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Introducción

El desarrollo de la Biotecnología Vegetal ha
permitido abrir un importante número de
opor tunidades precisamente para los países
en desarrollo. A lado de los bene ficios que
pueden generar estas técnicas, se plantean
desafíos científicos, técnicos y sociales, los
cuales son dilucidados en las universidades y
en los centros nacionales de investigación e
incluso en los empren dimientos privados y
empresariales. Esta dinámica ha permitido un
desarrollo de la bio  tecnología vegetal en
general y más es pe cíficamente del cultivo de
tejidos in vitro.

CULTIVOS IN VITRO EN BOLIVIA

En Bolivia existe cerca de 18 laboratorios
inscritos en REDBIO1, aunque el desarrollo
del cultivo de tejidos vegetales no pasa de los
25 años. Su aplicación práctica en el campo
agrícola es la conservación de recursos
fitogenéticos y la generación de plantas de
alta calidad genética y sanitaria, factibles de
ser certificadas. Estas técnicas son aplicadas
a la conservación de tubérculos, raíces,
frutales y últimamente, especies forestales.

Los laboratorios bolivianos se aglutinan en
torno a la REDBIO Bolivia, misma que permite
formar parte de los 750 laboratorios de
biotecnología vegetal registrados en toda
Latinoamérica y el Caribe (Ávila e Izquierdo,
2006).

Actualmente, las técnicas de cultivo de tejidos
más utilizadas en Bolivia son las siguientes:

• La limpieza viral para la obtención de
plantas libres de patógenos.

• La micropropagación a gran escala de
plantas, que genera semilla certificada de
alta categoría en el caso de papa y de
material vegetal con alta calidad genética y
fitosanitaria en especies aún no incluidas
en el proceso formal de producción
certificada.

• La conservación in vitro como com ponente
de la estrategia de conservación de los
bancos de germoplasma de especies
multiplicadas vegetativamente o de semilla
recalcitrante.

Estas técnicas, impulsadas por los centros de
investigación y universidades, han beneficiado
a empresas, productores, comunidades
campesinas y agricultores al poder ofertar
materiales de alta calidad sanitaria. Esta
aplicación ha fortalecido a entidades vigentes
anteriormente como el Programa Nacional de
Semillas y el Sistema Nacional para la
Conservación de Recursos Genéticos para la
Agricultura y la Alimentación (SINARGEAA).

La aplicación del cultivo de tejidos en Bolivia
(VMARNDF, 1999) inicia en 1986 con la
Unidad de Producción de Semilla de Papa
(SEPA), que basa su estrategia para la pro -
ducción de cerca de 3.000 toneladas anuales
de semilla de papa, a partir de plántulas libres
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de enfermedades mediante el cultivo de
tejidos in vitro. Los mecanismos de control
interno de calidad, entre ellos el test de ELISA
para detectar la eventual presencia de virus,
están sujetos a un cronograma tanto para las
plántulas de laboratorio como de invernadero.

Esta empresa tiene una producción pro medio
anual de 322.000 plántulas in vitro, que
genera una producción bajo mallas antiáfidos
de 1.290.000 minitu bérculos (semilla pre-
básica). Con este volumen SEPA provee al
mercado nacional con 950.300 Kg de semilla
básica. La exporta ción de semilla pre-básica
para el Brasil y Chile es cercana a un millón
de mini tubérculos/año.

La fase de remultiplicación de la semilla de
papa de categorías básica y registrada se
efectúa con más de 1.200 agricultores en
parcelas sobre los 3.000 m de altitud. La
producción anual es de 2.500 toneladas que
son utilizadas por agricultores remultiplica -
dores de todo el país. La alta calidad de
semilla de papa que se comercializa en el país
proviene precisamente de laboratorios de
cultivo de tejidos nacionales como es el caso
de SEPA (Aguirre et al., 2007).

A finales de los ochenta, el Instituto Boliviano
de Ciencia y Tecnología Nuclear (IBTEN) en
La Paz, instala con el apoyo de la Agencia
Internacional de Energía Atómica un laborato -
rio de Cultivo de Tejidos in vitro destinado a
realizar mutaciones inducidas en material
vegetal de diferentes especies. Actualmente,
el IBTEN está produciendo plántulas in vitro
para la obtención de semilla de alta calidad de
papa, oca, isaño, haba y ajo, así como plán -
tulas in vitro de piña y plátano destinados a
los productores.

En 1991, la actual Fundación PROINPA2

establece en la Estación Experimental de
Toralapa un Laboratorio de Cultivo de Teji dos,
el mismo que se especializa en la lim pie za
viral, habiendo saneado más de un cen tenar
de variedades de papa y de otros tubérculos

alto andinos (oca, papalisa e isaño), con la
finalidad de recuperar el poten cial productivo
de estas especies. En base a este material se
propaga cerca a 100.000 plantas al año, para
iniciar flujos de producción de semilla de papa
en el sistema formal y en el sistema tradicio -
nal de semilla.

En 1994, PROINPA inicia la conservación in
vitro de las entradas en riesgo del Banco
Nacio nal de Germoplasma de Tubérculos y
Raíces Andinas. Hasta el año 2006 se encon -
traban conservadas in vitro el 47% de la
colección de papa (828 entradas) y el 97% de
la colección de papalisa (192 entradas).

A principios de esta década, PROINPA
produce con éxito y a 3.430 msnm más de
120.000 vitroplantas de banano para los
programas de desarrollo alternativo del
Trópico de Cochabamba, demostrando de este
modo que un laboratorio puede ser versátil de
acuerdo a las necesidades del mercado. Para -
dójicamente, esta es la últi ma y única licita -
ción en materia de produc ción de vitroplantas
de banano que realiza una entidad de apoyo
al desarrollo alternati vo a una entidad local.
Previa a esta licita ción, en todos los años de
vida de estas agen cias en el país, cerca al
millón de plan tas fueron importadas del exte -
rior por los programas de Desarrollo Alternati -
vo, favore ciendo a la consolidación de labo -
ratorios extranjeros y no así a los laboratorios
nacionales.

Actualmente PROINPA realiza la genera ción
de material de alta calidad de frutales de cli -
ma templado (duraznero, manzano, frambue -
so, cerezo y frutilla), así como de algunas es -
pe cies ornamentales, para apo yar demandas
específicas del sector público y privado.

A principios de los años 90, el Programa
Agroquímico de la Universidad Mayor de San
Simón con el apoyo de la Cooperación Cana -
diense, establece un Laboratorio de Cultivo de
Tejidos de especies aromáticas, realizando
importantes avances en la generación de
protocolos de laboratorio y en la producción
de piretro para la gene ra ción de insecticidas
piretroides, sin embar go, debido a la finaliza -
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ción del financiamien to, este laboratorio no se
encuentra funcionando actualmente.

La Corporación Andina de Fomento en 1991
apoyó a la Universidad Autónoma Gabriel
René Moreno de Santa Cruz con el equipa -
miento de un laboratorio ubicado en el
Instituto de Investigaciones Agrícolas llamado
“El Vallecito”; que se dedicaba a la conser -
vación de germoplasma de yuca (Manihot
esculenta) y camote (Ipomea batata). En la
actualidad se multiplican y difunden los
clones producidos in vitro de estas especies,
como también se realizan trabajos de micro -
injertación en cítricos. En la UAGRM3, Ca rrera
de Biología, también funciona el labora torio
de cultivo de tejidos BIOFAN dedicado a la
propagación de orquídeas y otras plantas
orna mentales y forestales, el cual fue donado
por FAN4, que estableció en 1995 un labora -
torio de cultivo de tejidos, principalmente para
la recupe ración de especies endémicas,
habiendo realizado importantes aportes en el
campo de las orquídeas y de otras especies
nativas durante su vigencia.

La Universidad Mayor de San Simón (UMSS),
la Facultad de Ciencias Agrícolas y Pecuarias
es la primera unidad académica en el país en
incorporar en su currícula la asignatura de
Biotecnología Vegetal en 1993. En estos últi -
mos ocho años, el labora torio ha sido equipa -
do gracias al apoyo del Consejo de Universi -
dades de Bélgica bajo el Convenio UMSS-
CIUF5 a través del pro grama CUI6. La investi -
ga ción se dirige principalmente a la genera -
ción de proto colos de multiplicación y conser -
va ción en especies andinas y en espe cies
ornamen tales. A partir de este labora torio, se
ha realizado una Especialidad en Recursos
Fitogenéticos y Biotecnología Vege tal Apli cada
y dos Maestrías bajo el mismo título. 

En la década de los 90, se establecen otros
laboratorios, como el Laboratorio de Biotec no -

logía del IBTA Chapare, para la produc ción de
banano, piña y otras especies tropicales y el
laboratorio privado IN VITRO en La Paz,
ambos actualmente no se encuentran en
funcionamiento.

El Laboratorio de Biotecnología del Banco de
Semillas Forestales (BASFOR), depen dien te
asimismo de la Facultad de Ciencias Agrícolas
y Pecuarias y creado a fines de los años 90,
se ha especializado en la gene ración de pro -
tocolos para la multiplicación de especies
forestales, logrando generar más de 70
protocolos para el estableci miento de plantas
forestales.

El Centro Fitoecogenético de Pairumani, de -
pendiente de la Fundación Simón I. Patiño,
establece en el año 2002 un laboratorio de
cultivo de tejidos, cuyo principal objetivo es la
generación de protocolos para la conser va ción
del género Passiflora, el cultivo de anteras de
maíz y la limpieza viral de algunas especies
como habas. Actualmen te, el centro cuenta
con la colecta de once especies de pasifloras
realizada con apoyo del IPGRI7 en el año
1997. Estas muestras recolectadas son con -
servadas en cámara fría a 0º C, en campo y
en condiciones in vitro, continuando con la
optimización de las metodologías de conser -
vación in vitro y crioconservación.

La Universidad Mayor de San Andrés (UMSA)
de La Paz, a través del laboratorio de cultivo
de tejidos del Instituto de Biología Molecular y
Biotecnología de la Carrera de Biología, ha
buscado estrategias para la conservación de
especies forestales alto andinas en riesgo de
extinción, así como para la conservación de
orquídeas endé micas del subtrópico de La
Paz.

La Facultad de Agronomía de la UMSA cuenta
con un laboratorio de Biotecnología Vegetal.
Actualmente está realizando inves tigaciones
en la propagación de plantas de papa, frutilla,
crisantemo y microorganismos de interés agrí -
cola. Por otro lado, la Carrera de Bioquí mica
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cuenta también con un laboratorio de cultivo
de tejidos dedicado principalmente a la inves -
tigación en plantas aromáticas y medicinales. 

La Escuela Militar de Ingeniería en La Paz
cumple funciones académicas y de investi ga -
 ción en un laboratorio de cultivo de teji dos,
entre las que se destaca el uso de reem pla -
zantes del agar como solidificantes de medios
de cultivo (información utilizada actualmente
por otros laboratorios locales). Sus actividades
de interacción social, se refieren a limpiar
virus de variedades nati vas de papa de la zona
circunlacustre del lago Titicaca para la pro -
duc ción de tubércu lo - semilla de alta calidad
sanitaria.

En la Universidad Técnica de Oruro, se cuen -
ta con un laboratorio de cultivo de teji dos que
cumple funciones académicas y de investi -
gación y trabaja con especies andinas.

En Bolivia, en los últimos veinte años, a pe sar
de los elevados costos de importación y de
adquisición de equipos y reactivos, se ha
logrado un amplio desarrollo de las técnicas
de cultivo de tejidos, lo cual puede verificar se
a través del significativo incremento de espe -
cies, variedades y número de plantas produci -
das mediante estas técnicas. Asi mismo, se ha
fortalecido la capacidad de los laboratorios a
nivel de equipos y recursos humanos.

Las colecciones resguardadas en bancos de
germoplasma han sido fortalecidas al incor -
porar en su estrategia a la conserva ción in
vitro y la crioconsevación. La Red Boliviana de
Biotecnología, a través de sus asociados, ha
generado cinco reuniones na cio nales en estos
últimos años, difundien do más de un centenar
de trabajos escritos en cada reunión. Estas
acciones van forta leciendo paulatinamente a
esta asociación, que permite mostrar la
capacidad tecnológi ca y humana existente en
el ámbito nacional.

Finalmente, es posible afirmar que el desa -
rrollo de la agricultura boliviana, tiene un
valioso aliado en el uso de estas técnicas y
metodologías, que son ampliamente difun -
didas por los diferentes laboratorios y cen tros

de enseñanza pertenecientes a univer si dades
y fundaciones de apoyo al desarro llo. Las
experiencias generadas por los autores,
involucrados con la formación académica de
la UMSS, se puede apreciar en este
documento.

CULTIVOS IN VITRO EN PERÚ

De acuerdo a la REDBIO8 y a su directorio de
laboratorios inscritos en esta Red, en Perú
existen 56 laboratorios relacionados a la bio -
tec nología vegetal, debidamente registrados,
de los cuales 32 pertenecen a las univer sida -
des tanto nacionales como privadas en sus
carreras de ciencias agra rias, bioquímicas y
biológicas. Entre éstas se destaca el Instituto
de Biotecnología de la UNALM9, que cuenta
con los laboratorios de Cultivo de Teji dos
Vegetales, con activi dades de investigación y
docencia, con laboratorios de Biología
Molecu lar destina dos a la caracterización
molecular de espe cies nativas tanto de anima -
les y vegetales; y el laboratorio de Biotecno -
logía Industrial dirigido a la identificación y
uso de metabo litos secundarios, generación
de vacunas e identificación de compuestos
valiosos en los recursos genéticos. Para su
desarrollo y equipamiento, este Instituto ha
contado en los últimos diez años con el
valioso apoyo del CIUF.

El Instituto Nacional de Investigaciones Agra -
rias del Perú cuenta con 11 laboratorios distri -
buidos en un número similar de esta cio nes
experimentales y centros de investi ga ción,
ubicados en las diferentes ecoregio nes con
que cuenta el país. Existen ade más, tres
laboratorios de investigación que dependen
directamente del CIP10, con sede en Lima.

La actividad empresarial se encuentra
representada con una decena de laborato rios,
misma que ha iniciado emprendimien tos
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9 UNALM: Universidad Nacional Agraria La Molina.
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10CIP: Centro Internacional de la Papa. www.cipotato.org



principalmente en la propagación masiva de
especies de alta demanda en la agricultura
peruana y regional.
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Capítulo 1
Aspectos Generales
del Cultivo in vitro

Gino Aguirre, Margarita Calle & Jean Pierre Baudoin

1.1. INTRODUCCIÓN

Como toda técnica científica, el cultivo in vitro
de explantes vegetales es el resultado de inno -
vaciones, observaciones y experi men ta cio nes
que han permitido acumular conoci mientos
cada vez más profundos, constituyén dose en
una valiosa fuente de progreso (Seilleur,
1989).

Ovando (2004) define al cultivo de tejidos
vegetales como una herramienta de la bio tec -
no logía vegetal que aisla partes de una planta
y las hace crecer en un medio de cul ti vo arti -
ficial in vitro en condiciones de asep sia para
obtener metabolitos, tejidos, órga nos o plan -
tas completas. El mismo autor menciona que
el concepto in vitro, presen te en casi todos los
reportes de biotecnolo gía de plantas, es una
forma de indicar que las plantas o partes de
plantas estudiadas fueron cultivadas dentro
de un contenedor de vidrio (del latín in: aden -
tro, vitro: vidrio), es decir, en un frasco de vi -
drio, en una placa Petri, en un matraz
Erlenmeyer, etc. La utilización del término
ayu da a entender que las plantas no fueron
estudiadas en la naturaleza o en el campo,
para lo cual se utiliza el término in situ (en el
sitio).

Es así que los orígenes del cultivo de tejidos in
vitro, se remontan a principios del siglo XX,
cuando Haberlandt percibe el concepto de

sustancias de crecimiento al intentar cul ti var
células aisladas de plantas, postulando así el
principio de la totipotencia vegetal, que se
refiere a la capacidad de una célula vegetal de
formar una planta completa bajo ciertas con -
di ciones químicas y físicas a par tir de cual -
quier parte aislada de la planta, mis ma que es
la base teórica sobre la que se sustentan todas
las técnicas de cultivo in vitro actuales.

White en 1934 logra el crecimiento continuo
de raíces de tomate en un medio rico en sales
minerales y vitaminas del grupo B. Por otro
lado, Gautheret en 1939 establece en cortes
de zanahoria el primer cultivo a crecimiento
continuo.

En la década del 50 estuvieron disponibles los
conocimientos sobre los reguladores de creci -
miento y los medios de cultivo que hicieron
posible el rápido desarrollo de estas herra -
mien tas. Es así que Miller y sus colaborado -
res, en 1955, separan la kinetina cuya fun -
ción en la inducción de las divisiones celulares
ya era conocida.

Morel y Martin en 1952 inician el cultivo de
meristemas, regenerando plantas libres de
virus a partir de dalias virósicas.

Murashige y Skoog en los años 60 contribu -
yen a popularizar las técnicas del cultivo in
vitro desarrollando métodos que han permi -
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tido la propagación de diversas especies
vegetales.

Carlson en 1972 inicia la fusión de proto plas -
tos obteniendo el primer híbrido ínteres pecífi -
co en el género Nicotiana.

Lepoivre y Quoirin, en 1977 difunden un me -
dio de cultivo para el cultivo de Prunus.

Boxus en los años 80 impulsa la propaga ción
masiva de frutilla con resultados muy halaga -
dores en condiciones de campo, aspecto que
fundamenta aún más el aporte de la propaga -
ción masiva a la agricultura.

A partir de los avances alcanzados en la rege -
neración de plantas in vitro se ha desa rro llado
toda una industria de micro propa ga ción que
se inició en Europa y Estados Uni dos, y que se
encuentra ampliamente exten dida en el resto
del mundo, incluyendo países en desarrollo de
América Latina, Asia y África (Pérez, Jiménez
& Agramonte, 1998).

En la actualidad, el uso de técnicas como el
sistema de inmersión temporal desarrollado
en Francia y en Cuba y utilizado en diversos
países, como en la UNALM en el Perú, ha
permitido elevar las tasas de multiplicación de
manera significativa, misma que se incremen -
ta aún más si es suplementada con el uso de
diferentes inhibidores de la síntesis de las
giberelinas. 

El cultivo in vitro es un método considerado
ruti nario en la  propagación vegetativa, el cual
permite la disponibilidad de un gran número
de plantas en tiempos relativa mente reduci -
dos. Este proceso ha salido de la investigación
y permite trabajar apoyando el progresivo
desarrollo del productor. Por este método
cualquier planta iniciada a partir de un tejido
puede ser cultivada, si se ha desarrollado la
fórmula correcta y los procesos para su cultivo
(Kyte, 1987).

Algunos autores definen al cultivo de tejidos in
vitro como una tecnología con facilidades de

producción y propagación de plantas úti les en
la agricultura. Comprende un hetero géneo
gru   po de técnicas mediante las cuales un
explante o parte separada de un vegetal (por
ejemplo: célula, tejido, órgano) se cultiva
asépti camente en un medio de composición
química definida y se incuba en condiciones
controladas, debido a que éstas tienen células
totipotenciales.

Ashmore (1997), indica que los cultivos in
vitro ofrecen la oportunidad para la propaga -
ción, almacenamiento y distribución de
germo plasma sano. En Bolivia, Cadima et al.
(1996), establecen las pautas para iniciar en
el país la conservación a mediano plazo de
tubérculos andinos; poste riormente, Coca et
al. (2004), Morales et al. (2004) y Vázquez
et al. (2006) utilizan las técnicas in vitro para
la recuperación de diferentes especies,
incluyendo pasifloras y orquídeas, muchas de
ellas endémicas de Bolivia. 

En la actualidad, las técnicas de cultivo in
vitro constituyen uno de los métodos biotec -
noló gicos que han aportado al desarrollo de
una nueva agricultura, basándose en la ya
mencio nada totipotencialidad celular, sean
tejidos, ápices meristemáticos e incluso
células aisla das, genéticamente idénticas a la
planta ma dre en un periodo corto con el
objetivo de multiplicar, mejorar y conservar a
mediano y largo plazo diferentes especies
como hortali zas, frutales, ornamentales y
forestales de interés alimenticio, medicinal y/o
económico para el ser humano. 

Asimismo, su contribución como herra mien ta
en la conservación de germoplasma es inne -
ga ble, al permitir conservar a mediano o largo
plazo, y en espacios reducidos y exen tos de
patógenos, un sinnúmero de entradas, pre -
cau telando de esta manera los recursos fitoge -
néticos, contribuyendo a la seguridad alimen -
ta ria de las poblaciones y favoreciendo a la
revalorización de especies nativas en riesgo de
pérdida definitiva (Iriarte et al., 1998).
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1.2. PRINCIPIOS BOTÁNICOS PARA EL
CULTIVO IN VITRO

La multiplicación asexual o vegetativa ocu -
rrién dose fue dando naturalmente o a través
de la intervención humana, y se ha ido espe -
cializando en invernaderos y viveros. El proce -
dimiento de propagación vegetativa en la
mayo ría de los casos es a partir de cortes de
tallos, raíces y hojas (Kyte, 1987). 

Los tallos, porción de las plantas vasculares
con hojas y yemas, tienen el potencial para la
regeneración de plantas. Hay tallos subterrá -
neos, como el rizoma del lirio o los estolones
de fresa; el tubérculo de la papa y de otros
tubérculos andinos como la oca, papalisa e
isaño o cormos11 que sirven como estructuras
en la reproducción vegetativa. 

Las raíces son órganos de las plantas supe -
riores, casi siempre subterráneas, que tienen
funciones de absorber, conducir agua, mine -
rales disueltos, acumular nu trien tes y fijar la
planta firmemente en la tierra. También ellas
sirven como estruc tu ras reproductoras vegeta -
ti vas, por ejemplo en manzano y rosa. 

Las hojas son los principales órganos fotosin -
téticos de la gran mayoría de plantas. Bajo
determinadas condiciones, pueden producir
nuevas plantas a partir de cortes de las hojas,
por ejemplo en begonia, tuna o violeta africa -
na. En algunos casos, crecen de las hojas
nue vas plantas sin estar separadas de la
planta materna.

La multiplicación in vitro de plantas no crea
nuevos procesos de crecimiento, simple mente
dirige y ayuda al potencial natural de la planta
para regenerar y multiplicar de una manera
muy eficaz y predecible, en contraste con la
pro pagación vegetativa convencional que re -
quiere más espacio y más tiempo en la pro -
duc  ción de plantas. A continuación descri bi -
mos algunos métodos de regeneración del cul -
ti vo in vitro y las aplicaciones de las mismas.

1.3. MÉTODOS DE REGENERACIÓN IN
VITRO

Los métodos de regeneración in vitro son:

1.3.1. Cultivo de órganos

La organogénesis es un evento morfoge né tico
que se caracteriza por el desarrollo en la
forma ción de un primordio unipolar a par tir de
una yema con el subsiguiente desarro llo de
éste en un brote vegetativo, existien do siem -
pre una conexión entre los nuevos brotes y el
tejido paterno. Estos brotes vege tativos son
posteriormente enraizados. Los brotes pueden
formarse a partir del explante o callo (Pérez,
Jiménez y Agramonte, 1998).

1.3.2. Explantes primarios

Cualquier explante que contenga células
nucleadas vivas se puede emplear potencial -
mente para la obtención de callos (Roca &
Mroginski, 1991). En estos frag mentos de
tejidos o de órganos proliferan las células de
acuerdo al medio de cultivo utilizado.

1.3.3. Cultivo celular

Supone previamente una disgregación celular,
ya sea por medios enzimáticos o mecánicos.
La suspensión celular se puede cultivar en un
medio de cultivo adecuado. Este tipo de
cultivo permite su propagación, aumentando
notablemente la masa celular del cultivo a lo
largo de las generaciones. Como característica
negativa se pierde la heterogeneidad celular
de partida, la pobla ción se hace uniforme y
homogénea al pre dominar en el cultivo
aquellos tipos celula res que tienen superior
tasa de crecimiento. Este tipo de cultivo,
aplicado al mejora mien to de plantas, permite
superar incompatibili dades sexuales en la
cruza p. e. entre S. acaule y S. andigenum al
realizar fusiones protoplásmicas, obteniendo
de esta manera híbridos interespecíficos.
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1.4. VENTAJAS DEL CULTIVO IN VITRO

En comparación con los sistemas convencio -
na les, la mayoría de los autores coinciden en
que el cultivo in vitro presenta las siguientes
ventajas:

• Posibilidad de producción masiva de plan -
 tas homogéneas en una superficie reducida
a bajos costos y tiempos reducidos.

• Ahorro de espacio con respecto a los siste -
mas tradicionales.

• Mejor control sobre la sanidad del mate rial
vegetal que propaga.

• Facilidad para transportar el material in
vitro de un país a otro.

• Posibilidad de multiplicar rápidamente una
variedad de la cual sólo existen pocos
individuos.

• Propagación de plantas recalcitrantes a las
técnicas convencionales.

• Posibilidad de conservar germoplasma a
mediano y largo plazo. 

1.5. LIMITACIONES DEL CULTIVO IN
VITRO

• Estabilidad genética débil en algunos
sistemas de propagación in vitro.

• Aclimatación de las plántulas, como un
proceso difícil con mayores probabilida des
de pérdidas en esta etapa.

• Poca respuesta inicial de algunas especies
y genotipos.

• Alto costo de establecimiento de un labo -
ratorio, lo que incide indirectamente en el
precio final de la planta producida.

• Alto costo de los reactivos, aspecto que
influye incluso en el desarrollo de la
investigación en esta área.

• Necesidad de mano de obra especializada.

• Alta dependencia de energía eléctrica.

1.6. APLICACIONES DEL CULTIVO DE
TEJIDOS

Pierik (1987) y Roca & Mroginski (1991),
mencionan que los objetivos perseguidos por
el cultivo de tejidos vegetales son numerosos
y brevemente describen las posibilidades de
aplicación de tales objetivos de la siguiente
manera:

• Estudios teóricos sobre fisiología y bioquí -
mica vegetal.

• Propagación masiva de plantas utilizan do
las técnicas de germinación de semi llas,
cultivo de ápices, cultivo de nudos e
inducción de brotes, microinjertación.

• Establecimiento y/o mantenimiento de
plantas libres de virus y patógenos me -
diante la utilización del cultivo de meris -
temas, como componente inicial de cual -
quier programa nacional de certifica ción de
semilla.

• Conservación de germoplasma, para lo
cual se utilizan las técnicas de: microtu be -
rización, crioconservación y creci mien to
mínimo. 

• Mejoramiento genético mediante la apli -
cación individual o conjunta de técnicas
de: cultivo de embriones, cultivo de ante -
ras, variación somaclonal, cultivo de ca -
llos, cultivo de suspensiones celulares,
fusión de protoplastos y como herra mienta
en la ingeniería genética (trans for maciones
o transferencia de genes).

Fruto de la experiencia boliviana “en terre no”,
una de las más interesantes aplica cio nes del
cultivo de tejidos en el componente de la
conservación y uso de los recursos fitogenéti -
cos es su contribución a la revalorización y/o
recuperación de especies nativas, dado que
permite inicialmente una multiplicación
masiva y favorece a la redistribución de estas
especies con el aditamento de ser materiales
sanos y de identidad genética conocida.
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2.1. INTRODUCCIÓN

La decisión de establecer un laboratorio de
cultivo de tejidos debe responder a los pro -
pósitos del mismo, ya sea de enseñanza, de
investigación o de producción; requiere ade -
más de un análisis crítico previo acerca de las
necesidades, objetivos, proyecciones, recur -
sos humanos y capacidades financie ras, den -
tro de un contexto integral enfocado hacia el
desarrollo de la investigación como base para
la producción agrícola. Las limitadas capaci -
da des financieras de nuestros centros de
inves tigación deben ser optimizadas adecua -
da mente, sin necesidad de construir comple -
jos laboratorios muy ambiciosos cuyo uso es
mínimo, ni tampoco estableciendo laborato -
rios exageradamente simples sin proyección
alguna.

2.2. LOCALIZACIÓN DE UN
LABORATORIO DE CULTIVO DE
TEJIDOS

La ubicación de un laboratorio debe reali zarse
en lo posible lejos de potenciales fuentes de
contaminación, como es el caso de zonas
contaminadas tanto en agua como en aire,
lejos de granjas, porquerizas o establos o de
zonas de reciclaje de residuos. Se debe tomar
en cuenta variadas medidas de asepsia si la
instalación se ubica cerca de laboratorios de

patología (entomología, bacteriología, virolo -
gía), ahí normalmente se trabaja con mues -
tras enfermas para prevenir posibles fuentes
de contaminación.

Si el laboratorio es nuevo, para la localiza ción
debe tomarse en cuenta la topografía del
terre no, la facilidad de acceso, la infra estruc -
tura circundante, las zonas suscepti bles a
inundaciones y la posibilidad de ampliar áreas
complementarias al labora torio como el área
de aclimatación y de invernaderos.

En la repartición de las áreas de un labo ratorio
es importante separar el área admi nis trativa
del área de laboratorios. En relación a los
servi cios de agua, teléfono, energía eléctrica,
gas, acceso a Internet, servicios de correo y
otros, es imprescin dible contar con los mis -
mos. En pleno siglo XXI, cuando es posible
contar con plantas in vitro provenientes de
Europa, Africa o Asia en menos de 60 horas,
el establecer un laboratorio en zonas alejadas,
con abaste cimiento irregular de energía
eléctrica, con clima excesivamente húmedo y
caluroso, no es del todo justificado al signi -
ficar un mayor costo en su mantenimiento y
un mayor riesgo a contaminaciones bacteria -
nas y fúngicas.
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2.3. ORGANIZACIÓN DE UN
LABORATORIO

Varios autores, Biondi & Thorpe (1981),
Merino (1987), Pierik (1987), Boccon
(1989) y Roca & Mroginsky (1991),
mencionan la organización de un laboratorio
de acuerdo a la secuencia de las fases del
cultivo in vitro y a la facilidad en el manejo de
los cultivos en cuestión a la asepsia. A conti -
nuación se hace la descripción de las áreas
más importantes de un laboratorio:

2.3.1. Antesala o vestíbulo

Parte principal de entrada a un laboratorio
donde se encuentran percheros y gabine tes
para guardar ropa de calle. En esta área el
personal debe cambiar su ropa de calle por
guardapolvos y zapatos de uso exclusi vo en
laboratorio. En laboratorios de ense ñanza es
importante que esta área cuente con ca silleros
individuales para que los estudian tes guarden
su ropa de laboratorio y uten silios más impor -
tantes como pinzas, escal pelos, marcadores,
cuadernos de notas y otros. En laboratorios de
mayor magnitud esta área consiste en toda
una infraestruc tura que contempla duchas y
áreas de aseo para el personal.

2.3.2. Área de oficina

Contempla el equipo y mobiliario de oficina
como teléfono, fax, computadoras, fotoco pia -
dora y escritorios, archivos y almacena miento
de datos, libros de referencia, catá lo gos y
otros documentos. En esta área es conve nien -
te incluir una biblioteca espe ciali zada,
ambien tes para los estudiantes o inves -
tigadores y en lo posible contar con una sala
destinada a reuniones.

2.3.3. Área de lavado y esterilización

Puede estar constituida por dos áreas
conectadas entre si, o por un sólo ambiente.
En esta área se lleva a cabo el lavado de todo

el equipo de vidrio y el acondiciona mien to del
material vegetal previo al establecimiento in
vitro. El área de lavado requiere poseer una
instalación eléctrica de 220V con varias to -
mas; el equipo con corriente a 110V, debido a
su voltaje dife rente debe ser visiblemente
identificado.

El lavadero debe ser lo necesariamente gran -
de; con agua caliente y fría y con sus respecti -
vos escurrideros; requiere contar con una
fuen te de agua destilada para el enjuague
correspondiente del material lava do. Para ga -
rantizar la provisión constante de agua de alta
calidad, es imprescindible tener un destilador,
en lo posible con con den sador de vidrio y un
desionizador de agua colocado entre el
destilador y el lavadero.

Esta área debe disponer de gabinetes para el
material de vidrio; de preferencia con puertas,
para evitar que se llenen de polvo y un espa -
cio para almacenar agua destilada en botellas
de plástico; también debe contar con recipien -
tes para residuos adecuados para el material
orgánico, inorgánico, de plástico y de vidrio
que se deseche.

En el área de esterilización se ubica la auto -
cla ve para esterilizar tanto el medio de cultivo
como el material y los tubos y frascos con
material contaminado. Además debe incluir
un espacio para las estufas u otro equipo de
esterilización con calor seco.

36

La
 a
pl
ic
ac
ió
n 
de
l c

ul
tiv
o 
de
 te

jid
os
 e
n 
la
 m

ul
tip

lic
ac
ió
n 
y

co
ns
er
va
ci
ón
 d
e 
lo
s 
re
cu
rs
os
 fi
to
ge
né
tic

os
  

Área de lavado. Laboratorio de Biotecnología, FCAPFyV.



2.3.4. Área de preparación de medios

Esta área se utiliza principalmente para pre -
pa rar los diversos medios de cultivo que serán
utilizados en las diferentes fases de desarrollo
de los cultivos. Esta área debe contar con
recipientes con agua destilada y desionizada y
debe tener varias tomas de electricidad para
el equipo existente (balan zas, pHmetro,
refrigeradores, agitadores, horno microondas
y otros). 

El equipamiento mínimo consta de: el área de
preparación de medios, que debe contar con
mesas de trabajo separadas, adecua das para
la preparación, ubicar las balanzas analítica y
de precisión, para el medidor de pH, los platos
con agitación, y otros ele mentos. También de -
be incluir vitrinas, es tan terías y espacio para
los refrigeradores y el horno microondas. Ade -
más debe tener estantes destinados para al -
macenar mate riales de vidrio o de plástico y
pa ra alma cenar los reactivos químicos que
pue  dan ser conservados a temperatura
ambiente.

2.3.5. Área de repicaje o siembra

En esta área del laboratorio se realiza el
trabajo de introducción o establecimiento a
condiciones in vitro, escisión o aislamiento,
inoculación y transferencia de los explantes a

los medios de cultivo. Esta área debe estar lo
suficientemente aislada para evitar fuentes de
contaminación externas, debe contar con
varias tomas de electricidad (220V) para el
equipo existente.

El equipamiento mínimo consta de: cáma ras
de flujo laminar horizontal o vertical de aire
filtrado bajo presión, estereoscopios pa ra la
escisión de meristemas, equipos para el filtra -
do de medios de cultivo, gabinetes para guar -
dar desinfectantes, alcohol, medios de cultivo
e instrumentos estériles. El personal debe
trabajar en este ambiente aséptico con mucha
pulcritud, utilizando barbijos y gorras (Roca &
Mroginski, 1991). Asimismo, el sistema de
apertura de puertas, debe contar con gomas
sellantes para evitar corrientes de aire.

Los principios de trabajo de una cabina de
flujo laminar, son bastante simples: un
extractor de aire atrae el aire de la habitación
a la unidad, a través de un filtro que elimina
las partículas en suspensión más grandes; el
aire pasa a través de una cámara de presión,
en la que acumula suficiente presión para que
sea expedido a la velocidad deseada. Ese aire
pasa a tra vés de un filtro HEPA, que no permi -
te pasar partículas mayores a 0,2 micras y
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propor ciona corrientes paralelas constantes en
la zona de trabajo, (FUDESA12, 1999), brin -
dan do de esa manera un área libre de po ten -
ciales contaminantes. La cámara, puede dis -
po ner de elementos accesorios como: fuente
de luz, lámpara de esterilización U.V., conta -
dor de horas de funcionamiento, indicador de
presión interior y otros.

Su función es la de mantener un área libre de
partículas, especialmente de posibles conta -
minantes como bacterias, levaduras y hongos
que puedan acceder al cultivo. Las cabinas de
flujo laminar deben ubicarse en un lugar ale -
jado de puertas y con un mínimo de corriente
de aire con el fin de prolongar la vida útil de
los filtros y de garantizar una mínima conta -
minación  en el trabajo.

Los estantes en la cámara de crecimiento pue -
den ser de dimensiones variables, ancho entre
0,30 m y no mayores a 1,00 m; largo de
acuer do a las dimensiones del ambiente, con
una altura total de 1,80 a 2,20 m; la dis tan -
cia entre estantes es de 0,20 a 0,50 m de
acuerdo a la ubicación de las fuentes de luz.

