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INTRODUCCION

La biotecnologia moderna tiene numerosas aplicaciones de gran potencial, siendo el cultivo
y la propagacion de tejidos vegetales en un entorno artificial el de mayor impacto en la

investigacion y la actividad agricola.

Su uso es de gran importancia no solo en la generacion de nuevos conocimientos cientificos,
sino tambien en la produccion a gran escala de material de propagacion con calidad genética

y fitosanitaria asegurada.




~JIDOS

CULTIVO D

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro puede considerarse un conjunto
de procedimientos de gran exito en biotecnologia vegetal, que permiten el
crecimiento y multiplicacion de celulas, tejidos y organos vegetales en un

medio nutritivo, en condiciones asepticas y controladas.

Las técnicas de cultivo de tejidos han sido mejoradas y perfeccionadas durante
varias decadas, y actualmente es adoptado como un proceso rutinario por la
agricultura, permitiendo la propagacion de especies de manera mas eficiente

y rapida.

Entre los beneficios del cultivo in vitro, se puede destacar la produccion
de plantulas vy propagulos de calidad genética y fitosanitaria superior, el
desarrollo mas rapido de nuevos cultivares, ademas de la conservacion de
germoplasma, importante para los programas de mejoramiento genético.
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El cultivo in vitro se basa en la totipotencialidad celular,
que se refiere a la capacidad que tiene un fragmento de
célula vegetal (raiz, tallo, hoja, etc.) para generar un nuevo
organismo, identico al que le dio origen.




MICROPROPAGACION

Tambien llamada multiplicacion in vitro, la micropropagacion consiste
en el cultivo de porciones de tejido (explantes) extraidos de una planta
y cultivados en condiciones asépticas. Para iniciar los cultivos se pueden
utilizar organos enteros o porciones (embriones, yemas, hojas, raices

y flores), asi como tejidos, callos y/o incluso células vegetales sin pared

celular (protoplastos).

Las etapas para el desarrollo de la micropropagacion pueden variar, pero
generalmente abarcan: la preparacion de la planta madre, la selecciony
alslamiento del explante, el establecimiento del material en el medio de
cultivo, la multiplicacion de los propagulos, el enraizamiento y la fase final
de aclimatacion. En la siguiente figura, se muestra un esquema simplificado
del proceso de micropropagacion del olivo (Olea europaea L.).
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Figura 1: Esquema del proceso de micropropagacion in vitro del olivo, con produccion de clones genéticos a escala
exponencial a partir de un explante aislado y una unica planta madre (Cancado et al., 2013)



MICROPROPAGACION

La micropropagacion es considerada una de las principales tecnicas de
cultivo de tejidos y la de mayor impacto positivo en la agricultura, ya que
apunta a una alta produccion de plantulas sanas en un corto periodo de

tiempo y en un area reducida, en comparacion con la forma convencional.

Aunqgue es una practica consolidada, la metodologia tradicional de
micropropagacion se basa en cultivos en pequenos frascos que contienen
un numero reducido de plantulas en un medio nutritivo semisolido, lo que
requiere mucha mano de obra, con un costo de hasta el 70% del costo
final de la plantula. Ademas, debido al involucramiento de mano de obra

y manipulacion de cultivos in vitro, pueden ocurrir péerdidas tales como

perdidas por contaminacion y mezclas varietales.

Para que la produccion de plantulas por micropropagacion
sea comercialmente viable y compita con los meétodos
tradicionales de propagacion (esquejes, injertos, etc.) es
necesario reducir los costos de produccion.
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Una solucion para posibilitar la micropropagacion es el uso

de biorreactores para la produccion de plantas in vitro, considerada
una alternativa promisoria. Los biorreactores pueden contribuir

al establecimiento de metodologias mas adecuadas, aumentando
significativamente las tasas de multiplicacion, asi como reduciendo

la mano de obra y el costo final.

En el sistema de micropropagacion convencional se utiliza un

medio de cultivo con consistencia gelatinosa, mientras que en los
biorreactores se utilizan medios liquidos, sin el uso de solidificantes.
La no utilizacion de estos insumos contribuye a la reduccion del
costo de produccién, ademas de brindar un mejor crecimientoy

rendimiento de las plantas, debido a las ventajas del medio liquido.




BIORREACTORE

Los biorreactores son equipos utilizados en el cultivo de tejidos vegetales,
mediante la multiplicacion de celulas o cualquier tipo de propagulo. Son
equipos que utilizan medio de cultivo liquido, que pueden estar expuestos a
inmersion temporal o permanente, ambos con renovacion de aire durante el
cultivo, pudiendo controlar parametros de interés para el crecimiento, como

la iluminacion.

