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INTRODUCCION

El éxito que se obtenga en el cultivo de tejidos vegetales, el triunfo de esta tecnologia y la
aplicacion de métodos “ in vitro” es debido fundamentalmente a un mejor entendimiento
de los requerimientos nutricionales en el cultivo de células y tejidos, sin el empleo de un
medio adecuado se hace practicamente imposible desarrollar esta técnica. Usando las
sustancias quimicas, las combinaciones necesarias y los cambios de nutrientes asi como
su forma quimica adecuada ha sido posible establecer medios de cultivos para casi todas

las partes de una planta en diversas especies. (APROCSAL 1994).

Se dice que la preparacion del medio para el cultivo de vitroplantas es mas un arte que
una disciplina, la experiencia es el mejor maestro en este tipo de trabajo. Sin embargo, es
un problema mayor el estudio de todas las interrelaciones de los componentes organicos
e inorganicos. No obstante, se puede utilizar también un medio sencillo y luego suplir de
diferentes formas; el resultado consiste en llegar a la formula que le brinde a la vitro planta
la mejor oportunidad de despertar su capacidad para crecer de forma empirica. Los
investigadores han realizado multiples estudios con el objetivo de optimizar la
micropropagacion mediante el perfeccionamiento de los medios de cultivo para especies
de importancia comercial; estudios que se han volcado hacia la determinacion de las
concentraciones de sales, hormonas, vitaminas y demas componentes, estado fisico del
medio, pH, y otros factores determinantes en la obtencion de explantes ~ in vitro ” en las

diferentes etapas de su desarrollo (Pérez Ponce, 1998).

La rizogénesis es el fenbmeno de organogénesis mas generalmente implicado en la

multiplicacion vegetativa.

Los progresos de nuestros conocimientos sobre la rizogénesis condicionan por lo tanto el
dominio de la multiplicacion vegetativa. El estudio de este fendmeno pretende cada vez
mas tener en cuenta las interacciones complejas de factores, pero queda dominado por el
problema de la regulacion hormonal y en particular por el papel de las auxinas en la

organogeénesis.( Hu y Wang 1983).

El proceso de rizogenésis esta intimamente ligado con la division celular, siendo practica
normal en horticultura y, sobre todo, en los viveros, aplicar auxinas a los esquejes para

favorecer el enraizamiento. (Rojas 1993)



La planta de sabila y otras del género Aloe ha sido utilizada desde tiempos muy remotos
y han figurado en las civilizaciones de Africa, Asia, Europa y en el Medio Oriente, durante
miles de afos. En nuestro pais, a pesar de que es conocida hace menos de 500 afios,
existen muchos y muy diversos usos populares para esta planta, principalmente de tipo
medicinal. También es utilizado en el cuidado facial y capilar mediante aplicacion directa.
Otro uso menos extendido es para preservar los vegetales de los insectos y animales

domésticos.

Las propiedades de esta planta la hacen el sustituto ideal de los productos enzimaticos de
la industria farmacéutica; el acibar funciona como catalizador de las células vivas, ya que
influye en las reacciones metabdlicas de los tejidos proteicos gracias a la accion de sus
enzimas, lo que permite disminuir la energia de activacion de tal manera que la reaccion

se lleva acabo en menor tiempo. (Vickery A.R. 1994)

Rodriguez H. (2004) refiere que se encontraron efectos estimulantes del crecimiento en
los extractos estudiados. Correspondié al extracto de gel de Aloe vera el mejor
comportamiento, particularmente con relacion a la formacién de raices, superando incluso
a los reguladores usados tradicionalmente como control, lo que demuestra la posible

presencia de actividad auxinica en el mismo.

El gel de Aloe vera (L.) N.L. Burm. ha demostrado su eficacia en la sustitucion de
reguladores sintéticos en medios de cultivos para el enraizamiento “in vitro” Rodrigue H
(2006)

LA SABILA (Aloe vera (L) N.L. Burm)
La Sébila (Aloe vera), es una planta que pertenece a la familia de las lilidceas.

Se parece a un pequefio maguey. Es perenne, de rizoma largo. Se propaga por division
de mata. Y tiene un habito de crecimiento herbaceo. El analisis fotoquimico de la sabila
refleja que tienen aceites esenciales, alcaloides, glucésidos cardiotonicos, taninos,
glucosa, proteinas y resinas. De la sabila se emplean la raiz, el tallo y las hojas. Es
Originaria del continente Africano, habiendo sido introducida al nuevo mundo por los
Jesuitas espafioles en el afilo de 1590, Aunque hay mas de 200 especies de sabila,
probablemente hay soélo tres o cuatro con propiedades medicinales. De estas, Aloe vera
Barbadenis (Miller), la cual es conocida también como Aloe vera (Linne), es la mas



potente. Aloe vera Barbadenis es mas bien parecido a un cactus pero de hecho pertenece
a la familia a la que pertenecen la cebolla, el ajo y los espéarragos. Esta planta alcanza su
madurez en cuatro afilos cuando sus hojas son cosechadas. Las hojas son fileteadas y su
gel interno es preservado y embotellado para elaborar un producto que es tan cercano al
jugo de la planta natural. (APROCSAL 1994)

HISTORIA, IMPORTANCIA Y UTILIZACION DEL EXTRACTO DE LA SABILA (Aloe
vera (L) N.L. Burm)

El Aloe vera es una planta de las menos extendidas, y sin embargo la méas fascinante
del mundo. Posee una larga e ilustrada historia que data desde los afios biblicos. Una
anécdota puede ser que la reina Cleopatra tomaba bafios de Aloe vera para mantener su
juventud. Dioscorides trata de unos y otros, y da los caracteres de las mejores suertes
de acibar en el capitulo 23 del Libro lll. A mediados del siglo XVI, en los comentarios a
dicho capitulo, la planta llamada Aloe vera comuUn en gran parte de Italia, y se hallaba
a cada paso plantada por los jardines y en los tiestos. En Andalucia existian grandes
plantaciones de aloes en tiempo de los arabes, entusiastas propagadores del uso

medicinal del acibar.

Se tiene conocimiento que la sébila aparecio por primera vez en la historia, alrededor del
afio 1500 a.c., en este primer registro se hace mencion de una planta milagrosa de usos
variados, conocida hoy en dia en el mundo occidental como sabila ( Aloe ) por su gran
potencial y sus aplicaciones al cuidado de la salud. Desde siglos el Aloe vera y sus
poderes curativos han sido utilizados extensamente entre muchas culturas a causa de su

eficacia en el tratamiento de quemaduras y la cura de heridas.

El uso de los aloes es muy antiguo, tanto en su utilizacion como catéartica, como en
relacion con sus efectos regenerativos, antiinflamatorios, analgésico y bactericida
externo. Generalmente se cita al Papiro de Ebers como la primera referencia al uso del
Aloe, aunque existen otras anteriores en los Ayurveda, los Cdodices Chinos y las Tablas

Babilonicas.

Los cientificos han estudiado la sabila y ahora se sabe que contiene aminoacidos
esenciales, minerales, vitaminas, enzimas, proteinas, polisacaridos y estimulantes

biolégicos. Est4 demostrado que consumir jugo de sabila ayuda al organismo a



digerir completamente los alimentos, especialmente las proteinas en nutrientes que el

organismo puede utilizar tanto externa como internamente.

