintura, construcción, 

agrícola y textil (Kvitek L., et al. 2010). 

2.4.1 Uso de nanopartículas de plata durante la micropropagación de 

plantas  

 

Debido a la importancia en controlar la contaminación para lograr los objetivos 

del cultivo de tejidos se han sugerido muchos métodos diferentes, con sus 

respectivas ventajas y desventajas. La aplicación de hipoclorito de sodio, 

cloruro de mercurio, soluciones alcohólicas y los antibióticos son los ejemplos 

más comunes. Sin embargo por los efectos secundarios ambientales de cloruro 

de mercurio (Mutter et al., 2005) y los antibióticos se están disminuyendo su 

uso, así que la necesidad de considerar nuevos agentes antimicrobianos es 

evidente (Fakhrfeshani M. et al., 2012). 

Las nanopartículas de plata representan el material que puede ser utilizado 

como un agente antibacteriano potencial en aplicaciones médicas y diferentes 

productos comerciales debido a su actividad biológica (Kvitek L. et al., 2010). 

Debido a sus efectos antimicrobianos a bajas concentraciones de 

nanopartículas de plata, podría aplicarse sin efectos adversos sobre el 

crecimiento  y desarrollo de plantas (Sarmast et al., 2011). El uso de 100 mg l-1  

de solución de nanopartículas de plata, después de la esterilización superficial 

resultó un mayor porcentaje de explantes desinfectados (Abdi et al., 2008). Así 

también, se encontró que las nanopartículas de plata tienen un buen potencial 

para la eliminación de los contaminantes bacterianos en los procedimientos de 

cultivo de tejidos de plantas de tabaco (Safavi et al., 2011). 
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Actualmente, resultados en valeriana (Valeriana officinalis L.) muestran que la 

plata de tamaño nanométrico puede controlar la infección bacteriana en 

condiciones de cultivo in vitro. En general, el uso de nanopartículas de plata 

tuvo una influencia aceptable sobre los contaminantes bacterianos, sin efectos 

adversos en caracteres de crecimiento en la micropropagación de la valeriana 

(Gholamreza Abdi, 2012). 

El uso de nanopartículas de plata en medio de cultivo in vitro de híbridos 

Durazno*Almendra, los resultados indican que la adición de 10 a 20 mgm-³ de 

nanoparticulas de plata es efectiva para el control del crecimiento bacteriano en 

el medio de cultivo. (Gholamhoseinpour Anvari Sh. et al., 2012). 

Por otro lado, las nanopartículas de plata controlan exitosamente la 

contaminación bacteriana y fúngica, tiene efectos no deseados en la 

regeneración de plántulas en Gerbera (Gerbera jamesonii) en cultivos de 

tejidos. (Fakhrfeshani et al., 2012). 

En otros estudios del uso de nanopartículas plata, los resultados muestran que 

la concentración de 100 ppm de nanoplata, la cual es agregada directamente al 

medio puede reducir la contaminación bacteriana y  la tasa de exudación 

fenólica en cultivo in vitro de Rosa (Rosa hybrida L.), (Shokri, S. et al., 2012). 

De acuerdo al uso de soluciones de nanopartículas de plata en el cultivo de 

tejidos se han obtenido diferentes resultados como la compatibilidad del medio 

ambiente siendo de bajo costo y también otros hallazgos científicos que 

muestra que las nanopartículas de plata no son tóxicas para humanos y es 

probable que los microorganismos no desarrollen resistencia contra la plata, ya 

que afecta una amplia gama de patógenos (Rai M. et al., 2009).  

Puede ser propuesta el uso de nanopartículas de plata como una nueva 

generación de agente antimicrobiano para el cultivo de tejidos, sin embargo, el 

limitado estudio sobre los métodos de aplicación ventajas y desventajas de 

nanopartículas de plata a través del proceso de cultivo de tejidos vegetales y 

animales, hacen necesarios ensayos experimentales para entender la 

toxicidad, su actividad como un componente de medio o sus efectos en el 

explante y en otras especies de patógenos (Fakhrfeshani et al., 2012). 

 

 

http://journaldatabase.org/database/search.html?search_type=Author&search_inp=Gholamhoseinpour%20Anvari%20Sh.%20et%20al.
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Figura 6.Vanilla planifolia Jacks ex Andrews., tomada de 
Damirón, 2004. 