En los primeros modelos de biorreactores utilizados para la

micropropagacion, el material que se cultivaba se sumergia continuamente

en el medio de cultivo. Esta inmersion continua provoco problemas de
hiperhidratacion en tejidos, 6rganos y plantulas.
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Para minimizar este problema se desarrollaron
biorreactores de inmersion temporal, donde el medio
de cultivo permanece en contacto con el explante por

un tiempo predeterminado.
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BIORREACTORES DE
NMERSION TEMPORAL

Los biorreactores de inmersion temporal estan destinados a obtener plantulas de forma La manipulaciéon de explantes se reduce en este
automatizada a gran escala, con seguimiento y control de las condiciones de cultivo, ademas sistema, como sucede en el sistema convencional.
de una menor manipulacion de los cultivos. Solo se repone el recipiente que contiene el medio de

cultivo, sin ningun contacto con el material vegetal,
Ventajas: ya que se encuentra en otro recipiente.

e Reduccion del costo de produccion, por el uso de medios de cultivo liquidos y por el menor

uso de mano de obra.

e Obtencion de un gran numero de plantulas, favoreciendo la produccion a gran escala

e Renovacion de aire y nutrientes durante el cultivo, lo que proporciona mayor crecimientoy
multiplicacion respecto al medio solido

e Aumento de la tasa de transpiracion

e Aumento de las tasas de fotosintesis y respiracion.

¢ Aumento de la absorcion de nutrientes y reguladores del crecimiento, ya que el medio
liguido entra en pleno contacto con la superficie de los explantes, como hojas, raices, etc.,

e Reduccion de la manipulacion de explantes y de la hiperhidratacion, lo que proporciona una

mayor supervivencia de las plantas en la fase de aclimatacion.
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SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL
CON ILUMINACION LED (TE-5000)

EL TE-5000 es un equipo desarrollado para la produccion de plantulas mediante El sistema consta de dos recipientes, [lamados frascos
el cultivo de celulas, tejidos u organos, siendo posible controlar la intensidad de la luz, gemelos, conectados por dos mangueras y dispuestos

el fotoperiodo, la frecuencia y el tiempo de inmersion. en secuencia.

El sistema de inmersion temporal utilizado en la fase de Su funcionamiento consiste en transferir
multiplicacion y elongacidn celular, paso que se realiza despues el medio de cultivo desde un recipiente,
del establecimiento del explante, que es la primera fase de la donde se almacena el medio de cultivo, a
micropropagacion. Posteriormente, las plantas retiradas del otro recipiente donde se encuentran las
sistema de inmersion se cultivan en viveros o invernaderos plantas.

(fase de aclimatacion), y posteriormente se llevan a campo.



SISTEMA D

INMERSION TEM

CON ILUMINACION LED (TE-5000)

La tapa de cada recipiente contiene dos entradas, una de las cuales permite
el paso de una manguera que conecta los interiores de los dos recipientesy
la otra entrada conecta cada recipiente a un compresor de aire. La presion

de aire proveniente de un compresor empuja el medio de un recipiente a otro,

empapando completamente las plantas.

El sistema esta automatizado por un temporizador que controla un compresor
y bombea aire a una determinada presion hacia el interior del recipiente donde
se encuentra el medio de cultivo, haciendo que el liquido sea transferido a

traves de la manguera al otro recipiente que contiene las plantas.

Al ser transferido, el medio de cultivo cubre completamente los explantes
por un tiempo programado por el temporizador. Tras permanecer en contacto
con la materia vegetal, el liquido vuelve a su envase original, renovando la

composicion del aire.

La renovacion constante de aire durante el periodo de transferencia del
medio, puede eliminar los posibles gases, producidos por el metabolismo
de las plantas, que pueden ser perjudiciales para el crecimiento y tasa de

multiplicacion de las plantas, como el etileno, por ejemplo.
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APLICACION

El sistema de inmersion temporal es un equipo utilizado en la multiplicacion de
plantas, a partir del cultivo de yemas, embriones y otros organos en medio de
cultivo liguido, obteniendo plantas con alta calidad fitosanitaria e integridad

geneética.

Esta forma de micropropagacion garantiza la produccion de plantulas a gran
escala, con control de las condiciones de cultivo y con reduccion de mano de

obray manipulacion de cultivos.

Varias especies de plantas pueden ser cultivadas en el sistema de inmersion
temporal, como por ejemplo cana de azucar, pinha, mango, durazno, frijol,
platano, papa, tabaco, orquideas, rosas, datiles, fresa, café, uvas, entre otras

especies.
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Una cultura que se ha destacado en relacion a la propagacion in vitro
es el Cannabis y sus variantes, popularmente denominada marihuana

O mariguana, cuyo uso ha ganado atencion a nivel mundial debido a sus
efectos positivos en el tratamiento de enfermedades neurologicas.

El cultivo tradicional de Cannabis favorece la variacion de sus
compuestos, que son los responsables de sus actividades
medicinales. El cultivo in vitro puede minimizar esta variacion, siendo
una alternativa para un mayor control de sus efectos psicoactivos y

eficacia para uso medicinal.

Debido a las ventajas, el desarrollo de un protocolo in vitro para
la produccion a gran escala de Cannabis de alta calidad para uso
farmaceutico e industrial ha sido un area emergente de investigacion.