Fueron investigadores japoneses quienes a partir de los 80 experimentaron en forma
sistematica los polisacaridos contenidos en el gel del Aloe, entre los que se encuentran
los glucomananos, los cuales constituyen aproximadamente un 0.2 - 0.3 % del gel fresco,
ademas de elevados contenidos de galactosa, pentosa y &cidos urdnicos. (Kolloge, S.
1997)

Vickery, A R. (1994) Ademas de la utilizacion directa de la sabila y de su gel o acibar en la
curacion de diversas enfermedades, la sabila ha sido motivo de diferentes procesos
industriales que han ampliado sus posibilidades de uso y han incrementado su demanda.

Las propiedades de esta planta la hacen el sustituto ideal de los productos enzimaticos de
la industria farmacéutica; el acibar funciona como catalizador de las células vivas, ya que
influye en las reacciones metabdlicas de los tejidos proteicos gracias a la accién de sus
enzimas, lo que permite disminuir la energia de activacion de tal manera que la reaccion

se lleva acabo en menor tiempo.

Conaza (1992). Se utiliza en la perfumeria y cosmetologia donde se aprovechan mas sus
cualidades emolientes, humectantes, hidratantes y desinfectantes, asi como su contenido
de sapogeninas, glucosidos y polisacaridos en la elaboracion de cremas faciales, champu

tonificante, jabones, lociones para la piel, filtros solares y otros.

Conaza (1991) Recientemente se estda haciendo uso del jugo para la preparacion de
bebidas refrescante y saludable, dado su contenido en proteinas, aminoacidos, minerales,
enzimas y otros complementos que le dan cualidades aperitivas, nutritivas, ténicas y

reconstituyentes.

En el &rea agrondmica, el jugo de sabila se ha usado experimentalmente como repelente
e insecticida en larvas presentes en algunas plantas tuberosas, obteniéndose muy buenos
resultados. De igual manera se ha reportado la experimentacion para el control de
enfermedades virales en papa, presentando una accion inhibitoria media en comparacion

con otros extractos de origen vegetal.

OBTENCION DEL EXTRACTO DE ALOE VERA.



Segun Conaza. (1990) Para obtener el extracto o acibar de la sabila artesanalmente, se
procede de la siguiente forma:

Se escogen las hojas mas grandes procurando al hacer el corte, de no lastimar las mas
jovenes. Se deben cortar de 8 a 12 hojas de la planta en forma transversal y se cuelgan
de manera que la parte seccionada quede hacia abajo, con el objeto de que escurra el
acibar por 24 horas, de esta manera se recibe el jugo en un recipiente de lamina
galvanizada cubierta de resina epoxica, colocando sobre bafios de agua fria. Después de

esto se envasa.

Segun Vickery, A R. (1994) Otro método de extraccién consiste en moler las hojas por

cualquier medio, centrifugar los residuos, filtrar el jugo y envasarlo.

La produccion promedio de acibar obtenido de esta forma es de 10 mL por cada hoja de

tamano medio.

La extraccion debe hacerse cuidadosamente para evitar que las proteinas se
desnaturalicen y pierdan su actividad catalizadora, por esta razén debe evitarse que las
hojas una vez cortadas sean expuestas al calor, a altas concentraciones salinas o pH

extremos.

El manejo del acibar en el transporte se hara a la menor temperatura y lo mas rapido
posible, y debera refrigerarse una vez que ha sido extraido.

El jugo contiene dos fracciones: una fase acuosa llamada gel de Aloe y otra liposoluble
denominada aceite de Aloe, a partir de estas dos mezclas se obtienen productos entre los

gue destacan los farmacos, cosméticos, solventes y perfumes.

El proceso moderno para la elaboracion del jugo, consiste en someter a las hojas de Aloe
a un tratamiento de corte y comprension simultanea para extraer la mayor cantidad de
jugo posible, después el extracto crudo pasa por las fases de desinfeccion, calentamiento,

estabilizacion y envasado.
Oxidacion con peroxido de hidrégeno.

Conaza. (1992) Exposicion a los rayos ultravioleta en presencia de catalizadores

guimicos.



Alta temperatura en poco tiempo (71-77°C durante o0 menos de 3 min.)

La ultima de las técnicas arriba mencionadas es la mas recomendable, ya que introduce

pocos cambios en la composicion original del producto.

En Cuba el CIDEM (1996) tiene las especificaciones del extracto acuoso de Aloe vera

siendo la metodologia la siguiente.

Después de cosechadas las hojas fresca se lavan con agua corriente, deben ser
almacenadas en frio antes 24 horas. Se someten a un proceso de bioestimulacion durante

9 — 15 dias protegiéndose de la luz.

Se lavan las hojas con agua corriente y posteriormente se lavan con agua desionizada.
Se recogen las hojas limpias en un tanque de acero inoxidable y se procede a su moli

nacion.

Se mezcla con agua desionizada (relacion 1: 1.5) con el reactor se extrae con agitacion
suave a temperatura ambiente durante 1 hora, Posteriormente se calienta hasta la

temperatura de ebullicién y se refluja durante 30 mim.

Se enfria 50 — 60 ° C se filtra a través de gasa, recogiendo el extracto en un tanque de

acero inoxidable.

Se le aflade metil parabeno y el propil parabeno preservar en el alcohol etilico al 95% y

agitar durante 30 mim. Para su completa disolucion.

Se pasa a un tacho disolutor y se adiciona Metasulfito de sodio se agita y se filtra y se
recircula hasta obtener un liquido transparente se enraza con agua desionizada y se

homogeniza.
COMPOSICION QUIMICA DE LA SABILA (Aloe vera esp. Barbadensis miller)

La sabila se ha ganado el sobrenombre de “planta milagrosa“por los numerosos
beneficios que aportan los aproximadamente 200 elementos que la componen. El
analisis fotoquimico de la sabila refleja que contiene proteinas en 0.013 %, polisacaridos
0.2 — 0.3 %, resinas 40 — 80 %, aloina 20 %, aceites esenciales, alcaloides, glucdsidos

cardiotonicos, taninos, glucosa, agua y otros ( Retamar, 1995).



La sébila contiene 13 de los 17 minerales necesarios para la buena nutricion, aporta 20
de los 22 aminoacidos conocidos, ocho de estos son esenciales y deben ser
proporcionados desde una fuente externa, ya que el cuerpo no los puede producir y esta
probado que consumir el jugo de sébila es una de las mejores fuentes para proporcionar
al cuerpo estos aminoacidos. La sabila también contiene enzimas naturales y minerales
necesarios para el organismo ya que las enzimas ayudan a realizar la reaccion quimica

de vitaminas, minerales y hormonas. ( Yaron, 1995).
Entre los elementos quimicos que conforman la sébila se mencionan:

» Aminoacidos: (aporta 20 de los 22 que requiere el organismo) lisina, valina,

leucina, fenilanina, metionina, acido aspartico, &cido glutdmico, arginina y serina.

» Minerales: calcio, magnesio, potasio, cloro, hierro, zinc, cobre, cromo, azufre,

aluminio, sodio y germanio.

» Oligoelementos: manganeso, calcio, potasio, sodio, aluminio, hierro, zinc, cobre,

plata, cromo, fésforo y titanio.
» Vitaminas: A, Bi, B», Bs, B1,, C, &cido folico y acido nicotinico (niacina).
» Polisacaridos: celulosa.
» Carbohidratos: glucosa, galactosa, xilosa, arabinosa, acetiimanosa (acemannan).
» Prostaglandinas y acidos grasos: 4cido ganmalinoleico.
» Aceites esenciales: trazas de aloesinas.
» Enzimas: oxidasa, catalasa, amilasa, lipasa, fosfatasa alcalina.
» Antraquinonas: aloin, barbaloin y &cido aloético.