2.3.6. Área de crecimiento

El área de crecimiento o incubación de los
explantes in vitro debe contar con un buen
control de temperatura de acuerdo al tipo de
plantas, sean éstas de clima templado o tropi -
cal, de iluminación variable según las necesi -
da des y con un fotoperíodo contro lado. Estas
condiciones se logran incorpo rando sistemas
de aire acondicionado en las cámaras de
crecimiento, una buena y uniforme circulación
de aire en el interior, dotados de un buen
sistema de alarma para interrumpir la ilumi -
na ción en caso de no funcionar el aire
acondicionado (Mroginski et al., 2004).

La colocación de los estantes obedece a
brindar las mejores condiciones de lumi no -
sidad a las plantas, con dimensiones y altu ra

fáciles de manejar y de variar. Es posible cons -
truir los estantes con base de vidrio o de rejilla
metálica para facilitar el paso de luz. Cuando
se usa tubos fluorescentes, éstos emiten calor,
tanto que el cuarto de cultivo necesita ser
enfriado. El control de la temperatura se logra
con la ayuda del ter mostato conectado al aire
acondicionado (Pierik, 1987). El suministro
de energía de cada estante debe estar indivi -
dualizado, de manera que sea posible inte -
rrum pir el su ministro de luz en estantes libres
o vacíos. Es importante ubicar las reactancias
de los tubos fluorescentes fuera del área de
creci miento para no sobrecargar el sistema de
aire acondicionado en el mismo ambiente.

La intensidad luminosa en las salas de creci   -
miento habitualmente varia de 5 a 25 W/m2

(1.000 a 5.000 lux) a veces se puede incre -
mentar la intensidad luminosa en la fase III
para ayudar a fortificar y preparar a la planta
para transferir al suelo; el foto pe río do gene -
ralmente es de 16 h/luz. La calidad de la
ilumi nación es dada por tubos fluorescentes
blanco brillante o Gro lux generalmente. La
temperatura en las salas de crecimiento es
constante de 22-25°C en muchas especies.
Sin embargo, existe variación en especies de
clima templado de 20±1°C y en especies
tropicales de 28±1ºC (Boccon, 1989).

El control de la temperatura para que se
desarrolle el cultivo in vitro se efectúa me -
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diante un sistema de refrigeración-calefac ción
controlado a través de un termostato. La
homogeneidad de la temperatura se pue de
lograr haciendo circular el aire dentro de la
cámara mediante un sistema de ventilación
(Pelacho & Closas, 2004). En cualquier caso,
es necesario tomar precau ciones para evitar el
calentamiento excesi vo, instalando alarmas y
controles para cor tar la iluminación cuando
falle el aire acondi cio nado. Esta área debe
incluir, además, un espacio para cultivos en
agitación (células en suspensión) y para culti -
vos estáticos que requieren previo tratamiento
en oscuridad.

2.3.7. Áreas de observación y examen

Las áreas de observación están conside ra das
en función a la actividad que se realiza en el
laboratorio (Roca & Mroginski, 1991). Gene -
ral mente los microscopios, estereos copios,
compuesto, invertido y otros, se loca lizan tan -
to en el área de crecimiento como en el de
siem bra, pero pueden estar en áreas separa -
das. El objetivo de esta área es realizar obser -
vaciones periódicas de los cultivos, tanto en
medios semisólidos como en líquidos.

2.3.8. Área destinada a la cámara de
termoterapia

Esta área es imprescindible en un laborato rio
que utiliza técnicas para la obtención de
plantas libres de virus; debe estar ubicada
cerca al área de siembra y, en lo posible, debe
estar destinada exclusivamente para plantas
ya establecidas in vitro, debido a que el ma -
ne jo de plantas en maceta, en este tipo de cá -
ma ras, demanda un mayor espacio y un ma -
yor equipamiento. Dada la necesidad de las
plantas en maceta de requerir una alta hume -
dad relativa para poder soportar temperaturas
de 36ºC, es imprescindible incorporar en este
caso de un medidor de humedad conectado a
un humidistato, que permita regular la hume -
dad ambiente a un mínimo del 80%.

2.3.9. Áreas de cuarentena y control
fitosanitario

Cuando la función del laboratorio es la pro -
ducción de materiales élite de sanidad certifi -
cada, se hace necesario contar con un área
para la recepción de las muestras o plan tas
destinadas a la limpieza clonal, generalmente
protegida contra insectos. Es ta área de
cuaren tena debe estar separada del resto del
laboratorio pero cercana al área de control
fitosanitario.

2.3.10. Áreas frías

Son áreas destinadas al almacenamiento de
los medios de cultivo que va gene ralmente de
4°C a -20°C. En laboratorios pequeños
pueden ser reemplazadas por refrigeradores y
congeladores ubicados en el área de siembra.

2.3.11. Almacén

Esta área debe comprender un cuarto sufi -
cientemente grande para el almacena miento
de productos químicos, cristalería y otros artí -
culos de repuesto en una cantidad suficiente
para prevenir cualquier retraso en las entregas
del suministro. Los reactivos deben estar al -
ma cenados ya sea a tempe ratura ambiente o
entre 4°C de acuerdo a los requerimientos de
cada caso, mismos que están indicados en su
etiqueta (Jona & Menine, 1987 y Boccon,
1989).

2.3.12.Invernaderos y áreas de
aclimatación

Son muy importantes las condiciones de los
invernaderos a los cuales se van a transferir
las plantas provenientes del laboratorio, pues
si no existen las mínimas facilidades para
aclimatar las plántulas, además de un buen
manejo, éstas se pueden recontami nar, sufrir
pérdidas por deshidratación, o daños por in -
sec  tos, roedores y otros. Lo adecuado e indis -
pensable es contar con un ambiente de ingre -
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so previo al invernadero, un control de hume -
dad adecuado, pisos de concreto, la estruc -
tura con mallas anti áfidos, sistema de nebuli -
za ción, áreas de almacenamiento para los
implementos del invernadero, mezclas de
sustratos desinfes tados, sistema de desinfes -
tación de sustra tos.

2.4. EQUIPOS Y MATERIALES

En el cuadro 1 se presentan los equipos y
materiales necesarios según Pierik (1987),
Merino (1987), Roca & Mroginski (1991), de
acuerdo a las áreas y en base a la expe riencia
en los laboratorios locales: 
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Cuadro 1. Áreas, equipos y materiales de laboratorio



2.5. MEDIDAS DE SEGURIDAD DEL
PERSONAL

Una de las primeras medidas de seguridad
para el personal es el de facilitarles el desem -
peño en el laboratorio mediante una adecuada
señalización en cada una de sus áreas,
incorporando en lugares visibles explicaciones
sobre el funcionamiento de los diferentes
equipos de manera que el personal nuevo no
intente “descubrir” el manejo de éstos. Estas
señalizaciones, incluyendo las normas míni -
mas de desempeño en laboratorio, son tam -
bién un valioso instrumento de orientación y
guía para visitantes o estudiantes debutantes
en laboratorio.

Asimismo, la seguridad física del personal del
laboratorio es sumamente importante; por
esta razón se deben tomar todas las precau -
cio nes necesarias para ubicar estratégica men -
te en el laboratorio equipos de primeros auxi -
lios, extintores de incendios y frazadas contra
fuego, así como duchas para baños del cuerpo
entero y de los ojos (Roca & Mroginski,
1991).

Es recomendable establecer reuniones infor -
ma tivas al inicio de cada gestión, en donde se
analicen y socialicen las medidas de
seguridad en caso de riesgo.
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Capítulo 3
Normas de Seguridad en Laboratorios

de Cultivo de Tejidos

Margarita Calle & Gino Aguirre

3.1. INTRODUCCIÓN

Los laboratorios (Funes et al., 2005) son
áreas físicas, expuestas a riesgos poten ciales,
que hacen necesario el cumplimiento de nor -
mas para ofrecer seguridad a su personal. El
no contar con mínimas normas de seguridad
puede ocasionar el deterioro de equipo e
instrumental y, lo que es peor, puede poner en
riesgo la salud o vida misma del operador.

El término accidente es todo acontecimiento
no programado, extraño al desenvolvi miento
nor mal del trabajo del cual podrá resultar al -
gún daño físico o económico (Ferreira da Cos -
ta, 1996). Un acto inseguro es aquel que resi -
de exclusivamente en el factor humano, debi -
do a la ejecución de una tarea realizada de
manera contraria a las normas de seguri dad,
como ejemplo, el no utilizar Equipo de Protec -
ción Individual (EPI) que es de uso obligatorio.

Es así que la seguridad en laboratorio depen -
de de la protección cotidiana, uso eficiente de
materiales, equipos y atención cuidadosa a
los procedimientos y reglas al tratar con situa -
ciones que son potencial men te arriesgadas.
En todo caso, es esencial que el personal esté
alerta a lo que sucede a su alrededor (Jona &
Menine, 1987 & Argote, 1998).

A continuación se describen las buenas prác -
ticas en cada área del laboratorio tomando en

cuenta aspectos concernientes a la limpieza,
seguridad del personal, manejo de equipos y
almacenamiento de reactivos químicos.

3.2. ÁREAS DEL LABORATORIO

3.2.1. Área del vestíbulo

En esta área se advierten los siguientes
aspectos:

• Uso de guardapolvo tanto para el personal
como para visitantes.

• Uso de zapatones protectores.

• No es recomendable el uso de prendas de
laboratorio en otros ambientes como: bi -
blio tecas, comedores, salas de reunión, ofi -
ci nas administrativas y otras áreas
comunes.

• La ropa protectora no debe ser guardada
en los mismos casilleros que la ropa de
calle.

• Se recomienda llevar zapatos cerrados y no
sandalias.

3.2.2. Área de lavado y esterilización

El área de lavado o esterilización está rela cio -
nada con todos los aspectos concernien tes a
la asepsia como:
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a) Limpieza personal

• Quitarse anillos, relojes y otros articu los
de las manos.

• Lavarse las manos y antebrazo con agua
y jabón antes de empezar y luego de
terminar cualquier trabajo dentro el
laboratorio. 

• Usar toallas de papel para el secado y no
toallas de paño, pues éstas, al igual que
las jaboneras, crían bacterias
(Pseudomonas spp.).

b) Limpieza de áreas de laboratorio

• La limpieza física se realiza por vía
húme da mediante el uso de paños. No es
recomendable usar vapor ni aerosoles. 

• Para desinfectar las áreas del labora to rio
se puede usar productos desinfec tan tes
como formaldehído al 2% de 15 a 30
min, hipoclorito de sodio o calcio al 1%
de 3-20 min.

• Los mesones deben ser lavados y desin -
fectados antes de iniciar la rutina de
trabajo.

• La limpieza debe ser realizada siempre
con guantes de goma.

• No dejar objetos esparcidos por el suelo
y evitar que se derramen líquidos por las
mesas de trabajo y el piso. 

• Los contenedores y herramientas de
limpieza deben tener un lugar espe cífico.

c) Limpieza de materiales de laboratorio

• Siempre debe comenzarse por el material
no contaminado.

• El material debe ser lavado con agua ja -
bo nosa, enjuagado con abundante agua
corriente, y luego lavado con  agua desti -
la da antes de secar por escurri miento. 

• Los recipientes con cultivos contamina -
dos, deben ser esterilizados en auto -
clave. 

3.2.3. Señalización

La señalización es uno de los aspectos más
im portantes. Como medida educacional
aumen   ta la percepción del riesgo a la que
están expuestos los profesionales, inclu yendo
las etiquetas de productos riesgosos (Cama -
cho, 1997). Todas las áreas de labo ratorio de -
ben estar señalizadas para facilitar la orien -
tación de los usuarios y advertir acerca de los
riesgos existentes. Es impor tante asimismo
colocar en lugares visibles el croquis del labo -
ra  torio, mostrando clara mente las salidas de
emergencia.

Los colores pueden ser utilizados como fac to -
res de seguridad (Matos, 1992), el color da
un confort visual para la identificación, y es un
complemento de medidas de higiene, adver -
ten   cia de riesgos, delimita áreas, equipos e
instalaciones (Cuadro 1).

Considerando los riesgos más frecuentes en el
laboratorio, los símbolos pictográficos o seña -
les mas utilizadas en general sirven para re -
pre sentar: riesgos biológicos, ries gos quími -
cos, protección de sustancias químicas o mi -
cro organismos peligrosos, prevención o prohi -
bición, los cuales son esenciales para la segu -
ridad del personal (Figura 1).

3.2.4. Espacio y seguridad en los
ambientes

Según la Universidad Politécnica de Valen -
cia13 (2004), las dimensiones y condiciones
ambientales de los espacios de trabajo deben
permitir al personal realizar sus actividades
sin riesgos para su seguridad, salud y en con -
di ciones ergonómicas aceptables. Las dimen -
siones que deben reunir tales espacios son:
altura hasta el techo 3 m y superficie por
trabajador 2 m2.

La iluminación dentro del laboratorio debe ser
cercana a los 300 lux/m2 y el área de trabajo
específico de 500 lux/m2. En labora torios
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Cuadro 1. Seguridad en base a colores para el uso en laboratorio 

Figura 1. Símbolos pictográficos de riesgo, de protección y
de prohibición más utilizados en laboratorio
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básicos con un nivel de seguridad 1, utiliza -
dos en enseñanza, se recomienda el 20% de
aire externo, el mismo que debe ser filtrado
antes de ingresar. La ventilación tiene relación
directa con la temperatura y humedad relativa
del ambiente (Rodriguez, 1999).

3.2.5. Área de preparación de medios de
cultivo

Para la seguridad del personal se debe
considerar lo siguiente:

• Leer atentamente los pasos para la
preparación de la solución.

• Prever todo antes de comenzar. Preparar la
vidriería, reactivos, agua destilada, equi -
pos. Verificar si se requieren equipos o
mate riales especiales, ejemplo:
microscopio invertido.

• Conocer todo respecto a los reactivos que
se van utilizar. Su grado de toxicidad y
cómo proceder en caso de intoxicación.

• Transportar los frascos con cuidado. Nunca
intentar abrir puertas apretando los frascos
contra el cuerpo.

• Cuando sea necesario, utilizar guantes de
goma y protector facial con filtro químico.

• Limpiar todos los frascos externamente
antes de abrirlos para proceder al pesado o
medida del volumen necesarios.

• Los reactivos sólidos o en polvo nunca
deben pesarse sobre papel estañado
aunque se este trabajando con protector y
guantes.

• Los reactivos sólidos deben ser manipula -
dos con una espátula, tratando de extraer
del recipiente sólo la cantidad requerida.



Una vez extraído el reactivo, debe taparse
el frasco inmediatamente.

• No mezclar sustancias para ver que
sucede, puede ocasionar un accidente.

• Los frascos que contienen líquidos, de be -
rán ser manejados con mucha cautela para
que la sustancia no se escurra por las pare -
des externas y dañe el rótulo. Si esto ocu -
rriera, es necesario que éste sea reempla -
zado por otro que contenga la mis ma infor -
mación que el original. Un frasco jamás
puede quedarse sin identificación.

• Después de su utilización, retornar el fras -
co a su lugar, limpio y bien cerrado.

• Cuando se utilicen guantes de protección
no realizar otras actividades que pongan en
riesgo la salud de los demás.

• Tener mucho cuidado con la vidriería. La
ma yoría de químicos generan calor. Tener
cuidado al manejar grandes volúmenes de
soluciones principalmente si estuvieran ca -
lientes. Aguardar a que la temperatura se
estabilice.

• El vidrio caliente debe dejarse encima de
una plancha aislante hasta que se enfríe,
caso contrario se causará la rotura del
mismo debido al choque térmico.

• Todas las soluciones preparadas deben ser
rotuladas debidamente, indicando el
nombre del producto, la concentración, la
fecha  y el nombre del operador.

• No pipetear nunca con la boca  líquidos co -
rro sivos o venenosos. Los reactivos líqui -
dos se manipulan con pipetas adaptadas a
una perilla o bomba de succión.

• No dejar nunca soluciones en el agitador
durante la noche.

• Colocar los aparatos y reactivos lejos del
borde de la mesa.

• Mantener el orden. Acomodar todo en su
lugar y dejar los mesones y el piso limpios.

• No utilizar los frascos vacíos de reactivos
para guardar otros productos.

3.2.6. Área de cámara de flujo laminar

La asepsia es de mucha importancia en esta
área para lograr resultados adecuados en los
cultivos.

3.2.7. Reglas de manejo en el área de
cámara de flujo laminar

Para los procedimientos correctos en la
manipulación de la cámara de flujo laminar es
imprescindible que el usuario conozca las
siguientes reglas:

• Usar barbijos, gorros protectores y
anteojos de seguridad. 

• La cámara de flujo laminar debe encen der -
se 15 minutos antes de empezar el trabajo.

• No abrir ni cerrar puertas en el mismo
ambiente.

• Desinfectar las manos con alcohol al 70%. 

• Limpiar con alcohol al 70% el frontis y la
mesa de la cámara de flujo laminar.

• Las herramientas deben colocarse de tal
forma que los brazos no se crucen sobre el
área de trabajo cuando sea necesario
usarlas.

• No usar llama muy alta ni muy cerca de la
pared donde se ubica el filtro.

• Los instrumentos de trabajo (pinzas,
escalpelos) deben ser flameados en alcohol
al 95% antes y después de cada uso.

• Limpiar con etanol al 70% la superficie
externa  del material a introducir. 

• Flamear la boca de los recipientes que con -
tie nen los medios de cultivo antes y des -
pués de cultivar el explante y antes de
cerrarlos.

• Los materiales deben reducirse al míni mo
indispensable dentro la cámara.

• En el caso de que se averíe un equipo, in -
for mar inmediatamente al supervisor, evi -
tan  do utilizarlo hasta su completa
reparación. 
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• Después de concluir el trabajo en el interior
de la cámara, el ventilador de la misma
debe permanecer en funciona miento por lo
menos durante 5 minutos.

• Al terminar el trabajo se debe limpiar toda
el área. 

• Limpiar mensualmente todas las super -
ficies exteriores con un paño húmedo, a fin
de eliminar el polvo acumulado y realizar
pruebas de calidad del filtro.

• Se recomienda limpiar y/o cambiar de pre
filtro cada seis meses.

3.3. ALMACÉN

El laboratorio debe disponer de salas o áreas
con espacio suficiente para el almacena mien -
to de los suministros y los equipos (OBA,
1997).

3.3.1. Almacenamiento de los reactivos o
sustancias químicas

Las sustancias químicas son particular men te
peligrosas y deben manejarse con el cui dado
especial y según los procedimientos reco men -
dados (Jona & Menine, 1987). Para alma -
cenar sustancias químicas, según Fe rreira da
Costa (1996) se debe considerar:

• Incompatibilidad entre materiales
almacenados (Cuadro 2).

• Sistemas de ventilación.

• Señalización correcta.

• Disponibilidad de Equipo de Protección
Individual o Común-  EPI ó EPC.

• El área administrativa debe estar separada
del área técnica del almacén. 
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Cuadro 2. Incompatibilidad de algunas sustancias químicas



3.3.2. Incompatibilidad de sustancias para
el almacenamiento

En la siguiente tabla se observa algunos
ejemplos de reactivos químicos incompati bles
en el almacenamiento.

Cárdenas & Mondeja (2004) indican que en el
almacenamiento no se deben colocar juntos:

• Explosivos con: ácidos fuertes, oxidantes
fuer tes, bases fuertes, aminas, material
combustible.

• Oxidantes con derivados halogenados,
com puestos halogenados, reductores,
inflamables, ácidos fuertes, metales.

• Ácidos con: oxidantes, bases fuertes,
metales.

• Bases y sales básicas con: ácidos, deriva -
dos halogenados, metales.

• Metales activos con: agua, ácidos, deriva -
dos halogenados.

3.3.3. Reglas de almacenamiento

Leer siempre la advertencia escrita en la
etiqueta y continuar de acuerdo con el
siguiente procedimiento:

a) Los reactivos no deben ser almacenados en
orden alfabético debido a las posibles
incompatibilidades.

b) Las sustancias más peligrosas no deben
ser guardadas en la parte superior de los
anaqueles.

c) Todo reactivo debe llevar su etiqueta
correspondiente de identificación para
evitar confusiones y accidentes.

d) Verificar periódicamente la caducidad de
los reactivos, tiempo de uso y validez.

e) Las soluciones de peróxidos deben ser
aisladas de material orgánico y almacena -
das a bajas temperaturas, en áreas frescas
con ventilación y en frascos de polietileno
con tapa rosca, jamás en frascos de vidrio.
Los frascos deben ser debidamente
identificados.

f) El almacén de productos inflamables debe
tener ventilación adecuada y sistemas de
control de incendios, con avisos de adver -
tencia de no fumar y acceso restringido. En
el interior de los ambientes de trabajo,
estos productos deben estar en mínimas
cantidades, en armarios específicos o en
refrigeradores debidamente protegidos. Los
materiales inflamables no deben ser
guardados en heladeras, ya que una
centella eléctrica proveniente de una
lámpara puede generar explosión.

g) Almacenar los cilindros de gases colocando
en locales externos, amplios, cubiertos,
naturalmente ventilados y debidamente
protegidos; deben ser observadas las
incompatibilidades químicas entre los
diversos tipos de gas.

h) Los recipientes de productos corrosivos
deben ser cuidadosamente manipulados,
conservados, fechados y etiquetados.
Frascos grandes de muchas sustancias,
principalmente de ácidos y álcalis, deben
ser guardados al nivel del piso en bandejas
con orificios para posibles drenajes.
Algunos grupos funcionales son explosivos
potenciales en el laboratorio: amida,
nitrato perclorato, peróxido.

3.3.4. Descripción y manipulación de
reactivos

El personal de laboratorio (Funes et al., 2005)
utiliza sustancias químicas, ya sea como
reactivos  o como productos de desinfección.
Las sustancias químicas o reactivos son
potencialmente peligrosos y pueden ser muy
variados y complejos, con propiedades tóxi -
cas, corrosivas, inflamables o explosivas,
necesitando de un manejo especial sin el cual
el riesgo para el personal que las manipula es
elevado. La clasificación de las sustancias
químicas es variable, la más conocida es de
acuerdo al riesgo, clasificada por la National
Fire Protection Association14. En síntesis se
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describen los siguientes grupos de sustancias
químicas, explosivas, inflamables, corrosivas
y gases comprimidos,  mencionados por
Ferreira da Costa (1996):

a) Sustancias explosivas. Son agentes
químicos que por la acción de un choque,
per cu sión, fricción producen centellas o
calor suficiente para iniciar un proceso
destruc tivo a través de violenta liberación
de ener gía, por lo que es importante evitar
fuentes de calor cercanas. Dentro de este
grupo se encuentran los peróxidos que son
com pues tos químicos extremadamente
inesta bles. En general estas sustancias son
irri tantes para el aparato respiratorio, piel y
ojos.

El uso de estas sustancias debe ser
limitado a cantidades mínimas necesarias.
Cualquier salpicadura debe ser inmedia ta -
mente limpiada. Es recomendable manipu -
lar peróxidos con espátulas de madera o
cerámica, no así de metal.

b) Sustancias inflamables. Son substancias
que envuelven solventes orgánicos infla -
ma bles. Algunos son extremadamente peli -
grosos por presentar una alta presión de
vapor a temperatura ambiente.

Según la NFPA citado por Ferreira da Costa
(1996) son considerados líquidos inflama -
bles los que en condiciones normales de
temperatura y presión tienen punto de
fulgor debajo de 93° C. Dentro de este
grupo se encuentran el benceno, estireno,
metanol, tolueno, xileno, acetona, etanol
y éter etílico. 

Con estas sustancias se debe trabajar con
las debidas medidas de seguridad, donde
la utilización de máscaras es imprescin di -
ble. Asimismo, éstas deben ser manipula -
das en locales ventilados y lejos de las
fuentes de calor. 

c) Sustancias corrosivas. Son agentes quími -
cos que desintegran tejidos vivos o mate -

riales inertes. Entre las sustancias
corrosivas están incluidos los ácidos,
anhídridos, y álcalis. Estos compuestos
generalmente destruyen sus recipientes y
contaminan la atmósfera del área de
almacenamiento. Algu nos son volátiles,
otros reaccionan con sulfitos, sulfatos,
cianatos y otros, liberan do otras
sustancias tóxicas. Algunos ejem plos de
estos productos son el ácido clorhí dri co,
ácido fosfórico, ácido nítrico, ácido
pícrico, ácido sulfúrico, hidróxido de sodio
y potasio.

Tanto los ácidos como los álcalis causan
serias quemaduras y daños en los ojos.
Por tanto debe usarse protección como
lentes, guantes y delantales cuando se
manipula estos productos en el
laboratorio o en almacén. El piso de estos
locales debe ser conservado lo más seco
posible.

Cuando se diluyen ácidos con agua, los
ácidos deben ser adicionados lentamente
al agua, agitando continuamente la
mezcla y nunca debe procederse a la
inversa. Un derrame de líquidos
corrosivos no debe ser absorbido por
medio de material orgánico como aserrín
o pedazos de tela; debe neutralizarse con
algún absorbente granulado como la
arena.

d) Gases comprimidos. El manejo de gases a
presión requiere mucho cuidado, pues
cual quier defecto en el equipamiento
puede provocar una difusión de éstos en
el ambiente. Un gas difundido puede
tener efecto anestésico, asfixiante, tóxico
o for mar mezclas extremadamente
explosivas con el aire. Una gran mayoría
de los gases son inodoros e incoloros,
dificultando así su identificación. Por ello
es recomenda ble:

• Procurar informarse sobre las caracte -
rísticas del gas en uso tales como
riesgo de explosión y toxicidad.
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• Jamás utilizar grasas, óleos o
glicerinas en cilindros que contengan
gases oxidantes, debido al riesgo de
explosión (Ej.: Oxígeno).

• Utilizar solamente cilindros equipados
con válvulas que faciliten el manipuleo.

• No colocar los cilindros en lugares con
fuentes de calor.

3.3.5. Principales medios de penetración
de los agentes químicos

Según Ferreira de Costa (1996), las princi -
pales vías de penetración de las sustancias
son por inhalación, absorción e ingestión;
ade  más menciona los efectos que pueden
causar estas sustancias.

• Inhalación. Mayor grado de riesgo debido
a la rapidez con que las sustancias
químicas son absorbidas por los pulmones.

• Absorción: Contacto de las substancias
químicas con la piel.

• Ingestión: Por vías secundarias de ingreso
y por incumplimiento de normas de higiene
y seguridad.

3.3.6. Efectos de los agentes químicos en
el organismo

• Efectos mutagénicos. Efectos de cambio
que determinadas moléculas provocan
directamente sobre el genoma. Se estima
que el 80% de ellas son también
cancerígenas. Ejemplos: Azida sódica,
hidroxilamina o bromuro de ethidium
(BET).

• Efectos cancerígenos. Estimulan la apari -
ción de tumores cancerígenos. Ejemplos:
asbesto, benceno, benzidina, cloreto de
vinilo, acrilonitrila, formaldehído, silica
cristalina, etc.

• Efectos teratogénicos. Causa daños direc -
ta mente al feto por vía transplacentaria por
la exposición a sustancias tóxicas. Ejem -

plos: dimetil mercurio, sales de litio, entre
otros.

• Efectos órgano tóxicos: causados directa -
men te a determinados órganos generando
efectos neuro, hema, hepa, nefrotóxicos o
sobre el aparato reproductor.

• Efectos inmunotóxicos: Causan daño
directo al sistema inmunológico, generan -
do hiper sensi bilidad, inmunodepresión y
procesos autoinmunes.

3.3.7. Cámaras de seguridad biológica

Las cámaras de flujo laminar son las zonas de
protección de volumen reducido que permiten
efectuar diversas manipulaciones de microor -
ganismos y controlar la contaminación
(Matos, 1992). Las funciones de la cámara de
flujo laminar son:

• Aportar en la zona un aire filtrado y
aséptico.

• Evitar la sedimentación de partículas emi -
ti das por la manipulación en las activida -
des.

• Proteger al operador de compuestos
tóxicos.

Las cabinas de flujo laminar horizontal son
muy adecuadas para una buena protección
del producto, pero no son adecuadas para el
trabajo con materiales peligrosos o con algún
tipo de riesgo pues el operador queda comple -
tamente expuesto. En las cabinas de flujo
vertical se asegura una buena protección del
producto, y una protección total del operador,
son por ello más adecuadas para el trabajo
con agentes peligrosos.

Las cámaras de flujo laminar deben ser insta -
ladas en áreas libres de corrientes de aire,
puer tas y zonas de mucho tránsito de perso -
nas como los pasillos, que puedan crear
pertur baciones en el flujo laminar. Las mismas
se instalarán sobre superficies sólidas y no
mó viles. Las áreas de flujo laminar deben ser
de acceso restringido para evitar la contami -
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nación. Las ventanas del laboratorio deben
permanecer siempre cerradas.

3.3.8. Agentes biológicos

El riesgo ocasionado por agentes biológicos
dentro el laboratorio está dado generalmente
por bacterias y hongos, que se caracterizan
por pocas probabilidades de causar una enfer -
medad, tienen una supervivencia limitada en
el medio ambiente y riesgos mínimos para el
personal del laboratorio.

Según Camacho (1997), un caso particular es
el de los hongos, que se comportan como
parásitos saprófitos. Al trabajar en laboratorio
con material contaminado, es necesario saber
que cualquier hongo puede contaminar muco -
sas, dependiendo del nivel inmunitario del
trabajador. Las micotoxinas son canceríge nas
y causan desarreglos nerviosos.

Los microorganismos pueden ser clasificados
en categorías de riesgo 1 a 4 (según la OMS,
1994; citado por Argote, 1998):

• Grupo 1. Esta clase posee riesgo individual
y colectivo. Son microorganismos que
nunca fueron descritos como agente casual
para el hombre y no constituyen riesgo
para el medio ambiente. Ejemplos Bacillus
cereus, Escherichia coli K12. En general,
todos los agentes bacterianos, fúngicos,
virales, ricketsias y clamidias no incluidos
en clases superiores.

•Grupo 2. Esta clase posee riesgo individual
moderado y riesgo colectivo limitado. Estos
microorganismos pueden provocar dolen -
cias al hombre, con poca probabilidad de
alto riesgo para profesionales de laborato -
rio. Ejemplos: Virus, hepatitis B,
Salmonella typhy.

• Grupo 3. Esta clase posee riesgo individual
elevado y riesgo colectivo bajo. Pueden
cau sar enfermedades graves a profe -
sionales de laboratorio. Ejemplos:
Micobacterium tuberculosis, HIV,
Tripanosoma cruzi, Brucella sp.

• Grupo 4. Esta clase agrupa a los agentes
que causan dolencias graves para el
hombre y representan un serio riesgo para
los profesionales de laboratorio y para la
colec ti vidad. Posee agentes patogénicos
altamente infecciosos que se propagan
fácilmente, pudiendo causar muerte.
Ejemplos: Virus Ébola y Marburg (Filovius);
Lassa (Arenavirus), priones de la vaca
loca.

Existen agentes biológicos susceptibles de
trans mitirse por diferentes vías como: 

• Vía aérea. En forma de aerosoles produ -
cidos por centrifugación de muestras o
agitación de tubos.

• Vía oral. Ocurre por malos hábitos de
trabajo, como pipetear con la boca, beber,
comer o fumar.

• Vía ocular. ocurre por proyección de gotitas
de material infectante, con oculares de
microscopio, aparatos ópticos.

• Vía cutánea. Ocurre en general por cortes
y salpicaduras.

3.3.9. Riesgo eléctrico

El riesgo eléctrico puede ocurrir por diferentes
causas o efectos, con los cuales uno debe
tener precaución para evitar accidentes. La
pre ven ción de los riesgos eléctricos se logra: 

• Siguiendo las instrucciones de funciona -
miento y manipulación de los equipos.

• No enchufar nunca un equipo con las
conexiones en mal estado.

• Al manipular en el interior de un aparato,
comprobar siempre que se encuentre
desconectado de la fuente de alimentación.

• Nunca improvisar instalaciones eléctricas.
Solo personas autorizadas deben reparar
una instalación.

• Nunca colocar aparatos eléctricos sobre las
superficies mojadas o húmedas.
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• La instalación debe hacerse en locales
secos.

• Informe cualquier quemadura eléctrica
inmediatamente al técnico de laboratorio.

3.3.10. Manejo de residuos
La manipulación y evacuación de los residuos
se debe llevar a cabo con objeto de no poner
en peligro la integridad de los ensayos. Para
ello es preciso disponer de instalaciones que
permitan colectar, almacenar y evacuar los
residuos de forma adecuada, y asimismo,
defi nir los procedimientos de descontami -
nación y de transporte (OBA, 1997). La
eliminación e identificación de los residuos, es
causa frecuente de accidentes dentro el
laboratorio, y de contaminación ambiental.
Para minimi zar los residuos se debe seguir los
siguientes procedimientos:

a) Residuos Químicos

• Los residuos de sustancias inflamables
deben descartarse en recipientes
adecuados y no en el lavadero.

• Los productos químicos tóxicos se
alma cenan temporalmente en contene -
dores especiales para este fin.

• No descartar residuos de reactivos en el
lavadero. Las sustancias líquidas o las
disoluciones que puedan verterse al
lavadero, se diluirán previamente, sobre
 todo si se trata de ácidos y de bases.

• Los residuos de sustancias peligrosas
deben ser colocados en recipientes
metálicos, debidamente cerrados,
identi fi ca dos y recogidos por equipos de
segu ri dad o por servicios de terceros,
transportados en vías apropiadas y
descar gados en áreas predeterminadas
por la autoridad ambiental  municipal.

b) Residuos comunes

• Los residuos comunes tipo papeles y
cartones se dispondrán en la papelera y
posteriormente se seleccionarán y
embolsarán debidamente. 

• El material de vidrio roto, con fisuras,
así como hojas de bisturí usadas deben
colocarse en recipientes destinados
espe  cialmente a este fin para evitar
cortaduras.

c) Residuos sólidos y líquidos

Los residuos sólidos (biológicos) de plantas
contaminadas (hongos, bacterias) de frascos o
tubo de ensayo deben ser esterilizados
durante el periodo de trabajo en autoclaves.
Los residuos líquidos como agua destilada
contaminada deben ser esterilizadas en
autoclave de la misma manera que los
sólidos.

3.3.11. Cámara de crecimiento

Las medidas preventivas o cuidados del área
de crecimiento son las siguientes:

• Ubicar los cultivos en cámaras de cultivo
cerrado, libre de corrientes de aire.

• El acceso debe ser restringido para evitar la
presencia de contaminantes en el área.

• Los recipientes con cultivos contaminados
deben ser rápidamente eliminados.

3.4. PROCEDIMIENTOS Y MEDIDAS DE
PRIMEROS AUXILIOS

En caso de accidente por derrame de
productos químicos o incendio, actuar con
serenidad y rapidez, examinando la situación
del entorno y avisar inmediatamente a los
servicios de emergencia.

Es importante contar en un lugar visible, la
lista de teléfonos más importantes para este
tipo de casos, el croquis de evacuación y la
ubicación del botiquín de primeros auxilios en
el croquis.

Las medidas de primeros auxilios (UPV,
2004) deben ser aplicadas de la siguiente
manera:

52

La
 a
pl
ic
ac
ió
n 
de
l c

ul
tiv
o 
de
 te

jid
os
 e
n 
la
 m

ul
tip

lic
ac
ió
n 
y

co
ns
er
va
ci
ón
 d
e 
lo
s 
re
cu
rs
os
 fi
to
ge
né
tic

os
  



a) Derrame de productos químicos sobre la
piel. Si los productos químicos son vertidos
sobre la piel deben ser lavados inmediata -
mente con abundante agua durante 15
minutos. Si la zona afectada es grande se
utilizará la ducha instalada en laboratorio.
Es necesario quitarle toda la ropa contami -
na da a la persona afectada lo antes posible
mientras esté bajo la ducha. Procurar
inmediatamente ir al médico.

Algunas veces el agua es suficiente pero en
otras ocasiones, como en el caso de
quema duras con fenoles, se debe limpiar
primero con alcohol etílico.