Atencidn: Tecnal no apoya la comercializacion o cultivo ilegal de Cannabis,
asi como no fomentamos ninguna otra practica no permitida por la ley de
cada pais.
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LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS
Y MICROPROPAGACION DE PLANTAS

Las actividades de este laboratorio deben realizarse en un ambiente aséptico - Campana de extraccion de gases: preparacion de soluciones

y con control de variables como temperatura e iluminacion. y reactivos, lo que garantiza la seguridad del analista.

La estandarizacion de las condiciones ambientales proporciona una mayor - Camara de flujo laminar: utilizada para la manipulacion
confiabilidad en los resultados obtenidos y un menor porcentaje de pérdida aseptica de material vegetal y la insercion del medio de cultivo
de material, ya que proporciona unas condiciones optimas para el crecimiento en el frasco.

y desarrollo de las plantas. - Camara de crecimiento de plantas: importante para la

conservacion de las plantas madre, que seran utilizadas

Ademas del sistema de inmersion temporal, se requiere otro equipo: para proporcionar el explante, utilizado en el inicio de la
- Autoclave: utilizada para la esterilizacion de medios de cultivo, agua y otros micropropagacion. La conservacion en un ambiente protegido
materiales. garantiza plantas libres de contaminacion y de alta calidad.
- Bano Maria digital, modelo TE-054-MAG o0 TE-056-MAG: preparacion del Ademas, pueden ser utiles para preparar el material vegetal
medio de cultivo antes de la fase de aclimatacion de las plantas.
Bano maria digital Bano maria digital Camara climatica para
TE-054-MAG TE-056-MAG crescimientos de plantas
TE-4002/3

CONOCER CONOCER CONOCER
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https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/5728_bano_maria_digital
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/5728_bano_maria_digital
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/5729_bano_maria_digital
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/5729_bano_maria_digital
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/13502_camara_climatica_para_crescimentos_de_plantas?q=%2Fpt-BR%2Fprodutos%2Fdetalhes%2F13502_camara_climatica_para_crescimentos_de_plantas
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/13502_camara_climatica_para_crescimentos_de_plantas?q=%2Fpt-BR%2Fprodutos%2Fdetalhes%2F13502_camara_climatica_para_crescimentos_de_plantas
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LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS
Y MICROPROPAGACION DE PLANTAS

- Destiladores de agua y 6smosis reversa: para la eliminacion de impurezas Ademas, se utilizan equipos generales para la preparacion
organicas e inorganicas de soluciones como agitador magnético con calentamiento,

- Estufa de secado y esterilizaciéon, modelo TE-393/80L o TE-393/180L.: modelo TE-0854 o TE-0853/1y sin calentamiento, modelo
secado de vidrieria y materiales utilizados en el proceso. TE-080 0 TE-089, agitador de tubos, modelo AP-56/1,

- Incubadora con agitacidén orbital: necesaria para cultivos en medios medidor micro-procesado de pH, modelo R-TEC-7/3-MP
liguidos que necesitan estar bajo agitacion constante. y placa de calentamiento.

Incubadora

- Microscopio estereoscopio: ampliamente utilizado para el paso de limpieza

clonal.
Agitador Agitador Agitador Medidor de
magnético con magnético sin magnético con PH digital
calentamiento calentamiento calentamiento microprocesado Agitador de tubos
TE-0853/1 TE-089 TE-0854 R-TEC-7/3-MP AP-56/1
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https://tecnal.com.br/es/produtos?search=178
https://tecnal.com.br/es/produtos?search=osmosis+inversa+
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/10344_estufa_para_secado_y_esterilizacion
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/11299_estufa_para_secado_y_esterilizacion
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/8068_incubadora_con_agitacion_orbital
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/11486_agitador_magnetico_con_calentamiento
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/11486_agitador_magnetico_con_calentamiento
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/11656_agitador_magnetico_con_calentamiento
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/11656_agitador_magnetico_con_calentamiento
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/5686_agitador_magnetico_sin_calentamiento
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/2727_agitador_magnetico_sin_calentamiento
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/2727_agitador_magnetico_sin_calentamiento
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/12441_agitador_de_tubos
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/12441_agitador_de_tubos
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/13782_medidor_de_ph_digital_microprocesado
https://tecnal.com.br/es/produtos/detalhes/13782_medidor_de_ph_digital_microprocesado
https://tecnal.com.br/es/produtos?search=018+038
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CONSIDERACIONES
-INALES

Se han desarrollado nuevos sistemas de micropropagacion para obtener mejoras en el proceso de produccion de plantas in vitro a gran escala, con el objetivo
principal de aumentar la productividad y reducir costos frente a las tecnicas convencionales.

El sistema de inmersion temporal tiene varias ventajas frente al sistema de inmersion permanente, ya que permite una buena aireacion del medio de cultivo
y evita la excesiva hidratacion del tejido vegetal. Tales beneficios se traducen en un mejor desarrollo y crecimiento de las plantas, aumentando el exito del
material vegetal en la etapa final de propagacion, que precede a su siembra en campo.

14
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