El germanio es un componente muy especial, que halla se en grandes cantidades en
todas aquellas plantas consideradas milagrosa. El doctor Asai descubrié que las setas y
el Aloe vera contenian germanio en grandes cantidades y demostré6 que este es de
Importancia capital para la vida de estas plantas debido a su papel catalizador,

comparable al de la clorofila.



Su composicién y propiedades fisico-quimicas y farmacoldgicas pueden variar en funcion
de la lluvia o el riego, del terreno, de la época de recoleccion de las hojas y de su edad y
almacenamiento, y segun la forma de obtencion del gel y su almacenamiento. Un 99,4%
del peso del gel de Aloe vera es agua. Mas del 60% de los sdlidos totales son

polisacaridos mucilaginosos ligados a azlcares
como glucosa, manosa, ramnosa, xilosa, arabinosa, galactosa y acidos urénicos.

El mucilago esta compuesto de diferentes polisacaridos neutros, acidos y acetilados
(mananos, glucomananos, galactomananos,...), responsables de la gran capacidad que
tiene la planta para retener agua y gracias a la cual puede sobrevivir en condiciones de
sequia. Los polisacéaridos mucilaginosos son los principios activos responsables de la
actividad biologica del gel de Aloe vera, y entre ellos destaca el acemanano: "Que ha
despertado gran interés por sus propiedades farmacoldgicas y como componente activo
importante del gel de aloe" y el aloérido: "Polisacarido de elevado peso molecular
recientemente identificado, constituido por glucosa, galactosa, manosa y arabinosa, y que

segun parece posee una actividad inmunoestimulante superior a la del acemanano”.

Los restantes solidos que componen el gel de Aloe vera, que también pueden contribuir a
su actividad terapéutica, son sales organicas y acidos (glutdmico, malico, salicilico, citrico,
lactato magnésico, oxalato calcico, ...), enzimas (celulosa, carboxipeptidasa,
bradikininasa, catalasa, amilasa, oxidasa, tirosinasa), sapogeénicas, taninos, esteroles,
triglicéridos, aminoacidos (lisina, histidina, glutamina, arginina, &cido aspartico,
asparagina, treonina, serina, acido glutamico, glicina, alanina, valina, metionina,
isoleucina, leucina, tiroxina, fenilalanina y triptéfano), RNA y trazas de alcaloides, de
vitaminas (betacaroteno, B1, B2, B3, B6, C, E, colina, acido fdlico) y de minerales
(aluminio, boro, bario, calcio, cromo, cobre, hierro, potasio, magnesio, sodio, fésforo,
estroncio, silicio). No debe contener nunca en cantidades apreciables derivados
hidroxiantracénicos o antraquinonas de accion laxante. ( Granados, S. y Castafieda, A.
1998)

PROPIEDADES DEL ALOE VERA ESTUDIADAS POR DIFERENTES INSTITUCIONES
Y UNIVERSIDADES DEL MUNDO.

> Nutritivo



» Estimulante del crecimiento celular

» Regenerador celular

» Antioxidante

» Antimicrobiano ( bactericida y fungicida )
Nutritivo.
Aporte de elementos minerales esenciales.
Macro elementos:
Potasio, calcio, magnesio, fésforo, azufre.
Micro elementos:
Cloro, cobre, hierro, manganeso, zinc, boro.
Otros elementos esenciales:
Germanio, sodio, aluminio, cobre, plata, cromo.
Estimulante del crecimiento

En la composicién quimica del gel de Aloe, se encuentra el fosfato de manosa, su
principal funcidn es que actia como agente de crecimientos de los tejidos. El acido
ascorbico se considera benéfico para el crecimiento, ya que puede retrazar la formacién

de sustancias semejantes a la melanina, que inhiben el crecimiento.
Regenerador celular.

Los polisacaridos contenidos en el gel de Aloe, entre los que se encuentran los
glucomananos, los cuales constituyen alrededor del 0.2 — 0.3 % del gel fresco y otros
con elevados contenidos de galactosa, pentosa y acidos urénicos, los hacen casi

insustituibles como regeneradores titulares.

Antioxidante.



La vitamina C (4cido ascérbico) se considera benéfico ya que este puede retardar el
oscurecimiento de algunos tejidos recalcitrantes, debido probablemente a su capacidad

para actuar como agente reductor.
Antimicrobiano.

Los &loes muestran una actividad inhibitoria de algunos Bacillus, bloqueando la sintesis
de los &cidos nucleicos en las bacterias, accion debida probablemente a las
antraquinonas. El conjunto de antraquinonas (aloin, barbaloin y acido aloético) produce
un efecto antibidtico y antiviral. La saponina y aloetina presentan un caracter antiséptico
y un amplio espectro antimicrobiano (bactericida y antivirosa) estos compuestos
neutralizan el efecto de las toxinas microbianas. Se ha demostrado que desde el punto
de vista biologico los taninos estan relacionados con la resistencia de las plantas a las

infecciones y se consideran potentes agentes antifingicos. (Castillo E. N 2002)
CULTIVO “IN VITRO” .PRIMERAS CONTRIBUCIONES.

El punto de partida en el cultivo in vitro es dificil de determinar, pero importantes
contribuciones se remontan a 1860-1861 afios en que Sacko y Knops descubrieron que
las sustancias mas importantes absorbidas por las plantas eran los compuestos
organicos. El resultado de estas observaciones fue la elaboracion de una sustancia
nutritiva (solucion Knops) empleada hasta la fecha y que histéricamente se us6 como

componente basico de medios de cultivo.

Rechinger, (1893) describié la formacion de callos en fragmentos aislados de tallo y raiz.
Haberlandt, (1902) asimil6 todos estos conceptos existentes en aquel entonces y fue el
gue realizé los experimentos mas importantes respecto al cultivo de tejidos, ya que
propiamente cultivd células de mesodfilo de tradescantia en un medio artificial. Haberlandt,
sin embargo, no pudo obtener division celular en sus cultivos, la razon fue en parte
debido al medio de cultivo relativamente simple, no obstante, una gran contribucion de

Haberlandt fue la especulacion de la fitohormona que se llamo6 Traumatina.

Con todos estos conceptos fundamentales White, (1934) demostré0 que era factible
cultivar con éxito organos vegetales; demostr6 ademas que los tejidos vegetales en
cultivo, ya sean células sométicas aisladas o formando agregados podian vivir

normalmente in vitro y sin diferenciacion.



Gautheret, (1955) como citélogo observé las células en cultivo y describié en detalle, el
crecimiento in vitro de las células del cambium y la fisiologia de células de zanahoria. Us6
principalmente la solucion de Knops como medio basico, suplementado con glucosa,

extracto de levadura y cisteina.

Después de 1935, cuando conocieron las condiciones del crecimiento y la division de
células homogéneas, aparecieron numerosos articulos en los que se experimentaban
mejores condiciones para una rapida division celular, mayor velocidad del crecimiento y
otros componentes del medio de cultivo. Asi, Robbins, (1936), estudid el efecto de
microelementos inorganicos y sefialé que el zinc, manganeso y el boro eran necesarios
para el cultivo de apices radicales. Murashige y Skoog, (1962), estudiaron y propusieron
la composicién de los medios de cultivo al medio revisado para obtener una velocidad

mayor en el crecimiento de células de Nicotiana tabacum in vitro.