Si se producen contactos irritantes por
ácidos en la piel, lavar rápidamente las
zonas afectadas con solución de
bicarbonato sódi co al 5-10% y si la
irritación fue causada por un álcali, lavar
rápidamente las zonas afectadas con una
solución saturada de ácido bórico o de
ácido acético al 1% y posteriormente lavar
con abundante agua en ambos casos.
Todos estos preparados deben estar
ubicados en sitios específicos y claramente
enunciados en el manual de primeros
auxilios del laboratorio.

En los casos de salpicaduras de ácidos o
bases en los ojos, el tiempo para el lavado
es de vital importancia. Cuanto más rápido
se lave el ojo afectado, más leves serán los
daños producidos. Lavar la parte afectada
con abundante agua durante no menos de
10 minutos con agua corriente. Cuando se
trate de irritaciones en los ojos, es
preferible recibir asistencia médica
inmediata. Si acontece una intoxicación
grave debe llamarse inmediatamente al
medico. 

b) Incendios en laboratorio. Si el incendio es
de pequeñas proporciones, tratar de
apagarlo con una manta protectora de
fuego, un guardapolvo o paño húmedo o
con un extintor de fuego que debe existir

en laboratorio. No se debe utilizar nunca
agua para extinguir el fuego provocado por
la inflamación de un disolvente.

En caso de que los incendios sean de
proporciones grandes mantener la calma y
dar alarma de fuego, realizar la evacuación
de acuerdo con la señalización, avisar al
servicio de emergencia.

• Si una persona se quema se debe pedir
auxilio inmediato.

• Si es una segunda persona socorrer de
inmediato prosiguiendo de la siguiente
manera: 

– Apagar las llamas con una manta
protectora de fuego.

– Conducir a la persona  hasta la
ducha de seguridad.

– No se debe utilizar nunca un extintor
de fuego sobre una persona.

– No quitar la ropa que haya podido
quedar pegada a la piel.

– Las pequeñas quemaduras
producidas por material caliente, se
tratarán lavando la zona afectada
con agua fría durante 10-15
minutos.

– Colocar un apósito limpio sobre la
quemadura.

– No romper las ampollas que se
hayan podido formar.

• Si las quemaduras son graves solicitar
ayuda médica inmediatamente.

c) Cortes. Los cortes producidos por la rotura
de material de vidrio o bisturís son un
riesgo común en los laboratorios. Cuando
se producen estos cortes se debe lavar la
herida con abundante agua y jabón, y
luego cubrir las heridas y lesiones con
apósitos impermeables antes de comenzar
el trabajo. Si las lesiones no pueden
cubrirse adecuadamente, no exponerse
hasta que curen. 
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3.5. PROCEDIMIENTOS PARA
PREVENIR O ELIMINAR RIESGOS
DE ACCIDENTES

La seguridad del laboratorio depende de la
protección cotidiana y atención cuidadosa de
las normas de trabajo. A continuación se
menciona algunos aspectos a tomar en
cuenta:

a) Nunca debe trabajar una persona sola en
laboratorio.

b) Muchos accidentes ocurren a través de la
inexperiencia, cualquier duda que se tenga
en cualquier técnica debe superarse
pidiendo ayuda y consejo.

c) Orden y seguimiento de las normas son
fundamentales para evitar accidentes en
laboratorio.

d) Utilizar los Equipos de Protección Indivi -
dual (EPI) - protector facial, anteojos de
se   gu  ridad, guantes, pipetor automático
para minimizar la exposición a riesgos
individuales.

e) No guardar alimentos o líquidos para el
consumo humano en los refrigeradores ni
en ninguna de las áreas de trabajo del
laboratorio.

f) A las áreas de trabajo sólo tiene acceso el
personal autorizado.

g) Colocar indicadores de riesgos o señaliza -
ción de las áreas de riesgo en el labora -
torio. 

h) Verificar las condiciones de seguridad de
los equipos.

i) No comer, beber, ni fumar, en las zonas de
trabajo.

j) Orientar a personal nuevo y leer manuales
de seguridad. 

k) Mantener y anunciar condiciones de
inseguridad.

l) Las instalaciones de energía eléctrica,
ventilación, y de equipos de laboratorio

deben ser revisadas periódicamente y
mantenidas en perfectas condiciones.

m)Mantener el orden y los pasillos limpios  y
libres de materiales.

n) Contar con procedimientos escritos de
primeros auxilios de forma clara y directa.

o) Contar con teléfonos de emergencia en
lugares visibles.

p) Tener instalada una sirena de alerta y un
responsable de activarla.

3.6. EQUIPOS DE SEGURIDAD

Los laboratorios que utilizan substancias o
reactivos químicos según Jona & Menine
(1987) y Ferreira da Costa (1996) deben
poseer:

• Duchas que deben ser fácilmente
accesibles.

• Lavamanos de emergencia cerca a las
duchas para lavar los ojos.

• Todo el laboratorio debe contar con
dispositivos de protección tales como
extintores de incendio (compatibles con la
naturaleza de trabajo, debidamente
localizados y en un número suficiente),
además debe disponerse de un botiquín
de primeros auxilios.

• Mantas contra incendio localizadas en
lugares estratégicos.

• Sacos de arena  para absorción de líquidos
derramados.

• Frascos de substancias absorbentes que
deben ser esparcidos por los diversos
sectores de laboratorio.

3.7. INVERNADERO

Dentro el área de invernadero se debe consi -
derar las siguientes medidas de precaución en
la manipulación y aplicación de los
plaguicidas:
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• Elegir el producto adecuado y leer
atentamente las instrucciones de uso
respetando las dosis recomendadas.

• Para la aplicación de agroquímicos, debe
siempre usarse el equipo de protección
adecuado (overoles, mascarillas y lentes).

• No limpiar las boquillas de aplicación
soplando.

• Cuando se realice algún descanso, hacerlo
siempre fuera de la zona tratada.

• Ducharse y cambiarse de ropa al terminar
el trabajo y separar la ropa de trabajo. 

• No permanecer ni entrar en la zona tratada
como mínimo por 48 horas.

• Mantener el plaguicida sobrante en su
envase original, almacenado en lugar
fresco, seguro y ventilado.

• Ante cualquier malestar que se experimen -
te tras haber aplicado un plaguicida (dolo -
res de cabeza, náuseas, mareos, vómitos)
acudir inmediatamente al médico.
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Capítulo 4
Contaminantes

en Cultivo in vitro

Gerónimo G. F., Pérez B. L. F., Plata G.& Aguirre V. J. G

INTRODUCCIÓN

La contaminación microbiana es uno de los
problemas más limitantes del cultivo in vitro o
cultivo de tejidos vegetales, la misma que
intervienen en forma negativa en su forma de
ataque a las vitroplantas esto puede originarse
de dos fuentes fundamentales: una llevada a
cabo por microorganismos que colonizan la
superficie o el interior de los tejidos de los
explantes y la otra por microorganismos
introducidos durante la manipulación de los
operadores en el laboratorio. La misma que
puede ocasionar grandes pérdidas hasta un
90% en las diferentes fases del cultivo in
vitro.

Estos microorganismos que ingresan al tejido
a través de aberturas naturales y/o, heridas,
son en muchos casos oportunistas que llegan
a colonizar los tejidos vegetales y una vez
introducidos en laboratorio pueden llegar a
desarrollarse con mucha facilidad por la
riqueza del medio de cultivo.

Principales fuentes de contaminación

Las principales fuentes de contaminación son: 

• Ineficiente desinfección de los explantes
primarios utilizados en la fase de
establecimiento.

• Por inadecuada manipulación del
material vegetal, deficientes técnicas de
asepsia y/o incompleta esterilización del
medio de cultivo.

• Por fallas en el funcionamiento del flujo
laminar

• Mala limpieza o desinfección de los
ambientes.

• Presencia de ácaros, trips y hormigas. 

Microorganismos contaminantes
introducidos en el laboratorio de cultivo in
vitro

Son generalmente contaminantes
ambientales; saprófitos o patógenos de las
plantas, así como habitantes de la microbiota
normal del cuerpo humano que se relacionan
con procederes inadecuados en el laboratorio,
condiciones higiénicos sanitarios deficientes o
incumplimientos de la disciplina tecnológica.
Contaminantes más frecuentes en condiciones
in vitro son los hongos, las bacterias y
levaduras, ver fig. 1, denominados
"vitropatógenos", aunque también existen
otros menos frecuentes como los virus,
viroides y microartrópodos (ácaros y
trips).George, E. F. 1993). 

Entre los contaminantes más comunes de las
vitroplantas se mencionan a los géneros



fúngicos: Cladosporium, Aspergillus,
Penicillium, Microsporium, Phialophora,
Neurospora, Fusarium, Rhizopus,
Curvularia, Alternaria, Candida,
Rhodotorula, Chryptococus, entre otros y a
los géneros bacterianos; Bacillus y
Staphylococcus. Díaz, M. 2010.

Las bacterias son consideradas como los
contaminantes más comunes y son las que
ocasionan los problemas más serios, porque
pueden ser sistémicas, y su detección es más
difícil, entran al cultivo de tejidos con los
explantes iniciales aunque existen otras que
son introducidas en el laboratorio por
manipulación.

Estudios realizados mencionan que determi -
nados microorganismos son particularmente
introducidos en el cultivo de tejidos como
resultado de prácticas deficientes en el labora -
torio. Ej. Bacillus spp. que puede contaminar
los medios de cultivo por insuficiente
esterilización o mal funcionamiento de las
autoclaves. Las endosporas de esta bacteria
son altamente resistentes al calor y a
productos químicos como los desinfectantes,
pueden sobrevivir a temperaturas de 100°C o
superiores. Aunque también se ha reportado
su resistencia en medio de cultivos después
del auto clavado y antes de ser utilizado y
puede ser diseminado durante las operaciones
con el material vegetal.

El término vitropatógeno ha sido usado para
aquellos organismos que no son
necesariamente patógenos para las plantas en
el campo, pero sí son perjudiciales para
células, tejidos u órganos cultivados in vitro,
mientras que el término patógeno ha sido
confinado para describir a un organismo que
causa enfermedad a las plantas cultivadas en
el campo. estos vitropatógenos pueden ser
dañinos para el cultivo de tejidos vegetales,
porque compiten con el explante por los
nutrientes del medio y les producen daños
directos e indirectos por la colonización de sus
tejidos o liberación al medio de metabolitos
tóxicos Leifert, C., Waites, W. M.; Camotta, H.
y Nicholas, J. R. 1989.

Hernández. J. y González. M. 2010,
determino que los coeficientes de
multiplicación de plantas infectadas con
contaminantes bacterianos latentes pueden
mantenerse inalterables, pero reiteradamente
se ha referido que decrecen su crecimiento,
esta investigación es cierta debido que
realizada practicas con plantas contaminadas
en laboratorio de la FCAPyF sucedió lo mismo
encontrándose una disminución en la tasa de
multiplicación con plantas tratadas con
antibióticos.

Como contaminantes in vitro de plantas, se
han aislado especies de bacterias
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Figura 1. Contaminantes introducidos en
medios de cultivos



pertenecientes a los géneros: Micrococcus,
Bacillus, Staphylococcus, Mycobacterium,
Pseudomonas, Enterobacter, Acinetobacter,
Xanthomonas, Lactobacillus, Erwinia,
Agrobacterium, Corynebacterium,
Methylobacterium, entre otros y como los
microorganismos fungosos más comúnmente
introducidos al cultivo de tejidos se
encuentran los géneros Cladosporium,
Aspergillus, Penicillium y Curvularia Boxus,
P. H. y Terzi, J. M. 1988.

Al realizar el establecimiento in vitro después
de 15 días, se identificaron como géneros de
hongos contaminantes a Fusarium sp.,
Botryodiplodia sp., Alternaria sp. y
Aspergillus sp. Así diferentes autores como
Leifert, C., Waites, W. M.; Camotta, H. y
Nicholas, J. R. 1989.

Hernández. J. y González. M. 2010. Señalan
que frecuentemente es difícil identificar la
fuente de contaminación y que se han
desarrollado protocolos para reducir la
presencia de estos microorganismos
contaminantes, que pueden encontrarse en la
superficie (ectófitos), en el interior (endófitos)
del explante o en ambos sitios, siendo los de
la superficie los más fácil es de eliminar.

Niedz, R. P. y Bausher, M. G. 2002. Indican
que el éxito de los sistemas de propagación de
plantas por biotecnología depende en gran
medida del control y la prevención de la
contaminación microbiana. Uno de los
procedimientos para disminuir los riesgos de
contaminación en el establecimiento de los
explantes, es la aplicación de fungicidas sinté -
ticos, combinados o independientes, combi -
nando fungicidas preventivos de contacto
Mancozeb (10 g/l), Benomil (2 g/l) y
bactericidas como la cetofaxima, ampicilina
que has sido utilizados en una relación de
25mg/l que en muchos casos ha resultado
excelente. Sin embargo; otros investigadores
como Cruz, M.; Acosta, M.; Leiva, M.;
Alvarado, y.; Lezcano, M. 2002, indican, que
el empleo del complejo carbendazim--
ciclodextrina, en concentraciones variables,

demostraron que era posible inhibir el
crecimiento micelial de diferentes
contaminantes pertenecientes a los géneros:
Aspergillus, Penicillium, Spicaria, Fusarium,
Pestalotia y Colletotrichum.

El tamaño del explante es otra de las causas
que incrementa la presencia de contaminan -
tes in vitro, pues mientras mayor sea el
explante, más difícil es desinfectar Surga, J.
G. y Guevara, 1994. Del mismo modo, las
irregularidades ubicadas en la superficie del
explante afectan el éxito de la desinfección
superficial, ya que pueden servir de depósito
de esporas y polvo, y los productos empleados
no logran llegar y desinfectar las áreas de
interés. Roca, W. y Mrogrinski, L. 1993 

Para la desinfección del  explante inicial, se
han empleado soluciones de hipoclorito de
sodio (NaClO) en concentraciones entre 0.5 y
5% . Asimismo las soluciones de hipoclorito
de calcio (CaClO) son tan efectivas como las
de sodio. De forma general, se plantea que la
escisión del explante es recomendable
realizarla después de la desinfección, para
eliminar tejidos que han sido dañados por la
solución de hipoclorito. 

La aplicación de una doble desinfección con
hipoclorito de sodio o calcio, seguido del
enjuague con agua destilada y esterilizada por
dos a tres minutos, ha sido empleada por
varios investigadores. Esto permite que las
esporas que no puedan ser destruidas
inicialmente, pasen a formas vegetativas y
durante la doble desinfección sean eliminadas
fácilmente de los explantes primarios, lo que
conlleva a un menor porcentaje de
contaminación microbiana. Novat, F. J.; Afza,
R.; Van Durein, M. 1988.

Métodos de detección de vitropatógenos

La detección de vitropatógenos constituyen
una herramienta muy importante, en el
momento de planificar cultivos in vitro y para
combatir enfermedades de poblaciones
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vegetales. Saber con qué patógeno se está
lidiando es el paso más importante para
eliminarlo. Muchos vitropatógenos tienen
asociaciones naturales con las plantas, por lo
que las pruebas de calidad también deben
realizarse para material vegetal, del cual no se
tenga absoluta certeza de que está libre de
patógenos. Fontúrbel, F. 2001.

Investigadores en biotecnología de plantas a
menudo utilizan la observación visual de sus
cultivos, como método para saber si están
libres o no de contaminantes. Leifert, C.,
Waites, W. M.; Camotta, H. y Nicholas, J. R.
1989. Los signos de contaminación sólo
aparecen después de que las plantas han sido
subcultivadas en varias oportunidades. Esto
puede estar relacionado con el crecimiento
lento de las bacterias en medios de cultivo y a
su estado de latencia. 

Por esta razón, se precisa de métodos rápidos
y seguros de detección temprana; entre los
más utilizados se encuentran rozar la
superficie cortada del explante sobre un
medio de cultivo bacteriológico durante los
subcultivos. Fossard, R. A. y De Fossard, H.
1988. Otro aspecto es la modificación de los
medios de cultivo de plantas con la adición de
bacterias. Boxus, P. H. y Terzi, J. M. 1988. 

Los métodos de detección de vitropatógenos
se dividen en dos grandes grupos: detección
de bacterias y hongos, y detección de virus.
Los procesos de detección de virus son
considerados por separado de los empleados
para bacterias y hongos, puesto que dadas las
características de los virus, se necesitan
técnicas especiales (serología, microscopia
electrónica, etc.). Fontúrbel, F. 2001. 

Uso de sustancias antimicrobianas

El éxito de su aplicación en el medio de
cultivo varía según los criterios, métodos de
apreciación, microorganismos, etc. y depende
en gran medida del desarrollo de un buen
protocolo Así, por ejemplo, se ha planteado

que los antibióticos no sustituyan las técnicas
de asepsia y deben ser empleados sólo
cuando éstas son inadecuadas, preferente -
mente como tratamiento profiláctico más que
para tratar la infección.

Un compuesto antimicrobiano debe cumplir
las siguientes condiciones: debe ser soluble,
estable, no afectar el pH ni el medio de culti -
vo, mínimos efectos secundarios (no fitotóxi -
cos), amplio espectro, ser bactericida, debe
ser usado sistemáticamente y en alter nancia
con otras sustancias antimicrobianas, para
evi tar desarrollar resistencia. Falkiner, F.
1990. El empleo de antibióticos solamente se
justifica, en casos de excepción y en cultivos
de corta duración, porque su alta especifici -
dad implica que no previenen la proliferación
de todos los microorganismos. Además, tales
productos modifican la composición de los
medios de cultivos y pueden ser metaboliza -
dos por los explantes.

El uso de ciertos antibióticos pueden eliminar
grupos discretos y particulares de bacterias,
pero en la mayoría de los casos se necesitan
sustancias de amplio espectro. El empleo de
agentes químicos desinfectantes como el
Basamid, Brassicol, Benlate, PCNB o mezclas
de ellos permite la eliminación de la sarna
común (Streptomyces scabies) de la papa.
Marcano, D. y Pire, A.1993. Otros investi ga do -
res, en la micropropagación de especies
vegetales, obtuvieron experiencias con el uso
de sustancias inhibidoras del crecimiento bac -
te riano. Meyer, H.; Staden, V.; Allen, S. y Van
Staden, J. 1992. Estas sustancias son anti bió -
ticos como la rifampicina, cefotaxima, gentami -
cina, estreptomicina, ampicilina, etc. También
se han empleado otras sustancias como extrac -
tos filtrados de microorganismos (metabolitos).
Entre estos, el extracto de Pseudomonas
fluorescens ha mostrado una elevada actividad
antimicrobiana. El G1 (1-(5-bromofur-2-il)-2-
bromo-2-nitroeteno) es un producto desarro -
llado en Cuba, con acción de esterilizante
quími co, que se incorpora a los medios de cul -
tivo para eliminar los contami nantes micro -
bianos. Hussain, S.; Lane, S. y Price, D. A.
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El uso de nitrato de plata en los medios de
cultivo permitió controlar el crecimiento de
contaminantes no patogénicos, sin afectar el
crecimiento en plántulas de tomate tal como
menciona Kubota, C. y Tadokoro, N. 1999.

Identificación de microorganismos
contaminantes de hongos y bacterias en
medio de cultivo con vitroplantas

Uno de los mayores problemas que se tiene
en la propagación de plantas in vitro en el
laboratorio de biotecnología son los
contaminantes como ser: Hongos que muchas
veces son difíciles de detectar en el medio de

cultivo pues su crecimiento en un inicio no es
visible pero transcurrido cierto tiempo se
observa el crecimiento en forma de colonias
aisladas o alrededor de los explantes (fig.2).
En su gran mayoría éstos corresponden a
hongos ambientales.

Las bacterias son los contaminantes in vitro
más comunes escapan a los efectos de los
esterilizantes superficiales y pueden ser inter o
intracelulares. Asimismo entre los últimos, se
encuentran los virus, viroides y muchos
géneros bacterianos como: Agrobacterium,
Bacillus, Corynebacterium, Lactobacillus,
Erwinia, Enterobacter y Pseudomonas.
Madoff, S. 1981. 
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Figura 2. Algunos Contaminantes Fúngicos en laboratorio de biotecnología vegetal FCAP y F

Su distribución puede ser localizada o
sistémica por xilema o floema. Debergh, P. y
Zimmerman, R. 1991. Estos contaminantes
no se manifiestan en los primeros subcultivos,
porque la alta presión osmótica, el pH y
ciertas hormonas de los medios de cultivo
pueden inhibir su crecimiento. Debido a este
efecto inhibitorio, muchos microorganismos
requieren un período de adaptación a las
nuevas condiciones antes de manifestar su
presencia; esto ocurre por lo general en la fase
de establecimiento y multiplicación. Entre las
principales fuentes de contaminación
bacteriana se citan los explantes, el ambiente
de los locales de trabajo, los operadores y las
técnicas deficientes de esterilización. Además,

los microorganismos pueden diseminarse por
ácaros, trips y hormigas.

Así mismo cabe mencionar que crecen
superficialmente en el medio del cultivo donde
están los explantes; si están asociadas al
tejido vegetal no se distinguen colonias
aisladas sino una masa bacteriana en forma
de pliegues, halos o rosetas en el interior del
medio sólido ver fig. 3. y se aprecia
abundante y escaso crecimiento sobre la
superficie. En el medio líquido forman
turbidez uniforme o no, películas o sedimento
e incluso tienen la habilidad de licuar el medio
sólido. 



Aspectos a considerar en la contaminación
en Laboratorio de Biotecnología Vegetal

- Contaminación de las plantas madres

La recolección de plantas madres es muy
importante, ya que puede constituirse en la
mayor fuente de contaminación. Es más fácil
detectar contaminantes en los tejidos
maduros de las plantas madre, porque
generalmente manifiestan los síntomas
(manchas con bordes aceitosos). 

- Contaminación en el  explante

El tipo de explante es muy importante de ello
depende que los microorganismos ectófitoso
endofítos de las plantas pueden ser
introducidos al cultivo in vitro. Bajo la técnica
de cultivo de meristemos, pueden ser
eliminados muchos de ellos pero en explantes
de hojas, peciolos o tallos en su mayoría
pueden ser introducidos. 

Los métodos de desinfección utilizados no
siempre eliminan las poblaciones de
microorganismos asociados a los tejidos de
las plantas, muchos son capaces de
permanecer latentes en el interior de las
células, en los espacios intercelulares o en los
haces conductores donde quedan protegidos
de los agentes químicos. De esta forma se
introducen en el cultivo de tejidos, se
propagan con el material vegetal y pueden
manifestarse sobre los medios de cultivo en la

fase de establecimiento o permanecer sin
expresarse por largos períodos de tiempo
hasta llegar a la fase de multiplicación donde
puede aparecer con mayor frecuencia. 

- Contaminación del ambiente

El ambiente de laboratorio o de trabajo es una
fuente de contaminación ya sea directa o
indirectamente. A través de las corrientes de
aire las partículas de suelo cargadas de
esporas son arrastradas y penetran a los
locales por los acondicionadores de aire; son
transportadas o introducidas por el
laboratorista o el visitante y permanecen en el
ambiente por condiciones higiénicas
inadecuadas. 

-  Aspectos a considerar para evitar la
contaminación del ambiente

Se requiere el mantenimiento de condiciones
asépticas.

- El uso de aires acondicionados, los cuales
intercambian constantemente aire con el
ambiente, elevan las probabilidades de
entrada de microorganismos.

- Es importante el estricto mantenimiento de
la limpieza para disminuir la carga
microbiana ambiental.

- Finalmente la organización adecuada del
proceso productivo de las etapas de la
micro propagación en laboratorio.
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Figura 3.
Contaminación por
bacterias



El laboratorista

El Laboratorista interviene directamente en
todas las operaciones y es una fuente primaria
de contaminantes a través del estornudo, tos,
conversación, etc. La presencia de
microorganismos contaminantes que son
habitantes de la microbiota normal del cuerpo
humano como por ejemplo: Staphylococcus
epidermidis o Candida albicans,
generalmente indican ineficientes técnicas de
asepsia por parte de los operarios o la mala
asepsia de los mismos por ejemplo la higiene
al lavarse las manos y la desinfección con
alcohol al 70%.

Díaz, M. 2010, menciona que el trabajo
dentro de la cabina de flujo laminar es donde
el operario puede introducir la mayoría de los
microorganismos llegando a ocasionar
pérdidas muy costosas entre ellos están las
bacterias en ocasiones a diferencia de otros
microorganismos no producen crecimiento
visible hasta mucho tiempo después de que
fueron introducidas. 

Asi mismo, Díaz, M. 2010, indica que a altas
presiones osmóticas, el pH y determinadas
hormonas pueden inhibir o limitar el
crecimiento bacteriano. Se ha comprobado
que las citoquininas ejercen un efecto
bacteriostático sobre ellas. 

Por estas razones se precisa de métodos de
detección rápidos y seguros, como la
transferencia de fragmentos del material
vegetal a medios bacteriológicos donde crecen
varios representantes de este grupo o también
se utilizan componentes de medios bacterioló -
gicos en el medio de cultivo de plantas y el
empleo de métodos turbidimétricos.

Los equipos y el instrumental

La esterilización de equipos por calor húmedo
en autoclave se emplea comúnmente para
eliminar los microorganismos de los medios
de cultivo, de la calidad de este paso depende

en gran medida la continuidad del proceso.
Los problemas en la esterilización pueden
deberse a fallas del funcionamiento de
autoclaves o a errores en su manipulación.
(Instituto de Estándares Clínicos y de
Laboratorio, 2009).

El género Bacillus, puede contaminar medios
de cultivo por insuficiente esterilización o mal
funcionamiento de las autoclaves y puede ser
diseminado durante las operaciones con el
material vegetal. Por otro lado, las colonias
bacterianas pueden detectarse dentro del
medio a partir de las 24 horas de preparado y
luego emergen a la superficie. Es importante
mantener en reposo los medios de cultivo por
24-72 horas para verificar la calidad de la
esterilización. La cabinas de flujo laminar si
funcionan adecuadamente proporcionan
condiciones de asepsia para el trabajo en
biotecnología vegetal, pero esto depende en
gran medida del uso, cuidado y revisión
periódica de los filtros. (Instituto de
Estándares Clínicos y de Laboratorio, 2009).

Los equipos destinados al tratamiento de agua
(desionizadores, destiladores, etc.) también
pueden introducir contaminación; por fallos
en el mantenimiento o procederes
inadecuados, en sus resinas pueden abrirse
oquedades donde los microorganismos,
principalmente bacterias, se sitúan y
multiplican. 

En los laboratorio con clima centralizado
pueden introducirse y diseminar
contaminación cuando la limpieza es
ineficiente focos contaminantes y se producen
fluctuaciones de temperatura; en los
conductos de aire hongos filamentosos como
Cladosporium sp (hongo verdoso y polvoso).
Estos se pueden multiplicar y esparcir. 

Efecto de las condiciones ambientales y la
fisiología de las plantas

Estos organismos generalmente se convierten
en patogénicos en el cultivo de tejidos porque
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las condiciones ambientales y la fisiología de
las plantas son diferentes in vitro. Los medios
de cultivo de tejidos contienen todos los
nutrientes minerales esenciales para las
plantas en concentraciones que son de 3 a 20
veces superiores a las encontradas en los
medios usados para cultivo hidropónicos in
vivo. 

Sin embargo, por la adición de azúcar y otros
compuestos orgánicos, el medio de cultivo se
convierte en un buen sustrato para el
desarrollo de hongos, levaduras y algunas
especies de bacterias. 

La desinfección de la superficie de las plantas
no elimina solamente a los microorganismos
que pueden convertirse en patógenos in vitro,
sino también a la microflora antagonista que
evita el establecimiento de otros saprófitos y
algunos microorganismos patógenos, y en
algunos casos estos protegen a las plantas
contra ciertas enfermedades del campo. El
uso de microorganismos benéficos se ha
sugerido como un método alternativo para el
control de la contaminación. 

La alta humedad en la mayoría de los frascos
de cultivo, como los estomas permanecen
abiertos y hay una constante presencia de
agua en la superficie de las plantas. La
ausencia de lignificación y capa de cera
muestran que el crecimiento de plantas en
campo o invernadero son más susceptibles al
ataque microbiano. 

Eliminación de los contaminantes de los
explantes

Uno de los alternativas es la prevención y
tratamiento de los contaminantes que son
introducidos con los explantes tomados de las
plantas in vivo. Para ello se considera los tres
puntos que debe estar dirigido el control y
prevención de los contaminantes:

• Tratamiento a las plantas madres. 

• Desinfección de los explantes. 

• Detección de contaminantes
latentes.

Tratamiento a las plantas madres

Las plantas madres deben mantenerse libres
de enfermedades por estrictos métodos de
control biológico y químico. El número de
bacterias y hongos en el tejido aéreo de las
plantas usadas como explantes deben ser
reducidos además debe ser mantenimiento en
invernadero. Los explantes que usualmente
son tomados de tejidos aéreos jóvenes de las
plantas (meristemos, segmentos nodales,
botones florales, discos de hojas, anteras,
polen, etc.) están por lo general libres de
poblaciones internas detectables de viroides,
virus, micoplasmas, bacterias y hongos. 

Desinfección de los explantes

Los explantes son desinfectados generalmente
por la inmersión en: hipoclorito de sodio o
calcio, alcoholes, cloruro de mercurio u otros
productos químicos con actividad más
selectiva como son los fungicidas, insecticidas
y antibióticos. 

La mayoría de los biocidas de amplio espectro
son no sistémicos, pero los explantes mueren
si se les permite que penetren en sus tejidos
internos. El éxito de la desinfección utilizando
estos compuestos está en que el tejido interno
de la planta esté libre de microorganismos
contaminantes; sin embargo, si este está
infestado por hongos, bacterias,
micoplasmas, virus o viroides, estos son
inevitablemente transferidos al cultivo de
tejidos. 

Detección de contaminantes latentes

Los explantes tomados de las plantas madres
deben ser testados para la presencia de
contaminantes latentes en todos los
subcultivos al menos seis meses después de
la desinfección, y testados para las bacterias
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vitropatógenas a intervalos regulares de dos a
tres meses. 

Prevención y tratamiento de la
contaminación en el laboratorio

Los parámetros probados y los métodos
microbiológicos utilizados son similares a los
empleados en industrias que elaboran
productos asépticos o libres de
contaminación, esto incluye: 

• El monitoreo de diferentes fuentes de
contaminación mediante el testaje
regular del aire del laboratorio, la
esterilidad del medio preparado y el
funcionamiento de autoclaves, flujos
laminares e instrumentales, además, la
determinación de tasas de contami -
nación por línea vegetal individual y
operadores y por último, la identifica -
ción de “organismos indicadores”. 

• El medio de cultivo puede contaminarse
a causa de una insuficiente
esterilización y/o durante la
manipulación después del autoclaveo.
Esto puede evitarse garantizando que
cada ciclo de autoclaveo alcance la
temperatura adecuada. 

• Las levaduras y los hongos introducidos
durante las manipulaciones del medio
de cultivo generalmente crecen en
forma de colonias visibles después de
una o dos semanas de incubación a

temperatura ambiente, y el medio
puede haber sido descartado antes de
introducir las plantas si se observaron
aparentes colonias; sin embargo, los
medios son generalmente utilizados
antes de que este crecimiento se haga
visible y/o son ubicados en locales fríos
donde las tasas de crecimiento fungoso
son limitadas. 

• La detección de las bacterias
introducidas durante la preparación del
medio es más difícil de acuerdo a lo que
se ha explicado en epígrafes anteriores,
aunque, el medio puede ser testado por
adición de nutrientes extras en forma de
caldo nutriente o caldo triptona-soya
después de ser vertido. Esto permite el
crecimiento bacterial y la detección
visible de colonias de microorganismos
en el medio. 

• La adición de reguladores del
crecimiento sensitivos al calor mediante
la esterilización del filtro después del
autoclavado, permiten que el medio sea
autoclaveado por más tiempo. El éxito
de la esterilización de los ciclos
individuales de autoclaves puede ser
monitoreado por la cinta para autoclave
u otros indicadores físicos de
temperatura o mediante métodos
biológicos más precisos que son
basados en la sobrevivencia de esporas
de Bacillus. 
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Pruebas de sensibilidad bacteriana para cultivo de tejidos vegetales

Cuadro 1. Los halos de inhibición de los diferentes antibióticos en cada una de las bacterias
expresados en mm

Bacteria

B1 gram +

 

B2 gram+

 

B5 gram-

 

B6 gram-

 

B7 gram+

 

B8 gram-
 

Antibiótico

Levofloxacino
Azitromicina
cloxacilina
Dicloxacilina
amoxicilina

Levofloxacino
Azitromicina
cloxacilina
Dicloxacilina
amoxicilina

Levofloxacino
Azitromicina
cloxacilina
Dicloxacilina
amoxicilina

levofloxacino
azitromicina
cloxacilina
dicloxacilina
amoxicilina

Levofloxacino
Azitromicina
cloxacilina
Dicloxacilina
amoxicilina

Levofloxacino
Azitromicina
cloxacilina
Dicloxacilina
amoxicilina

Halo de
inhibición mm

24,8
17,3

0
17,6
18,3

18
9
0
0
0

25,6
7
0
0
0

24
12
0
0
0

35
26,3
30

26,3
15

31,6
25,6
21,3
28,6
16,8

Grado de
sensibilidad

Sensible
Sensible
resistente
intermedio
resistente

resistente
resistente
resistente
resistente
resistente

Sensible
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente

Sensible
Sensible
Resistente
Resistente
Resistente

Sensible
Sensible
intermedio
intermedio
Sensible

Sensible
Sensible
Intermedio
Intermedio
Sensible

Bacteria

 

 

 

 

 

 

inhibición mm
Antibiótico

 

 

 

 

 

 

sensibilidad
Grado de

inhibición mm
Halo de

 

 

 

 

 

 

sensibilidad
Grado de

 

 

 

 

 

 

B2 gram+

B1 gr  B1 ram +

 

 

 

 

 

 

cloxacilina
Azitromicina
Levofloxacino

amoxicilina
Dicloxacilina
cloxacilina
Azitromicina
Levofloxacino

 

 

 

 

 

 

resistente
resistente
resistente

resistente
intermedio
resistente
Sensible
Sensible

0
9

18

18,3
17,6

0
17,3
24,8

 

 

 

 

 

 

resistente
resistente
resistente

resistente
intermedio
resistente
Sensible
Sensible

 

 

 

 

 

 

B5 gram-

 

 

 

 

 

 

amoxicilina
Dicloxacilina
cloxacilina
Azitromicina
Levofloxacino

amoxicilina
Dicloxacilina
cloxacilina

 

 

 

 

 

 

esistenteR
esistenteR
esistenteR
esistenteR

Sensible

resistente
resistente
resistente

0
0
0
7

25,6

0
0
0

 

 

 

 

 

 

esistente
esistente
esistente
esistente

Sensible

resistente
resistente
resistente

 

 

 

 

 

 

B6 gram-

 

 

 

 

 

 

amoxicilina
dicloxacilina
cloxacilina
azitromicina
levofloxacino

amoxicilina

 

 

 

 

 

 

esistenteR
esistenteR
esistenteR

Sensible
Sensible

esistenteR

0
0
0

12
24

0

 

 

 

 

 

 

esistente
esistente
esistente

Sensible
Sensible

esistente

 

 

 

 

 

 
B8 gram-

B7 gram+

 

 

 

 

 

 Azitromicina
Levofloxacino

amoxicilina
Dicloxacilina
cloxacilina
Azitromicina
Levofloxacino

 

 

 

 

 

 Sensible
Sensible

Sensible
intermedio
intermedio
Sensible
Sensible

25,6
31,6

15
26,3
30

26,3
35

 

 

 

 

 

 Sensible
Sensible

Sensible
intermedio
intermedio
Sensible
Sensible

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

amoxicilina
Dicloxacilina
cloxacilina

 

 

 

 

 

 

Sensible
Intermedio
Intermedio

16,8
28,6
21,3

 

 

 

 

 

 

Sensible
Intermedio
Intermedio

Fuente: Pérez &Plata, 2012.