 

2.5. Generalidades de la vainilla  

2.5.1 Importancia de la vainilla   
 

La Vainilla  es un género de orquídeas, distribuidas mundialmente en las 

regiones tropicales. El género de vainilla comprende más de 100 especies, sin 

embargo se cultivan sólo tres variedades de vainilla comercial por su fruto: 

Vanilla tahitensis, Vanilla pompona y Vanilla planifolia, ésta última teniendo el 

valor comercial más alto de las variedades de vainilla. 

Vainilla (V. planifolia) es una orquídea (Figura 6), comercialmente cultivada por 

sus vainas de la que se extrae la sustancia llamada vainilla (Geetha y Sudheer, 

2000). Se reconocen de 18 a 35 especies del género Vanilla que son 

aromáticas; V.  planifolia,  (Orchidaceae) es la especie cultivada en 95 % de 

ocho regiones tropicales del mundo dedicadas a su producción, incluyendo 

México. 

La vainilla es la segunda especia más cara del mundo y es utilizada en 

diversas industrias como la alimentaria, cosmética (perfumes), confitería y 

decoración. Su uso se concentra al sabor y el aroma característico de este 

fruto, antes de la funcionalidad y el valor nutricional de los productos derivados 

de la extracción de las vainas de vainilla (SAGARPA, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Orqu%C3%ADdea
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2.5.2 Producción de la vainilla 
 

De las 110 especies de vainilla distribuidas en el mundo, V. planifolia  es la 

especie económicamente más importante y  (León, 1987) la única explotada en 

la industria. La producción mundial de vainilla se ha incrementado gracias a 

que diversos países han domesticado y mejorado las técnicas de producción 

(Ver Tabla 1). La vainilla es el principal aromatizante de la industria alimentaria, 

el consumidor está tan acostumbrado a los productos con vainilla que su 

mercado sigue siendo muy grande y además ha tenido un crecimiento en los 

últimos años, ya que se han desarrollado nuevas aplicaciones de la vainilla y 

algunos productos derivados, como los jabones y los artículos bucales, son hoy 

día mucho más populares (Soto, 2006).   Al mismo tiempo, también se ha 

caracterizado por ser una especia de alto valor así como por ostentar una 

fluctuación en el precio en los últimos años.  

 

Tabla 1. Indicadores internacionales de producción de Vainilla 2005-2007 
(SAGARPA, 2010). 

 
Producción (tons) 2005 2006 2007 

China 1000 1200 1350 
 

Comoras 65 75 50 
 

Indonesia 3600 3700 3700 
 

Madagascar 2613 2534 2600 
 

México 280 291 637 
 

Mundo 7980 8310 8667 

 

México se considera uno de los centros de origen de la vainilla (vainilla 

planifolia), sin embargo, la producción de vainilla dentro del país se ha reducido 

principalmente por la baja productividad que presentan los productores 

nacionales.  

A pesar de que V. planifolia es originaria de México, el 90% de la producción a 

nivel nacional proviene de la región del Totonacapan que comprende nueve 

municipios veracruzanos y tres poblanos; el resto se produce en Hidalgo, 

Oaxaca, Tabasco y Quintana Roo. El área establecida con vainilla en México, 

se estima en 2,000 ha, de las cuales solo 600 están en producción y son 
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manejadas por unos 1,000 productores (Sánchez et al., 2001).Esto se debe 

principalmente a dos factores: 

1) La retención de los frutos se reduce hasta en 50 % por la baja disponibilidad 

hídrica durante su desarrollo. 

2) La variación del manejo y sombreado del cultivo.  

Un gran número de las parcelas de cultivos de vainilla carecen de 

infraestructura de riego, pues sólo 8 % de los productores tienen recursos 

económicos para regar por aspersión y la mayoría destinan áreas pequeñas 

para el cultivo (alrededor de 0.5 ha) y no hay fuentes de agua superficial o 

subterránea para riego (Castro et al., 2011). 