Al finalizar la década de 1930, la ciencia fue estableciendo los nutrientes esenciales para
elaborar medios de cultivo, como consecuencia, se determin6 que los aminoacidos y las

vitaminas desempefiaban un importante papel en la organogénesis.

Para el cultivo de apices y meristemos no existe un medio universal, sin embargo, el
medio basal propuesto por Murashige y Skoog (1962), con algunas modificaciones en sus
ingredientes ha sido el mas frecuentemente utilizado, reportdndose su utilizacion en la

mayoria de plantas obtenidas in vitro.

En los afios 1957 y 1958 se elaboraron los medios de cultivo necesarios para que a partir
de grupos de células se pudieran regenerar nuevas plantas por procesos conocidos por

morfogénesis y embriogénesis.

Skoog y Miller (1957) fundamentaron la hipotesis de que la iniciacion de tallos y raices en
callos cultivados, podian ser regulados por rangos particulares de auxinas y citocinas. Se
encontré que fragmentos de callos transferidos a medios liquidos y agitados, producian
una suspension que se podia propagar a través de subcultivos (Muir, 1953). El grupo de
Steward realizo cultivos en suspension de zanahoria, haciendo evidente que esa técnica
ofrecia mayores potenciales para el estudio de muchas facetas de la biologia celular
(Nickel, 1956).



Nickel (1956), para estudios de fitofisiologia y bioquimica, ha experimentado el cultivo
masivo o cultivo en tanques con medios liquidos; ademas investigaron los efectos del
abastecimiento del aire, control de pH, remocién de medio de cultivo y otros aspectos

7

mas.

El medio de White, (1934), citado por Orellana, (1994), fue el mas utilizado en los
primeros tiempos de la micropropagacion, muchas mejoras han sido hechas desde
entonces, siendo las mas notables el mejoramiento de los niveles de N, P, K, la reduccion

del nivel de calcio y la precipitacion de hierro a pH altos( Hu y Wang, 1983)
COMPONENTES DEL MEDIO DE CULTIVO
Medio de cultivo

El medio de cultivo es la combinacion sdlida o liquida de nutrientes y agua. Usualmente
incluye sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos. A menudo se
denomina Medio Basal y puede ser suplementado con algun regulador de crecimiento y
ocasionalmente con otras sustancias varias. ( Debergh, P. 1982)

El medio MS, o de Murashige y Skoog (1962), es muy usado, particularmente si el
objetivo es regenerar plantas; existen numerosas variaciones comerciales de este medio.
El medio B5 o de Gamborg et al. (1968), o sus varios derivados, ha sido de un gran valor
en el cultivo de células y protoplastos, y también es utilizado eficazmente en regeneracién
de plantas. La diferencia principal entre los medios MS y B5 es la menor concentracion de
nitratos en B5. El medio de baja concentracion de sales esta especialmente indicado para

especies lefiosas.

Componentes minerales.

Los componentes minerales esenciales para la vida de las plantas se dividen en:
Macro elementos

Se utilizan en grandes cantidades: carbono, oxigeno, hidrégeno, nitrogeno, fésforo,
azufre, potasio, calcio y magnesio.

Micro elementos
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Aungue son necesarios en menor cantidad, juegan un papel esencial en los mecanismos

enziméaticos como activadores o constituyentes de las coenzimas.

Los principales micro elementos son: hierro, cobre, zinc, manganeso, molibdeno, cobalto
y boro. Los micro elementos resultan indispensables para el crecimiento, intervienen
como activadores de sistemas enzimaticos. Se suministran al medio de cultivo bien con el
objetivo de evitar cualquier carencia o se utilizan a concentraciones mas elevadas con el

objetivo de provocar una activacion del crecimiento.

Las exigencias minerales varian con la especie, la naturaleza del tejido y su estado

fisiol6gico, también varian con el método de cultivo y el tipo de 6rgano génesis estudiado.

Murashige y Skoog en (1962) propusieron un medio para la investigacion del crecimiento
optimo de callos de tabaco (Nicotina tabacum). Este medio es netamente superior a los
medios anteriormente usados para iniciar la 6rgano génesis y, particularmente, para la

neoformacién de yemas. (Medio MS)

A partir de estos resultados, el medio MS se ha empleado de una manera muy general
para todos los tipos de cultivo “in vitro”. Ademas, puede afirmarse que ha sido la
utilizacién del medio MS junto con el empleo de fitohormonas apropiadas (citoquininas y
auxinas), lo que ha permitido el éxito de los trabajos sobre érgano génesis en cultivo “in
Vitro”.

Componentes organicos.

Dentro de los componentes organicos de los medios de cultivo tenemos azUcares,

vitaminas, aminoacidos, productos organicos estimulantes y reguladores del crecimiento.
Azlcares.

Los tejidos y células cultivadas “in vitro” son ampliamente heterétrofos con respecto al
carbono debido a la ausencia o0 insuficiencia de asimilacion clorofilica. Luego,
resulta indispensable afiadir azlucares a los medios de cultivo, siendo los dos mas

utilizados la sacarosa y la glucosa.



La concentracion optima del azlcar en los medios de cultivo varia entre 20 — 80 g/L, en
dependencia del tipo de cultivo, material vegetal, etc. Los azlcares presentan una accién

metabolica y energética.
Vitaminas.

Las vitaminas favorecen el crecimiento de los tejidos en cultivos “in vitro” y no se excluye
gue la falta de alguna de ellas pueda ser un factor limitante de los fenbmenos de

organogeénesis. (Dr. Gonzalez, S)

El compuesto que mas frecuentemente se aflade a los medios de cultivo es el mio-
inositol, se emplea en concentraciones entre 50 — 500 mg/L y su efecto se evidencia
sobre la proliferacién de tejidos y sobre la activacién de la organogénesis.

El 4cido ascorbico (1 — 10 mg/L) y el acido citrico (50 =100 mg/L) se utilizan en ocasiones
no como vitaminas sino como antioxidantes para evitar el oscurecimiento de determinados

tejidos.
Aminoacidos.

El aporte de aminoacidos favorece la proliferacion de callos, aunque cuando mas se

acude a los mismos es en las experiencias sobre la 6rgano génesis y

en la multiplicacion vegetativa “in vitro”. Las mezclas de aminoacidos parecen también
presentar efectos sinérgicos estimulando fuertemente la proliferacién de callos y la 6rgano
geénesis. Los efectos obtenidos mediante el aporte de aminoacidos parecen muy variables
segun la especie y el tipo de morfogénesis estudiada. Hasta el momento no es posible

establecer una regla general.
Reguladores del crecimiento (fitohormonas).

Segun Drew, R.A. (2003): Los reguladores del crecimiento y el desarrollo de las plantas
actualmente se agrupan en cinco categorias: auxinas, giberalinas, citoquininas, acido
abscisico y etileno. Ademas de estas sustancias naturales (reguladores enddgenos)
existen numerosos productos de sintesis que pueden utilizarse como reguladores del

crecimiento en el cultivo “in vitro”.



En los métodos de propagacion “in vitro” se emplean ampliamente las auxinas; en la
organo génesis y las aplicaciones a la multiplicacion vegetativa esta ampliamente ligada a
la utilizacion conjunta de auxinas y citoquininas. La importancia de las giberalinas en

cultivo “in Vitro” estd mucho mas restringida.