Cuadro 2. Efecto de las bacterias ante diferentes Antibióticos

Fuente: Pérez& Plata.
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Bacteria Resultados

Bacteria1 Es una bacteria de color blanco, se reproduce muy rápido, de acuerdo a la prueba 
de KOH se determinó que es una bacteria Gram+, ha sido controlada con dos 
antibióticos: levofloxacina y el otro la azitromicina 

Bacteria2 Es una bacteria de color crema, muy invasiva, de acuerdo a la prueba de KOH se 
determinó que es una bacteria Gram+, ha sido controlada solo con levofloxacina.

Bacteria4 Es una bacteria de color amarillo intenso, Gram- (patógenica para las plantas), ha 
sido controlada con levofloxacina

Bacteria5 Es una bacteria de color crema de invasión circular, es una Gram- (patogénica a 
plantas), ha sido controlada con levofloxacina

Bacteria6 Es una bacteria de color blanco de lento crecimiento, Gram- (patogénica a 
plantas), ha sido controlada por dos antibióticos: levofloxacina y azitromicina

Bacteria7 Es una bacteria cremosa de color blanco, de elevación plana, se determinó que 
es una bacteria Gram+, ha sido controlada por todos los antibióticos utilizados.

Bacteria8 Es una bacteria de color crema, de lento crecimiento, bacteria Gram- (patogénica 
a plantas), ha sido controlada por todos los antibióticos utilizados.

A pesar que existen antibióticos específicos
para diferentes bacterias gram + y gram-
como lo afirma el Instituto de Estándares
Clínicos y de Laboratorio, 2009: Las
penicilinas son activas principalmente contra
las bacterias aerobias gran positivas que no
producen betalactamasas, aerobias gran
positivas, algunas bacterias gran negativas
exigentes y algunas anaerobias. Las
aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina)
son activas contra otras especies gram
negativas, en los resultados se observó que
las bacterias 1 y 2 que son gram positivas no
han sido controladas por los antibióticos
esperados como la amoxicilina.

La levofloxacina demostró tener los mejores
resultados por su amplio espectro en el
control de bacterias, pertenece al grupo de las
quinolonas (quinolonas y fluoroquinolonas)
según el Instituto de Estándares Clínicos y de
Laboratorio, 2009. Son agentes
antimicrobianos estructuralmente
relacionados, cuyo principal mecanismo de

acción es inhibir la actividad de la ADN girasa
o de la topoisomerasa de muchas bacterias
gram positivas y gram negativas.
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5.1. INTRODUCCIÓN

Las condiciones de asepsia en un laboratorio
de cultivo de tejidos son de vital importancia.
La asociación explante-medio de cultivo y las
condiciones físicas en que normalmente se
incuban los cultivos (temperatura y luz), for -
man un ambiente adecuado para el desarrollo
y proliferación de microorganismos (bacterias,
hongos y levaduras) y que generalmente, son
considerados contaminantes. Cuando se pro -
du ce el desarrollo de estos microorganismos
en los medios de cultivo, pueden destruir o
competir con el explante; por esta razón, el
éxito para alcanzar la asepsia en un labo -
ratorio, en gran medida depende del control y
prevención de la contaminación microbiana
(Alvarado, 1998 y Mroginski et al., 2004).
Conocer el tipo y característica del microorga -
nismo contaminante y lograr ubicarlo taxonó -
micamente ayuda a determinar las fuentes de
contaminación y proporciona información
valiosa para trazar las estrategias de control
adecuadas (Alvarado, 1998).

Las técnicas de esterilización en un labora -
torio de cultivo de tejidos están orientadas a
reducir las contaminaciones provenientes de
microorganismos. En general se conocen dife -
rentes técnicas, las cuales deberían ser
utilizadas integralmente o en función a la
prioridad de cada laboratorio.

5.2. FUENTES DE CONTAMINACIÓN

Las fuentes de contaminación pueden ser
origi nadas a partir de dos vías: los microor -
ganismos del explante y los introducidos en
laboratorio.

5.2.1. Microorganismos del explante

Los microorganismos que infectan los cultivos
de tejidos vegetales in vitro comprenden a las
bacterias, los hongos y levaduras. Entre estos
se incluyen varios géneros de bacterias
(Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia,
Enterobacter, Agrobacterium, Bacillus,
Micrococcus, Staphylococcus, Lactobacillus,
Mycobacterium, Corynebacterium) y de
hongos filamentosos (Aspergillus, Penicilium,
Fusarium, Alternaria, Cladosporium y
Neurospora) que están frecuentemente en los
cultivos (Mroginski et al., 2004).

En el caso de levaduras, por la similitud de
sus características, se confunde con mucha
frecuencia con bacterias y esa es la causa de
que en la mayoría de los laboratorios la
contaminación bacteriana se estime mucho
más alta de lo que en la realidad es (Leifert et
al., 1994).
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5.2.2. Contaminantes introducidos en
laboratorio

Los microorganismos que se introducen en el
laboratorio son generalmente habitantes del
suelo que se encuentran en el ambiente, sean
saprófitos o patógenos de las plantas (Alva ra -
do, 1998). El aire también contiene una gran
cantidad de microorganismos en suspensión
como esporas de hongos o bac terias, siendo la
principal vía para su disemi na ción. Otras vías
son los mismos tejidos vegetales (microorga -
nis mos endofíticos, pató ge nos internos del
explan te) y el cuerpo hu ma no a través de la
piel y la transpiración, que es transporte de
múltiples microorganis mos (Boccon, 1989;
Hernández & Nápoles, 2000).

La contaminación interna en las plantas es a
menudo por la presencia de bacterias de tipo
Bacillus linchiniformis y Bacillus subtilis.
Estas bacterias saprofíticas se encuentran
también frecuentemente distribuidos en los
laboratorios de microbiología (Pierik, 1987).

Entre los hongos filamentosos contaminantes
(Alvarado, 1998), los géneros encontrados con
mayor frecuencia son Aspergillus, Clodospo -
rium, Penicilllum, Fusarium, Altenaria y
Neurospora.

La detección e identificación de los microorga -
nismos contaminantes son aspectos impor -
tan tes para el éxito de los cultivos. Para esto
conviene inspeccionar visualmente con la ayu -
da de un microscopio estereoscopio los culti -
vos en forma periódica (por lo menos sema -
nal mente). También se pueden realizar prue -
bas con medios de cultivo diferenciales y
pruebas bioquímicas específicas (Roca &
Mroginski, 1991 y Alvarado, 1998).

5.3. PREVENCIÓN DE
CONTAMINANTES DE LOS
CULTIVOS

Para evitar y/o minimizar las contaminaciones
de los cultivos con microorganismos es

necesario tener en cuenta los siguientes
aspectos:

5.3.1. Tratamiento de material de origen

Es necesario conocer el origen del material
vegetal con el que se trabaja y los posibles
contaminantes, además de realizar una ade -
cuada preparación de la planta donadora de
explantes. Primero, cultivar en invernaderos
de cuarentena sobre suelo previamente desin -
fectado. Segundo, realizar en las plantas apli -
ca ciones con soluciones de fungicidas, insec -
ticidas y acaricidas, con la finalidad de reducir
las posibles fuentes de contaminación en el
momento del establecimiento de los explan -
tes. El material vegetal debe inicialmente ser
lavado en detergente y separado de residuos
de tierra y de partes maltratadas antes de ser
llevado a la cámara de siembra.

5.3.2. Esterilización de medios e
instrumentos de cultivo

Es importante emplear medios e instrumentos
libres de cualquier microorganismo. Para este
propósito todos los medios, equipos e instru -
mentos a ser utilizados deben encontrarse
previamente esterilizados. La esterilización de
éstos se puede realizar mediante el uso del
calor en sus diversas formas: calor húmedo o
calor seco, conforme a procedimiento e
instruc ciones específicas para cada caso. Por
ejemplo, es importante la previa desinfección
de las paredes de la cámara de flujo laminar
con etanol al 70% y la desinfección exterior
de todos los recipientes con medios de cultivo
o materiales que ingresen al área de aire
estéril.

5.3.3. Asepsia de personal y ambientes

Tanto el personal como los diferentes ambien -
tes deben mantenerse lo más pulcros posi -
bles. Es importante que los laboratorios cuen -
ten con medios mínimos para el manteni -
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mien to de accesos que eviten el ingreso direc -
to de fuentes de contaminación. Asímismo, es
importante la aplicación de las normas
estrictas de manejo de laboratorios.

5.3.4. Cultivo de los explantes en cámara
de flujo laminar

La siembra de los explantes debe ser estricta -
mente realizada en cámaras de flujo en condi -
cio nes esterilizadas y adecuadas de volumen
de aire a objeto de evitar la contaminación de
los explantes.

5.3.5. Incubación de los cultivos en
cámaras de crecimiento estéril

Los cultivos in vitro deben incubarse en am -
bien tes estériles, sin corrientes de aire para
evitar posibles fuentes de contaminación.

5.4. TÉCNICAS DE ESTERILIZACIÓN

Varias técnicas son empleadas para la esterili -
zación de vidrieía, instrumentos, líquidos, y
material inicial de la planta. Dodds & Roberts,
(1985), Pierik, (1987) y Roca & Mroginski
(1991) indican que los métodos de esteriliza -
ción pueden ser clasificados en métodos físi -
cos y métodos químicos.

La destrucción o eliminación de los microor -
ga nis mos puede realizarse por métodos físicos
o químicos a través de los cuales se destruye
toda forma de vida microbiana, inclusive las
esporas bacterianas, empleando en cada caso
un agente destructor de microorganismos
(des infectante) específico, o la combinación
de varios, logrando así las condiciones de
ausencia total de microorganismos (Melé,
1992).

No existen instrucciones específicas relacio na -
das con algún método de esterilización, sin
embargo, existen algunas sugerencias genera -
les relacionadas con los procedimientos.  

5.4.1. Métodos físicos

a) Calor. La utilización y eficacia de este mé -
to do, depende de dos factores: el tiempo
de exposición y la temperatura. Todos los
microorganismos son susceptibles, en dis -
tinto grado, a la acción del calor. El calor
provoca desnaturalización de proteínas,
fusión y desorganización de las membra -
nas y/o procesos oxidantes irreversibles en
los microorganismos.

Se puede usar en forma de llama directa,
de calor húmedo (vapor) o de calor seco
(aire caliente). Cuando se utiliza el calor
húmedo, puede ser en forma de vapor
abierto o de vapor bajo presión (Dodds &
Roberts, 1985, Pierik, 1987).

b) Calor directo. El calor directo o flameado
se emplea para escalpelos, espátulas, pin -
zas y otros materiales metálicos. Los
instru mentos deben ser colocados antes en
alcohol etílico al 96% durante 2-3 minutos
y luego pasarlos por el fuego. En laborato -
rios con mayores recursos se utilizan en las
cámaras de flujo laminar, equipos de calor
con perlas de vidrio, con una resistencia
eléctrica interior que permite esterilizar el
instrumental cuando el mismo se deposita
durante algunos minutos.

c) Calor seco. El calor seco se emplea en
estufas de aire caliente y es aceptable para
matar microorganismos por destrucción
oxi da tiva de los componentes celulares
jugando un papel importante el contenido
de agua de la célula.

La esterilización en estufas mediante calor
seco o aire caliente es recomendable para
esterilizar recipientes de vidrio como pipe -
tas, cápsulas petri y tubos. En estos casos
se expone estos materiales durante 1 a 2
horas en estufas a 180-200 ºC los cuales
brindan excelentes resultados (Mroginski
et al., 2004).

d) Vapor bajo presión (autoclave). El vapor
bajo presión es un método eficaz para des -
truir microorganismos (bacterias y hongos

71

UMSS - CIUF



y sus esporas) causa  la desnaturalización
irreversible de las proteínas y en conse -
cuen cia, la muerte celular. Es usada para
esterilizar los medios de cultivo, agua des -
ti lada y todo elemento capaz de resistir las
elevadas temperaturas sin descomponerse.
También se emplea para el material de
vidrio e instrumentos y para esterilizar
mate rial contaminado antes del lavado
(Biondi & Thorpe, 1981, Pierik, 1987,
Roca & Mroginski, 1991).

El autoclave permite esterilizar los medios
de cultivo a una presión de 15 lb/pulg2 du -
rante 20 minutos; a esta presión la tempe -
ratura del vapor es aproximadamente
121ºC, suficiente para matar virtualmente
todas las formas de vida en cinco minutos.

El tiempo requerido de exposición en el
autoclave dependerá tanto del tipo del
material que se va a esterilizar como de su
cantidad (Biondi & Thorpe, 1981; Pierik,
1987). El tiempo mínimo recomendado
para esterilizar en autoclave medios de
cultivos y otros materiales es:

• Frascos con medios de cultivo de 25-
50ml por 20 min a 121° C

• Frascos con medios de cultivo de 50-
500 ml por 25 min a 121° C

• Frascos con medios de cultivo de 500-
5000 ml por 30 min a 121° C

El tiempo de esterilización de la vidriería
no es crítico y generalmente es de 10-15
minutos como tiempo mínimo, a 15
lb/pulg2 (1 Kg/cm2) a 121º C. Los
instrumentos como pinzas, tijeras, mangos
de bisturís, etc. o material de vidrio como
cápsulas petri se envuelven en papel esta -
ñado o en algún papel que aísle el material
a esterilizar del medio externo (papel
sábana o papel madera), aunque también
pueden ser colocados en cajas metálicas
para  someterlos a esterilización.

Es importante tomar en cuenta que a
temperaturas elevadas durante y después
del periodo en el autoclave, en los medios

de cultivo puede ocurrir una serie de pro -
ble mas como: la degradación de algunos
componentes del medio, precipitación de
sales, descomposición de azúcares (D-glu -
cosa, y D-fructuosa), pérdida de efectivi -
dad de: las giberelinas en un 90%, del
ácido absícico, degradación de vitaminas:
B1(tiamina), B12 (cyanocobalamina),
ácido pantoténico, ácido ascórbico y
antibióticos; además, el pH del medio baja
de 0,3 a 0,5 unidades (Biondi & Thorpe
1981, Pierik, 1987 y Boccon, 1989). En
estos casos es necesario conocer los com -
ponentes termolábiles y se debe utilizar
otro método de esterilización como la
filtración.

5.4.2. Filtración

La filtración se emplea en general para esteri -
lizar algunos componentes termolábiles del
medio como: vitaminas, reguladores de creci -
miento, antibióticos, etc., que son añadidos
después al medio esterilizado en autoclave. El
método de filtración o esterilización en frío
consiste en usar una gran variedad de filtros,
que son empleados para separar los micro or -
ganismos de las soluciones. Los más adecua -
dos son las membranas con una porosidad
entre 0,22 y 0,4 micras, fabricados con ace -
ta to y nitrato de celulosa, previamente esterili -
zados. Estos filtros, dada su porosidad, son
específicos para evitar por completo el paso
de todas las bacterias y microorganismos del
tipo eucariótico (Dodds & Roberts, 1985,
Pierik, 1987).

5.4.3. Rayos Ultravioleta

Los rayos ultravioleta (U.V.) más efectivos
están entre los 2.500-2.800 A. Con poco
poder de penetración en la materia y de ac -
ción superficial. Son absorbidos fuertemente
por las proteínas y los ácidos nucleicos; sus
efectos nocivos sobre las células se centran en
la alteración de la sustancia nuclear.
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Las radiaciones ultravioletas tienen un amplio
uso en el laboratorio para esterilizar cuartos
de siembra. También pueden utilizarse para
eliminar microorganismos del aire y superfi -
cies de trabajo. Sin embargo se debe tener
cuidado a la exposición porque resultan ser
peligrosos para el ser humano.

a) Métodos químicos. Los métodos químicos
provocan la pérdida de viabilidad de los
microorganismos.

• Desinfectantes. Los desinfectantes quí -
micos inhiben o destruyen los microor -
ga nismos nocivos evitando su desarrollo
en el material vegetal cultivado in vitro.
Estos se utilizan para descontaminar
ma terial vegetal, mesas de trabajo,
pisos, equipos y otros materiales de
laboratorio. 

Los principales factores que deben
considerarse cuando se utilice un
agente químico para matar o inhibir un
microorganismo son (Hernández &
Nápoles, 2000):

• Tipo de microorganismo.

• Acción del producto químico sobre el
tejido o sustancia.

• Reacción del tejido o sustancia.

• Propiedades venenosas del agente
químico.

• Tiempo de que dispone el agente
químico para actuar.

• Concentración a la que debe ser
empleada el agente químico.

b) Desinfectante para superficies, pisos y
ma teriales de laboratorio. Los desinfectan -
tes de uso común en laboratorio son:

• El formol comercial, el cual es una diso -
lu ción acuosa del 27-40% de aldehído
fórmico y una pequeña cantidad de

alco hol metílico. Una disolución acuosa
de alde hído fórmico a la concentración
de 0,1-0,5% es antiséptica para la ma -
yor parte de los microorganismos; a la
concentración  de 5-10% es altamente
germicida (Hernández & Nápoles,
2000).

• Alcohol al 70% para superficies, ma -
nos, frascos, desde segundos a algunos
minutos y al 96% para esterilizar instru -
mentos por flameo.

• Hipoclorito de sodio e hipoclorito de
calcio en concentraciones de 0,1 hasta
el 2% pa ra superficies desde 2 hasta
30 minutos. 

• Jabones y detergentes. Para manos y
brazos.

c) Desinfectantes para material vegetal.
Antes de poner el material vegetativo en
contacto con el agente desinfectante, se
sumerge en alcohol (etanol) al 70% v/v
durante  15 a 30 segundos, con lo cual se
elimina las grasas de las hojas y se permite
una mejor penetración del agente desin fec -
tante en los explantes.

Existen varios compuestos químicos que se
pueden utilizar como desinfectantes para
los explantes (Cuadro 1). El hipoclorito de
sodio (NaOCl) contenido en productos de
uso doméstico (Clorox, Lavandina y otros).
Con menor frecuencia se usa el hipoclorito
de calcio Ca (ClO)2 y muy excepcional men -
te el cloruro de mercurio (HgCl2), aunque
hay que recalcar que este compuesto es
altamente tóxico y que no es fácilmente
removible del explante (Dodds y Roberts
1985, Pierik 1987, Bocón 1989; Roca &
Mroginski, 1991).

A continuación se presenta la tabla de
desinfectantes mas comúnmente utilizados:
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En algunos casos resulta útil el agregar un
agente tenso activo, por ejemplo Tween-20 o
Tween 80 (0,08 a 0,12% de concentración)
que permiten bajar la tensión de la superficie
de los explantes y permite un mejor contacto
con los desinfectantes. 

Después de tratar el explante con las solucio -
nes desinfectantes, es necesario remover de él
los restos del producto mediante varios lava -
dos con agua destilada previamente esteriliza -
da. A pesar de la óptima desinfección de los
explantes, en algunos casos se observa la pre -
sencia de microorganismos internos (bacterias
endógenas) dentro la planta, que representan
un problema considerable para el estableci -
miento in vitro.

Los antibióticos y fungicidas aplicados al
medio de cultivo pueden ser de utilidad para
la desinfección de los explantes. No obstante,
mu chos autores coinciden que el empleo de
éstos solamente se justifica en casos de
excep  ción, y en cultivos de corta duración,
ya que no previenen la proliferación de todos
los microorganismos. Además, tales
productos modifican la composición de los
medios de cul tivo y pueden ser
metabolizados por los explantes. Asimismo,
muchos son fitotóxicos para las plantas (Roca
& Mroginski, 1991; Falkiner, 1996). Sin
embargo, es importante recalcar que sólo  en
casos de contaminación persistente o
frecuente se deben acudir a los antibióticos
en los medios de cultivo y no así como una
práctica rutinaria, es decir, la tenden cia al
uso de químicos debe ser menor.

Entre algunos fungicidas que con frecuencia
han sido utilizados en diferentes laboratorios
se mencionan al  Benlate (0,1%), Bavistín y
Captán. El procedimiento consiste en la
inmer  sión en cualquiera de las soluciones y
enjuague en agua estéril.

Pollock et al. (1983) citado por Gratapaglia &
Machado (1997), estudiaron más de 20 anti -
bióticos en protoplastos de Nicotiana plum -
ba ginifolia y concluyeron que los menos tóxi -
cos son los betalactamatos: ampicilina, carbe -
ce lina y cefalosporinas que son de amplio
espectro y menos tóxicos en concentraciones
mínimas. Los antibióticos del grupo de amino -
glicosidos como: estreptomicina, neomicina,
kanamicina y gentamicina son menos reco -
men dables por su toxicidad.

Los antibióticos más utilizados contra bacte -
rias son: Ampicilina (100 mg/l), Sulfato de
gentamicina (50 mg/l), Estreptomicina (100
mg/l), y contra hongos: Anfoterín (2,5 mg/l),
Nistatín (50 mg/l) (Hernández & Nápoles,
2000).

En la actualidad han aparecido soluciones
bio ci das que matan bacterias y hongos, pre -
vie nen la germinación de esporas y a concen -
traciones altas pueden eliminar las contami -
na ciones de microorganismos endófitos. Uno
de estos compuestos es el PPM (Plant
Preservative Mixture), (Mroginski et al.
2004). Otro ejemplo es el denominado G-1
desarrollado por el Centro de Bioactivos
Químicos de la Universidad Central de las
Villas en Cuba, este producto es derivado de
los furfurales de la caña de azúcar el cual
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Cuadro 1. Desinfectantes químicos usados en cultivo de tejidos vegetales



tiene la siguiente formula química: 1-(5-
bromo fur-2-il)-2-bromo-2-nitroeteno. Estos
compuestos  tienen las siguientes ventajas: 1)
Efecto bactericida y fungicida de amplio
espec tro, probado en los principales conta -
minantes que se presentan en cultivo in vitro,
en dosis que no sobrepasan los 35 mg/l. 2).
No presenta efecto fitotóxico a las dosis que
controla la contaminación en caña de azúcar,
papa, banano, forestales y otros (Pérez et al.,
1998). 

5.5. MEDIOS PRÁCTICOS PARA EL
CONTROL DE FUENTES DE
CONTAMINACIÓN

Algunas consideraciones mínimas de manejo
y operación en laboratorio para evitar conta -
minaciones son las siguientes:

• La verificación y control de todas las ope -
raciones y tareas donde es probable la in -
tro ducción de microorganismos incluyendo
principalmente al operario mismo (Alvara -
do, 1998).

• El orden y mantenimiento de  regímenes de
limpieza y de higiene en todos los locales
de trabajo como pisos, paredes, puertas, y
ventanas, a fin de disminuir la carga micro -
biana ambiental (Biondi & Thorpe, 1981). 

• El mantenimiento de un ambiente estéril
durante los trabajos de cultivo de tejidos
vegetales, para evitar la contaminación
microbiana y no utilizar tiempo valioso en
la repetición de experimentos (Roca &
Mroginski, 1991).

• La revisión periódica del estado técnico de
los equipos y los locales de trabajo para
localizar fisuras o aberturas por donde
pueden penetrar los insectos y el polvo;  si
existieran, éstos deben sellarse inmediata -
mente.

• El empleo de guardapolvos, guantes y
más caras protectoras de la boca y de la
nariz, así como gorros protectores de
cabellos. Estos ayudan a reducir los riesgos

de contaminación por el factor humano así
como con el perfeccionamiento y respeto
de las medidas de asepsia, (Dodds &
Roberts, 1985; Mroginski et al., 2004). 

• Los frascos o tubos de ensayo que contie -
nen el material limpio sellado con parafilm
o bandas  de film plástico.

• Desde un punto de vista práctico la mejor
medida es descartar o autoclavar los fras -
cos contaminados, si no es posible, se de -
be realizar tratamientos curativos con anti -
bióticos (Grattapaglia & Machado, 1997;
Orozco, 2004).

• Aplicación de insecticidas o trampas en los
sitios de entrada para el control de insectos
y mantenimiento de una estricta higiene.
Una forma práctica de utilizar antibióticos
es humedecer pequeños trozos de papel
filtro previamente esterilizado en el antibió -
tico, y a diferentes concentraciones. Una
vez secos estos papeles, se los introduce
en los medios de cultivo contaminados
hasta lograr el control definitivo de las
bacterias.
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6.1. INTRODUCCIÓN

Los medios de cultivo constituyen un
elemento fundamental para el desarrollo del
cultivo in vitro y en su mayoría están
conformados por una serie de componentes
generales y específicos, cuya presencia y
concentración estará en dependencia del
objetivo que se persiga en su utilización
(George, 1993 a).

El medio M&S (Murashige & Skoog, 1962) es
considerado como el medio basal más
utilizado en la regeneración de plantas puesto
que es apto para el desarrollo de varias
especies, sin embargo, existen numerosas
variaciones comerciales de este medio que
son utilizados de acuerdo al requerimiento del
cultivo (Evans et al., 1984).

6.2. COMPOSICIÓN DE LOS MEDIOS
DE CULTIVO

Los medios de cultivo están conformados por:
sustancias minerales (macro y micronu -
trientes), vitaminas, aminoácidos, azúcares y
reguladores de crecimiento. Estos medios
pueden ser líquidos o tener un soporte sólido
(George, 1993 a).

6.2.1. Sales minerales

a) Macronutrientes. Los macronutrientes son
constituyentes esenciales para el
crecimien  to de los tejidos vegetales debido
a que intervienen en la conservación del
equi  librio iónico en las plantas (Bengoa,
1990).

Estos macronutrientes proveen los seis
elementos indispensables: Nitrógeno (N),
Fósforo (P), Potasio (K), Calcio (Ca),
Magnesio (Mg) y Azufre (S). La
concentración óptima de cada nutriente
para alcanzar la máxima tasa de
crecimiento varía conside rablemente entre
especies y la finalidad del cultivo (De
Fossard, 1984).

b) Micronutrientes. Los micronutrientes
repre sentan un papel esencial en los
mecanismos enzimáticos como activadores
o cons tituyentes de las coenzimas. Los
prin cipales micronutrientes son: Hierro
(Fe), Manganeso (Mn), Zinc (Zn), Boro (B),
Co bre (Cu) y Molibdemo (Mo). Algunos
me dios contienen Cobalto (Co), Yodo (Y) y
Clo ro (Cl), aunque no son esenciales para
el crecimiento (George & Sherington,
1984).
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6.2.2. Reguladores de crecimiento

Se entiende por reguladores de crecimiento a
las hormonas vegetales, las mismas que son
sintetizadas en un determinado lugar de la
planta y se translocan a otro donde actúan a
muy bajas concentraciones, regulando el
creci miento, desarrollo o metabolismo del
vege tal. El término “substancias reguladoras
del cre ci miento” es más general y abarca a las
subs tancias, tanto de origen natural como
sintetizadas en laboratorio que determinan
res puestas a nivel de crecimiento, meta -
bolismo o desarrollo en la planta.

Las fitohormonas son las moléculas
responsables del desarrollo, aunque no se
sabe bien cómo actúan en las células. Se sabe
que su mecanismo de acción es por
interacción con un receptor específico (la
sensibilidad de un tejido hace referencia a su
número de recep tores) y que su modo de
acción, una vez reci bida la señal, es por
transducción.

Se denomina nivel activo de una hormona a
las formas que desencadenan respuestas. Es
necesario un control u homeostasis hormonal,
el cual es importante para el control del creci -
miento y la defensa ante situaciones eventua -
les como cerrar constantemente los estomas
en sequía. Para ello existen diversos mecanis -
mos:

• Biosíntesis: es la fabricación de hormonas
para aumentar su concentración.

• Degradación catabólica: es la eliminación
de las hormonas para conseguir el efecto
contrario.

• Transporte: se trata de llevar hormonas de
zonas de afloramiento a zonas de déficit o
de transportarlas al lugar donde se nece -
sita su acción.

• Conjugación: es la modificación de hor mo -
nas (añadiendo azúcares o aminoácidos
principalmente u otras moléculas de bajo
peso molecular). Sirve como paso inicial
en la degradación de éstas, para poder

almacenarlas, buscando su mayor eficacia
en el transporte o para inactivarlas.

• Compartimentación: sirve para aumentar
o disminuir los niveles hormonales.

a) Auxinas. Scott citado por Krikorian (1991),
menciona que son las primeras hormonas
que se describieron. Su estructura es un
derivado del fenol o el indol, y tienen
anillos aromáticos con dobles enlaces
conjugados. Todas las auxinas son ácidos.
No se sabe el modo de acción pero éste
está relacionado directamente con su
estructura, ya que si se modifica pierde su
función. Las auxinas pueden ser naturales
o sintéticas, las principales son:

• Naturales:

Ácido indolacético (AIA)

Conjugados del AIA (glicoproteínas,
pequeños péptidos)

• Sintéticas:

Derivados indólicos, ácido indolbutí rico
(IBA)

Derivados del naftaleno: α−naftalé na cé -
tico β-naftalénacético (αNAA, βNAA)

Derivados del fenoxiacético y del ácido
benzoico: 2,4 diclorofenoxia cético
(2,4,D) y 2,6 diclorofenoxia cético
(2,6,D). Ácido 4-amino-3,5,6-tricloro -
pico linico (Picloram)

Efectos

• Crecimiento: estimulan la elongación
celular en tallos y coleoptilos (tallos
jóvenes), incrementan la extensibilidad
de la pared celular y estimulan la
diferenciación del xilema y el floema.

• Tropismos: responsables del fototropis -
mo y gravitropismo positivo de las
raíces (García et al., 2008).

• Dominancia apical: la yema apical del
tallo inhibe el crecimiento de yemas
axilares cercanas.
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• Abscisión de órganos (hojas, flores y
frutos): posee un control genético y las
auxinas retrasan la caída, aunque el
etileno la induce.

• Rizogénesis: estimulan la formación de
raíces laterales o adventicias. Inhiben la
elongación de la raíz principal. George
(1993 b), señala que las concentracio -
nes óptimas de auxinas varían de 0,1 a
10 mg/l.

b) Giberelinas. Son hormonas que proceden
de una estructura química, no de una
función concreta. Su estructura química
deriva del ent-giberelano. Es un grupo de
hormonas muy heterogéneo, son de
muchas formas aunque pocas con función.
Hay 130 distintas repartidas en distintos
reinos y especies.

Todas son ácidos, y se denominan GAX,
siendo x un número del 1 al 130 en
función del orden de descubrimiento.

Efectos

• Estimulan el crecimiento de los tallos
(elongación) e hipocótilos. Tienen un
papel mayor que las auxinas en plantas
con crecimiento de entrenudos. En la
reproducción estimulan la floración,
sobre todo en aquellas plantas con flo -
ración por factores ambientales o flora -
ción del día largo como las coníferas.
No son universales, en algunas especies
puede inhibir la floración (angiospermas
leñosas y frutales). Producen parteno -
car pia (reproducción sin fecundación
donde el fruto se genera sin semillas).
Tienden a producir plantas masculinas
en especies dioicas. Provocan la rever -
sión a fases juveniles de la planta. Pue -
den suplir los fotoperíodos y los termo -
pe ríodos necesarios para el crecimiento.

• La germinación es su principal efecto.
Casi todas las semillas germinan indu -
cidas por GA. Posibilitan la movilización
de reservas en la semilla. Sustituyen
requisitos ambientales (Zrÿd, 1988).

Roca (1997), menciona que el uso del
AG3 ha demostrado ser bastante activo,
en concentraciones óptimas de 0,01 a
1 mg/l, debido a que niveles superiores
a 1 mg/l son tóxicos para el desarrollo
del explante.

c) Citoquininas. Son un grupo más reducido
de hormonas que deben su nombre a su
función (citoquinesis). En conjunto con las
auxinas estimulan la división celular. 

Derivan de adeninas y las más frecuentes
son:

• Naturales

La zeatina N6 (N6-4 Hidroxi, 3 metil, 2
buteril), posee un doble enlace en el
centro de la cadena y tiene isómeros cis
y trans que parecen ser formas
naturales. La zeatina puede estar en la
base siguiente al 3’ del anticodón del
ARNt.

No purínicas como el Thidiazuron,
(TDZ) y el CPPU N-(2-cloro-4-piridil)-
N-fenil úrea. Estos compuestos tienen
una actividad histoquímica muy alta y
son muy eficientes en la propagación in
vitro de las plantas maderables (Del
Solar, 1985).

• Sintéticas 

La quinetina (KIN), N6 Benzylaminopu -
rina (BAP), N6benciladenina (BA), N6
dimetil alil aminopurina (2ip) (Mejia,
1994).

Efectos

• Crecimiento: en conjunto con las
auxinas, las citoquininas estimulan la
proliferación de células meristemáticas,
y también estimulan la expansión de los
cotiledones tras el primer haz de luz
que reciben George (1993 b).

• Dominancia lateral: estimulan el creci -
miento de yemas laterales inhibiendo la
apical (contrario a las auxinas, por lo
que deben estar en equilibrio).
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• Diferenciación y morfogénesis: provo -
can cambios en la morfología según el
tipo de crecimiento. Junto a las auxinas
estimulan la formación de raíces y
tallos.

• Senescencia: son anti-senescentes
(García et al., 2006).

d) Ácido Abscísico. Históricamente se ha
considerado como un inhibidor. Se trata de
una molécula terpénica de 15 carbonos
(sesquiterpeno) similar a los carotenoides
pero con algunas particularidades.

Efectos

Estas hormonas proceden de la abscisión
de órganos vegetales, pero no es la
causan te de éste en el 90% de los casos.
Es una hormona anti-estrés. Actúa contra
el estrés hídrico provocando el cie rre de
estomas. Contrarresta el efecto de la
auxina, pero no inhibe el crecimiento en sí.
También provoca el letargo de las yemas
(en ese sentido sí es anti-crecimiento). Es
esencial para la embriogénesis (formación
de embriones viables). Evita la germina -
ción prematura y por eso bloquea las
giberelinas.

e) Etileno. Es la molécula C2H4, un hidrocar -
buro insaturado liposoluble, capaz de
transpasar la membrana celular. Es un gas
volátil a temperatura ambiente.

Efectos

Sus efectos fisiológicos son:

• En cuanto al crecimiento: Interviene en
el desarrollo del síndrome de la triple
respuesta: el tallo se curva perdiendo el
hábito geotrópico normal, se inhibe el
crecimiento en longitud de tallos y raí -
ces, y los tallos engrosan (el etileno
aumenta el grosor de las células paren -
qui máticas).

• Epinastia foliar: en la zona superior de
los peciolos se produce una estimula -
ción temporal del crecimiento. Forma -

ción del “gancho” en plantas dicotile -
dóneas.

Estimula la elongación en tallos de
plan  tas aromáticas, ya que éstas
necesitan tener hojas fuera del medio
rápidamente.

El etileno es una hormona de la absci -
sión casi universal. La abscisión está
controlada por la planta de forma pre -
determinada. En el peciolo está la zona
de abscisión, que con la acción de enzi -
mas rompen las células provocando la
caída de las estructuras. Los frutos pue -
den caer por otro fenómeno diferente a
la abscisión. Acelera la senescencia en
tejidos vegetales. Es el responsable de
la maduración de frutos climatéricos
(to mate, manzana, aguacate, excepto
en cítricos), y de otros tejidos como las
hojas, tallos y flores. En los tomates
trans génicos se inhibe la síntesis de
etileno.

• Germinación: Estimula la germinación
de semillas. En cuanto a las aplicacio -
nes agrícolas destacan la inducción de
la floración en bromeliáceas, la madu -
ra ción controlada y el desverdizado (por
ejemplo los cítricos pierden el color
verde pero el fruto continúa inmaduro).

• Brotación: En tubérculos, contribuye a
romper la dormancia de los mismos,
favo reciendo la emisión de manera
uniforme de los brotes para su siembra.

f) Poliaminas. Son compuestos policatiónicos
derivados de aminoácidos, por lo que po -
seen carga positiva, la misma que es ma -
yor cuanto más grande es la molécula. Son
esenciales para la vida. Su concentración
es 10 veces mayor que la de otras hormo -
nas. Químicamente se parecen a las proteí -
nas. Son muy heterogéneas, poseen tama -
ños y cargas muy distintas. Las más gene -
rales y comunes, en función de su número
de NH2, son:

• Diaminas: putrescina y cadaverina.
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• Triaminas: espermidina.

• Tetraaminas: espermina.

Efectos

Sus funciones son: mucha participación en
la división celular, por lo que generalmente
abundan más en tejidos jóvenes.

Son esenciales para la morfogénesis
(embriogénesis).