Por otra parte países como Madagascar, principal país productor a nivel 

mundial, han incrementado los volúmenes de producción a un una escala 

mayor a la que se presenta en México. El comercio internacional de vainilla es 

abastecido en gran medida por la producción de Madagascar. México por su 

parte a pesar de exportar cerca del cien por ciento de la producción nacional es 

baja su participación en el mercado mundial. La competencia internacional en 

el mercado de la vainilla está definida por el nivel tecnológico y el grado de 

organización en la producción entre otros factores. Además de la competencia 

entre productores de vainilla natural se encuentra en el mercado vainilla 

sintética, la cual es un sustituto perfecto con un precio en el mercado mucho 

menor (SAGARPA, 2010). 

En México la vainilla es comercialmente propagada por medio de esquejes. Sin 

embargo el poco control de la calidad en este método ha contribuido en la 

generación de plagas y enfermedades que son responsables de pérdidas 

financieras significativas en la producción de vainilla (Pinaria et al., 2010). 

Existen varios protocolos de micropropagación para V. Planifolia (Geetha and 

Sudheer 2000; Giridhar and Ravishankar 2004; Janarthanam and Seshadri 

2008). Sin embargo la mejor opción de propagación para esta especie es por 

medio de la micropropagación con un Sistema de Inmersión Temporal usando 

un medio MS y una frecuencia de inmersión de dos minutos cada cuatro horas, 

pues la multiplicación de los brotes se triplicó comparado a los sistemas con 

medio sólido, teniendo un 90% de supervivencia en el proceso de 

trasplantación y aclimatización de las plantas cultivadas in vitro (Ramos et al., 

2014). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Ubicación del experimento   

El presente trabajo se llevó a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos 

Vegetales del Colegio de Postgraduados Campus Córdoba, ubicado en 

Carretera Federal Córdoba-Veracruz km 348, congregación Manuel León, 

municipio de Amatlán de los Reyes, Veracruz. C. P. 94946. MÉXICO.  

3.2. Instalación del sistema RITA 

Para la instalación del SIT, primeramente se adecuo un espacio físico al interior 

del Laboratorio, donde se pudo mantener el control de las condiciones de 

temperatura y humedad necesarias para el desarrollo e incubación de los 

cultivos in vitro. 

 

 

Figura 7. Instalación del Sistema de Inmersión Temporal A) PLC y Filtros de 

venteo. B) Catalogo de materiales para sistema neumático: tuberías, 

mangueras y válvulas. C) Compresor conectado a filtros controlado por el PLC. 

D) Conexión de Biorreactores RITA contenedor ® a sistema neumático. 
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Se dispuso de un anaquel estructurado por 4 repisas (Figura 7). En la repisa 

superior se instalaron las mangueras utilizando los conectores en T y en L que 

a su vez, permitieron la conexión a tres válvulas solenoides acopladas 

eléctricamente a un sistema de temporización programado (PLC) cada una y 

además, a dos filtros uno de aceite de 5 μ y el filtro de aire de 3 μ empalmados 

a las mangueras encargadas de conducir el flujo de aire a un solo frasco 

(capacidad de 350 ml) de cada recipiente que componen un biorreactor. Esta 

operación se realizó para instalar 12 biorreactores RITA®.  

La adecuación de las válvulas solenoides fue para regular el flujo de aire y 

garantizar la difusión el medio de cultivo líquido del recipiente, igualmente se 

llevó a cabo mediante la conexión por mangueras y dos filtros de venteo de 0.2 

μm y 47 mm de diámetro a un compresor de aire con capacidad de 25 L. con 

una frecuencia de inmersiones  de 2 min cada 4 h, temporizado por un PLC 

SIEMENS LOGO! Logic Module. 

3.3. Fuente de explante   

Se utilizaron plántulas de la especie vegetal: vainilla (V. planifolia) (Figura 8), 

previamente establecidas en cultivo in vitro para la proliferación de brotes. 

 

 
 

Figura 8. Plantas de Vanilla planifolia Jacks ex Andrews en medio sólido. 
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3.4. Preparación y esterilización de medios de cultivo   

En todos los experimentos, en el medio basal contenía las sales y suplementos 

orgánicos del medio Murashige y Skoog (1962) (Anexo 1) y 3% de sacarosa. El 

pH fue siempre ajustado a 5.8 ± 0.1 y los medios fueron esterilizados en 

autoclave a 1.5 Kg/cm2 de presión durante 15 minutos.    