El ABA (&cido abscisico) y los compuestos que desprenden etileno se utilizan con menor
frecuencia en casos mas especificos. aminopurina o N6-benciladenina). Recientemente
se ha descrito que la N-6- bencil aminopurina (BAP) o N6-benciladenina (BA) ha sido
aislada de plantas y constituye también una citoquinina natural. En cultivos de tejidos, el
BAP vy las citoquininas sintéticas Kinetina y TDZ (thidiazuron) son las mas frecuentemente

usadas.

Las citoquininas estimulan la division celular (cariocinesis) en cultivo de tejidos vegetales y
tienen un efecto sinérgico en este sentido con las auxinas. Se han reportado otros efectos
de las citoquininas, por ejemplo: estimulan el alargamiento celular de discos de hojas
etioladas; inducen la formacion de 6rganos en una gran variedad de cultivos de tejidos “in
Vitro” (morfogénesis); controlan la formacion de proplastidios en cloroplastos; mantienen
la maquinaria de sintesis de proteinas mediante la regulacién de la sintesis del RNA;

retrasan la senescencia; etc.

Las citdquininas que se usan con mayor frecuencia en los medios de cultivo son: la
kinetina (KIN), la 6-bencil aminopurina (BAP), la 2-isopenteniladenina (IP) y la zeatina. El
BAP se emplea con frecuencia debido a su gran actividad y su bajo costo. Generalmente
las citoquininas se evitan o se emplean en dosis muy débiles en los medios de

enraizamiento porque presentan un efecto inhibidor sobre la rizogénesis.

Los aspectos relacionados con la luz que son importantes en los cultivos “in Vitro” son: La

cantidad de luz: (irradiacion) y la calidad de la luz:( espectro).

La alternancia de los ciclos de luz con los de oscuridad:( El foto periodo). Considerando
estos aspectos, los tubos con los meristemos se ponen bajo luz fluorescente (en general
de 1,000 a 3,000 Kw./m2) - en ocasiones es necesario utilizar una irradiacibn menor en
los primeros dias después del aislamiento- bajo un foto periodo de 14-16 horas y a una

temperatura de 23-25°C para el desarrollo adecuado de las Vitro plantas.( Pérez L. 1992)



El cultivo in vitro se realiza dentro de espacios denominados camaras de -cultivo,
disefiados para permitir el control del ambiente fisico al que serd expuesto el cultivo.
Determinar la temperatura 6ptima de crecimiento para cada cultivo in vitro puede ser un
proceso muy laborioso que, ademas, exige gran cantidad de camaras de cultivo reguladas

de forma diferente.

Afortunadamente, y para la mayoria de situaciones, se pueden obtener resultados

satisfactorios con temperaturas de incubacién que oscilan entre los 20 y 28°C.

Asi, temperaturas bajas (del orden de 4--5°C) permiten superar los periodos de dormicién
de algunas lefiosas y la conservacion prolongada de determinados cultivos “in vitro”
mientras que una temperatura constante de 20° C induce la formacién de raices en la

mayoria de coniferas. (Grattopaglia, D y Machado, M.A. 1990)

La luz, definida como una forma de energia radiante que se nos manifiesta mediante la
vision es, en realidad, parte de un fendmeno fisico mas amplio: la energia radiante
(radiacion), que puede ser descrito segun dos modelos diferentes: el modelo ondulatorio

(radiacion electromagnética) y el modelo corpuscular.

La luz es uno de los factores principales que determinan el desarrollo de los organismos
autétrofos, en ello radica la importancia de controlar el factor luz en los cultivos in vitro.
Fenomenos propios del desarrollo de las plantas (germinacién, floracion, tuberizacion,...)
pueden ser activados por el nimero de horas diarias de luz que recibe la planta. De forma
analoga, el nimero de horas de luz que recibe el explante cultivado in vitro puede afectar
a su desarrollo. En general, el mejor foto periodo in vitro. ( Crops Research Institute (CRI).
1995).

Consistencia del medio.

El uso del medio para el enraizamiento es un asunto muy debatido, pues algunos autores
prefieren el medio sdlido y otros el medio liquido; el medio liquido al menos para las
plantas lefiosas han dado mejores resultados porque el mismo favorecen la difusion de
las exudaciones toxicas que producen las plantas en cultivo, fundamentalmente los
compuestos fenoldgicos permite una mayor aeracion y una mejor absorcion de los

nutrientes presentes en el medié. (Garcia, 2000).
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El medio para el cultivo de raices in vitro puede ser en forma liquida o sélida, a merced del
tipo de cultivo estando crecido para cualquier cultivo que requiera que los tejidos o las
células de la planta a ser crecidas en la superficie del medio, debe ser salificado (mas
concretamente llamado ~ galled” agar producido de algas marinas, es el tipo mas comun

del agente gelatinoso y es el ideal para estas aplicaciones. (Gamborg, 1968).
1.8.- RIZOGENESIS. ENRAIZAMIENTO IN VITRO
Organogénesis

Es un evento morfogenético que se caracteriza por su desarrollo unipolar, o sea, es la
formacion de un primordio unipolar a partir de una yema con el subsiguiente desarrollo
de este en un brote vegetativo existiendo siempre una conexion entre los nuevos brotes
y el tejido paterno. Estos brotes vegetativos son posteriormente puestos a enraizar en
otra etapa. Los brotes pueden formarse directamente a partir de explantes

(organogénesis directa) o indirectamente a partir de callos. (Pérez Ponce. 1998.)

El término cultivo de meristemos ha sido destinado para designar fragmentos de tejidos
en un rango de 0.1mm — 1 cm o mas. Sin embargo para el cultivo aséptico y el
saneamiento este término implica el aislamiento del domo meristematico mas el
primer primordio foliar en un rango de 0.1 — 0.5 mm (Herman, 1987; citado por Pérez
Ponce. 1998). A partir de ese tamafo se considera cultivo de 4pices.

Rizogénesis.

La rizogénesis es el fenbmeno de organogénesis mas generalmente implicado en la

multiplicacion vegetativa. ( Sivory M./Caso 0 . 1980)

Hu y Wang (1983) Sefialan conocimientos sobre la Rizogénesis que condicionan por lo
tanto el dominio de la multiplicacion vegetativa. El estudio de este fendmeno pretende
cada vez mas tener en cuenta las interacciones complejas de factores, pero queda
dominado por el problema de la regulacién hormonal y en particular por el papel de las

auxinas en la organogénesis.
Origen de las raices.

Diferentes origenes de los meristemos de raiz.



Los meristemos de raiz se distinguen en varias categorias segun su origen.

a) Los meristemos laterales de la raiz principal se forman de una manera espontanea

en condiciones naturales.

b) Los meristemos adventicios son producidos por érganos diversos, (tallo, tubérculo,
bulbo. hoja, etc.,) ya sea espontanea o accidentalmente, como consecuencia de

una herida.

c) Los meristemos neoformados en el seno de un callo, en cultivo in vitro pueden ser

considerados como un caso particular de meristemos adventicios.
Etapas de la formacion del meristemo de raiz.

La neoformacion de los meristemos de raiz (como también de los meristemos de tallo)
resulta siempre de una desdiferenciacion celular provocada. Que conduce a la produccién

de células meristematicas primarias y a la organizacién de un esbozo meristematico.

La desdiferenciacién procede por etapas sucesivas, segun la naturaleza de tejido original
(células peri ciclicas, células liberianas, parenquimatosas o cambiales) existen diversas

modalidades entre ellas.

a) Las raices adventicias pueden iniciarse en la base de una yema después de la

neoformacién previa de un callo cicatricial.

b) Las raices adventicias pueden igualmente ser iniciadas a partir de tejidos
profundos. Lo mas frecuente es que entonces sean formadas a partir del cambium.