• Formación de raíces: Estabilizan la
membrana celular por ser proteínas.

• Retrasa la senescencia: al estabilizar la
membrana y al actuar con los ácidos
nucleicos evitando la degradación de
éstos. Intervienen en el estrés.

6.2.3. Agentes quelatos

López (1990) indica que son necesarios para
la síntesis de la clorofila y en muchas
funciones de oxidación y reducción, pues son
compuestos cuyas moléculas son capaces de
adsorber un ión de un metal.

Existen varios agentes quelatantes, pero el
más usado es el EDTA (Ácido Etilendiamin
Tetra Acético) por ser menos tóxico que otros
quelatos y, que en combinación con
FeSO4·7H2O en bajas concentraciones, esti -
mula el crecimiento permitiendo la dispo nibili -
dad de hierro al cultivo (Gonzáles, 2004).

6.2.4. Carbohidratos

Margara (1988), señala que los tejidos in
vitro son organismos heterótrofos y por esta
razón es indispensable añadir una fuente de
carbono al medio de cultivo, como fuente de
energía y regulador osmótico. 

La sacarosa es la fuente de energía más
utilizada en cultivo in vitro, pero en ocasiones
se emplean otros carbohidratos como la
glucosa, fructuosa, galactosa y maltosa, pero
estos compuestos son inferiores a la sacarosa,

que puede ser sustituida por azúcar comer -
cial, llegándose a obtener óptimos resultados
(Darias, 1993).

Hurtado & Merino (1994) indican que las
concentraciones óptimas son de 2 a 3%, sin
embargo, en ciertas especies se utilizan
concentraciones muy elevadas de 5 a 12%.

6.2.5. Vitaminas

Las vitaminas son utilizadas como catalizado -
res en varios procesos metabólicos y son aña -
di das al medio de cultivo para estimular pro -
cesos de crecimiento específicos en los teji -
dos, y no se excluye que la falta de alguna de
ellas pueda ser un factor limitante de los fenó -
menos de organogénesis (Torres, 1988).

Para Murashige (1974) las vitaminas esencia -
les para el crecimiento de células en plantas
superiores son: 

• Tiamina es considerada la vitamina im -
pres cindible en el cultivo in vitro para un
buen crecimiento del cultivo.

• Myo-inositol estimula el crecimiento y
división celular en muchas especies
vegetales con fines de micropropagación.
La concen tración más utilizada es de 100
mg/l.

Hartmann & Kester (1995), indican que otras
vitaminas también han demostrado tener un
efecto positivo en el crecimiento in vitro y
estas son: piridoxina (B6), ácido nicotínico
(B3), pantotenato cálcico (B5), riboflavina,
prolina y glicina.

6.2.6. Aminoácidos

El aporte de aminoácidos favorece la prolife ra -
ción de callos, aunque cuando más se acude
a los mismos es en las experiencias sobre la
órganogénesis y en la multiplicación vegetati -
va “in vitro”. Las mezclas de aminoácidos
parecen también presentar efectos sinérgicos
estimulando fuertemente la proliferación de
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callos y la órganogénesis. Los efectos obteni -
dos mediante el aporte de aminoácidos pare -
cen muy variables según la especie y el tipo
de morfogénesis estudiada. Hasta el momento
no es posible establecer una regla general
(García et al., 2008).

6.2.7. Potencial osmótico

Algunas especies propagadas in vitro presen -
tan diversos desórdenes fisiológicos, como la
hiperhidratación, debido entre otros factores a
la alta humedad relativa en los recipientes.
Por ello es importante conocer el potencial
osmótico del medio de cultivo en función de la
concentración de solutos (Cardenas &
Villegas, 2002).

Morard & Henry (1998) citados por Mollinos
da Silva et al. (2004) mencionan que el
poten cial osmótico del medio de cultivo tiene
efecto directo en los explantes; conforme sea
más negativo, menor será la absorción de
agua y, por consecuencia, se dificultará la
multiplicación de brotes axilares por la baja
disponibilidad de los nutrientes del medio. La
composición mineral de los medios de cultivo
resulta fundamental, ya que tiene un efecto
decisivo en el potencial osmótico y el pH del
medio, así como en la nutrición de los
explantes.

En este sentido, George (1993 a) señala que
las células mantenidas en un ambiente con
bajo potencial osmótico pierden agua y
disminuyen su potencial hídrico, alterando su
morfogénesis. Por otra parte, Pierik &
Steegmans (1975) citados por Mollinos da
Silva et al. (2004), indican que el crecimiento
y organogénesis de los explantes se detienen
cuando el potencial osmótico es más negativo
que -0,3 MPa debido a la baja absorción de
agua.

6.2.8. Estabilizadores osmóticos

Todos los medios de cultivo de protoplastos
con tienen estabilizadores osmóticos, conoci -

dos simplemente como osmóticos. Presentan
en los protoplastos diferentes niveles óptimos
en relación con la presión osmótica y con el
tipo de omótico empleado, si se cultiva en
medios no óptimos osmoticamente, es posible
que haya un estrés celular y, como resultado,
una baja eficiencia del cultivo. Los más comu -
nes son el manitol, el sorbitol, la glucosa y la
sacarosa (Takeuchi et al., 1982; Vardi et al.,
1982; Smith et al., 1984; citados por
Szabados, 1991).

6.2.9. Suplementos no definidos utilizados
en la composición de medios de
cultivo

Existe una lógica bien documentada tras el
uso de sustancias líquidas como el agua de
coco que se encuentran en forma natural. Con
el uso individual de estas sustancias se obtie -
ne poco efecto por encima del esperado, pare -
ce que las sustancias de esta naturaleza pue -
den desempeñar un papel pequeño pero signi -
fi cativo en la estimulación del crecimiento en
los tejidos de explantes, mediante la división
celular (Nitsch, 1962; Lee et al., 1965;
Paulet, 1970 citados por García et al., 2008).

Se puede anticipar que los investigadores en
los trópicos y subtrópicos tendrán acceso a
una gama de líquidos estimuladores del creci -
miento que son de origen novedoso, distinti -
vos o incluso morfológicamente únicos
(Steward, 1959; Shantz, 1966; citados por
García et al., 2008).

Después de que Gautheret observó que el
extracto de levadura tenía efectos sobre las
células cultivadas in vitro, muchos investiga -
do res empezaron a buscar sustancias orgá -
nicas que pudieran ejecutar algún efecto
morfogenético (García et al., 2008).

6.2.10. Carbón activo

El carbón activado presenta cargas residuales,
que son capaces de absorber las sustancias
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fenólicas excretadas por el explante, normal -
mente el carbón activo es prelavado antes de
ser incorporado al medio de cultivo y las con -
cen traciones varían de 0,1 a 5% (Gonzáles,
2004). Pierik (1990), describe los siguientes
efectos del carbón activo:

• Efecto favorable sobre el crecimiento en
(Annona cherimolia), debido a la
absorción de sustancias tóxicas excretadas
por el explante en el proceso de la síntesis
fenólica.

• Efecto favorable al desarrollo de raíces
debido al oscurecimiento del medio en
caña de azúcar.

• Efecto inhibidor sobre el crecimiento debi -
do a la absorción de reguladores del creci -
miento (auxinas, citoquininas) contenidas
en el medio (aspecto que no está compro -
bado).

En la práctica parece que el carbón activo
puede proporcionar resultados positivos en
algunos casos, mientras que en otros promue -
ve efectos desfavorables tales como la inhibi -
ción del sistema radicular en el almendro y
mortandad prematura en explantes del
melocotonero (Lane, 1982).

6.2.11. pH

Quak (1977) señala que el pH es un factor
limitante para el crecimiento y desarrollo de
los explantes, el rango óptimo de pH fluctúa
de 5 a 6 debido a que las sales se encuentran
en forma soluble, valores superiores a 6
presentan problemas de precipitación de
nutriente y valores inferiores a 3,5 manifiestan
mala gelificación.

6.2.12. Modificación del Potencial Redox

La adición de sustancias antioxidantes al
medio nutritivo o el lavado de los tejidos en
antioxidantes son los métodos más utilizados
para la reducción del Potencial Redox (López,
2000). A continuación se detalla una lista de

antioxidantes utilizados en el cultivo de
tejidos:

• Ácido cítrico y ascórbico. Son los antioxi -
dantes más utilizados en cultivo in vitro
pa ra evitar la oxidación de tejidos, son so -
lu bles en agua, las concentraciones ópti -
mas oscilan de (1 a 10 mg/l)  en ácido as -
cór bico y (50 a 100 mg/l) en ácido cítrico
(Dublín s/f, citado por Roca & Mrogniski,
1991).

• (PVP) Polyvinilpolypyrrolidona. Es un polí -
mero sintético soluble en agua muy utiliza -
do en cultivo in vitro por sus cuali dades
antioxidantes (Vellilla, 2002).

• L–Cisteína. Gonzáles (2004) indica que la
L - Cisteína es considerada como un agen -
te reductor que absorbe los compuestos
fenólicos excretados por el explante.

•Tocoferol. Druart (1987) menciona que la
vitamina E, actualmente es utilizada como
un excelente antioxidante y vitamina para
la propagación de una gran variedad de
Prunus. Así mismo Badia (1982) citado
por Seilleur (1989), indica que el Tocoferol
es utilizado como antioxidante para la
propagación in vitro de diversas especies
leñosas.

• Pycnogenol. El Pycnogenol es un antioxi -
dante natural elaborado a partir de la cor -
te za de Pinus maritima, que contiene una
combinación de flavonoides que aparecen
de forma natural y en pequeñas cantidades
en algunas frutas y verduras (Packer &
Rimbach, 1999). Vargas (2004), citado
por Sánchez (2006), menciona que este
compuesto es un antioxidante que reduce
la oxidación significativamente en el
establecimiento de especies forestales.

6.2.13. Material de soporte

a) Medios sólidos. Los medios líquidos son
los medios de cultivo que llevarán distintos
componentes que tienden a solidificar y
man tener el material cultivado en la super -
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ficie. La selección de un agente gelificante
para las plantas específicas es general -
men te empírica y por razones desconoci -
das, los tejidos de algunas especies crecen
mejor en algunos gelificantes que en otros
(Orellana, 1998).

El agar es el material de soporte más utili -
zado en el cultivo de tejidos por proveer al
medio de un excelente gel húmedo, sin
embargo, fisiológicamente no es inerte
(Hurtado & Merino, 1994).

Villegas (1988) indica que el phytagel® es
producido en laboratorio, se caracteriza por
ser uno de los gelificantes con menor por -
cen taje de impurezas, de textura fina y de
calidad más consistente que la mayoría de
los agares, facilita la detección de cual -
quier agente contaminante por su aparien -
cia cristalina. Sigma-Aldrich (2003-2004)
señala que el phytagel es un gel de alta-
fuerza, de textura fina descolorida, con
0,85% de Calcio, 0,35% de Magnesio,
1,70% de Potasio, 0,15% Fósforo y
0,45% de Sodio, minerales que facilitan el
desarrollo del cultivo.

Pérez & Claure (2004), mencionan que el
agente gelificante más económico hasta
ahora probado en los laboratorios locales
es la carragenina, el mismo se obtiene de
algas rojas como principal fuente
(McHugh, 2002). Su uso en el Laboratorio
de cultivo de tejidos de la FCAyP abarata
en un 35% el costo del gelificante (Calle et
al., 2006).

b) Medios líquidos. Los medios líquidos son
una alternativa interesante para cultivar
explantes in vitro. Con ayuda de un agita -
dor el medio de cultivo está constante men -
te homogeneizado y, lo que es más impor -
tante, oxigenado. Estas condiciones pue -
den superar algunas limitantes del medio
sólido; sin embargo, puede a su vez suce -
der una mayor susceptibilidad de los
explantes a vitrificarse.

Al momento de utilizar medios líquidos, se
puede colocar el explante sobre un puente
de papel filtro que permanece en contacto
directo con el medio líquido, generalmente
este tipo de medios es utilizado en espe -
cies con problemas de oxidación (Mejia &
Vittorelli, 1996).

6.2.14. Agua

En la micropropagación comercial, rutinaria -
mente se usa agua destilada común, pero
para los estudios de investigación se requiere
formas más puras: desionizada, bidestilada
(Hartmann & Kester, 1995).

Normalmente, se recomienda que el agua sea
desionizada, además de estar destilada  en
condensador de vidrio.

6.3. PREPARACIÓN DE MEDIOS DE
CULTIVO

6.3.1. Conceptos básicos para la
preparación de soluciones

El cultivo de tejidos vegetales in vitro es una
técnica basada en la capacidad que tiene una
célula vegetal de regenerarse en una planta
completa, idéntica a la planta madre, bajo un
medio artificial que posee la mayor parte de
los componentes que normalmente esta
planta extrae del suelo y del medio ambiente,
ello para poder regenerarse y desarrollarse.

Siguiendo el mismo concepto, el éxito del cul -
tivo de tejidos in vitro radicará básicamente
en la cantidad balanceada de nutrientes que
se le brindará a la planta, por lo que una ade -
cuada preparación de los medios artificiales
en los cuales crecerá el explante, es una con -
di ción determinante para lograr los objetivos
que plantea esta técnica. Por otra parte, si
bien el trabajo de laboratorio tiene mucho de
agradable, resulta ser peligroso si no se toman
las precauciones necesarias. Una primera
regla para un adecuado trabajo en laboratorio
es el de conocer los reactivos químicos, así
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como un cuidadoso manejo del material de
laboratorio, ya que la mayoría es de vidrio.
Dada la característica del presente libro, diri -
gi da principalmente al componente estudian -
til, se ha incorporado en el Anexo I algunos
conceptos básicos para la preparación de
soluciones y un breve recordatorio referente a
la preparación de las mismas.

6.3.2. Precauciones en el laboratorio

• Nunca dirigir un tubo de ensayo con
líquido hirviendo hacia el vecino, puede
causarle daño.

• Nunca forzar un tubo de ensayo dentro de
un tapón empujando por el extremo
superior; usar la parte inferior y girarlo a
medida que empuje.

• Nunca calentar una botella o una probeta.

• Siempre oler una sustancia, llevando vapo -
res de ella suavemente hacia la cara.

• Nunca echar agua en un ácido concen tra -
do, el calor generado puede salpicar o rom -
perse el recipiente. Se vierte el ácido fuerte
sobre el agua, lentamente agitando cons -
tan temente.

• La limpieza del equipo se hace utilizando
agua y detergente, pero si eso no resulta,
se puede utilizar ácido nítrico diluido o
con centrado y si aún esto no diera resulta -
do, se puede emplear la mezcla sulfocró -
mi ca (60 g dicromato de Potasio K2Cr2O7
y 300 cc ácido sulfúrico H2SO4 GN). Se
tie ne que manejar con mucho cuidado esta
mezcla sulfocrómica porque es muy
corrosiva.

6.3.3. Preparación de soluciones madre

Un número importante de sustancias y algu -
nas veces una mezcla de las mismas son adi -
cionadas al medio de cultivo. Las concentra -
ciones de sustancias particulares pueden ser
dadas en diferentes medidas (Pierik, 1987).
Si cualquier solución precipita no poseerá el
equilibrio químico correcto porque algunos

ele mentos se quedan en el precipitado.
Ninguna solución precipitada puede ser usada
de una manera efectiva por las plantas. Para
evitar la formación de precipitado, cuando se
preparan soluciones existen dos alternativas
que pueden seguirse: 1) combinar sólo com -
ponentes que no forman el precipitado a altas
concentraciones o, 2) preparar sólo soluciones
bastante débiles que no formen precipitado
(Kyte, 1987).

Por otro lado se podrían pesar las cantidades
necesarias de todos y cada uno de los compo -
nentes del medio. Ello, no obstante, sería una
operación larga y tediosa, además de muy
imprecisa puesto que obligaría a pesar algu -
nas cantidades muy pequeñas. Por todas esas
razones, es una práctica habitual en todos los
laboratorios preparar soluciones stock concen -
tradas de los distintos componentes, agrupa -
dos de forma que no se produzcan fenómenos
de precipitación. Proceder de esa forma sim -
pli fica la preparación del medio: un medio co -
mo el MS, que contiene un total de 20 subs -
tancias diferentes, requeriría otras tantas pe -
sa das, mientras que a partir de soluciones
stock su preparación se reduciría a cuatro
medidas de volumen y una pesada (sacarosa).
Las soluciones stock pueden mantenerse
durante un cierto tiempo en la nevera o en el
congelador. 

Para una correcta preparación de las
soluciones stock se debe:

• Pesar los componentes en una balanza de
precisión.

• Asegurarse que el material que entrará en
contacto con los componentes de las solu -
ciones se encuentra perfectamente limpio.
En caso de duda, lavarlo y hacer un último
enjuague con agua destilada para retirar
los restos de las sales minerales del agua
corriente.

• Mezclar los componentes con la ayuda de
un agitador magnético.

• Una vez obtenida la solución stock, etique -
tar el recipiente que la contendrá indicando
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qué tipo de solución es, su concentración,
la fecha en que se preparó y la persona que
la hizo.

6.4. PREPARACIÓN DEL MEDIO DE
CULTIVO

Medir el volumen deseado de las soluciones
stock (macro, micronutrientes, quelatos, vita -
minas y otros componentes). Para ello, (Anexo
II) se realizan cuatro soluciones stock base
para la preparación de medio: 1) una de ma -
cro nutrientes, 2) una de micronutrientes, 3)
una de hierro con un agente quelante, 4) otra
de vitaminas y mioinositol; así como con solu -
ciones específicas para los demás componen -
tes del medio (reguladores de crecimiento,
etc.). Éstas pueden mantenerse durante un
cierto tiempo en refrigeración o congeladas
(Blanco, 2008). 

6.4.1. Ajuste de pH

Una vez obtenido el volumen de medio desea -
do, completado a volumen con agua destila -
da, se procede a ajustar su pH al valor prefija -
do mediante la adición de OHNa y/o HCl 0,1-
1 N, para subir o bajar el pH respectivamente
hasta obtener el deseado (Hartmann & Kester,
1995).

La adición del gelificante dependerá si el me -
dio a preparar será un medio sólido o un me -
dio líquido. Se añadirá en el primer caso el
agente solidificante y se fundirá por calenta -
miento breve, utilizando horno a microondas o
en estufa con agitador.

6.4.2. Adición de la fuente de energía

Se añade junto con el agar diluyéndolo por
calentamiento.

6.4.3. Cantidad y distribución del medio

En el caso de medios sólidos, una vez fundi -
dos por calentamiento, éstos deben ser dosi -

ficados en los recipientes escogidos. En el ca -
so de medios líquidos se procederá a dosificar
directamente en los frascos escogidos. Tanto
si es un medio sólido como líquido, se proce -
derá inmediatamente a autoclavar los conte -
ne dores con el medio15. Para evitar inconve -
nientes durante el proceso de esterilización, se
recomienda no cerrar con fuerza los frascos
con tapa a rosca. 

6.4.4. Esterilización del medio

La esterilización se realiza en un autoclave a
una temperatura de 110 a 120°C, por 20
minutos a 15 lb/in2 de presión. Se debe tener
cuidado de que la presión del autoclave,
nunca rebase las 20 lb/in2, ni esté por debajo
de las 15 lb/in2. Transcurridos los 20 minu -
tos, se desconecta el autoclave. Se abre muy
lentamente la válvula para liberar el vapor pa -
ra que la presión comience a bajar. El autocla -
ve puede abrirse únicamente cuando el manó -
me tro marque cero (Hartmann & Kester,
1995).

Conviene tener en cuenta que algunos de los
componentes del medio de cultivo pueden ser
termolábiles (algunas vitaminas, reguladores
de crecimiento y diversos componentes orgá -
ni cos). En este caso, la esterilización de la
solución que contiene la substancia termolábil
debe hacerse por filtración y añadirse una vez
esterilizada al medio de cultivo previamente
esterilizado y parcialmente (en medios sóli -
dos) o totalmente (en medios líquidos)
enfriado.

6.4.5. Vida de anaquel del medio

El medio debe usarse en el transcurso de unas
dos semanas, y refrigerarse si se conserva por
más tiempo (Hartmann & Kester, 1995).

En el siguiente diagrama, se ilustra el flujo del
proceso de preparación de un medio de culti -
vo a partir de soluciones stock (Figura 1).
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En el Laboratorio de Biotecnología de la
Facultad de Agronomía, la preparación de los
diferentes medios de cultivo se inicia
elaborando las soluciones stock, las mismas
que se realizan de acuerdo a protocolos ya
establecidos en el Laboratorio de Fitopatología
de la Faculté des Siences Agronómiques de
Gembloux. Las soluciones stock se presentan
en el Anexo II. 
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7.1. LA PROPAGACIÓN VEGETATIVA IN
VITRO

La propagación vegetativa in vitro, también
denominada micropropagación, es indiscuti -
ble mente la aplicación más concreta del culti -
vo de tejidos y la de mayor impacto. Consiste
en reproducir plantas conformes a la planta
madre por la estimulación de capacidades na -
tu rales de multiplicación vegetativa de la es -
pe cie o por la inducción de una nueva organo -
gé nesis de brotes y raíces. Los objetivos de la
micropropagación son los siguientes (Auge et
al., 1982):

• Adquisición de una gran velocidad de mul -
ti plicación y de propagación de “plantas
idénticas” a la planta de inicio.

• Constitución de una colección de pies ma -
dres. Las técnicas de cultivo in vitro permi -
ten efectivamente almacenar sobre peque -
ñas superficies, grandes cantidades de
“microplantas” que serán utilizadas como
pies madres.

• Recuperación de especies en vía de
extinción.

Hace algunas décadas, los trabajos con
cultivo de tejidos tenían como objetivo la
regeneración de plantas a partir de cultivo de
ápices caulinares. Estos estudios buscaban
establecer una mejor comprensión de la fisio -

lo gía del crecimiento de regiones aisladas sin
la interferencia de los efectos correlativos del
resto de la planta y de influencias del medio
ambiente (Grattapaglia & Machado, 1997).

Este método toma todo su interés en la multi -
pli cación masiva de plantas en condiciones
estériles, a partir de plántulas provenientes de
meristemas y reconocidas como sanas, por lo
tanto, salvo de contaminaciones. La tasa de
multiplicación es muy elevada, de miles por
año, lo que permite lograr al horticultor y a los
viveristas un producto de calidad y en gran
cantidad en un lapso de tiempo muy corto.

La primera aplicación comercial de la micro -
propagación fue hecha por Morel (1960), al
multiplicar orquídeas a través de ápices cauli -
nares y de la regeneración de protocormos, di -
minutas estructuras que se diferenciaban y
da ban origen a embriones. La sucesiva divi -
sión de estos protocormos aceleraba la propa -
gación de orquídeas (Dodds & Roberts,
1990). Posteriormente se aplicó comercial -
men te en fresas y gerbera con resultados muy
alentadores así como en árboles frutales (cere -
za, manzano, duraznero). Los cultivos in vitro
permiten la posibilidad de mantener las plán -
tu las sanas bajo forma de miniaturas (en tu -
bos o frascos). Ellas se conservan así sin cui -
da dos particulares durante algún tiempo (4-6
semanas), sin riesgo de contaminaciones y sin
perder su capacidad de multiplicación rápida.

Capítulo 7
Micropropagación de plantas

Carmen L. Villarroel Vogt & Ximena Cadima



De este modo las técnicas in vitro (cultivo de
meristemas, micropropagación y conservación
in vitro), se complementan una con otra. Es
un hecho que ya por los años ochenta, estas
técnicas revolucionaron los métodos clásicos
de producción de plantas (Augé et al., 1982).

La utilización de la micropropagación a nivel
comercial se hizo realidad en diversos países
del mundo, destacándose los de Europa occi -
den tal y EEUU. Los laboratorios comerciales
surgían en su gran mayoría, asociados a vive -
ros como iniciativa de las propias compañías
tradicionalmente productoras de plantas. Ellas
trabajaban con el objetivo de satisfacer las
necesidades internas de material de propaga -
ción libre de enfermedades, o para acelerar
los métodos convencionales de propagación
vegetativa. Un menor número de compañías
trabaja con la producción de plantas in vitro
para el abastecimiento de viveros de terceros
(Grattapaglia & Machado, 1997).

En Bolivia, la aplicación comercial de la mi -
cro pro pagación es relativamente reciente, con
algunos grupos trabajando en universidades e
instituciones de investigación. En la actuali -
dad, la actividad comercial de la micropropa -
ga ción se concentra principalmente en la lim -
pieza viral y la consecuente multiplicación de
especies ornamentales herbáceas y arbusti -
vas. En segundo plano se encuentran las leño -
sas, destacándose los portainjertos de frutales
de clima templado y árboles élite de rápido
crecimiento. 

El objetivo de este capítulo es la descripción
general del proceso de micropropagación y
pretende brindar al lector las bases generales
de este proceso; recomendaciones específicas
no son posibles ya que la literatura disponible
es bastante extensa y las variaciones presen -
ta das son innumerables.

7.2. PRINCIPALES APLICACIONES

El conocimiento de los factores que afectan a
la multiplicación vegetativa, así como las faci -

li da des existentes actualmente para su con -
trol, han incrementado el uso del sistema de
micropropagación. Sin duda la gran aplicación
práctica de las técnicas de micropropagación
se encuentra en la producción comercial a
gran escala de plantas, posibilitando su multi -
plicación rápida y en períodos de tiempo y
espacio físico reducido. La micropropagación
ha sido usada con éxito, no sólo en plantas de
reproducción vegetativa, sino también en
otras especies de semilla recalcitrante o
leñosa donde el tipo de reproducción es difícil
(Grattapaglia & Machado, 1997; Villalobos &
Thorpe, 1991). 

Asociada a la actividad del viverista, la propa -
ga ción masiva vía cultivo de tejidos ha tenido
un éxito comercial. En Bolivia por ejemplo,
exis ten programas bien establecidos de
producción de semilla de papa de alta calidad
utilizando plántulas in vitro como material de
inicio.

Las técnicas de micropropagación, se ade -
cúan a programas de introducción, almacena -
miento e intercambio de germoplasma, contri -
buyendo a prevenir la pérdida de variabilidad
genética. Una descripción detallada de las
me to dologías de conservación se encuentra
en el capítulo 9.

Como técnica de propagación rápida y a gran
escala, la micropropagación ha encontrado
una particular aplicación en programas de
mejoramiento genético, haciendo también
viable la propagación vegetativa de especies
que en condiciones naturales normalmente se
reproducen por semillas (Grattapaglia &
Machado, 1997).

7.3. TIPOS DE MULTIPLICACIÓN IN
VITRO

Conforme el explante es utilizado y subse -
cuen  temente manipulado, la micropropaga -
ción puede ser conducida de las siguientes
tres maneras: 1) multiplicación a través de la
proliferación de yemas axilares; 2) multiplica -
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ción a través de la inducción de yemas adven -
ticias y 3) multiplicación a través de
embriogé ne sis somática (Grattapaglia &
Machado, 1997).

7.3.1. Multiplicación a través de la prolife -
ración de yemas o brotes axilares

Este método de multiplicación incluye a la
mayoría de los sistemas de micropropagación
incluyendo el aislamiento de órganos meriste -
máticos pre-formados (normalmente yemas
axilares) y la quiebra de la dominancia apical
con la aplicación de citoquinina exógena. Las
yemas axilares que naturalmente se forman
en las inserciones de las hojas son estimula -
das a crecer, dando origen a partes aéreas
nue vas, que a su vez, repiten el mismo proce -
so. Estas pueden ser subdivididas en conjun -
tos menores, o en brotes individuales para la
formación de nuevos explantes; ejemplos de
especies que responden a este tipo de multi -
pli cación son el banano, la frutilla y especies
leñosas entre otras. Si la especie presenta na -
tu ral mente una gran capacidad de formación
de hojas y un rápido elongamiento del tallo,
como ocurre en la papa o en el yacón, no es
necesaria la quiebra de la dominancia apical,
y buenas tasas de multiplicación pueden
igual mente ser obtenidas por la simple sub-
división del tallo en diversos segmentos noda -
les, cada uno conteniendo una yema axilar.
Las partes aéreas producidas son enseguida
enraizadas y transplantadas.

7.3.2. Multiplicación a través de la
inducción de yemas adventicias

Las yemas adventicias son aquellas originadas
en lugares diferentes de aquellas donde se
forman en el curso del desarrollo normal de la
planta. Esta formación ocurre de manera di -
rec ta o indirecta. La organogénesis directa, se
refiere al surgimiento directo de yemas a partir
de tejidos que presentan potencial morfogéni -
co en la planta in vivo, pero que en general,
no se expresa. Estos tejidos incluyen el

cambium vascular, la base del pecíolo en las
dicotiledóneas, la base de las hojas y esca mas
en bulbos de monocotiledóneas y seg men tos
de raíces, entre otros. Un ejemplo claro es la
violeta africana, donde el cultivo puede
iniciarse a partir de segmentos de hoja.

La organogénesis indirecta ocurre cuando el
proceso de regeneración de yemas es precedi -
do por la formación de callo. A partir de célu -
las no organizadas del callo, surgen yemas
adventicias que crecen y se desarrollan en
nue vas partes aéreas. Las multiplicaciones
sucesivas pueden darse ya sea por la subdi vi -
sión del callo y mantenimiento de un sistema
adventicio, o alterándose el proceso para la
proliferación axilar sin pasar por la fase de
callo. Sea cual fuera el modo, las partes
aéreas producidas son individualizadas,
enraizadas y trasplantadas.

7.3.3. Multiplicación a través de
embriogénesis somática

La embriogénesis somática es la formación de
embriones por la vía asexual. En condiciones
in vitro, es factible diferenciar embriones a
par tir de células tanto del esporofito como del
gametofito (Villalobos & Thorpe, 1991). La
embriogénesis puede también ser directa o
indi recta. La gran mayoría de los sistemas de
embriogénesis somática se da por la vía indi -
rec ta, donde los callos embriogénicos son in -
du cidos y mantenidos a lo largo de la multipli -
ca ción. Embriones somáticos son formados en
la superficie del callo. Alternativamente, estos
callos, generalmente obtenidos en medio só li -
do, pueden dar origen a cultivos de células en
suspensión a partir de las cuales se forman los
embriones. Los embriones somáticos pueden
también formarse directamente sobre la
superficie del explante sin pasar por la fase de
callo, como en el caso del tejido del nucelo en
citrus, que tiene un gran potencial embriogé -
nico natural (Kochba & Safran, 1972). Desde
el punto de vista del potencial de multiplica -
ción y el costo, la embriogénesis somática
pre  senta una enorme ventaja sobre otros
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siste mas de micropropagación. Grandes
cantidades de embriones pueden formarse en
suspensiones de células embriogénicas con
un mínimo de manipulación manual y espacio
físico de laboratorio, principales componentes
del costo de una planta micropropagada.
Actualmente son utilizados bioreactores
diseñados especialmente para el cultivo de
células vegetales en suspensión, con miras a
la propagación por embriogénesis somática
(Castro et. al., 2002).

Todas estas vías de  multiplicación, presentan
ventajas y problemas desde el punto de vista
del potencial de multiplicación y la fidelidad
genética del material propagado. En compara -
ción con la embriogénesis somática, el cultivo
de partes aéreas presenta la desventaja de
requerir mayor manipulación, pues partes
aéreas de raíces son formadas en fases distin -
tas. Además de eso, el espacio físico de labo -

ra  torio para mantener el crecimiento de las
plan tas es mucho mayor. Sin embargo, el ca -
mino de la proliferación de yemas axilares es
generalmente preferido para la micropropaga -
ción ya que este sistema es más fácilmente
controlado y presenta una fidelidad genética
muy alta.

Apices caulinares, yemas axilares y meriste -
mas aislados son los explantes más indicados
en la propagación clonal in vitro. Ellas poseen
determinación para el crecimiento vegetativo y
se desarrollarán naturalmente en plantas en -
te  ras si satisfacen sus necesidades nutriciona -
les. No se observaron variaciones en plantas
regeneradas de cultivos iniciados a partir de
ápices caulinares y multiplicados por prolife -
ra ción axilar. En la Figura 1, se hace una
esque matización de los tipos de multiplica -
ción in vitro.
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Figura 1. Tipos de multiplicación in vitro



7.4. FASES DE LA
MICROPROPAGACIÓN

El éxito de un sistema de micropropagación
depende del control de un gran número de
variables, no solamente de la composición del
medio de cultivo, como normalmente se cree.
El verdadero desafío, se encuentra en el mate -
rial vegetal (genotipo) y en la manipulación
desde antes de aislar el explante inicial y en
todos los pasos hasta el trasplante de la plan -
ta producida. Esta manipulación incluye el
manejo de la planta madre, las características
del explante utilizado, el procedimiento de
cul ti vo adoptado, las condiciones ambientales
y microambientales dentro del frasco de culti -
vo y el trasplante. Todas estas etapas son
influenciadas por diversas variables imponde -
rables, que frecuentemente restringen la repe -
ti ción de los resultados, dificultando la deter -
minación de un protocolo efectivamente
comer cial de micropropagación.

El rápido progreso de las técnicas de micro -
propagación se dió en la década de los seten -
ta, gracias a la contribución de los trabajos de
Murashigue (1974), quien subdividió el pro -
ce dimiento en tres fases: fase I, estableci -
mien to; fase II, multiplicación y fase III, enrai -
za miento (Villalobos & Thorpe, 1991;
Grattapaglia & Machado, 1997). Posterior -
men te se consideró una cuarta fase más como
parte del proceso, la aclimatación. Todas
estas fases serán presentadas a continuación,
cabe resaltar que son posibles innumerables
modificaciones e innovaciones de acuerdo a la
especie, las facilidades disponibles para el
trabajo, la iniciativa y la creatividad.

7.4.1. Fase 1: Establecimiento

El objetivo de esta fase es obtener un cultivo
aséptico de la especie que se quiere multipli -
car. El establecimiento, incluye la selección
pre via del explante más adecuado, su desin -
fección y la siembra en condiciones asépticas
en medio de cultivo. Esta Fase termina con la
obtención de un cultivo libre de contaminacio -

nes visibles y suficientemente adaptada a las
condiciones in vitro, de modo que pueda pre -
sentar una reacción favorable a la aplicación
de fitorreguladores en la fase siguiente
(multiplicación).

a) Selección del explante. Diversos explantes
pueden ser utilizados para iniciar la propa -
gación in vitro de una planta. En la selec -
ción de los explantes debe considerarse
aspectos como el nivel de diferenciación
del tejido utilizado y la finalidad de micro -
pro pagación. Teóricamente cualquier tejido
puede ser utilizado como explante, en vista
de la totipotencia de las células vegetales.
Sin embargo es importante considerar el
tipo de explante, la edad fisiológica de la
planta madre y el estado sanitario.

• Tipo de explante. En la práctica, se de -
be procurar utilizar explantes que con -
ten gan mayor proporción de tejido me -
ris temático o que tengan mayor capaci -
dad de expresar la totipotencia. Yemas
apicales normalmente presentan mayor
capacidad de crecimiento que las ye -
mas axilares, que se encuentran bajo
efecto de la dominancia apical. Esto es
común en plantas herbáceas ornamen -
tales, mientras que lo contrario, en
gene ral es válido para especies arbóreas
(Grattapaglia & Machado, 1997).
Murashigue (1974) observó que la ca -
pa ci dad de producción de partes aéreas
de tabaco decrece, cuando la distancia
es mayor con relación al ápice. Sin
embargo, puede ocurrir lo contrario,
dependiendo de la especie.

• Edad fisiológica de la planta madre o
planta donadora del explante. El estado
fisiológico de la planta de donde se
extraen los explantes tiene gran influen -
cia en el posterior comportamiento de
los cultivos (Villalobos & Thorpe,
1991). La primera consideración es el
estado nutricional de la planta y la fase
de crecimiento en que se encuentra.
Plantas bien nutridas, sin síntomas de
deficiencia nutricional o hídrica, en
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gene ral, donan mejores explantes. Se
recomienda también utilizar explantes
colectados de regiones meristemáticas
juveniles. Diversas prácticas son adop -
ta das para obtener brotaciones juveni -
les o promover el rejuvenecimiento de
tejidos adultos. La más común es la
poda drástica, rompiendo la dominan -
cia apical y estimulando el desarrollo de
yemas. 