Para el sistema de inmersión temporal se utilizaron recipientes RITA® de 1 litro 

de capacidad dosificados con 250 ml de medio de cultivo.  Los recipientes 

utilizados, biorreactores, todos ellos conteniendo el medio de cultivo y 

nanopartículas de plata (NPsAg), fueron esterilizados en el autoclave durante 

15 min a 1.05 kg cm-2 de presión de vapor (121 °C) y se mantuvieron en el área 

aséptica hasta su utilización. 

3.5. Condiciones de incubación   

Los explantes una vez colocados en el medio de cultivo, fueron incubados a 

una temperatura de 25 ± 2°C, con fotoperíodo (16 hrs. luz) a una intensidad 

lumínica de 40-50 µmol·m-2·s-1. 

 

3.6. Efecto de las nanopartículas de plata sobre la contaminación in vitro 

y el coeficiente de multiplicación  

Para evaluar el efecto de las nanopartículas de plata sobra la contaminación en 

la micropropagación así como el efecto en el coeficiente de multiplicación en 

los explantes en la Vainilla (V. planifolia Jacks ex Andrews) en un Sistema de 

Inmersión Temporal, se procedió a diseñar un experimento exploratorio, 

utilizando 12 biorreactores RITA® conectados a un sistema neumático 

automatizado, , de acuerdo a diferentes protocolos donde se utiliza 

nanopartículas de plata en el medio de cultivo, Rosa R. hybrida L., (Shokri et 

al., 2012), Gerbera G. jamesonii, (Fakhrfeshani et al., 2012) y Valeriana V. 

officinalis L. (Abdi 2012), se recomienda utilizar concentraciones menores a 

100 mg l-1, por lo cual se utilizaron las siguientes concentraciones de 

nanoplata: 0 mg l-1, 25 mg l-1, 50 mg l-1 y 100 mg l-1, formando 4 grupos de 3 

biorreactores. 
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Figura 9. Aplicación de nanoplata en el medio de cultivo líquido. A) Medios de 

cultivos líquidos sin nanoplata. B) Medios de cultivo con nanopartículas de 

plata: Recipiente 0=0 mg l-1, 1=25 mg l-1, 2= 50 mg l-1, 3= 100 mg l-1. C) 

Medición de pH= 5.8 para las 4 concentraciones. D) 3 biorreactores RITA® por 

cada concentración de nanopartículas de plata. 

3.7.  Diseño experimental  y análisis estadístico 

Con el fin de diseñar un sistema que permita mejorar la eficiencia de 

micropropagación de la Vainilla (V. planifolia Jacks ex Andrews), se estableció 

un experimento para evaluar el efecto de las nanopartículas de plata en 3 

diferentes concentraciones y 1 testigo, para lo cual se establecieron cultivos  in 

vitro en inmersión temporal, utilizando la mejor frecuencia de inmersión, de 2 

min cada 4 h (Ramos et al., 2014). En el siguiente diagrama se explica la 

secuencia del experimento (Figura 10).  

Se utilizó un diseño experimental completamente al azar, las evaluaciones de 

los parámetros de crecimiento y formación de nuevos brotes, se procesaron  

utilizando el paquete estadístico SPSS 11.5 (para Windows). Se realizó un 

análisis de varianza (ANDEVA) y comparación de medias de acuerdo a Tukey 

(p ≤0.05), cuando fue requerido. 
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Figura 10. Diagrama experimental establecido para determinar la 

concentración optima de nanoplata para reducir el la contaminación in vitro y 

aumente el coeficiente de multiplicación en los explantes en la Vainilla (V. 

planifolia Jacks ex Andrews) a través del uso de biorreactores de inmersión 

temporal. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Evaluación del efecto de las nanopartículas de plata sobre la 
contaminación in vitro 

Al analizar el efecto de las nanopartículas de plata con diferentes 

concentraciones (25, 50 y 100 mg l-1) aplicadas al medio de cultivo líquido en 

biorreactores RITA® para la micropropagación V. planifolia, se observó que las 

3 concentraciones evaluadas inhiben la contaminación a 0%, teniendo un 30% 

de contaminación en el biorreactor sin aplicación de nanopartículas de plata 

(ver Tabla 1).  

 

Tabla 2. Efecto de nanopartículas de plata en el porcentaje de contaminación 
en Vainilla (V. planifolia), usando biorreactores de inmersión temporal. 