Las células que la originan sufren una
c) desdiferenciacién que conduce a la formacion de células meristematicas primarias.

d) Las raices adventicias pueden mas raramente provenir de tejidos superficiales,
como la epidermis, en este caso bastante raro, se encuentra en diversas familias

como las cruciferas, como el mastuerzo, y el berro.

Estas raices son entonces denominadas como exdgenas en oposicion al caso mas

general de las raices enddgenas.



Etapas de larizogénesis

(Esquema hipotético y simplificado)

Esqueje 0 Rupturas de las correlaciones fisioldgicas.
explante ~ © T Traumatismo (choque por colocacién del

cultivo o efecto de heridas)
| Condiciones del ambiente

Desdiferenciacién

celular (por etapas) D e i Auxinas, C|tOQU|n|naS, etc
sucesivas
Callo no Organizado Callo cicatricial

'

(Eventualmente células
del tipo cambial)

Macizo de células Factor (s) Precursor X
meristematicas de rizogénesis (ortodifenol ?)

primarias

Meristemo de raiz

Regulacion hormonal de la Rizogénesis.
Influencia estimuladora de la hoja o de la yema.

Numerosas experiencias de brotacion, han demostrado claramente la

influencia

estimuladora que determinan las yemas sobre la Rizogénesis lo que evidencia la

influencia de una sustancia con circulacion polarizada, que es el origen del concepto de

regulacion hormonal de la Rizogénesis.



La o las sustancias estimulantes probablemente resultarian de la actividad fotosintética de
las hojas, pero podrian igualmente provenir esencialmente de las hojas jovenes en

crecimiento activo y eventualmente del mismo apice.

El estimulo proveniente de la hoja o de la yema es el estimulador mas frecuente de la
Rizogénesis. (Salisbury F/Ross. C, 1994)

Concepto de unarizocalina especifica.

Segun investigaciones realizadas la neoformacion de raices seria desencadenada por la
accion de una sustancia movil sintetizada por las hojas, y que emigraria de una manera
polarizada hacia la base del tallo. Esta sustancia hipotética, especifica de la Rizogénesis,
deberia denominarse “rizocalina” y seria transportada por el floema y acumulada en las

yemas, los cotiledones y las semillas.
Auxinas y Rizogénesis.

El papel central de la auxina en el desencadenamiento hormonal de la Rizogénesis viene
sugerido a la vez por las aplicaciones de auxinas exdgenas y por las dosificaciones de la

hormona.

La aplicacién del AIA frecuentemente estimula el enraizamiento de los esquejes y se

obtienen resultados similares con auxinas sintéticas.

Las mas eficaces son generalmente el ANA, AIB AIP y el AIA, estas sustancias son

ampliamente utilizadas en horticultura y en arboricultura.
Las auxinas intervienen basicamente en dos estados del enraizamiento:

« El primero, en el cual se forman los meristemos radiculares, estado inicial de su
crecimiento. Este a su vez se puede dividir en un estado activo de accion de las
auxinas en el cual debe haber una continua presencia de auxinas, pudiendo estas
venir de los brotes terminales o laterales o de una aplicacién externa, y una
segunda etapa, la cual se puede denominar como de auxinas inactivas, ya que
estas estan presentes en la raiz cuatro dias mas pero no tienen ningun efecto

adverso en su formacion.



« En la segunda etapa se da la elongacion de los primordios radicales, en esta la
nueva raiz atraviesa la corteza hasta emerger de la epidermis del tallo, para esto
un sistema vascular ya se formo6 en la nueva raiz y se ha fusionado a los tejidos
vasculares del tallo, una vez llegado a éste punto ya no hay mayor respuesta a las

auxinas.

Las semillas en desarrollo son un importante centro de produccion de AIA, como se ha
demostrado en semillas de maiz, que alcanzan su maximo cuando aun estan como leche

y, al madurar, el AlA forma ésteres con el mio-inositol.
En 6vulos de algodén también se han medido cantidades elevadas de AlA.

En frutos, el contenido en AIA aumenta tras la polinizacion alcanzandose un maximo; asi,
en fresas se pasa de 3.6 mg de AIA a 127 mg de AIA por frutos a los 12 dias de la

polinizacidn e iguales maximos se encuentran en manzanas, uvas, tomates y otros.

En raices se ha detectado AIA, aunque mas bien parece que procede de las partes
aéreas. Se ha visto que en raices de maiz, hay mas en la estela que en el coértex y mas

contenido aun en la cofia.

Se puede concluir que los lugares mas importantes de sintesis de auxina son: las hojas
jovenes en expansion, el tejido cambial, los ovarios inmaduros y semillas en desarrollo.
Sin embargo, otros tejidos también tienen la capacidad de sintetizar AIA (hojas maduras,

tallos y raices). (Rojas Gardenias, 1993)
Interacciones de factores.
Parece evidente en la actualidad que la auxina no es el Unico factor de Rizogénesis.

La aplicacion de auxina sobre esquejes es ineficaz en numerosos casos y a veces la

eficacia no es aclarada mas que después de la primera aplicacion,
después de ablacion de las raices neoformadas una segunda aplicacion queda sin efecto.

Todo sucede como si un factor de Rizogénesis pre existente en el esqueje y movilizado

por la auxina o se combinara con ella, fuera rapidamente agotado.



Como consecuencia de numerosas experiencias se ha formulado el concepto de
“complejo rizocalinico”, que contemplaria al menos tres elementos: 1) un factor mavil
desconocido sintetizado en las hojas a la luz y que emigra de forma polarizada, 2) la
auxina, 3) un factor celular existente solo en ciertas células que realizaria la fijacion y la

combinacion de los dos primeros

Un cierto nimero de hechos sugieren que compuestos fendlicos podrian tomar parte del
complejo rizocalinico. La aplicacion de ortodifenoles exdégenos sobre esquejes ha podido
estimular la Rizogénesis en algunos casos. Numerosos trabajos han demostrado que
compuestos difendlicos, tales como el acido clorogénico y el &cido cafeico, son
inhibidores de la axina-oxidasa. La accion de los compuestos fendlicos podria ser directa

o indirecta por proteccion de la auxina o estimulacion de la sintesis de auxina.

Como todo fenbmeno de organogénesis, la Rizogénesis es ciertamente desencadenada

por interacciones entre “efectores” y “receptores sobre lugar”.

Si se conocen las sustancias (auxinas, compuestos fendlicos) y las condiciones que
desencadenan o favorecen la neoformacién de raices, se ignora siempre los mecanismos

fisiol6gicos intimos.( Hu y Wang 1983)
Enraizamiento “in vitro”

MC Comb y Newton (2003), afirman que en algunas especies, el enraizamiento in vitro
puede ser el Unico método para el enraizamiento de plantulas sin embargo han descrito
una técnica donde insertan las base de los brotes en una espuma flexible de poliuretano
sumergido en un medio de enraizamiento liquido las plantulas enraizadas de esta manera

pueden ser transferidas al suelo sin remover el soporte.

Se transfieren los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion a un medio libre de
reguladores de crecimiento o que solo contenga auxinas. Esta operacion se realiza en la
camara de flujo laminar. Este método permite ser mas flexible a la hora de escoger los
brotes, ya que éstos obtienen del medio la fuente de energia para enraizar, y por tanto no
es necesario que tengan las hojas muy bien desarrolladas para realizar la fotosintesis.
(Adelaja B. 1995).