• Estado sanitario. El estado sanitario de
la planta madre es un factor importante
que irá a determinar la facilidad de des -
contaminar el explante durante el aisla -
miento. La primera medida es el mante -
nimiento de la planta madre en un
ambiente más limpio, en invernadero o
en cámara de crecimiento, ya que en
campo, está expuesta a todo tipo de
clima e insectos que provocan heridas y
permiten la entrada de microorganis -
mos.

b) Época de recolección de los explantes. La
extracción de los explantes debe ser reali -
zada de preferencia a partir de brotaciones
nuevas que son formadas durante la fase
activa de crecimiento de la plantas, al final
de la fase de dormancia, durante los meses
más calientes del año (primavera y vera -
no). Altman & Goren (1974) verificaron
que yemas de citrus colectadas al inicio de
la primavera, brotaron en menor tiempo y
no dependían de la aplicación exógena de
citoquininas, mientras que yemas colecta -
das al final de la primavera y durante el
invierno, brotaron en un tiempo cinco
veces superior.

El problema de la época de recolección de
los explantes radica en las especies donde,
esquemáticamente, se puede distinguir un
estado de vida activa y un estado de vida
dormante. En estos estados las reacciones
son frecuentemente diferentes. Por ejem -
plo, en las primeras experiencias de cultivo
de meristemas de especies leñosas, todas
las recolecciones de ramas en crecimiento
derivaron en fracasos. Los primeros éxitos

han sido obtenidos por la recolección de
ye mas dormantes. A lo largo del ciclo
anual, la planta pasa por diferentes etapas.
En la primavera, los órganos crecen y los
análisis muestran la presencia de
reguladores como la auxina, las gibere linas
y citoquininas; a lo largo del verano, estos
flujos de sustancias disminuyen, ya que en
otoño aparecen ciertos inhibidores (Auge
et al., 1982).

c) Tamaño del explante. El tamaño del frag -
mento puesto en cultivo tiene una gran
importancia; en efecto, mientras más gran -
de sea el explante, los equilibrios endóge -
nos serán más determinantes. De este
hecho, el medio no tendrá más que una
influencia limitada. Por lo contrario, un
explante de tamaño pequeño será más
fácilmente orientado por las sustancias
contenidas en el medio de cultivo (Auge et
al., 1982).

d) Desinfección. La principal dificultad en la
etapa de establecimiento reside en poder
obtener tejido descontaminado sin condu -
cirlo a la muerte después de aislado. Los
pretratamientos aplicados a la planta ma -
dre son determinantes para el éxito de esta
etapa de trabajo, principalmente en lo que
se refiere a los microorganismos endóge -
nos. Varias sustancias con acción germici -
da pueden ser utilizadas en la desinfección
de explantes (ver capítulo 5). Los más co -
munes y menos nocivos,  son los compues -
tos en base a cloro como el hipoclorito de
sodio o de calcio. Algunas gotas de
detergente son comúnmente adicionadas a
estas soluciones para mejorar el contacto
de éstas con los tejidos. El Tween 20 es el
más utilizado en concentraciones de 0,01
a 0,05% (v/v), sin embargo, detergentes
de cocina son buenos substitutos. El etanol
generalmente es utilizado a 70 y 80%
(v/v), mayores concentraciones son menos
eficientes y pueden deshidratar los tejidos.
Además de ser germicida, el etanol es sur -
fac tante y aplicado al inicio, facilita la
acción de los otros productos. Después de
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la desinfección, le siguen tres a cinco lava -
dos en agua estéril. Es posible el uso de
agua de grifo estéril para los primeros lava -
dos y se recomienda agua destilada estéril
en el último lavado.

e) Aislamiento de explantes. Tanto la desin -
fec ción como el aislamiento de los explan -
tes deben ser realizados en la cámara de
flujo laminar. La manipulación del explante
en esta primera fase determina, en parte,
su sobrevivencia y posterior desarrollo. Es
importante evitar la deshidratación de los
tejidos por lo que la operación de aisla -
miento del explante debe ser rápida y pre -
ci sa. El tiempo del proceso de desinfección
varía de acuerdo a la especie y el tipo de
explante, por ejemplo en papa puede to -
mar de 15 a 20 min. mientras que en
banano de 30 a 45 min. Los instrumentos
utilizados incluyen bisturíes, pinzas, estile -
tes, agujas de jeringas hipodérmicas, fras -
cos y cajas petri.

f) Medios de cultivo y hormonas de creci -
mien to. Diferentes formulaciones de me -
dios básicos han sido utilizadas para la
iniciación del cultivo. Generalmente el me -
dio utilizado en esta fase también es utili -
zado en la de multiplicación. No existe una
fórmula patrón, pero el medio MS16, ha
presentado resultados satisfactorios para
diversas especies. Para especies leñosas,
composiciones más diluidas en macronu -
trientes pueden dar mejores respuestas. La
adición de fitorreguladores no siempre es
benéfica en la etapa de establecimiento,
estos pueden estimular respuestas inde -
sea bles como la formación de callo y even -
tual mente intoxicar los tejidos. Sin embar -
go, en la mayoría de los casos la adición de
fitorreguladores tiene el objetivo principal
de suplir las posibles deficiencias de los
tenores endógenos de hormonas de los
explantes que se encuentran aislados de
las regiones productoras de la planta ma -
triz. Además la adición de fitorreguladores
estimula cierta respuesta como elonga -

mien to o multiplicación de la parte aérea.
Esta respuesta depende del estado fisioló -
gico de los explantes, lo que está relacio -
na do con la época del año (Altman &
Goren, 1977) y el estado general de la
planta matriz. La adición de citoquinina es
favorable y hasta necesaria. El BAP en
concentraciones de 0,05 a 1,0 mg/l ha
sido utilizado con buenos resultados para
el cultivo de ápices caulinares de varias
especies herbáceas y leñosas.

Medios sólidos en tubos de ensayo indivi -
duales son normalmente utilizados en esta
fase inicial, aunque en algunos casos se
emplean medios líquidos donde es necesa -
ria la utilización de puentes de papel filtro.

g) Condiciones de incubación. Las condicio -
nes de incubación en esta fase pueden va -
riar mucho. Oscuridad total o intensidades
de luz reducidas son útiles los primeros
días después del aislamiento, para reducir
la oxidación fenólica (Franclet & Boulay,
1982). La luz involucra varios componen -
tes como intensidad, fotoperíodo y calidad.
Para la gran mayoría de las especies, la
incubación inicial de luz con intensidades
de 2.000-2.500 lux (200-300 foot
candles) es satisfactoria. La luz es otorga -
da por tubos fluorescentes tipo blanca fría
(Grolux); el fotoperíodo tiende a ser de días
largos para evitar la inducción de dorman -
cia. En general, se utilizan 16 horas de luz
por 8 de oscuridad. La mayor parte de las
especies crece satisfactoriamente en tem -
pe ra turas que varían de 20-27ºC; algunas
especies son favorecidas con una incuba -
ción inicial a temperaturas bajas lo que
puede contribuir a romper la dormancia de
yemas.

7.4.2. Fase 2: Multiplicación

La fase II se refiere a la multiplicación del
propágulo a través de cultivos sucesivos en un
medio adecuado para la multiplicación. Se
inicia la fase de multiplicación con la obten -
ción de un cultivo de partes aéreas y yemas
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libres de contaminación y que están suficien -
te mente establecidas y receptivas a la aplica -
ción de fitorreguladores. El principal objetivo
de esta fase es de producir el mayor número
de plantas posible, en el menor espacio de
tiem po. No basta conseguir altas tasas de
mul tiplicación en algunos explantes, lo impor -
tante es la reproducibilidad del sistema, es
decir, conseguir una tasa media satisfactoria
con el mínimo de variación de explante a
explante. Otro aspecto esencial es la calidad y
homogeneidad de las partes aéreas produci -
das, lo que va a determinar en gran parte el
éxito de una fase siguiente de enraizamiento.

La tasa de multiplicación es el número de ex -
plan tes nuevos producidos a partir de un
explan te inicial en un cierto período de tiem -
po. Se traduce en la cantidad de explantes
obtenidos al final del proceso a partir de una
cantidad inicial: TM = No. explantes
finales/No. explantes iniciales. Las tasas de
multiplicación varían enormemente de especie
a especie (Dodds & Roberts, 1997).

La variabilidad de la respuesta morfogénica in
vitro, no sólo entre especies del mismo géne -
ro, sino también entre genotipos de la misma
especie (diferentes cultivares o clones), lleva
frecuentemente a la necesidad de definir
proto colos diferenciados. 

Los factores que determinan la multiplicación,
que pueden ser manipulados para optimizar
esta fase, son: a) la composición del medio de
cultivo, b) las condiciones de incubación y c)
los cuidados en la manipulación del material
durante los subcultivos.

a) La composición del medio de cultivo. Di -
ver sos medios básicos son utilizados en la
fase de multiplicación. Es muy común la
utilización de la misma composición
básica en la fase de establecimiento y la
multiplicación: macro y micronutrientes,
vitaminas, inositol, una fuente de carbohi -
drato (generalmente sacarosa) y eventual -
mente otros compuestos orgánicos como
aminoácidos y substancias químicamente

indefinidas como agua de coco y extracto
de malta. Las variaciones en la composi -
ción de los medios dependerán de la espe -
cie, las más frecuentes están relacionadas
a la concentración de macronutrientes. La
fuente de nitrógeno del medio básico utili -
za da y el balance entre los iones de nitrato
y amonio son aspectos que merecen mayor
atención. En cultivos de Eucalyptus
citriodora (Grewal et al., 1980) verificaron
que al reducir a la mitad las concentra cio -
nes de nitrato de amonio y de potasio del
medio MS, ocurrió una duplicación de la
tasa de multiplicación, y que al doblar la
concentración de cloruro de calcio, esta
tasa triplicó.

La concentración de sacarosa u otra fuente
de azúcar también tiene un marcado efecto
sobre la multiplicación y crecimiento. Con -
cen traciones de 2-4% (p/v) son las más
comunes. Debajo de este rango, puede
ocurrir clorosis generalizada en los cultivos
y encima, problemas de excesivo potencial
osmótico del medio que puede llevar a una
deterioración de los cultivos.

La manipulación de micronutrientes y vita -
minas, igualmente indispensables, gene -
ral men  te no resulta en alteraciones signifi -
cativas en la multiplicación.

Respecto a los fitorreguladores, las citoqui -
ninas constituyen un grupo indispensable
para la quiebra de la dominancia apical y
la inducción de la proliferación de yemas
axilares. La BAP (bencilaminopurina) en
con centraciones de 0,1-0,5 mg/l es la cito -
quinina más eficaz para promover la multi -
plicación en diversas especies, siendo ade -
más la más económica de todas (Hasewa -
ga, 1980; Hu & Wang, 1983; Zaerr &
Mapes, 1985). Complementariamente, las
auxinas son utilizadas para estimular el
crecimiento de las partes aéreas. Según
Lundergan & Janick (1979), citados por
Hu & Wang (1983), parece que la auxina
en la multiplicación, anula el efecto inhi -
bitorio que tienen las citoquininas sobre el
elongamiento de los cultivos. Las concen -
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tra ciones de auxina son frecuentemente
bajas comparadas a la de las citoquininas,
para mantener un balance auxina/citoqui -
ni na menor que 1. Concentraciones excesi -
vas de auxina pueden inhibir la multiplica -
ción y favorecer demasiado el enraizamien -
to o la formación de callo en detrimento de
la multiplicación. Las más utilizadas son el
ANA, AIB y AIA en concentraciones por
debajo de 0,5 mg/l, aunque el AIA, por ser
menos estable en cultivo, puede ser adicio -
nado en concentraciones mayores. Las
gibe re linas son usadas en la fase de multi -
plicación de algunas especies como la
papa, donde se requiere el elongamiento
de las partes aéreas para la multiplicación
de los entrenudos (microesquejes).

El estado físico del medio también tiene
influencia sobre la multiplicación, medios
sólidos o semi-sólidos son más comunes
en la fase de micropropagación, aunque en
muchos casos puede utilizarse medios lí -
qui dos con mayor eficiencia. Medios semi-
sólidos y líquidos pueden traer como resul -
tado la vitrificación de los cultivos.

b) Las condiciones de incubación. La fase de
multiplicación es evidentemente la más
lar ga durante el proceso de micropropa -
gación, por lo que una buena definición de
las condiciones ambientales para esta fase
es importante. La mayoría de los cultivos
responde bien a las condiciones descritas
anteriormente, en la fase inicial del cultivo.
La luz cumple un papel importante en la
morfogénesis, los cultivos in vitro presen -
tan una baja tasa fotosintética, por lo que
deben disponer de una fuente de carbohi -
dra tos, normalmente en forma de sacaro -
sa. No siempre intensidades luminosas
mayores son mejores. Desde el punto de
vista económico, la optimización de un
siste ma comercial de micropropagación
requiere disminución del gasto de energía
eléctrica, que es uno de los principales
componentes del costo de una planta. Las
intensidades de luz y horas de fotoperiodos
mínimos que no limitan seriamente el

desa rrollo son los más indicados.  El rango
de temperatura óptima para la mayoría de
las especies se encuentra entre 20 y 27ºC.
Temperaturas por encima o debajo de este
rango pueden ser desfavorables para el
desarrollo de algunas especies.

Otro aspecto que debe ser considerado es
el microambienrte dentro de los recipientes
de cultivo. Los principales factores que
determinan la calidad del microambiente
son los tipos de tapa y frascos utilizados y
la cantidad de medio presente en el frasco.
El tipo de tapa utilizado tiene gran influen -
cia en el desarrollo del cultivo, pues es éste
que va a determinar el nivel de intercambio
gaseoso con el ambiente externo. Tapas
totalmente  herméticas, pueden ser buenas
para evitar la contaminación, sin embargo
no permiten un intercambio gaseoso
adecuado, pudiendo existir un aumento en
la acumulación de CO2 y etileno trayendo
como consecuencia una disminución del
contenido de clorofila a lo largo de la incu -
bación. El tipo de frasco y la cantidad de
medio utilizado son variables que afectan
directamente al volumen de aire sobre el
medio y la profundidad del medio. Estos
factores también afectan la composición
de la fase gaseosa del frasco y consecuen -
temente al crecimiento o desarrollo de los
cultivos.

c) Los cuidados en la manipulación del ma -
te rial durante los subcultivos. El trata -
mien to dado a los explantes durante la fase
de multiplicación involucra una serie de
factores que afectan al desarrollo de los
cultivos. Su mayor influencia se hace sen -
tir, en la homogeneidad de las plantas pro -
ducidas. Estos factores pueden ser agrupa -
dos en tres aspectos: la frecuencia de los
subcultivos, el tipo y tamaño del explante
subcultivado y los cuidados durante el
procedimiento del repicaje. En una primera
fase después del repicaje, el explante se
restablece del estrés sufrido por el repicaje
y no crece o multiplica. La fase siguiente se
caracteriza por un crecimiento y multiplica -
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ción exponencial, cuando el explante utili -
za rápidamente el medio de cultivo. En la
última fase, el explante inicia un proceso
de senescencia en función de diversos ti -
pos de estrés, tales como deficiencia nutri -
cio nal, falta de agua en el medio de culti -
vo, acumulación de etileno y otros gases en
el frasco y, eventualmente, barreras físicas
al crecimiento como la tapa y las paredes
del recipiente. La duración de estas tres
fases varía mucho de especie a especie,
algunas se recuperan del repicaje inmedia -
ta mente y luego del primer o segundo día
comienzan a emitir nuevas brotaciones.
Otras requieren de períodos más largos pa -
ra mostrar alguna reacción. Igualmente el
período de multiplicación puede extender -
se por más o menos tiempo, y algunas
espe cies no presentan señales de senes -
cen cia a menos que el medio se seque
com pletamente dentro del frasco. La fre -
cuencia ideal de sub-cultivo sería aquella
en la cual las plantas fuesen repicadas
durante la fase de crecimiento activo de las
partes aéreas, asociando el máximo vigor
de crecimiento de los cultivos con la máxi -
ma tasa de multiplicación.

El período de incubación más común entre
repicajes es de cuatro semanas. Sin em -
bargo, éste puede no ser un intervalo ideal
para optimizar la tasa de multiplicación.
En algunas especies como las leñosas, que
presentan períodos de adaptación más lar -
gos, la multiplicación se inicia en la segun -
da o tercera semana, por lo tanto requeri -
rán de períodos más largos del multiplica -
ción (seis o más semanas).

Las características del explante subcultiva -
do representan un segundo aspecto impor -
tante, relacionado con la frecuencia de
repi caje. Algunos cultivos como la papa,
multiplican con una tasa de 1:5 o más por
mes, manteniendo un tallo único del cual
se retiran segmentos nodales para iniciar
los nuevos subcultivos.

Este sistema es de fácil manipulación, con
otros sistemas de proliferación de yemas

axilares y/o adventicias, se forma una tufa
(grupo de pequeñas plantas neoformadas)
de partes aéreas. Esta tufa puede ser sub -
di vidida en: a) explantes conteniendo más
de una parte aérea (sub-cultivo en tufas);
b) las partes aéreas pueden ser individuali -
za das; ambos casos pueden darse en el
cultivo de la frutilla; y c) de cada parte
aérea pueden ser aislados varios segmen -
tos caulinares conteniendo yemas latera -
les, como ocurre con el manzano. Para op -
tar por uno de estos sistemas, debe tomar -
se en consideración la rapidez de la opera -
ción (mayor para en el caso de simple
subdivisión); la tasa de multiplicación y la
variabilidad en la respuesta de multiplica -
ción de los nuevos explantes en la
generación siguiente.

La posición del explante en el cultivo de
origen y el tamaño del mismo son caracte -
rís ticas importantes. El aislamiento de las
partes aéreas, principalmente la subdivi -
sión en yemas axilares y apicales, puede
introducir una fuerte variación de explante
a explante como resultado de la posición
original de la yema en cultivo. Explantes
que eran ápices en el cultivo anterior pue -
den presentar mayor capacidad de multi -
pli cación que aquellos que eran yemas
laterales o segmentos nodales, o también
viceversa dependiendo de la especie. En el
caso de la papa, los ápices tienen un desa -
rrollo más rápido. La homogeneidad de los
explantes es de fundamental importancia
para la operacionalidad de un sistema de
micropropagación. Asimismo, el tamaño
del explante inicial es importante, al prepa -
rar explantes muy pequeños conteniendo
una o pocas yemas apenas ocurren, mu -
chas veces, una excesiva demora para el
inicio de la fase de crecimiento activo del
subcultivo siguiente, o que reduce drásti -
ca mente la tasa de multiplicación.

Es importante hacer una selección de las
anormalidades o deterioraciones de los
culti vos como vitrificaciones, hojas secas,
callos en la base o ápices necrosados, es
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una medida fundamental para la calidad
del trabajo.

7.4.3. Fase 3: Enraizamiento

La fase de enraizamiento, es la preparación de
las plántulas para el establecimiento en el
suelo, es decir, las partes aéreas producidas in
vitro son transferidas a medio de enraiza -
miento para el subsecuente trasplante al suelo
de las plantas obtenidas. El enraizamiento es
una etapa que puede ser realizada in vitro o
in vivo. En el primer sistema, las raíces son
regeneradas en condiciones asépticas y una
planta completa es trasplantada en substrato.
En el segundo sistema, las partes aéreas son
manipuladas como microestacas y todo el
proceso de enraizamiento se da en substrato
estéril (aún en condiciones de laboratorio).

La opción por uno de los dos sistemas depen -
de fundamentalmente de la calidad de las
partes aéreas obtenidas en la multiplicación,
de la especie y del genotipo en cuestión. Otra
alternativa es inducir el enraizamiento in vitro
de las partes aéreas y trasplantarlas en subs -
tra to estéril (en laboratorio). La rizogénesis
puede ser dividida en inducción, iniciación, y
elongamiento de raíces, que normalmente lle -
va una a tres semanas. Las dos primeras -a
veces consideradas como una sola- responden
o dependen de la adición de auxina en el me -
dio de cultivo, donde el crecimiento y elonga -
miento de las raíces es estimulado por la pre -
sen cia de auxina. La dificultad de un sistema
de micropropagación está en determinar una
condición in vitro, en la cual todas estas fases
puedan ocurrir normalmente y, de preferencia,
sin demandar manipulación adicional de una
fase a la otra.

Los factores que determinan el enraizamiento
son:

a) Influencia del material vegetal. El enraiza -
miento de especies herbáceas es general -
mente fácil con relación al de especies
leñosas, donde el enraizamiento se torna
más difícil. Este problema se agrava a me -

dida que se utiliza material menos juvenil.
La calidad de las partes aéreas provenien -
tes de la fase de multiplicación determina
en gran parte, el éxito del enraizamiento.

b) Medio de cultivo. Diversas especies, prin -
ci palmente las herbáceas, enraízan en la
presencia de niveles muy reducidos de
auxi na, o simplemente en medio básico sin
hormonas (Anderson, 1984; Hasegawa,
1980). La situación más común es aquella
en la cual las partes aéreas provenientes
de multiplicación necesitan de una auxina
exógena para estimular la rizogénesis; aun -
que tenores endógenos residuales de cito -
quinina pueden dificultar el enraiza mien to
en estos casos (Grattapaglia et al., 1987).
Los tipos y concentraciones de auxina son
variables; diversas auxinas solas o en com -
bi nación pueden ser utilizadas en el enrai -
za miento, variando las concentraciones de
acuerdo a la especie o clon. Las auxinas
más comúnmente usadas son: el AIB, el
ANA y el AIA.

Además de las auxinas, algunos otros com -
pues tos son a veces utilizados para el
enrai  za miento. El carbón activado en
concentraciones de 0,1-2% (p/v) puede ser
benéfico en algunos casos. Físicamente
simula las condiciones de oscuridad en la
cual las raíces normalmente se desarrollan
mejor. Químicamente, el carbón activado
tiene efectos diluidos, reteniendo parte de
los elementos que componen el medio,
fijan do las citoquininas que se encuentran
aún en los tejidos de las plantas y absor -
biendo compuestos tóxicos inhibidores del
enraizamiento. Sin embargo, provoca una
menor disponibilidad de auxina libre, por
lo que muchas veces, es necesario aumen -
tar la concentración de auxina. Compues -
tos fenólicos pueden actuar como cofacto -
res de enraizamiento. El Phloroglucinol
(PG phloroglucinol), es una sustancia que
ocasionalmente ha demostrado buenos
resul tados. En arracacha, redujo la forma -
ción de callo, que ocurría en presencia de
AIB (Villarroel, 1997). En otros cultivos, el
efec to fue inhibitorio (Zimmerman &
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Fordham, 1985). Una buena disponibili -
dad de fuente de energía es indispensable
para la rizogénesis. La concentración de
sacarosa en el medio de enraizamiento es
generalmente mantenida en los mismos
niveles del medio de multiplicación (entre
2 y 3% p/v). 

Medios sólidos son utilizados en la gran
mayoría de las veces para la fase de enrai -
za miento, con concentraciones de agar
semejantes a aquellas usadas en micropro -
pagación. Medios excesivamente sólidos,
con concentraciones por encima de 0,6%
de agar pueden llevar a problemas de
enrai zamiento. Substratos inertes como la
vermiculita pueden ser utilizados con resul -
tados superiores a los obtenidos en agar.

c) Condiciones de incubación. Condiciones
de temperatura semejantes a aquellas
adop tadas en la multiplicación, estimulan
un enraizamiento satisfactorio. Alteracio -
nes mas frecuentes son hechas en el régi -
men de luz. Sometiendo a las partes
aéreas a intensidades luminosas reducidas
o al oscuro absoluto durante algunos días,
correspondiendo a la fase de inducción o
iniciación. Otros factores ambientales co -
mo la temperatura y la humedad en la sala
de incubación, pueden influenciar el
enraizamiento, pero de una manera menos
drástica. Generalmente la temperatura
utilizada coincide con aquella utilizada en
la fase de multiplicación. El rango más
común en el cual enraízan bien la mayoría
de las especies va de 20 a 30ºC.

d) Tamaño del explante. Partes aéreas peque -
ñas en general no enraízan bien y necesi -
tan de una fase intermedia de elongamien -
to. Asimismo, la edad y estado de desarro -
llo de la planta, la posición del explante so -
bre la planta y el cultivar, son factores que
influyen en el enraizamiento.

7.4.4. Fase 4: Aclimatación

Los explantes recién enraizados son muy sen -
si  bles a los cambios ambientales, de ma nera

que el éxito o el fracaso de todo el proce so
dependen de la aclimatación. La etapa de
trasplante involucra la transferencia de la
planta de condiciones in vitro a condiciones in
vivo en invernadero, donde es sometida a una
fase de aclimatación y endurecimiento. Este
pasaje es bastante crítico y representa en al -
gu  nos casos un factor limitante en el proceso
de micropropagación. Esto se debe básica -
men te a los siguientes factores (Grattapaglia &
Machado, 1997):

• La planta pasa de una situación de reduci -
do flujo transpiratorio debido a la baja
inten sidad de luz y elevada humedad rela -
ti va a un am bien te que demanda un incre -
mento en la tasa de transpiración, quedan -
do muy susceptible al estrés hídrico.

• La planta pasa de una condición heterotró -
fica, en la cual depende de un suplemento
externo de energía (sacarosa en el medio),
para un estado autotrófico, en el cual pre -
cisa realizar fotosíntesis para sobrevivir.

• La planta pasa de una condición de alta
disponibilidad de nutrientes en el medio
hacia otra donde precisa rápidamente
incrementar la absorción de sales; y,

• La planta sale de un estado aséptico hacia
un ambiente donde está sujeta al ataque
de microorganismos saprófitos y eventual -
mente patogénicos.

a) Factores que determinan la aclimatación.
De la misma forma que en las otras fases,
el éxito de ésta depende esencialmente de
la calidad de las plantas provenientes de la
fase anterior. En lo que se refiere a la parte
aérea, plantas que presentan alguna toxi ci -
dad de auxina o deficiencia nutricional,
tien den a presentar problemas de senes -
cen  cia de hojas, lo que compromete la
sobre vivencia. Partes aéreas vitrificadas o
con hojas excesivamente pequeñas tam -
bién significan un problema, pero que de -
ben ser resueltas en la fase de multipli -
cación.

Asimismo, plantas con aspecto normal su -
fren estrés en función a un cambio brusco
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de humedad relativa. Pre-tratamientos de
reducción de humedad relativa en el frasco
de cultivo pueden ser aplicados para
aumentar la sobrevivencia al trasplante.

El tipo de sistema radicular obtenido en el
enraizamiento in vitro, también determina
el éxito del trasplante. Raíces aún cortas
son más deseables, pues facilitan el lavado
y retirada del medio de cultivo adherido,
así como la introducción de la planta al
sus trato. En la preparación de las plantas
para el trasplante, después de retirar el
me dio y lavar las raíces, se realiza una
elec ción de plantas, agrupándolas por
tamaño. Esta clasificación es importante
para reducir la competencia de las plantas
en la bandeja y permitir un mejor manejo
durante la aclimatación y posteriormente la
plantación en campo.

Durante el trasplante, el estrés hídrico de
las plantas es generalmente el mayor pro -
blema. Una planta aparentemente perfecta
in vitro presenta una serie de deficiencias
anatómicas que dificultan el control de la
transpiración, permitiendo una rápida pér -
di da de agua. Los estomas no son funcio -
na les y responden muy lentamente al
estrés hídrico; la cera protectora sobre las
hojas es mínima o inexistente; la conexión
en el sistema vascular del tallo y de las
raíces adventicias aún es precario para
permitir un flujo transpiratorio adecuado.
La manutención de una humedad relativa
alta, desde la retirada de las plantas del
medio de cultivo hasta verificarse el inicio
del crecimiento de la planta, es un factor
clave para su sobrevivencia inicial. 

Se reduce gradualmente la humedad rela -
ti  va en el ambiente durante las dos o tres
primeras semanas. Los sistemas utilizados
para mantener una humedad alta, depen -
den de las condiciones de trabajo. Siste -
mas de nebulización intermitentes son
utili za dos para mantener alta humedad
relativa cuando se dispone de recursos
eco nó micos. Mientras que simples cober -

tu ras plásticas sobre las bandejas de acli -
ma tación y las plantas son también muy
útiles y pueden sustituir con eficiencia a los
sistemas de nebulización.

El sustrato de trasplante es otro factor bas -
tan te crítico en el proceso de aclimatación.
Desde el punto de vista físico, éste debe
tener una buena capacidad de retención de
humedad y no compactarse excesivamen -
te, comprometiendo el drenaje y conse -
cuen temente la aireación del sistema radi -
cular. Químicamente, el sustrato debe ser
de preferencia inerte de modo de permitir
la manipulación de los contenidos de nu -
trientes de acuerdo con las necesidades de
la especie. Lo ideal es utilizar sustratos dis -
po nibles localmente; los sustratos común -
mente usados en nuestro medio incluyen
mezclas de musgo, arena y cascarilla de
arroz. Eventualmente, puede utilizarse ver -
miculita o perlita, pero que en términos
eco nó micos no son convenientes. Luego de
dos a cuatro semanas, es común adicionar
fertilizante granulado al sustrato para su -
plir las necesidades iniciales de la planta.
Normalmente, la fertilización es un factor
que se adecúa al manejo de los viveristas.

Otro aspecto que requiere mucho cuidado,
es la condición fitosanitaria del ambiente
de trasplante. La alta humedad relativa
que se hace necesaria para la sobreviven -
cia de las plantas es extremadamente favo -
 ra ble al rápido desarrollo de todo tipo de
microorganismo. Sumado a esta condición,
la fragilidad de los tejidos poco lignificados
y desprovistos de cutícula, expone a la
planta a la invasión de microorganismos
saprófitos y al ataque de patógenos. Los
recipientes o bandejas deben estar limpios,
de preferencia lavados en solución de hipo -
clorito de sodio, y el sustrato debe ser
desin festado, preferentemente con calor
húmedo, en un caldero a vapor.

Todos los cuidados fitosanitarios preventi -
vos deben ser realizados en el invernadero
donde permanecerán las plantas. Pulveri -
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za ciones con fungicidas alternando con
insecticidas son medidas muy importantes
para evitar principalmente el ataque de
hongos causadores de la muerte de plantas
(Fusarium) y el ataque de ácaros o pulgo -
nes (áfidos). Estos últimos son particular -
mente problemáticos, ya que pueden com -
prometer la sanidad de lotes enteros de
plantas al contaminarlas con virus u otros
microorganismos sistémicos.

b) Procedimiento para la aclimatación de las
plántulas in vitro. El procedimiento de acli -
ma tación, no es determinante, éste puede
variar conforme a la especie. Plántulas in
vitro bien enraizadas son seleccionadas y
trasladadas a invernadero. Ya en el inver -
na dero, se las retira de los recipientes y se
las coloca en un recipiente con agua para
lavar los residuos de gelificante. Estas
plán tulas deben ser desinfestadas con una
solución débil de fungicida (normalmente
Benomil al 0,2% (p/v) para su posterior
establecimiento en sustrato estéril, es a
par tir de este momento que debe mante -
nerse una humedad relativa alta, por lo
que las bandejas o camas de aclimatación,
son cubiertas con plástico. En estas condi -
ciones permanecerán por el lapso de 4-6
semanas dependiendo de la especie, antes
de su trasplante definitivo (en el mismo
invernadero o en campo).

7.5. PRINCIPALES PROBLEMAS DE LA
MICROPROPAGACIÓN

7.5.1. Contaminaciones fungosas y
bacterianas

Las contaminaciones representan un proble -
ma para la mayoría de los laboratorios, y es
particularmente serio por las dimensiones que
asume cuando se presenta en grandes labora -
torios comerciales. En un estudio de identifi -
ca ción de patógenos en cultivos comerciales
in vitro, se determinó un 5,3% de contami na -
ción provocada por hongos y por encima del
10%, por bacterias que en muchos casos pro -

vocaban la muerte de las plántulas. Por obser -
va ciones directas al microscopio se pudo veri -
fi car la presencia de Verticillum, Rhodotorula
y Penicillum (hongos saprófitos) en sus dife -
ren tes fases (PROINPA, 1996). Bacterias
endó ge nas de crecimiento lento pueden tener
origen en el explante inicial, apareciendo algu -
nas semanas después del aislamiento. Este
caso no llega a representar un gran problema,
ya que en este estado, apenas se cuenta con
un número reducido de plantas derivadas del
explante contaminado. El problema se esta -
ble ce cuando la contaminación persistente se
instala en cultivos anteriormente limpios, en
estados avanzados de multiplicación. Las bac -
te rias responsables en general no son patogé -
ni cas, pero compitiendo por el medio de culti -
vo, comprometen la multiplicación o el creci -
miento y posterior enraizamiento de la planta.
Una vez establecidas en el cultivo, por ser de
crecimiento lento y de difícil visualización (en
general aparecen en forma de manchas blan -
cas o casi transparentes en la base de los
explan tes), ellas pueden ser inadvertidamente
transmitidas de un material a otro. Un factor
que favorece la diseminación de estas bacte -
rias es su resistencia a las rápidas inmersio -
nes en etanol y a las temperaturas normal -
men te proporcionadas por el flameo de los
instrumentos. Se han desarrollado métodos de
detección temprana de bacterias, que permi -
ten controlar contaminaciones bacterianas
antes de que se expresen en los medios de
cultivo, garantizando la sanidad de embriones
de caña de azúcar (Alvarado et al., 2001).

Mediante aislamientos y cultivos se detectó
Curtobacterium pusillum, C. flacumfasiens,
Bacillus licheniformis y Erwinia spp. (bacte -
rias endógenas) (PROINPA, 1996). Se afirma
que estas bacterias pueden desarrollar linajes
cada vez más resistentes y adaptados a labo -
ra to rios de cultivo de tejidos. Desde el punto
de vista práctico, la mejor medida en el caso
de contaminaciones bacterianas, es el des car -
te y autoclavado de los frascos contaminados.
Si esto no fuera posible, tratamientos curati -
vos pueden ser aplicados, siendo los más co -

102

La
 a
pl
ic
ac
ió
n 
de
l c

ul
tiv
o 
de
 te

jid
os
 e
n 
la
 m

ul
tip

lic
ac
ió
n 
y

co
ns
er
va
ci
ón
 d
e 
lo
s 
re
cu
rs
os
 fi
to
ge
né
tic

os
  



mu nes la aplicación de antibióticos en el me -
dio de cultivo (ver capítulo 5). Mientras tanto,
en la fase de multiplicación, el mayor enfoque
debe estar dado a las medidas preventivas
tomadas durante el repicaje.

7.5.2. Oxidación fenólica

Un problema frecuentemente encontrado du -
ran te el aislamiento de los explantes, es la
oxidación de compuestos fenólicos que son
liberados por las células dañadas con el corte.
Las extremidades cortadas se tornan oscuras
rápidamente: los productos de la oxidación
son tóxicos para el resto del explante y se
difun den en el medio de cultivo oscureciéndo -
lo. Este problema es particularmente serio en
el aislamiento de explantes de especies
leñosas. Los tejidos de estas especies son más
ricos en compuestos fenólicos, precursores de
síntesis de lignina. Algunas técnicas para
redu cir este problema incluyen: la utilización
de substancias antioxidantes como ácido as -
cór bico, ácido cítrico, PVP (polivinilpirrolido -
ne) y carbón activado, ya sea en el medio de
cultivo o en el último enjuague del proceso de
desinfección; la incubación inicial de los ex -
plan tes en oscuridad o bajo intensidad lumi -
no sa reducida; la utilización de medios bási -
cos más diluidos y la reducción de concentra -
ciones de fitorreguladores.

7.5.3. Vitrificaciones

La vitrificación es considerada como uno de
los principales problemas en la fase de micro -
propagación. El exceso o acumulación de cito -
quinina en el medio puede causar la vitrifica -
ción, aunque fue demostrado que también
puede ser causa de una interacción con la
concentración del gelificante en el medio.
Aumentándose la concentración de gelificante
en el medio, es posible reducir el efecto del
BAP, por lo tanto la vitrificación. El Exceso del
vapor de agua en la atmósfera del frasco tam -
bién es uno de los principales responsables de
la vitrificación. La reducción de humedad rela -

ti va es obtenida esencialmente cambiando el
tipo de tapa que permita una mayor difusión
del agua. La reducción de la concentración de
nitrógeno en forma amoniacal en el medio
MS, ha sido utilizada como una medida para
combatir la vitrificación de los cultivos
(Quoirin & Lepoivre, 1977). El tipo de agente
gelificante también puede causar vitrificación.