 
Concentración de 

Nanopartículas de plata 
(mg l-1) 

Contaminación 
(%) 

0 30 
25 0 
50 0 
100 0 

 

4.2 Evaluación del efecto de las nanopartículas de plata y los 

biorreactores semiautomatizados en el incrementando del coeficiente de 

multiplicación en la micropropagación  

Al evaluar el efecto de las nanopartículas de plata en diferentes 

concentraciones en la proliferación de brotes múltiples en el cultivo in vitro de  

Vainilla  en inmersión temporal, se observó que la  concentración de  25 mg l-1 

de nanopartículas de plata aumentó significativamente el número y longitud de 

brotes por explante de en  un rango de 12.0±0.40 y 5.0±0.21, respectivamente.  

Para el caso de la mayor concentración de nanopartículas de plata (100 mg l-1), 

se registraron los valores más bajos de número y tamaños de brotes por 

explante, logrando alcanzar un índice de multiplicación de 4.0±0.19 

brotes/explante y 1.0±0.09 cm de largo en los brotes, difiriendo  

significativamente del elemento testigo 9.8±0.35 brotes/explate y 2.2±0.16 cm 

de largo. Mientras que la concentración de 50 mg l-1 de nanopartículas de plata,   

no presenta los valores más bajos del experimento, pero tampoco los más altos 

en comparación al elemento testigo (ver Tabla 3). 
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Tabla 3. Efecto de las nanoparticulas de plata en el número y longitud de 
brotes en Vainilla (V. planifolia), utilizando biorreactores de inmersión temporal. 

 
Concentración de 

nanoplata 
(mg l-1) 

No. de brotes 
por explante 

Longitud de brote 
(cm) 

0 9.8±0.35b 2.2±0.16c 
25 12.0±0.40a 5.0±0.21a 
50 7.6±0.25c 3.5±0.10b 

100 4.0±0.19b 1.0±0.09d 

 
Los valores siguientes, denotados con letras indican diferencias significativas 

estadísticamente (Tukey, p ≤ 0.05). Los datos representan la media ± SE. 
Después de 4 semanas de cultivo in vitro. 

 
Resultó evidente que los brotes formados donde fue evaluada la menor 

concentración de nanopartículas de plata (25 mg l-1),  se presentan en mayor 

número y longitud siendo esta concentración la que mantiene al explante en 

buenas y mejores condiciones en comparación al elemento testigo (0 mg l-1 de 

nanoparticulas de plata). En los experimentos con mayor concentración de 

nanopartículas de plata (50 mg l-1 y 100 mg l-1) presentan menores brotes con 

tamaños pequeños en comparación al elemento testigo, sin presentar daños en 

los explantes (Ver Figura 11).  

 

Figura 11.  Efecto de las nanopartículas de  plata en la proliferación de brotes 

de vainilla (V. planifolia) utilizando biorreactores de inmersión temporal después 

de 4 semanas de cultivo in vitro. a-d: 0, 25, 50 y 100 mg l-1 de nanopartículas 

de plata, respectivamente. Barra = 2 cm. 
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4.3 Discusión  

Una de las mejores técnicas para la micropropagación de vainilla consiste en el 

uso de SIT de acuerdo a Sreedhar (2009). Utilizando éste sistema con 

biorreactores Growtek™ obtuvieron 2.46 brotes/explante. Ramos et al. (2014) 

utiliza el sistema  RITA® incremento a 14.27 brotes/explante con una longitud 

promedio de 1.350 cm por explante. En nuestro estudio el uso de 

nanopartículas de plata (NPsAg) en el medio de cultivo líquido en biorreactores 

RITA® favoreció el desarrollo de los brotes a bajas concentraciones. 

La contaminación bacteriana es considerada como uno de los problemas 

principales en el proceso de micropropagación de plantas (Panyala et al. 2008). 

Debido a la importancia de controlar la contaminación y lograr los objetivos del 

cultivo de tejidos, muchos métodos de desinfección han sido sugeridos. La 

aplicación de hipoclorito de sodio, cloruro de mercurio, soluciones alcohólicas y 

antibióticos son los ejemplos más comunes (Mutter et al. 2005, Contador y 

Buchanan 2004). Sin embargo el uso de NPsAg ha demostrado tener efectos 

antibacterianos y antifúngicos (Nomiya et al, 2004; Sondi y Salopek-Sondi, 

2004). Safavi et al. (2011) demostró que las NPsAg tienen efecto potencial para 

la eliminación de los contaminantes bacterianos en los procedimientos de CTV. 