SUPLEMENTOS NO DEFINIDOS UTILIZADOS EN LA COMPOSICION DE MEDIOS DE
CULTIVO



Existen una légica bien documentada tras el uso de sustancias liquidas que se
encuentran en forma natural, con el uso individual de estas sustancias se obtiene poco

efecto por encima del esperado, parece que las sustancias de

esta naturaleza pueden desempefiar un papel pequefio pero significativo en la
estimulacién del crecimiento en los tejidos de explantes, mediante la division celular
(Nitsch, 1962; Lee et al., 1965; Paulet, 1970).

Se puede anticipar que los investigadores en los tropicos y subtropicos tendran acceso a
una gama de liquidos estimuladores del crecimiento que son de origen novedoso,

distintivos o incluso morfolégicamente Unicos (Steward, 1959; Shantz, 1966).

Después de que Gautheret observd que el extracto de levadura tenia efectos sobre las
células cultivadas in vitro, muchos investigadores empezaron a buscar sustancias

organicas que pudieran ejecutar algun efecto morfogenético.

Principales sustancias promotoras del crecimiento de naturaleza completamente

indefinida.
» Agua de coco.
» Jugos de frutas y hortalizas (platano y tomate).
» Extractos de levaduras, malta y tubérculos de papa.
» Endospermo liquido de Zea mays.
» Caseina hidrolizada.

Posiblemente el evento mas significativo ante los avances de la década de los 40, fue el
descubrimiento de las cualidades nutricionales del endospermo liquido del coco. Existe
una larga lista de componentes que se han adicionado ocasionalmente a los medios de
cultivo, como fuente de nitrégeno reducido, factores de crecimiento, carbohidratos, y

otros.

Un paso importante en el desarrollo de las técnicas actuales para estimular la division

celular de explantes fue la observacién de que el agua de coco, a niveles relativamente



bajos podia interactuar con las auxinas y promover el crecimiento, en situaciones en

gue por si solas era eficiente.

El agua de coco es un medio muy completo, con una amplia gama de componentes
organicos e inorganicos, tiene buena capacidad de amortiguacion (buffer) y no es raro
encontrar, es rica en magnesio y fosfato, no todos los elementos minerales que contiene

son indispensables, y se puede reemplazar por un medio salino basal.

Un medio de cultivo general preparado con reactivos analiticos, con un suplemento de

agua de coco, muy raras veces resulta téxico o deficiente a causa de los micronutrientes.

Posteriormente el éxito de Van Overbeek y col.,, (1941) en el cultivo de embriones
aislados de Datura en un medio enriquecido con agua de coco, este extracto natural fue

rapidamente adoptado por otros investigadores.

La combinacién de 2,4-D con agua de coco, mostr6 un sorprendente efecto en la
estimulacion del crecimiento de tejidos cultivados de zanahoria y papa. ( Capliny
Steward, (1948).

El uso del agua de coco y de 2,4-D en tubérculos de papa por Steward, (1951) y del agua
de coco con ANA por Morel (1951) en las monocotiledoneas, fueron otros progresos
importantes. Estas observaciones constituyen la base para el uso del agua de coco y sus

sinergias en la nutricién de células y tejidos cultivados in vitro.

Muchos investigadores encontraron que el extracto de malta de cebada era benéfico
como un suplemento, ya que ha demostrado ser una fuente estimuladora de algunos

tejidos.

Los resultados acumulados de los estudios realizados de esta temética, se resumen de la
siguiente forma: en un total de 166 pruebas (con preparaciones de fuentes naturales)
con 63 compuestos, 123 dieron una respuesta positiva, mientras que 40 no dieron
respuesta o fueron negativos. El andlisis de los resultados de estas pruebas, refuerza el

hecho de que diversos tejidos responden diferentemente a varios suplementos.

El uso del medio para el enraizamiento es un asunto muy debatido, pues algunos autores
prefieren el medio sdlido y otros el medio liquido; el medio liquido al menos para las
plantas lefiosas han dado mejores resultados porque el mismo favorecen la difusion de



las exudaciones toxicas que producen las plantas en cultivo, fundamentalmente los
compuestos fendlicos permiten una mayor aeracion y una mejor absorcién de los

nutrientes presentes en el medio. (Garcia, 2000).

El medio para el cultivo de raices in vitro puede ser en forma liquida o sélida, a merced del
tipo de cultivo estando crecido para cualquier cultivo que requiera que los tejidos o las
células de la planta a ser crecidas en la superficie del medio, debe ser solificado (mas
concretamente llamado “galled” agar producido de algas marinas, es al tipo mas comun

del agente gelatinoso y es al ideal para estas aplicaciones. ( Gamborg, 1968).
Utilizacion del gel o extracto del Aloe vera (L) N.L Burm.

En el area agronomica, el jugo de sabila se ha usado experimentalmente como repelente
e insecticida en larvas presentes en algunas plantas tuberosas, obteniéndose muy buenos
resultados. De igual manera se ha reportado la experimentacion para el control de
enfermedades virales en papa, presentando una accioén inhibitoria media en comparacion

con otros extractos.

Por su parte, el gel de Aloe vera (L.) N.L. Burm., ha demostrado su eficacia en la
sustitucion de reguladores sintéticos en medios de cultivos para el enraizamiento in vitro
de plantas medicinales y frutales en condiciones de campo, también, potencialmente por

sus caracteristicas, podria ser utilizado para estos fines. (Rodriguez H., 2006).

Rodriguez H.,(2004) Sefiala que se encontraron efectos estimulantes del crecimiento en
los extractos liquidos de plantas medicinales estudiados., correspondiéndole al extracto
del gel de A. vera el mejor comportamiento, particularmente con relacion a la formacién de
raices, superando incluso a los reguladores usados tradicionalmente como control, lo que

demuestra la posible presencia de actividad auxinica en el mismo.

J6 Maria y col(2003) con diferentes concentraciones de MS adicionando 20 y 40 mL/L de
extracto de Aloe vera en la micropropagacion del platano FIAH 18 obtuvo vitro plantas

con buena respuesta fisiologica y un enraizamiento excelente.

Jo Maria y col ( 2005 y 2006) sefiala que se encontraron respuestas fisioldgicas en la
fase de enraizamiento en la micropropagacion del platano FIAH 18 en la Biofabrica de
Pinar del Rio, utilizando diferentes concentraciones de MS adicionando 20 y 40 mL/L del

extracto de Aloe vera.



Figura: A Longitud de las raices; B — Didmetro del seudo tallo C- Nimero de raices

MICRO PROPAGACION DEL PLATANO EN BIOFABRICAS.

Se caracteriza por tener la capacidad de generar gran cantidad de plantas para la siembra
en mediano plazo, en estado fitosanitario relativamente Optimo, en relaciéon con algunas
enfermedades. A partir de un apice es posible lograr en el lapso de un afo, centenares de
plantas libres de neméatodos, hongos y de algunos virus y bacterias en comparacion con el
sistema tradicional Sandoval (1991). En el ambito comercial se basa en el uso exclusivo

del meristema o yema central para la propagacion “in vitro”.