7.5.4. Variación somaclonal

El cultivo de tejidos puede llevar a la produc -
ción de plantas anormales (Karp, 1994). Los
cambios se producen particularmente en las
plantas producidas por la regeneración de bro -
tes adventicios (con la utilización de citoquini -
nas), pese a que la multiplicación de meriste -
mas aparenta ser relativamente estable. La
frecuencia de los cambios depende de las
especies y del genotipo, de los tejidos a partir
de los cuales las plantas adventicias han sido
regeneradas, y de la composición del medio
de cultivo in vitro (Smulders, 2005).

Los marcadores moleculares son utilizados
pa ra examinar la identidad genética en los
pro cesos de micropropagación y de conserva -
ción in vitro (Gupta & Varshney, 1999).

7.5.5. Otros

a) Acumulación de citoquinina. El exceso es
tóxico y compromete el desarrollo de los
cultivos. La toxicidad que puede causar la
citoquinina en el medio se caracteriza prin -
cipalmente por el excesivo entufamiento
(formación de yemas múltiples neoforma -
das) y la falta de elongación de los cultivos,
reducción del tamaño de las hojas, acorta -
miento de los entrenudos, engrosamiento
excesivo de los tallos y vitrificación gene ra -
li zada de los cultivos, lo que lleva a proble -
mas en la fase de enraizamiento (Lane,
1979). Para resolver este problema del
efecto residual, en general se hace necesa -
ria una fase intermedia de elongamiento
con el objetivo de desintoxicar los cultivos.
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Esta fase de elongamiento se caracteriza
por la transferencia de los cultivos a medio
básico diluido o no, con concentraciones
reducidas o ausencia de citoquinina, antes
de individualizar la parte aérea para el
enraizamiento. Bajando a la mitad la con -
cen tración de BAP en cultivos de banano
durante un ciclo, se duplicó la tasa de
multiplicación (PROINPA, 2004). El uso
del carbón activado también es un coad -
yuvante útil para esta fase, en función de
su capacidad de retener concentraciones
excesivas de fitorreguladiores y compues -
tos tóxicos que inhiben la morfogénesis
(Boulay, 1984).

b) Conclusiones y perspectivas. La micropro -
pa gación es, entre otras técnicas de cultivo
de tejidos de plantas, aquella que más se
ha difundido y la que tiene mayores aplica -
ciones, sin embargo, es necesario enfatizar
que el éxito de su acción no sólo depende
de los aspectos técnicos, sino también de
otros factores. Es evidente que la necesi -
dad de equipamientos, reactivos e instala -
cio nes son condiciones indispensables pa -
ra iniciar cualquier trabajo de micropropa -
ga ción. Una condición razonable de trabajo
puede muchas veces ser obtenida con un
poco más de creatividad que con recursos
económicos propiamente. Se debe tener
siempre claro, que la micropropagación
representa la optimización de un proceso
de propagación vegetativa, sin introducir
variabilidad genética alguna.

Durante la micropropagación, tres aspec -
tos deben ser constantemente observados:

• El valor genético del clon a ser propa -
gado. Este debe ser el resultado de por
lo menos algún tipo de selección
(Grattapaglia & Machado, 1997).

• La variabilidad en el proceso de micro -
pro pagación entre diferentes clones de
la misma especie. Esto muestra clara -
mente, que no existe una “receta” para
la propagación in vitro de una
determinada especie. El “secreto” está

en ajus tar la metodología al clon en
cuestión.

La búsqueda de alternativas que tornan
a la micropropagación en un proceso
barato, accesible y económicamente
viab le. La embriogénesis somática, el
cultivo en medio líquido, el uso de bio -
reactores, los usos de suspensiones
celulares morfogénicamente activas, el
uso de medios mínimos, la eliminación
de envases de vidrios como recipientes
para cultivo, uso de semilla sintética y
la robotización de la operación del sub -
cul tivo, se encuentran entre las posibi -
lidades que se presentan en un futuro
próximo para tornar la micropropa ga -
ción en un proceso de propagación
vegetativa por excelencia.
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8.1 INTRODUCCIÓN

A lo largo de los últimos años y debido a situa -
ciones climatológicas como el fenómeno de El
Niño en la década de los años 80, Boli via tuvo
que establecer para el Altiplano y valles, pro -
gra mas de emergencia de importación de se -
mi lla debido al efecto drástico de las sequías
en la disponibilidad de semillas en especies
de seguridad alimentaria, además que en este
proceso se introducieron patógenos (principal -
men te, virus y bacterias). Con el tiempo, estas
zonas se han convertido en los focos de dise -
mi nación de enfermedades, tales como la
mar chi tez bacteriana de la papa causada por
Ralstonia solanacearum. Tal es el caso de la
distribución de esta bacteria en los valles de
Chuquisaca, Tarija y Santa Cruz y Cochabam -
ba, reportando los casos en los años 80 y 90
(Coca Morante y Garvizu, 1984; Fernandez-
Northcote y Alvarez, 1993). Se estima que la
enfermedad fue introducida en el país en las
décadas 70 y 80 a través de las diferentes
impor taciones de papa a Bolivia. Ejemplos si -
mi lares han sido reportados en 2008, por Co -
ca-Morante, en relación a la introducción y di -
se minación de la bacteria causante de la bac -
te riosis del palmito al trópico de Cochabamba.

Por otra parte, la opinión generalizada de los
agricultores cuando se refieren a variedades
de multiplicación vegetativa y que actualmen -
te ya no las cultivan, mencionan el hecho de

que su semilla “está cansada”; la que técnica -
men te puede ser explicado por la posible alta
contaminación de virus; en este caso, un pro -
ce so de limpieza viral, contribuiría a superar
estas deficiencias, garantizando la calidad sa -
ni taria de la semilla, favoreciendo a recuperar
su potencial productivo y evitando la disemi -
nacion de enfermedades a otras zonas libres
de éstos.

En este sentido, los virus de papa según Mejía
& Vittorelli (1988) pueden ser transmitidos de
plantas infectadas a plantas sanas de diversas
maneras: por contacto o transferencia de jugo
infectado (instrumentos de labranza, roza -
mien  to entre plantas, manipulación de los
ope radores), por tubérculo semilla infectado,
por insectos vectores (áfidos, trips) u otros.
Para muchas especies propagadas vegetativa -
mente, sean frutales, ornamentales, o alimen -
ti cias, la principal fuente de virus es la infec -
ción crónica de las mismas plantas. Otro pro -
ble ma que afecta a estas especies es la pre -
sen cia de microorganismos (hongos y bacte -
rias) que al igual que los virus, dañan a la
planta, reducen la producción de las mismas
y, peor aún, contaminan los suelos. Un ejem -
plo en frutales es la Agalla de corona
(Agrobacterium tumefasciens).

Los análisis específicos para las enfermedades
del cultivo, tales como DAS-ELISA o PCR,
aná li sis generales para patógenos utilizando
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medios de cultivo para el crecimiento de bac -
te rias y hongos, métodos específicos para la
detección e identificación de patógenos intra -
celulares como virus, viroides y bacterias, per -
mi ten visualizar los síntomas más marcados
de la enfermedad; por lo tanto, la precisión
del sistema de detección aumenta. Por otro
lado, las plantas enfermas pueden tratarse
con técnicas adecuadas para la eliminación
de patógenos como la termoterapia o la qui -
mio terapia en el caso de virus o a través de la
aplicación de antibióticos o desinfectantes en
el caso de bacterias.

Para la recuperación del potencial productivo
de estas especies y que puedan ser multipli -
cadas adecuadamente, es primordial la utili -
za ción de técnicas que acompañan al cultivo
de tejidos vegetales in vitro. Una de las for -
mas es el desarrollo de plantas madre libres
de virus y otro tipo de patógenos (hongos y
bacterias) utilizando las técnicas de cultivo de
meristemas combinadas con otros métodos a
fin de asegurar la eliminación viral y la libera -
ción de otros patógenos. La estrategia genera -
da en Bolivia (Iriarte et al., 2001), y utilizada
con éxito desde la década de los 90, contem -
pla diversas etapas, entre las cuales se pue -
den mencionar las siguientes:

8.2. SELECCIÓN DEL MATERIAL
VEGETAL A SANEAR

Las técnicas de limpieza viral, por su elevado
costo (aproximadamente 500 USD por
variedad o entrada) y por el tiempo que
demandan (no menor a un año), no se pueden
utilizar en cualquier material vegetal, por lo
que la meto dología requiere priorizar el
material vegetal a ser saneado en base a los
siguientes criterios:

a) Por la importancia económica de la espe -
cie a sanear, la misma que debe responder
a una demanda de un sector productivo
agrí cola, por ejemplo la variedad Imilla
negra en papa para el altiplano boliviano o
una variedad de yuca o de banano en el

trópico para una producción comercial
princi palmente.

b) Por la importancia social y cultural, como
es el caso de variedades nativas, que
significan uno de los pocos sustentos para
familias campesinas de zonas de altura y
que han garantizado desde siempre su
seguridad alimentaria, además de signi -
ficar un invalorable recurso filogenético.

c) Por la cobertura geográfica que demanda -
ría el cultivo de cualquiera de estas espe -
cies, que debe significar un beneficio y/o
participación de varias comunidades.

En el caso de los bancos de germoplasma,
donde se conservan y salvaguardan un núme -
ro importante de entradas, mismas que cons -
ti tu yen nuestra riqueza fitogenética, la necesi -
dad de contar con material libre de virus radi -
ca en que cada entrada es muy probable que
sea devuelta y re introducida a sus zonas de
origen, sea utilizada en programas de mejora -
miento o sirva de material madre dentro de un
programa de producción de semilla. En cada
uno de estos casos, un material madre libre
de virus es sencillamente primordial.

8.3 TÉCNICAS DE LIMPIEZA VIRAL

8.3.1. Cultivo de meristemas

Esta técnica consiste en aislar el meristema y
sembrarlo en un medio de cultivo adecuado
que posibilite el desarrollo de una planta
completa (Figura 1). 

El término cultivo de meristema por lo general
no es correctamente empleado ya que en la
mayoría de los casos se siembra el domo
meristemático acompañado por uno o dos
primordios foliares. El domo es una estructura
de menos de 0,1 mm de diámetro, muy difícil
de extraer con éxito en forma aislada y de la
cual resulta frecuentemente complicado
obtener plantas completas (Conci, 2004). El
meristema apical es definido como un domo
de tejido localizado en el extremo de la punta
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de un brote con 0,1 mm de diámetro y una
longitud de 0,25 a 0,4 mm; estos tejidos
comprenden células que son anatómicamente
indistinguibles, pero normalmente se agrupa
en las zonas arbitrarias como la túnica,
cuerpo, células de la madre central, cada una
de las dos partes laterales del meristema
considerado de frente y yemas de meristemas
(Karta, 1981; Pierik, 1987).

8.3.1.1. Distribución de los virus en la planta

El cultivo de meristemas como una técnica
para el saneamiento de clones afectados por

patógenos, especialmente virus, se fundamen -
ta en que la distribución en los tejidos de una
planta no es uniforme, y su concentración
tien de a disminuir progresivamente hacia el
meristema apical del tallo. Esto aumenta la
posibilidad de obtener plantas sanas mediante
la escisión y el cultivo de meristemas en me -
dios nutritivos estériles (Roca y Jayasinghi,
1982).

Los virus en la planta no están uniformemente
distribuidos. En las infecciones sistémicas al -
gu  nos están limitados al floema o a pocas cé -
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Figura 1. Diagrama de la región meristemática apical y
la región meristemática sub apical con primordios foliares

Fuente: (Mejía & Vitorelli, 1988).

Ápice y esbozos foliares en papa. Meristema y primordia foliares en papa.



lu las parenquimáticas adyacentes; otros invo -
lucran a todas, o casi todas, las células de la
planta. Los meristemas suelen tener pocos o
ningún virus, las razones para que ello ocurra
(Conci, 2004) no están esclarecidas comple -
ta mente, pero se mencionan como posibles
las siguientes:

• Sistema vascular poco diferenciado. Los
virus son rápidamente transportados a lo
largo de toda la planta por el floema y así
se distribuyen sistémicamente.

• Elevada actividad metabólica. Presumible -
mente es más difícil para un virus invadir
células con elevada actividad metabólica,
como es el caso de las células meristemáti -
cas, donde tiene lugar una activa mitosis.

• Elevadas concentraciones de auxinas. Se
ha observado que elevadas concentracio -
nes de 2,4-D en el medio de cultivo inhi -
ben la multiplicación de los virus. Por lo
tan to se puede suponer que las altas con -
cen traciones de auxinas endógenas exis -
ten tes en los ápices meristemáticos pue -
den producir un efecto similar.

También se pueden obtener plantas libres de
bacterias y hongos por el cultivo de meriste -
mas. Los bacterias que se pueden eliminar
son: Pectobaterium (anteriormente Erwinia),
Ralstonia solanacearum (anteriormente
Pseudomonas solanacearum), Xanthomonas
sp. y Bacillus sp.. Los géneros mas impor -
tantes de hongos son: Fusarium, Verticillium,
Phialaphora y Rhizoctonia (Lucas, 2004).

8.3.1.2. Factores que determinan el cultivo de
meristemas

Los factores que determinan el cultivo de me -
ris temas están relacionados principalmente al
material inicial, por tanto se describen algu -
nas consideraciones a tomar en cuenta:

a) Influencia del material inicial

• Tipo y edad del explante inicial. La
selección de un adecuado explante ini -
cial determina mejores resultados en la
regeneración o formación de plantas in

vitro. Este varía en dependencia de las
características morfológicas de las es -
pe cies (García y Noa 1998). Es aconse -
jable trasladar previamente las plantas
a invernadero, con la finalidad de some -
terlas a un proceso de cuaren tena, para
mejorar las condiciones sani tarias y te -
ner la disponibilidad de los explantes a
mano.

• Tamaño del explante inicial. El tamaño
de los meristemas es directamente pro -
por cional a su regeneración y creci -
mien to posterior in vitro. El riesgo de
aparición de patógenos en los tejidos
vegetales aumenta con el incremento
del tamaño de los explantes iniciales. A
menor tamaño de los explantes, existe
una mayor probabilidad de obtener
plan tas libres de virus, a su vez, la rege -
neración de los meristemas en plántu -
las es menos probable (Aguirre, 1990).

El tamaño del inóculo es importante pues
se tienen meristemas que miden de 0,01 a
0,1 mm de diámetro, y ápices de tallo que
miden de 0,1 a 0,3 mm de diámetro;
gene  ral mente el número de plántulas libres
de virus producidas es inversamente
proporcional al tamaño del meristema o
ápice cultivado (Walkey, 1978 citado por
Lucas, 2004). Usando este principio, Mori
y Ho so kawa (1977) y Logan y Zettler
(1985), citados por Helliot, et al. (2004),
reportan la obtención del 100% de plantas
libres del CMV en Lilium y Gladiolo
respectivamente.

El tamaño recomendado es variable y de -
pen de del hospedante, de tratamientos
pre vios (termoterapia, quimioterapia, etc.)
y del o los virus involucrados. En algunos
casos no sólo es importante considerar la
especie hospedante, sino también el culti -
var, ya que se han detectado notables dife -
r encias entre ellos (Aguirre, 1990; Conci
2004).

• Características genotípicas. Existe una
marcada influencia del genotipo en el
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éxito del cultivo de meristemas, donde
los porcentajes de establecimiento va -
rían no sólo entre especies, sino inclu -
sive entre variedades y clones (García &
Noa 1998).

• Estación o momento de la extracción.
Los meristemas en activo crecimiento
son los más recomendados por su alto
potencial de desarrollo, situación que
favorece las posibilidades de obtener
plantas libres de virus. Para especies
vegetales con períodos de dormancia
definidos, los mejores resultados se ob -
tie nen cuando los meristemas están
despiertos y comienzan a brotar. En
caso de ser necesario, se recomienda
desper tar el material con pre tratamien -
tos; los más usados consisten en some -
ter a los explantes a períodos de oscuri -
dad y de frío (variable según la especie)
y/o al uso de ácido giberélico (Conci,
2004). En el caso de tubérculos, es
posible inducirlos a brotar de manera
natural, poniéndolos en contacto con
frutos que en su proceso de madura -
ción, emiten etileno. Asimismo, la
adición de citoquininas en el agua de
riego en plantas en maceta favorece la
emisión de yemas para su posterior
cultivo in vitro.

b) Medios de cultivo. El medio de cultivo es
un factor esencial ya que en él juegan un
papel vital los requerimientos nutriciona -
les, hormonales y ambientales, específicos
de la especie que estemos cultivando; es
importante, por otro lado, que éstos deben
sean semejantes a los que se tienen en
condiciones naturales (Lucas, 2004). La
composición del medio nutritivo es com -
pleja, ya que un meristema es una porción
mínima de la planta. Cada especie vegetal
es diferente e incluso distintas variedades
de una misma especie pueden requerir un
medio diferente.

Los medios MS son los más utilizados en
especies herbáceas. Los reguladores sue -
len utilizarse en bajas concentraciones

(0,1-0,5 mg/l); normalmente se recomien -
da la adición de los tres reguladores de cre -
ci miento: la auxina puede ser necesaria
para la formación de raíces, auxinas y cito -
qui ninas para estimular la división celular;
se añaden a veces las giberelinas para lo -
grar la elongación del vástago. Los meriste -
mas se aíslan sobre medio sólido, aunque
en algunos casos se utilizan medios líqui -
dos. El pH por lo general se sitúa entre 5,6
y 5,8 (Karta, 1981). Frecuentemente se
utiliza vitaminas: vitamina B1, piridoxina,
ácido nicotínico, ácido pantoténico, el azú -
car habitual en reemplazo de sacarosa (2-
6% p/v) (Auge & Boccon 1989); también
se incorporan al medio otros componentes
orgánicos que favorecen a la regeneración
de los meristemas como mioinositol y ca -
seí na pancreática. En la preparación de los
medios de cultivo para la regeneración de
meristemas de camote, oca y papalisa,
una previa filtración del azúcar común en
carbón activado (Anexo II), adsorbe las
toxi nas presentes en el azúcar y de esta
ma nera se favorece a una mayor regenera -
ción de los meristemas (Aguirre, 1990).

c) Condiciones de incubación. La temperatu -
ra normal de crecimiento es de 21 a 25ºC;
aunque la mayor parte de las plantas bul -
bo sas requieren una temperatura más
baja. Temperaturas más altas (35-39°C) se
utilizan solamente, para inactivar al virus.
Los meristemas se cultivan a 16 horas de
fotoperiodo de 1.000-3.000 lux, a veces la
luz fluorescente se suplementa con algo de
luz roja. En ocasiones es necesario utilizar
una irradiación más baja durante los
primeros días después del aislamiento
(Jiménez, 1998).

8.3.1.3. Fases del cultivo de meristemas

Según Navarro (1987), Auge & Boccon
(1989), Aguirre (1990), Krikorian (1991) y
Lucas (2004), el proceso de cultivo in vitro de
meristemas incluye varias etapas, que son:

• Fase 0. Selección de la planta madre y
verificación del estado sanitario.
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• Fase I. Establecimiento del cultivo
aséptico. 

• Fase II. Propagación de propágalos y sub
cultivos 

• Fase III. Enraizamiento de los propágulos
obtenidos. 

• Fase IV. Aclimatación.. 

• Fase VI. Control de virus y verificación del
nuevo estado sanitario.

• Fase VII. Multiplicación masiva de las
plantas sanas.

a) Selección de la planta madre y verifica -
ción del estado sanitario. Para la mayoría
de las plantas propagadas in vitro, el mate -
rial inicial es una planta seleccionada por
sus características fenotípicas que respon -
den al clon o variedad a propagar y por sus
condiciones sanitarias y de vigor. Una
prac ti ca común para uniformar el estado
fisiológico de los explantes es cultivar las
plantas donadoras en ambientes controla -
dos de luz y temperatura y humedad relati -
va, con niveles óptimos para el desarrollo
(Jiménez, 1998).

Si la planta madre se encuentra enferma,
se debe conocer el virus específico presen -
te. Pues así las condiciones de cultivo
varían, aplicándose termoterapia, quimio -
te ra pia o simplemente el cultivo de meris -
te mas (Navarro, 1987). El uso de serolo -
gía, ELISA o plantas indicadoras permite
conocer el tipo de virus a erradicar y por
ende la estrategia a utilizar.

b) Establecimiento del cultivo aséptico. Para
efectuar el establecimiento de los explan -
tes, se sigue en cámara de flujo laminar el
aislamiento del meristema (Navarro,
1987), ello de la siguiente manera: se de -
be limpiar de forma previa los vástagos
cui da dosamente. Se retiran las hojas de los
vástagos, siempre que sea posible, y en -
ton ces los vástagos (o yemas, si no se han
retirado las hojas) se sumergen durante 30
segundos en alcohol de 70% v/v para
elimi nar las ceras presentes en superficie.
Lue go se esteriliza durante 10 minutos en

una solución con lejía al 3-10% (v/v), con -
te  nien do (Tween 20), lavando inmediata -
men te y por lo menos en tres oportunida -
des con agua destilada y esterilizada.

Con la ayuda de un estéreo microscopio
(aumento de 20 - 40 x), se retiran una por
una las hojas restantes y los primordios
foliares, utilizando en esta operación:
bisturíes nº 11, agujas de jeringa u hojas
de rasurar cortadas a bisel montadas sobre
un mango a presión. El meristema obteni -
do con los primordios foliares (de 0,1 a
0,2mm de tamaño) se siembra inmediata -
mente sobre un medio nutritivo en medio
sólido y en tubos de ensayo y se traslada a
la cámara de crecimiento.

Los tubos de ensayo conteniendo los me -
ris temas se deben revisar periódicamente
para observar el desarrollo de lo que será
la futura planta (formación de hojas,
yemas, tallo, etc.). Con la finalidad de
acelerar el crecimiento, es recomendable
cambiar el meristema cada semana a un
medio de cultivo fresco.

c) Fase de propagación de propágalos y
subcultivos. En esta fase se deben separar
los propágulos obtenidos y pasarlos a un
medio fresco para la proliferación de nue -
vos brotes y para el desarrollo de los mis -
mos. Los subcultivos se hacen de acuerdo
a la cantidad de material requerido; cada
subcultivo dura de 4 a 6 semanas (Lucas,
2004). La multiplicación puede efectuarse
por proliferación de brotes axilares, brotes
adventicios, formación de embriones
somá ti cos, etc., tratando siempre de evitar
la formación de callo como paso previo a la
diferenciación. Es frecuente que después
de dos o más sub cultivos aumente el
núme ro de yemas que se producen a partir
de un explante (Conci, 2004).

d) Fase de enraizamiento de los propágalos
obtenidos. Fase en la cual se procede al
enraizamiento de los propágulos para la
obtención de plantas completas; dura nor -
malmente cuatro semanas. En algunos
casos, prin ci palmente en plantas herbá -
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ceas, el enraizamiento sucede sin mayor
cambio de medio; en otros casos, como en
el banano y en frutales de clima templado,
es impres cindible utilizar un medio rico en
auxinas.

e) Fase de aclimatación. El traspaso de
condiciones in vitro a condiciones ex vitro
reviste una particular importancia; el ma -
yor problema en esta etapa es la deshidra -
tación debida a algunas características
ana tó micas de las plantas in vitro (reduci -
da cera epicuticular, lentitud de movimien -
to estomático, abundantes espacios inter -
ce lu lares, dificultades en la conexión entre
el tallo y la raíz).

Esta fase reviste un extremo cuidado. Es
imprescindible contar con un invernadero
de aclimatación y dentro de éste, con áreas
aisladas y a prueba de áfidos para evitar
cual quier recontaminación. Conviene
trans  fe rir las plantas a macetas y mante -
nerlas con alta humedad relativa durante
los primeros 15 días, o cubrir las plantas
con polietileno o recipientes de vidrio
trans  parente, a modo de cámara húmeda,
y descubrirlas progresivamente hasta
destaparlas completamente al cabo de 3 ó
4 semanas. La etapa de acondicionamien -
to a invernadero dura de 6 a 8 semanas
(Conci, 2004). Nuestra experiencia indica
que a las cuatro semanas, las plantas ya
es tán bien aclimatadas, además de mos -
trar un desarrollo adecuado para poder to -
mar muestras para la verificación sanitaria.

f) Fase de control de virus y verificación del
nuevo estado sanitario. Una vez obtenidas
las nuevas plantas a partir de meristemas,
las mismas deben ser evaluadas en rela -
ción a su nuevo estado sanitario; para lo
cual, un lote de las mismas se las mantie -
ne aisladas durante un mes en condiciones
de invernadero, para luego ser indexadas
hacia virus. No se recomienda efectuar
estos indexajes en plantas in vitro, debido
a que la presencia viral puede estar laten -
te, corriéndose el riesgo de obtener resulta -
dos erróneos.

g) Fase de multiplicación masiva de las plan -
tas sanas. Una vez comprobado el nuevo
estado sanitario de las plantas, las mismas
pueden ser multiplicadas masivamente y
pueden ser incorporadas dentro de un sis -
te ma formal de certificación de semillas.

8.3.1.4. Aplicaciones del cultivo de meristemas

El cultivo de meristemas es utilizado en la
multiplicación rápida de especies vegetales,
para la obtención de plantas libres de patóge -
nos, genéticamente idénticas a la planta ma -
dre y para la conservación de germoplasma a
bajas temperaturas, ello a fín de constituir un
stock de colecciones genéticas que pueden ser
utilizadas posteriormente en la propagación y
certificación de plantas sanas.

8.3.1.5. Técnicas complementarias al cultivo
de meristemas

a) Termoterapia. Para mejorar la eliminación
de patógenos, técnicas de termoterapia
pueden ser utilizadas de manera conjunta
con el cultivo de meristemas, cuando no
llega a ser lo suficientemente eficaz sola -
mente el cultivo de meristemas (Helliot, et
al. 2004).

La termoterapia consiste en la exposición
de plantas madre infectadas tanto comple -
tas, como órganos o fragmentos de ellas a
tratamientos con temperaturas altas (36-
52º C) o bajas (4º C), durante determina -
dos períodos de tiempo. Esta técnica pue -
de ser utilizada inicialmente en las plantas
madre, previa excisión meristemática, o
directamente en plantas ya establecidas in
vitro. El principio básico de los tratamien -
tos radica en la posibilidad de eliminar la
replicación viral, en la hipótesis de que los
virus son termosensibles, en rangos de
tem peraturas y tiempos que sólo afectan
ligeramente a los tejidos vegetales (Nava -
rro, 1987; Aguirre, 1990, García & Noa,
1998).

Esta práctica no es efectiva para todos los
virus por igual, depende del virus y del hos -
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pe dante. Se ha observado que un mismo
virus en distintas especies se inactiva en
forma diferente. Generalmente, esta prácti -
ca ha resultado más efectiva en virus de
partí culas alargadas (Aguirre, 1990;
Conci, 2004).

La técnica consiste en someter gradual -
men  te a las plantas, de preferencia in
vitro, a temperaturas ascendentes, a un
ran go de 1º C por día, de manera que a los
quince días de iniciado el tratamiento, las
plántulas in vitro se encuentren a una tem -
peratura igual o superior a los 36º C. Las
plantas son sometidas a esta tempera tura
un mínimo de tres a cuatro semanas, pos -
te riormente, se obtienen sólo los meris te -
mas y se los siembra en tubos de ensayo
con el medio de cultivo adecuado (Anexo
II).

Actualmente la alternativa de más éxito es
el cultivo de meristemas apicales, frecuen -
te mente combinado con termoterapia.
Cuan do estos métodos son usados, las
plantas no sólo son liberadas de virus, sino
también de hongos y otros patógenos
(Lucas, 2004).

b) Quimioterapia. Es un método que consiste
en la aplicación de productos químicos co -
mo Ribavirin o Virazole al medio de cultivo,
con la finalidad de obtener plantas libres
de patógenos y asegurar la obtención de
ma terial sano. La adición de Virazole en
dosis de 100 mg/l, en el medio de cultivo
durante más de 127 días, condujo a la
efectiva erradicación del CMV en cultivos
de Nicotiana rustica; sin embargo el creci -
miento de tejidos se vió reducido.
Simpkins, et al. (1981), citado por Helliot,
et al. (2004). La aplicación de estos anti -
virales al medio de cultivo en concentracio -
nes variables de 10 a 50 mg/l, y en algu -
nos casos hasta 100 mg/l, combinándolos
con el cultivo de meristemas permite la
pro  ba bilidad de obtener plantas libres de
virus. Un problema importante con el Vira -
zole es su fitotoxicidad, que a su vez de -
pen  de de la dosis empleada y de la especie

de planta utilizada (Navarro, 1987; Conci,
2004).

Debido a que la multiplicación de los virus
esta íntimamente ligada al metabolismo
celular del hospedante, se podría sustentar
que la aplicación de sustancias químicas
específicas a plantas o tejidos infectados
puede acelerar su metabolismo y podría
bloquear el mecanismo de síntesis de los
virus y eliminarlos. Sin embargo el uso de
las sustancias quimioterapeuticas a dosis
elevadas ha resultado fitotóxica destru yen -
do las células de los tejidos tratados o
reapa reciendo en plantas (Roca &
Jayasinghi, 1982).

c) Electroterapia. La electroterapia consiste
en pasar corrientes eléctricas a través de
los tejidos infectados del vegetal. Cuanto
mayor sea la resistencia y más alto el am -
peraje, más calor se genera. La producción
de calor es el principal cambio físico oca -
sio nado por la corriente y el causante pri -
mordial de sus efectos letales. La aplica -
ción de pulsos eléctricos para eliminar
virus de tejidos de plantas ha llamado mu -
cho la atención. Lozoya –Saldana et al.
(1996), citados por Helliot, et al. (2004)
reportan la eliminación del PVX a partir de
diferentes clones de papa.

Algunos investigadores han obtenido resul -
ta dos interesantes en cultivos de importan -
cia económica, aplicando este método en
especies como: caña de azúcar (73- 100%
de plantas sanas con 5 - 20 volt durante 5
minutos); en ajo (53- 100% de plantas
sanas con 10-20 volt durante 5-30
minutos); papa (más de 84% de plantas
sanas con 5 volt durante 5 minutos)
(Hernández et al., 1997 citado por
Hernandez & Nápoles, 2004).

d) Crioterapia. Para varios cultivos, la criopre -
ser vación ha sido usualmente utilizada
para superar limitaciones encontradas en
las estrategias de conservación de germo -
plas ma en semillas, in vitro o en campo.
La conservación a ultra bajas temperaturas
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(Helliot, et al. 2004), usualmente a - 196º
C , permite una conservación a largo plazo
de los recursos fitogenéticos, almacenán -
do se las plantas en ambientes libres de
contaminación.

En 1997, Brison, et al., citados por
Helliot, et al. (2004), demostraron por
primera vez que los criotratamientos son
utilizados no solamente para la conserva -
ción de germoplasma, sino también para la
erradicación viral. La criopreservación per -
mitió liberar de virus al 50% de brotes de
un lote de plantas de cerezo infestadas con
el virus de la viruela del cerezo.

La crioterapia actualmente es una técnica
utilizada para inhibir la replicación viral.
Consiste en líneas muy generales, en
deshi dra tar previamente al explante,
sumergiéndolo en una solución de Sorbitol
0,5M, con la finalidad de favorecer el pro -
ce so de congelamiento a -196 ºC (Helliot,
et al., 2004).

La utilización de la criopreservación para la
erradicación viral del mosaico del pepino
CMV y del virus del rayado del banano
BSV, fue investigada por Helliot, et al.
(2002).

Plantas de banano var. Williams fueron
mecánicamente infectadas por CMV y na -
tu  ral mente infectadas con BSV. Se prolife -
ra ron meristemas de las plantas infecta -
das, posteriormente los grupos de meriste -
mas fueron excisados para ser criopreser -
vados. El estado sanitario de las plantas
regeneradas in vitro fue verificado median -
te el test ELISA. La supuesta limpieza viral
fue posteriormente verificada, previa acli -
matación de las plantas in vitro. La
frecuen cia de erradicación viral para CMV
y BSV fue del 30 al 90% respectivamente.
En comparación, la frecuencia de plantas
libres de virus regenerdas directamente del
cultivo de meristemas correspondió a valo -
res de 0% y 52% para CMV y BSV respec -
ti va mente. Luego de las pruebas serológi -
cas correspondientes, se ha concluído que

esta técnica es válida para obtener plantas
libres de virus en banano y plátano (Helliot
et al., 2002).

8.3.2. Técnicas avanzadas de diagnóstico
de virus

En las últimas décadas se han realizado im -
por tantes avances en la detección de virus. La
detección serológica fue ampliamente mejora -
da con la aplicación de ELISA (Enzyme linked
immunoabsorbent assay). En la década de los
80, esta tecnología todavía fue mejorada con
los anticuerpos monoclonales y su aplicación
a un gran número de virus que afectan a plan -
tas. Así mismo, la hibridización de acido nu -
cleí co ha sido utilizado en la detección de
virus y viroides. La clonación de ácido nucleí -
co de plantas y el desarrollo de métodos de
detección no radioactiva ha incrementado la
utilidad de la hibridación de ácido nucleíco
pa ra la detección de virus. Recientemente el
desarrollo de PCR (Polymerase chain reaction)
ha mejorado grandemente la sensibilidad de
detección. Finalmente, La PCR immunocaptu -
ra combina los avances de la serología y PCR
como un método altamente sensible de
detección.

8.4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las técnicas de obtención de plantas libres de
virus, son una de las más importantes
contribuciones del cultivo de tejidos in vitro
hacia la agricultura, al evitar cualquier
diseminación de enfermedades hacia zonas
libres de éstas y al favorecer la difusión de
material vegetal libre de patógenos, que
pueden a su vez demostrar su verdadero
potencial productivo, además de mantener su
alta calidad genética.

Asimismo, la conservación de recursos fitoge -
néticos debe partir inicialmente de un proceso
de identificación y de erradicación de enfer -
me dades virales dentro de sus colecciones. Es
altamente riesgoso diseminar variedades sin
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antes no haber sido sometidas las mismas a
un proceso previo de limpieza viral.

Una de las grandes oportunidades para desa -
rro llar nuestra agricultura es que los  progra -
 mas de certificación de semillas impulsados
por el INIAF, necesariamente deben basarse
en estas técnicas para garantizar la alta cali -
dad genética y sanitaria de su material madre.
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9.1. INTRODUCCIÓN

La reproducción de plantas en nuestro medio
se realiza principalmente mediante semillas
producidas por los agricultores y/o empresas
especializadas semilleristas. Este material no
es uniforme genéticamente, a consecuencia
del manejo efectuado y en plantas alógamas
por la fecundación abierta que presentan.

La obtención de plántulas con características
genotípicas y fenotípicas comunes, se pueden
realizar mediante cultivo de tejidos y cultivos
celulares que posibilitan el mejoramiento y un
puente necesario para llevar a cabo las mani -
pu  la ciones fenotípicas y genotípicas desde el
laboratorio hasta el campo para la obtención
de plántulas y/o semillas puras de excelente
calidad. Para este propósito se tienen varias
técnicas que el laboratorio puede seguir de
acuerdo con la especie a tratar y con los obje -
tivos que se pretenda seguir en las investiga -
ciones y en la producción masiva.

El Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agrícolas, Pecuarias,
Forestales y Veterinarias de la UMSS ha
realizado investigaciones con esta técnica,
para lo cual se realizaron dos trabajos
experimentales con la especie Daucus carota
(zanahoria), como especie tipo con las tesis
de Mary Luz Florero Orellana y María Elena
Reyes Alvares en 2001, posteriormente se

realizó también en Saintpaulia ionantha H.
Wendl (violeta africana) de Nelson Chávez
Alcoba en 2007.

Con estas técnicas se lograron obtener gran -
des volúmenes de plántulas genotípicamente
y fenotípicamente iguales a la planta madre.