Rostami y Shahsavar (2009) recomiendan utilizar bajas concentraciones de 

nanoplata como agente desinfectante en el medio de cultivo para Olivo (Olive 

Mission). En uso de NPsAg ha sido también reportado por Shokri et al., (2012) 

para el cultivo de Rosa Rosa hybrida L.,  Fakhrfeshani et al., (2012) en Gerbera 

(Gerbera jamesonii)  y Abdi (2012) en Valeriana (Valeriana officinalis L.). De 

manera general los resultados obtenidos en éstos estudios demuestran que 

concentraciones mayores a 100 mg l-1 de nanoplata puede llegar a ser tóxica 

para los tejidos vegetales. De acuerdo a  Panyala et al. (2008) el uso de NPsAg 

a bajas concentraciones no afecta el crecimiento de las plantas. Aunque éste 

metal en tamaño macroscópico tiene baja reacción, en dimensiones 

nanométricas presentan un efecto de esterilización (Shokri et al., 2012). Así 

también nuestros resultados muestran que las nanopartículas de plata a bajas 

concentraciones puede controlar de manera similar la contaminación 

bacteriana en condiciones de cultivo de tejidos.  
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5. CONCLUSIONES 
 

De acuerdo a los resultados obtenidos, la concentración optima de las tres 

elegidas para su evaluación en este trabajo es la de 25 mg l-1 de 

nanopartículas de plata (NPsAg), ya que maximiza la productividad de vainilla 

mediante la micropropagación in vitro de Vainilla (V. planifolia), en biorreactores 

RITA®, reduce la contaminación de 30% en un sistema común de inmersión 

temporal a 0% de contaminación empleando nanopartículas de plata, 

obteniendo explantes con mayor proliferación, garantizando la calidad de la 

producción de Vainilla (V. planifolia) mediante este método. 

 

5.1 Perspectivas  

En cuanto a las nanopartículas de plata,  para evaluar el aumento en el número 

y crecimiento de brotes se sugiere utilizar concentraciones que oscilen a los 25 

mg l-1 sin superar a las concentraciones evaluadas en este trabajo y aplicar 

este estudio a otras especies. 
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ANEXO 1 
 

Se utilizó el medio Lee-Espinoza (2008) modificado que consistió en: medio MS 

suplementado con 9.55 μM de BA, 150 mg L-1 de ácido ascórbico, 35mg L-1 

de cisteína, 100 ml L-1 de agua de coco y 2.2 g L-1 de phytagel 

correspondiente a 1 L de medio de cultivo. 

 

MEDIO MS (MURASHIGUE Y SKOOG 1962) 

SOLUCIONES CONCENTRADAS 

 

SOLUCION A: CONCENTRACION 10X VOLUMEN 50 mL. 

KNO3                     9.5 g 

NH4NO3                  8.25 g 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SOLUCION B: CONCENTRACION 10X VOLUMEN 50 mL. 

MgSO4. 7H2O                 1.85 g  

MnSO4. H2O                   0.0825 g  

ZnSO4. 7H2O                  0.043 g  

 

SOLUCION C: CONCENTRACION 10X VOLUMEN 50 mL. 

CoCl2                             0.000125 g 

KI0.00415g 

CaCl2                             1.65 g  
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SOLUCION D: CONCENTRACION 10X VOLUMEN 50 mL. 

KH2PO4                          0.85 g 

H3BO3                                        0.031 g 

Na2Mo4.2H2O                 0.00125 g 

 

SOLUCION E: CONCENTRACION 10X VOLUMEN 50 mL. 

FeSO4.7H2O                   0.0139 g 

Na2EDTA                        0.0185 g 

 

SOLUCION F: CONCENTRACION 10X VOLUMEN 50 mL. 

               Glicina                             0.01 g 

 Mio-inositol 0.5 g 

 Acido nicotínico 0.0025 g 

 Pyrodoxina HCl 0.005 g 

 Tiamina HCl 0.0005 g 