Este sistema presenta gran ventaja cuando se desea realizar intercambio de plantas
(germoplasma) o siembra de musaceas en areas relativamente nuevas. Pero el tipo,
cantidad de insumos e infraestructura necesaria para garantizar un ambiente aséptico,
incrementan los costos operativos y, consecuentemente, los costos del producto
(plantulas) en relacidon con los sistemas de propagacion antes mencionados. Ello
constituye una de las principales desventajas para su uso masificado, principalmente

entre los pequeios y medianos productores. (Grisales, 1994).
Etapas de la micro propagacion del platano

Esta técnica ha sido utilizada en diferentes paises (Cordeiro y Dos Santos, 1991; Crops
Research Institute, 1995, Adaleja, 1995), y en Venezuela fue aplicada por primera vez por
Hadad (1994) con notable éxito. A partir de este momento ha sido adoptada como
alternativa de propagacién rapida y masiva, pudiendo ser aplicada a cormos provenientes

de plantas jovenes o recién cosechadas.



Para su aplicacion es necesario ubicar e identificar las yemas presentes en el cormo, lo
cual permitird que el sistema sea altamente eficiente. A continuacion se describe de forma

general los pasos a seguir para su aplicacion. (Haddad 1994)
Este proceso incluye varias fases:

FASE 0: Preparacion de la planta madre

FASE | : Establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia
FASE Il : Multiplicacion de brotes

FASE Il : Enraizamiento

FASE IV: Aclimatacion

FASE 0: PREPARACION DE LA PLANTA MADRE

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener explantos

con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado.

Para obtener estos explantes es recomendable mantener a las plantas madre un periodo
de tiempo que puede oscilar entre unas semanas o varios meses, en un invernadero, en
gue se va a intentar cultivar la planta en condiciones sanitarias 6ptimas y con un control

de la nutricion, del fotoperiodo y de la irradiancia recibida.
FASE I: ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO EN CONDICIONES DE ASEPSIA

Una vez escogida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de los cuales se

obtendran los explantos.

Antes de extraer los explantes se hara una desinfeccién de los fragmentos de planta
madre para eliminar los contaminantes externos. Una vez desinfectado el material

vegetal, se debe mantener en condiciones de asepsia.

Ya en condiciones de asepsia (se trabajara en cabinas de flujo laminar) se extraeran los
explantes del material vegetal y se pondran en cultivo en un medio de iniciacién dentro de

un bote de cultivo, para poder controlar la sanidad y la viabilidad de los explantes.


http://www.etsea2.udl.es/invitro/micropro.htm#FASE0#FASE0
http://www.etsea2.udl.es/invitro/micropro.htm#FASEI#FASEI
http://www.etsea2.udl.es/invitro/micropro.htm#FASEII#FASEII
http://www.etsea2.udl.es/invitro/micropro.htm#FASEIII#FASEIII
http://www.etsea2.udl.es/invitro/micropro.htm#FASEIV#FASEIV
http://www.etsea2.udl.es/invitro/esterimv.htm

FASE II: MULTIPLICACION DE LOS BROTES

Durante esta fase se espera que los explantes que sobre vivieron de la FASE | originen
brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varios entrenudos. Periddicamente estos
nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras
en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados. Estas operaciones se realizan en la

camara de flujo laminar.

FASE Ill: ELECCION DE UN MEDIO DE ENRAIZAMIENTO DE LOS EXPLANTOS
Para enraizar los explantes se utilizan principalmente dos métodos:
ENRAIZAMIENTO IN VITRO

Se transfieren los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion a un medio libre de
reguladores de crecimiento o que solo contenga auxinas. Esta operacion se realiza en la
camara de flujo laminar. Este método permite ser mas flexible a la hora de escoger los
brotes, ya que éstos obtienen del medio la fuente de energia para enraizar, y por
tanto no es necesario que tengan las hojas muy bien desarrolladas para realizar la

fotosintesis.
ENRAIZAMIENTO EX VITRO

Los explantes se deben transferir a un sustrato limpio, aunque no necesariamente estéril,

gue puede ser una mezcla de turba con perlita o vermiculita.

Con este método es necesario que el medio de enraizamiento esté libre de organismos
patdgenos y que los brotes tengan las hojas bien desarrolladas, ya que deben realizar

fotosintesis para que la planta tenga una fuente de energia para enraizar y desarrollarse.

Los explantes deben de plantarse en contenedores cubiertos por un plastico, para
mantener la humedad relativa elevada, y hacerlos enraizar en el laboratorio, o ponerlos en
'multipots’ dentro de un invernadero en un area sombreada con "fog-system" o "mist-

system".

FASE IV: ACLIMATACION DE LOS EXPLANTOS ENRAIZADOS



Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales, de

manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen de la aclimatacion.

Tanto si los explantes fueron enraizados in vitro como ex vitro, en el momento en que se
extraen los explantes de los recipientes de enraizamiento estan poco adaptados a crecer
en un invernadero, ya que estos explantes han enraizado y crecido en ambientes con una
humedad relativa muy elevada y generalmente tienen estomas perezosos para responder
al descenso de la humedad relativa, demasiado lentos para evitar la desecacion del

explante.

Los explantes deben ser aclimatados a las condiciones de humedad del invernadero
disminuyendo progresivamente la humedad relativa e incrementando progresivamente la

intensidad de luz.

Por otra parte crecer en ambientes tan humedos también suele implicar la falta de una
cuticula cérea bien desarrollada, la barrera para evitar la perdida de agua a lo largo de
toda la superficie de la planta. (Alves E; Oliveira M. 1993).

EXPERIENCIA EN LAS BIOFABRICAS.
Situacion actual de Cuba

Segun Ponce (1998) en Cuba la propagacion masiva de plantas comenzé a finales de la
década de los 70, con laboratorios que producian de 100000 a 200000 vitro plantas
anuales y paralelamente, los grandes centro cientificos del pais y de las universidades
comenzaron a desarrollar tecnologias, no solo de cultivos de tejidos sino también de

diagndstico, saneamiento e identificacién y caracterizaciéon de la variabilidad soma clonal.

En 1987 se construye la primera Biofabrica en Cuba (primera generacién) segun el autor
citado anteriormente y entre 1987 y 1993 se construyeron otras catorce que cubren la
geografia agricola de casi todo el pais, surgio en el pais el termino Biofabrica que ya se
maneja en muchos paises a través del proceso investigativo y de la experiencia practica,
se ha desarrollado cuatro generaciones de Biofabricas en términos de disefio; la mas
importante es la ultima, la cuarta generacion a la que se le incorporé una fuerte

componente de Investigacion — Desarrollo.

Comportamiento de platanos y bananas (Musa spp) cultivados en la biofabrica



Este es el cultivo de mayor volumen de propagacion en el pais, siendo asi una de las
especies que esta en todas las Biofabricas, por lo cual ha sido una de las mas estudiadas.
Siendo hoy la micro propagacion el principal sistema de reproduccion para los clones
cultivados de esta especie con producciones anuales entre 15 y 20 millones de vitro
plantas.( Pérez P. 2000)

La micro propagacion en este cultivo se ha empleado fundamentalmente para introducir
de forma acelerada los nuevos clones resistentes a la Sigatoka negra (Micosphaerella
figiensis), hasta diciembre de 1999 se habian plantado en el pais mas de 10000ha de
clones hibridos producidos en la Federacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA)
ello representa el 10, 58 % del area total nacional sembrado con clones hibridos, esto se

logré en un periodo de apenas cuatro anos.

El clon de mayor area plantada es al FHIA 03 con 3783ha y FHIA 18 y FHIA23 con
2822ha y 2877ha respectivamente, distribuidos en todas las Provincias. (Ponce, et al
2000).
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