9.2. MULTIPLICACIÓN VEGETATIVA

El método de multiplicación más sencillo es
por simple división de la planta, o por esque -
jes, que se realizan cortando pequeñas seccio -
nes de tallos u hoja y colocándolas en un sus -
trato estéril con una temperatura templada de
10 a 12º C. Murashige (1962), citado por
Roca y Mroginsky (1991).

En la multiplicación clonal o vegetativa de
plan  tas se utilizan tejidos vegetales que con -
serven la potencialidad de multiplicación y
dife renciación celular (totipotencia celular)17

para generar nuevos tallos y raíces a partir de
cúmulos celulares presentes en diversos
órganos Krikorian (1985), citado por Roca y
Mroginsky (1991).

La multiplicación vegetativa comprende desde
procedimientos sencillos, conocidos de tiem -
pos inmemoriales por los campesinos de todo
el mundo hasta procedimientos tecnológica -

Capítulo 9
Embriogénesis somática

y mutagénesis

Juan Villarroel & Nelson Chávez

17  * Docente  FCAFyV; ** Investigador  laboratorio



mente avanzados, basados en la tecnología
del cultivo de tejidos vegetales, mediante los
cuales se puede lograr la propagación masiva
de plantas genéticamente homogéneas,
mejoradas y libres de parásitos (Debergh &
Zimmerinan, (1998).

9.3. MORFOGÉNESIS

La morfogénesis es el resultado de una organi -
zada división y diferenciación celular con
patro nes definidos, que depende básicamente
de la actividad y expresión de criterios genes.
Tales procesos se relacionan íntimamente con
múltiples factores que son imposibles de defi -
nir aisladamente, ya que interactúan en cada
fenómeno morfogenético.

La embriogénesis somática y la organogénesis
son dos procesos morfogénicos que suceden
frecuentemente durante el cultivo in vitro de
especies vegetales (Radice, 2008).

a) Embriogénesis directa u Organogénesis.
Es la formación de órganos a partir de los
tejidos proporcionados por el explante. La
organogénesis normalmente envuelve la
regeneración de yemas a partir de células
meristemáticas.

b) Embriogénesis indirecta. Durante este pro -
ceso se requiere previamente la formación
de un tejido desdiferenciado y desorgani za -
do al que se denomina callo, a partir de
este se desdiferencia el tejido. La embrio-
gé ne sis somática imita a la embriogénesis
cigótica que es la formación de embriones
a partir de tejidos somáticos in vitro, de
esta manera la embriogénesis somática y
cigótica culminan en la formación de una
planta entera a partir de una célula.

9.4. DIFERENCIA ENTRE
ORGANOGÉNESIS Y
EMBRIOGÉNESIS

A continuación se detallan tres diferencias
principales: 

• Los embriones somáticos poseen sistema
vascular con conexiones como un sistema
de explante inicial, como ocurre en la
organogénesis.

• La estructura formada durante la embrio -
gé nesis es bipolar (con eje caulinar y
radicular).

• En la organogénesis son formadas yemas
caulinares que más tarde darán origen a
las raíces adventicias.

9.5. EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA

La embriogénesis somática es un proceso
bioló gico a partir del cual una célula o un gru -
po de células somáticas transforman y se
com portan como un cigoto originando un em -
brión (semilla), que posteriormente formará
una nueva planta.

9.6. CARACTERÍSTICAS DE LA
EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA

Es posible la reproducción asexual de plantas
por cultivo de tejidos gracias a que cada una
de las células de una planta posee la capaci -
dad necesaria como para permitir el creci -
mien to y desarrollo de un nuevo individuo, sin
que medie ningún tipo de fusión de células
sexuales o gametos. Esta capacidad está dada
por la información genética contenida en el
DNA nuclear de cada célula somática y se
deno mina totipotencialidad de la célula. Bási -
camente la multiplicación asexual se puede
realizar debido a que las células poseen un
mecanismo de división mitótico, mediante el
cual, los vegetales cumplen sucesivas etapas
de crecimiento y desarrollo. La división celular
mitótica implica una replicación de los cromo -
somas de las células hijas, por lo que las
mismas poseen un genotipo idéntico al de la
célula madre (Reinert et al, 1958; Steward et
al, 1958; Bracks-Husemann et al, 1970 cita -
do por Roca & Mroginski, 1991).

Las células vegetales crecidas en condiciones
asépticas sobre medios de cultivo adicionados
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con reguladores del crecimiento (llamados
tam   bién hormonas vegetales), pueden divi dir -
se dando dos tipos de respuesta. Una desdife -
renciación celular acompañada de crecimien -
to tumoral, que da lugar a una masa de célu -
las denominada callo la cual, si se crean las
con diciones adecuadas es capaz de generar
órganos (organogénesis o embriogénesis di -
rec ta) o embriones somáticos (embriogénesis
somática denominada también embriogénesis
indirecta).

Los embriones somáticos mantienen una simi -
litud con los embriones cigóticos, sin embargo
tanto in vivo como in vitro pueden ocurrir
algu nas anormalidades en el desarrollo, por
ejem plo la faciación y la fusión de los cotile -
do nes Flick et al, (1983); Thorpe, (1983)
citado por Roca & Mroginski (1991). 

El embrión somático presenta las siguientes
características:

• Tiene autonomía frente al tejido generador
(protegido generalmente por una epider -
mis). Histológicamente se plantea que no
tiene conexión vascular con el tejido que le
dio origen por lo que pueden ser separados
fácilmente de este, mediante agitadores
sheiker.

• Es una estructura bipolar con un ápice
radical apical y cotiledones.

• Presenta bandas procambiales entre los
ápices.

Los embriones somáticos como estructuras bi -
po  lares presentan un eje apical-radical, aisla -
dos por un tejido epidérmico, así mismo no po -
seen conexión con el tejido materno. Estas es -
tructuras bipolares deben ser capaces de cre cer
y formar plantas normales (Jimenez, 1998).

La embriogénesis somática es la formación de
embriones a partir de células somáticas que
no son producto de la fusión de gametos, por
lo que cada una de las plántulas que se pro -
du cen son fenotípica y genotípicamente idén -
ticas a la planta original de la que se deriva.

9.7. EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA
DIRECTA

La embriogénesis somática directa de acuerdo
a Gómez (1999), ofrece la posibilidad de
obtener embriones somáticos directamente
desde células aisladas o grupos de células sin
la formación de callos, este desarrollo directo
es producto de la fusión realizada por la com -
posición del medio de cultivo y el origen del
explante. Esto ofrece la posibilidad de generar
muchas aplicaciones como:

• Clonado directo de híbridos comerciales
F1, para especies donde el material puede
ser vendido como plantas jóvenes para
trasplante a campo.

• Clonado rápido de un material de aprecia -
do valor para el mejoramiento, en el estado
más temprano posible de su ciclo de vida
después del cruzamiento.

• Selección in vitro y mejoramiento de las
características fenotípicas y genotípicas
pa ra diferentes caracteres de plantas com -
pletas en el estado más temprano posible
de su ciclo de vida.

• Generación de plantas jóvenes, clones de
especies fruto del mejoramiento donde ca -
da semilla representa un genotipo diferen te.

• Mecanización y automatización de la
propagación micro clonal mediante el uso
del sistema de biorreactores.

La embriogénesis somática directa, se produ -
ce cuando los embriones se forman directa -
men te de las células del explante (por ejemplo
células epidérmicas).

9.8. EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA
INDIRECTA

La embriogénesis somática indirecta según
Gómez (1999), ocurre cuando las células del
tejido deben sufrir varias divisiones mitóticas
en presencia de una auxina durante la induc -
ción del estado de células embriogénicas. Es -
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tas divisiones mitóticas dan lugar a un callo,
aunque también pueden obtenerse a partir de
suspensiones celulares y protoplastos. Los
embriones somáticos pueden ser obtenidos
desde varias fuentes de cultivos tales como
hojas jóvenes, inmaduras, inflorescencias,
peciolos, entre otros. La reacción del explante
para la embriogénesis está determinada por la
edad de éste, así con la concentración de
auxinas y citoquininas empleadas.

Existen dos tipos de embriogénesis indirecta,
una conocida como embriogénesis somática
de baja frecuencia, en la que el número de
ca llos con embriones somáticos es mayor,
aun que se forman pocos embriones somáticos
por callo o en pequeños grupos que se desa -
rrollan completamente pasando por los dife -
ren tes estados de desarrollo. La otra conocida
como embriogénesis somática de alta fre -
cuen cia, donde los embriones somáticos apa -
recen entre las 16 a 20 semanas de cultivo,
no se desarrollan completamente y se mantie -
nen en estado globular, agrupados en un nú -
me ro mucho mayor, aunque estos grupos apa -
recen en un número menor de callos (Gómez,
1999).

La embriogénesis somática indirecta se produ -
ce con la formación de embriones a partir de
ca llos embriogénicos y que, la gran mayoría de
los sistemas que forman embriones somáti cos,
lo hacen mediante la llamada ruta indi rec ta.
En las dicotiledóneas, por ejemplo las células
totipotentes siguen patrones de divi sión y dan
origen a pro-embriones, las cuales a su vez
dan origen a las etapas de corazón torpedo y
cotiledonar; en sí, el desarrollo es pro gresivo
según el patrón cigótico normal, Ló pez et al.
(1993) citado por Florero (2001).

9.9. FASES DE LA EMBRIOGÉNESIS
SOMÁTICA (ES)

El proceso de la embriogénesis somática indi -
recta de acuerdo a Fujimura & Komamine
(1980) citado por Roca & Mroginski (1991) y
Pérez (1998), pasa por cuatro fases (0, 1, 2,
3) reconocidas desde los estadios tempranos
de desarrollo (Fig. 1), las cuales fueron obser -
vadas en zanahoria (D. carota). En el labora -
torio de la FCAPF y V se obtuvieron los mis -
mos estadios tanto en zanahoria como en
violetas africanas, las que se muestran a
continuación.
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Figura 1. Esquema de fases de la embriogénesis somática

Fuente: Roca & Mroginski (1991).



Durante la fase 0, la célula aislada por conti -
nuas divisiones forma los agregados celulares
embriogénicos con la presencia de la auxina
en el medio de cultivo; en este tiempo, los
agre gados de células formados desde las
células aisladas, ganan la habilidad para el
desarrollo de embriones cuando la auxina es
eliminada del medio, dando lugar al estadio 1
(agregado celular). Este agregado es inducido
a un nuevo medio libre de auxina en el cual
ocurre una rápida división celular de ciertas

partes del agregado celular, dando origen a la
fase 2 (globular). En esta fase se produce una
división celular acelerada de ciertas partes del
agregado producto de la polarización de la
sín tesis de ADN, dando lugar al embrión glo -
bular en la fase final (fase 3), prosigue el con -
ti nuo desarrollo del embrión al estado de cora -
zón, posteriormente al estado de torpedo,
denominados así por la apariencia que estos
presentan.
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Figura 2. Diferentes formas de células desdiferenciadas en violetas (S. ionantha)

Figura 3. Embriones en estado globular



Figura 4. Embriones en estadio de corazón
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Figura 5. Embrión en estado de torpedo

Figura 6. Embriones en estado cotiledonar



9.10. FACTORES QUE INFLUYEN EN
LA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA

Los factores que influyen en la embriogénesis
somática son: Tipo de explante, genotipo,
estado fisiológico, edad de la planta dona do -
ra, medio de cultivo, interacción de los regula -
dores de crecimiento (auxinas y citoquininas),
ambiente, y otros (Radice, 2008).

9.11. INDUCCIÓN MUTAGÉNICA

Con el propósito de observar la acción muta -
gé nica en el cambio del color de las flores en
Saintpaulia ionantha (violeta africana), se
realizó una investigación con la tesis de
Chávez Alcoba Nelson, en el que se mostró los
cambios en los colores de las flores por efecto
de la inducción mutagénica de la luz ultra -
violeta, 2,4-D y la colchicina.

Las mutaciones somáticas se originan me -
dian te cambios en las células del individuo en
vías de desarrollo en diversas partes del vege -
tal, en cultivo de tejidos estas variaciones son
muy frecuentes y aún más cuando se usan
agentes mutagénicos, Nodarse et al. (1992).

Al respecto E. Mendoza de Gyves (1994) indi -
ca que las mutaciones son esencialmente
cam bios imprevistos que tienen lugar en el
material hereditario de un organismo, es decir,
comprenden todas las alteraciones que no se
pueden explicar como consecuencia de la nor -
mal recombinación de la unidad hereditaria.
Estas alteraciones son la fuente verdadera de
la variabilidad genética responsable en última
instancia de la evolución de todas las formas
de vida actuales, una mutación cambia la
estructura o la función de un organismo y de
su descendencia modificando la naturaleza
química del material genético o alterando la
estructura cromosómica. La mayoría de las
veces, tal mutación es nociva (desventajosa) y
el cambio que determina será eliminado por
selección natural. De vez en cuando, una
mutación puede resultar ventajosa o sea que
aumenta la probabilidad de sobrevivencia y de

reproducción de los vegetales que son direc -
tamente útiles al ser humano.

La mutación es el cambio en la secuencia de
bases del ácido desoxirribonucleico (ADN) de
un organismo, como fuente primaria de varia -
bi lidad genética en las poblaciones. Un agente
mutágeno es todo factor capaz de aumentar la
frecuencia de mutación natural, existen diver -
sos factores, tanto físicos como químicos,
capaces de actuar como agentes mutágenos.
En realidad, actuarán como agentes mutáge -
nos todos aquellos agentes capaces de alterar
el material genético y en particular, aquellos
que alteren la secuencia del ADN.

Las mutaciones son fuente de variabilidad
gené ti ca en los organismos. La variabilidad
causada por las mutaciones inducidas no es
esencialmente diferente de la causada por las
mutaciones espontáneas durante la evolución.
El uso directo de las mutaciones es una herra -
mienta muy valiosa para el mejoramiento de
plantas, particularmente cuando se desea me -
jo rar uno o dos caracteres fácilmente identifi -
ca bles en una variedad bien adaptada (Suá -
rez, 2006).

9.12. TIPOS DE MUTACIONES

Las mutaciones pueden ser espontáneas o
indu cidas, las primeras son aquellas que sur -
gen normalmente como consecuencia de erro -
res durante el proceso de replicación del pro -
pio DNA. Tales errores ocurren con una
frecuencia de 10-7 a 10-11.

Las mutaciones inducidas surgen como con -
se cuencia de la exposición a mutágenos quí -
micos, biológicos o a radiaciones. En cual -
quier caso, las mutaciones pueden ser:
Puntuales (cuando afectan a un par de bases)
o mutaciones que afectan a muchos pares de
bases. Cuando es puntual, el resultado puede
ser una proteína defectuosa (entonces la mu -
ta ción se conoce como mutación por cambio
de sentido, pues origina la sustitución de un
aminoácido por otro), o una proteína incom -
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ple ta (mutación sin sentido, porque la muta -
ción ha originado un codón de fin antes de
tiem po), o bien una proteína normal (muta -
ción silenciosa), porque el aminoácido al que
ha dado origen es el mismo debido a la dege -
ne ración del código genético. Estas muta -
ciones puntuales son reversibles.

9.13. MUTACIÓN ESPONTÁNEA E
INDUCIDA

Según Sánchez (2007) las mutaciones
pueden ser espontáneas e inducidas:

9.13.1. Mutación espontánea

Se produce de forma natural o normal en los
individuos. Las principales causas de las
mutaciones que se producen de forma natural
o normal en las poblaciones son tres: 

• Errores durante la replicación.

• Lesiones o daños fortuitos en el ADN. 

• Los elementos genéticos transponibles. 

9.13.2. Mutación inducida

Se produce como consecuencia de la exposi -
ción a agentes mutagénicos físicos o químicos
que producen mutaciones (cambios) en la
secuencia del ADN. 

a) Mutaciones Físicas. Las mutaciones resul -
tan de la aplicación de agentes físicos
como radiaciones: 

• Las radiaciones electromagnéticas
como los rayos X y los rayos gamma.

• Las radiaciones corpusculares como los
rayos α, los rayos β y los flujos de
protones neutrones que generan los
reactores nucleares u otras fuentes de
radiactividad natural o artificial.

• Factores físicos como los ultrasonidos,
los choques térmicos, la centrifugación,
etc.

Microsof Encarta (2006), indica que las
radiaciones ionizantes (rayos X, rayos
cósmicos y rayos gamma), no ionizantes
(sobre todo la radiación ultravioleta)
también inducen mutaciones en el DNA;
las primeras se originan por los radicales
libres que reaccionan con el DNA inacti -
ván dolo, y las segundas aparecen como
consecuencia de la formación de dímeros
de pirimidina en el DNA, es decir, como
consecuencia de la unión covalente de 2
bases pirimidínicas adyacentes. 

Así mismo las mutaciones que afectan a
mu chos pares de bases pueden ser dele -
cio nes (en las que se elimina una región
del DNA), inserciones (se añaden nuevas
ba ses), translocaciones (grandes fragmen -
tos de DNA se cortan e integran en nuevas
localizaciones, incluso a veces en diferen -
tes cromosomas) e inversiones (en las que
la orientación de segmentos particulares
del DNA resulta invertida con respecto al
resto del cromosoma).

Los productos más importantes de la ac -
ción de la luz UV son dímeros (timina-timi -
na; timina-citosina; citosina-citosina) que
se forman entre pirimidinas (T-C) adyacen -
tes, lo que incrementa enormemente la
probabilidad de que durante la replicación
del DNA, la DNA polimerasa inserte un
nucleótido incorrecto en tal posición.

b) Mutaciones Químicas. Las mutaciones
quí mi cas son cambios producidos en el
DNA resultado de la aplicación de produc -
tos químicos como:

• Los análogos de las bases nitrogenadas.

• El ácido nitroso (HNO2), porque desa -
mina ciertas bases nitrogenadas.

• Los alcaloides como la cafeína, la nico -
ti na y otros.

• El colchicinum, que produce aloploidias en
las estructuras de las células.
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• 2-4 Diclorofenoxiacetico, provoca cambios
en la estructura de la cromatina, también
en cultivos de células humanas.

La sustancia por excelencia utilizada para
indu cir la poliploidía es la colchicina, que es
un alcaloide que se encuentra en las semillas
y en los bulbos de Colchicum autummnale L.
Éste afecta a las células en división de tal for -
ma que, a la separación de las cromátidas de
cada cromosoma no sigue la migración de las
mismas hacia los polos opuestos porque el
efecto de la misma es inhibir la formación del
huso acromático. Al no haber movimiento de
las cromátidas a los polos no se establecen las
corrientes citoplásmicas que determina la for -
mación de la membrana celular que se forma -
rá entre las dos células hijas; por lo tanto, la
mitosis que se produce bajo la influencia de la
colchicina se denomina c-mitosis dando lugar
a la duplicación del complemento cromosó -
mico completo. 

9.14. NIVELES MUTACIONALES

Los niveles mutacionales es una clasificación
de las mutaciones basada en la cantidad de
material hereditario afectado por la mutación,
descrito como sigue:

• Mutación génica

• Mutación cromosómica

• Mutación genómica

9.14.1. Mutación génica

Las mutaciones pueden ser:

a) Sustituciones de bases. Cambio o sustitu -
ción de una base por otra en el DNA.

b) Transiciones: cambio de una purina (Pu)
por otra purina, o bien cambio de una piri -
midina (Pi) por otra pirimidina. (Mutación
silenciosa).

c) Transversiones: cambio de una purina (Pu)
por una pirimidina (Pi) o cambio de una
pirimidina (Pi) por una purina (Pu). 

d) Inserciones o adiciones y deleciones de nu -
cleótidos. Se trata de ganancias de uno o
más nucleótidos (inserciones o adicio nes) y
de pérdidas de uno o más nucleóti dos
(deleciones). Tienen como consecuencia
cambios en el cuadro o pauta de lectura
cuando el número de nucleótidos ganado o
perdido no es múltiplos de tres.

e) Duplicaciones. Se origina con la repetición
de un segmento de DNA en el interior de
un gen.

f) Inversiones: Se produce cuando un
segmento de DNA del interior de un gen se
invierte, para ello es necesario que se pro -
duz can dos giros de 180º, uno para inver -
tir la secuencia y otro para mantener la
polaridad del DNA.

g) Transposiciones. Es producida cuando un
segmento de un gen cambia de posición
para estar en otro lugar distinto del mismo
gen o en otro lugar del genoma. 

9.14.2. Mutación cromosómica

La mutación que afecta a un segmento cromo -
sómico que incluye varios genes, puede dar
origen a cambios cromosómicos estructurales;
estos son los cambios en la estructura interna
de los cromosomas, los cuales se pueden
agru par de acuerdo a las pérdidas o duplica -
cio nes y reparto.

a) Las que suponen pérdidas o duplicaciones
de segmentos de cromosoma:

- Delección cromosómica: Es la pérdida
de un segmento de un cromosoma.

- Duplicación cromosómica: Es la repeti -
ción de un segmento del cromosoma.

b) Las que suponen variaciones en la distribu -
ción de los segmentos de un cromosoma:

- Inversiones: Son producidas cuando un
segmento cromosómico de un cromo so -
ma se encuentra situado en posición
invertida.
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- Translocaciones: Son dadas cuando uno
o varios segmentos cromosómicos de
un cromosoma se sitúan en otro cromo -
soma.

9.14.3. Mutación genómica

Cuando la dotación cromosómica normal de
un individuo está compuesta por varios geno -
mios o juegos completos de cromosomas se
dice que es un poliploide. Si los genomios son
iguales, el poliploide es un autopoliploide y se
lo denomina autotriploide, autotetraploide,
autopentaploide, n-ploide según el número de
juegos idénticos de cromosomas que tengan
sus células somáticas (3, 4, 5 ó n). Sus
núme ros cromosómicos serán por tanto 3x,
4x, 5x, nx, siendo x el número básico antes
definido. Así mismo si los genomios que com -
ponen la dotación cromosómica del poliploide
no son iguales, entonces se llama aloploide. El
aloploide reúne en su complemento cromosó -
mico dos o más especies diploides. Si una
especie aloploide está formada por dos geno -
mios distintos, se llama alotetraploide (G1 G1
G2 G2), si son tres lo genomios, se trata de un
alohexaploide (G1 G1 G2 G2 G3 G3 ), etc.

La mutación que afecta a cromosomas com -
ple tos (por exceso o por defecto) o a juegos
cromosómicos completos. Puede dar origen a
cambios cromosómicos numéricos como las
producidas por la colchicina, producto de una
duplicación cromosómica.

Es importante aclarar el concepto de muta -
ción silenciosa, una mutación silenciosa es
cual quier alteración en la secuencia de nu -
cleó tidos del DNA que no produce cambio en
el fenotipo estudiado. Imaginemos que la ca -
rac terística externa o fenotipo analizado es
sim plemente la función de un enzima, es evi -
den te que existen mutaciones en la secuencia
de nucleótidos del DNA que no producen
cam bios en la secuencia de aminoácidos,
pero también hay mutaciones en el DNA que
producen cambios en la secuencia de amino -
áci dos que no alteran la función del enzima

analizado. Ambas tipos de mutaciones son
silenciosas ya que ninguna altera la función
del enzima.

9.14.4. Especificidad mutacional

La especificidad mutacional significa que mu -
chos agentes mutágenos tienden a producir
un determinado tipo de mutación, por
ejemplo:

• Etilmetanosulfonato (EMS): produce fun -
da mentalmente transiciones GC, AT. 

• Nitrosoguanidina (NG): produce esencial -
mente transversiones GC, TA. 

• Luz ultravioleta (UV): produce transiciones
y transversiones. 

• Colchicina: produce duplicaciones cromo -
só micas
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10.1. CONSERVACIÓN DE
GERMOPLASMA

La gran mayoría de las especies cultivadas se
han originado en ocho centros de origen don -
de se conserva la mayor diversidad genética.
Bolivia está ubicada dentro de uno de estos
centros de origen y en su intrincada geografía,
que ha dado origen a innumerables microcli -
mas, se han diversificado de manera parti cu -
lar numerosas especies de importancia econó -
mica mundial y especialmente local.

Los recursos genéticos son la base de la ali -
men tación de la humanidad, suplen la mayo -
ría de necesidades (incluyendo el vestido y el
refugio) y se utilizan en la industria para fabri -
car combustibles, medicinas y otros productos
(Jaramillo & Baena, 2000). Por lo tanto, son
recursos estratégicos para el desarrollo de to -
do país, ya que se relacionan con la satisfac -
ción de necesidades básicas del hombre y con
la solución de problemas severos como el
ham bre y la pobreza. Sin embargo, a pesar de
la invaluable importancia económica, produc -
ti va y cultural de estos recursos, ellos están en
riesgo de erosionarse y hasta de desaparecer.
Las causas son diversas, como cambios en el
ambiente y en los hábitos alimentarios, des -
trucción de hábitats naturales, sustitución de
variedades nativas, cambios en las prácticas
agrícolas y otras.

En consecuencia, es de fundamental impor -
tan cia el desarrollar estrategias integrales para
la conservación de los recursos genéticos par -
ti cularmente en los países poseedores de gran
diversidad como Bolivia.

La conservación de recursos genéticos puede
ser a nivel in situ en sus hábitats naturales, ex
situ fuera de sus hábitats naturales bajo con -
di ciones controladas, o bien combinando de
manera complementaria los métodos ex situ e
in situ. La selección de uno o un conjunto de
métodos depende de las necesidades, los re -
cur sos disponibles y de la(s) especie(s) obje -
tivo (Jaramillo & Baena, 2000).

La conservación in situ de especies agrícolas
se realiza fortaleciendo la conservación en los
campos de agricultores donde se cultivan des -
de tiempos ancestrales en zonas cuyas carac -
terísticas medioambientales y socioculturales
son favorables al mantenimiento y evolución
de la diversidad genética, tanto cultivada co -
mo silvestre (García et al., 2003). La conser -
vación in situ es dinámica en relación a la
naturaleza semi-estática de la conservación ex
situ, porque mantiene el potencial evolutivo
de las especies y las poblaciones (Ramanatha
Rao, 2001).

La conservación ex situ es la conservación de
genes o genotipos fuera de su ambiente de
ocu rrencia natural, para uso actual o futuro

Capítulo 10
Conservación in vitro de

especies vegetales
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(Jaramillo & Baena, 2000). Se aplican dife -
ren tes técnicas de conservación que varían de
acuerdo a la especie objetivo. Para las espe -
cies vegetales que se propagan vía semilla
botánica y son ortodoxas (es decir soportan la
disminución del contenido de humedad de la
semilla sin perder su viabilidad), la forma de
conservación es por semilla en contenedores
almacenados a bajas temperaturas. Las espe -
cies de propagación vegetativa o de semilla
recalcitrante (que no soportan la disminución
del contenido de humedad), deben conser var -
se clonalmente para lo cual se utilizan cam -
pos de cultivo o también técnicas de cultivo
de tejidos.

Brevemente, la conservación ex situ puede
rea li zarse en forma de (Ramanatha Rao,
2001):

• Plantaciones en campo

• Colecciones en invernaderos

• Colecciones de semilla y/o polen a bajas
temperaturas

• Colecciones de ADN

• Jardines botánicos

• Colecciones in vitro

10.2. CONSERVACIÓN IN VITRO

Una gran cantidad de especies vegetales no
pueden ser conservadas por semilla, y para
va rias otras incluso la conservación por tu -
bérculos, rizomas, raíces o árboles resulta
complicado. En este sentido, para algunas
especies la conservación in vitro es la única
opción disponible (Ramanatha Rao, 2001).
Las colecciones de campo a menudo están
expuestas al ataque de enfermedades o adver -
sidades climáticas severas, que ponen en
riesgo las colecciones de germoplasma. Una
alternativa valiosa para complementar estas
colecciones es la conservación in vitro (Hor,
2001).

En general, las técnicas de cultivo de tejidos
se aplican para apoyar procesos de manejo y
aprovechamiento de germoplasma en forma

más eficiente, como ser: la recuperación de la
sanidad de las plantas, la producción de semi -
lla, la micropropagación masiva de material
vegetal, y la conservación de “semilla” por
mayor tiempo y de manera menos costosa.

Estas técnicas son particularmente impor tan -
tes para especies de propagación vegetativa y
cuando la intención es mantener uniformidad,
calidad genética y fitosanitaria.

Normalmente, la conservación in vitro es con -
si derada parte fundamental de las estrategias
de conservación ex situ de colecciones de
germoplasma (Cadima & Rojas, 2004; Cadi -
ma et al., 2004). Las primeras experiencias
sobre conservación in vitro reportadas en Bo -
li via datan de la década del 90 en papa y
otros tubérculos andinos (Cadima et al.,
1996; Cadima, 1996), que sirvieron de base
para la aplicación posterior en diferentes culti -
vos en el país. Actualmente, se utilizan técni -
cas de cultivo de tejidos para conservar clo -
nal mente colecciones de germoplasma de di -
fe rentes especies en laboratorio (papa y otros
tubérculos andinos, yacón, arracacha, achira,
banano, frutilla, manzano, durazno, uchuva,
pasifloras, especies forestales leñosas, plantas
medicinales, entre otros) (PROINPA, 2008;
Coca et al., 2007; Rojas, 2005; Coca et al.,
2004; Ugarte, 2004; Paz, 2004).

El cultivo de tejidos es una técnica comple -
men taria de la conservación ex situ, porque
permite salvaguardar material con riesgo de
perderse en campo, adicionalmente, permite
recuperar la sanidad de las plantas las cuales
se mantienen limpias in vitro, permitiendo su
aprovechamiento para producir semilla de alta
calidad cuando es requerida para mejorar su
conservación en campo debido a problemas
de degeneración, o bien para la devolución o
reposición de variedades saneadas a comuni -
dades ya sea por demanda o porque se hayan
perdido en sus zonas de producción
(PROINPA, 2008).
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10.2.1. Definición de conservación in vitro

Conservar in vitro consiste en aplicar técnicas
de cultivo de tejidos para controlar el creci -
mien to de las plantas viables, ya sea redu -
cien do o deteniéndolo, a través de la manipu -
la ción de los componentes del medio de
cultivo y/o las condiciones de almacenamiento
(Jaramillo & Baena, 2000).

10.2.2.Géneros (cultivos) que se pueden
conservar in vitro

Utilizando técnicas de cultivo de tejidos es
posi ble conservar in vitro un amplio rango de
especies en diversos tipos de muestra como
plantas completas, semillas, retoños, yemas,
ápices caulinares, meristemas, óvulos, em -
briones, células en suspensión, protoplastos,
anteras, polen y ADN. En el Cuadro 1 se
muestra un resumen de los cultivos
reportados por Roca et al. (1991) que son
conservados bajo condiciones in vitro.
Engelmann (1991) menciona que las técnicas
de cultivo de tejidos se aplican en más de
1.000 especies.

10.2.3.Ventajas y limitaciones de la
conservación in vitro

Las ventajas de la conservación in vitro en
relación a una conservación in vivo se listan a
continuación:

• Permite ahorro de espacio y tiempo. Por
ejemplo alrededor de 900 accesiones de la
colección in vitro de papa custodiada por
la Fundación PROINPA se mantienen en
menos de 4 metros cuadrados, en tanto
que en el campo se requieren al menos 5
mil metros cuadrados.

• Permite el almacenamiento de diferentes
especies en un solo ambiente. Por ejemplo,
en el caso de las colecciones de tubérculos
y raíces custodiadas por PROINPA, es
posible su almacenamiento in vitro en un
mismo ambiente, en cambio en campo se
requieren condiciones de puna para
tubérculos y yungas para raíces.

• El cultivo in vitro permite conservar
especies vegetales en peligro de extinción
(Pierik, 1990).

• En condiciones in vitro se elimina el riesgo
de ataque de factores bióticos y abióticos
que normalmente ocurren in vivo.
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Fuente: modificado de Roca et al. (1991).

Cuadro 1. Géneros que se pueden conservar in vitro



• El costo de mantenimiento es inferior a
cualquier otro sistema ex situ. Los costos
de implementación in vitro son altos, pero
los de mantenimiento en el largo plazo son
menores a cualquier otro sistema ex situ.

• El intercambio de material es más fácil.
Por cuanto cada planta se almacena en
pequeños envases (como tubos de ensa -
yo), se facilita el movimiento de material
de un lugar a otro.

• El movimiento de germoplasma entre
países o de centros internacionales hacia
las entidades de investigación nacionales
es mucho más seguro debido al mínimo
riesgo que implican las plantas in vitro, de
llevar enfermedades u otros patógenos de
un lugar a otro.

• Permite el almacenamiento de plantas que
no pueden reproducirse por semilla o
cuyas semillas son difíciles de germinar
(Pierik, 1990).

• Disponibilidad permanente de material ge -
né tico. Las técnicas in vitro permiten plani -
ficar la producción, haciendo posible tener
material disponible en cualquier momento
del año (Pierik, 1990).

• Material almacenado libre de enfermeda -
des. El establecimiento in vitro implica el
manejo de material sano, lo cual puede
incrementarse aplicando técnicas como de
limpieza viral.

• Almacenamiento bajo condiciones que
limitan el crecimiento. Con las técnicas in
vitro es posible retardar el crecimiento de
una forma eficaz, con lo que se disminuye
el número de subcultivos necesarios
(Pierik, 1990).

• Permite al fitomejorador contar con mate -
rial libre de patógenos, listo para su
multiplicación masiva, que puede llegar a
volúmenes importantes en periodos de
tiempo mucho más reducidos.

Además de las ventajas, también se encuen -
tran algunas limitaciones de la conservación

in vitro que pueden ser superadas o dismi nui -
das de acuerdo a los recursos disponibles y
la(s) especie(s) objetivo(s):

• Los materiales, equipos y reactivos, son
cos tosos y generalmente hay que impor tar -
los. Esto es particularmente importante al
momento de establecer un laboratorio, o
para reponer o mantener los equipos daña -
dos u obsoletos.

• Existe riesgo de perder material, cuando
ocurre un corte de fluido eléctrico. La
conservación in vitro es dependiente de un
suministro permanente de energía
eléctrica. Para disminuir los riesgos de
cortes de energía, es necesario contar con
un doble sistema de suministro de fluido
eléctrico.

• Puede existir inestabilidad genética. Esto
es relevante para algunas especies más
sus ceptibles a mutaciones que otras. Sin
embargo el riesgo es manejable al dismi -
nuir el número de subcultivos con la con -
ser vación in vitro.

• Eventual pérdida de potencial regenerativo.
Podría suceder en caso de malformaciones
o modificaciones del explante durante el
almacenamiento in vitro, como por ejem -
plo ocurrencia de vitrificaciones, formación
de callos o dormancia permanente de los
meristemas.

• Se debe contar previamente con personal
adecuadamente capacitado tanto en las
técnicas de laboratorio como en el manejo
de la documentación, ya que un error en el
manipuleo causaría una desacreditación y
pérdida de confiabilidad del laboratorio y
del sistema de conservación in vitro

10.2.4.Requerimientos para la
conservación in vitro

Los requerimientos para la conservación in
vitro son muy semejantes a los de la micro -
pro pagación (Pierik, 1990; Engelmann,
1991; Hor, 2001):
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• Aptitud del explante para ser introducido y
multiplicado in vitro. Es importante elegir
el explante más adecuado para facilitar el
proceso de introducción y multiplicación in
vitro previa a la conservación. Si el
explante responde bien a estos procesos,
entonces se incrementa la probabilidad de
que tenga éxito durante el proceso de
conservación in vitro.

• Mantener la viabilidad y el potencial rege -
nerativo del material. Para ello los explan -
tes más adecuados son los meristemos,
ápices, yemas axilares y embriones
cigóticos.

• Mantener la estabilidad genética. Para ello
los explantes más adecuados son los me -
ris temos, ápices, yemas axilares y embrio -
nes cigóticos.

• Garantizar la ausencia de enfermedades.
Durante el proceso de establecimiento y
multiplicación in vitro previos a la
conservación, se debe garantizar que los
explan tes y plántulas regeneradas estén
comple tamente libres de enfermedades
(particu lar  mente sistémicas).

• Debe existir una baja probabilidad de daño
o muerte del material. Las condiciones del
medio y del medio ambiente deben combi -
narse para disminuir los riesgos de pérdida
del material conservado.

• Elegir el envase más apropiado para la
con servación. El tipo de envase puede
jugar un rol muy importante en la etapa de
conservación. Son utilizados normalmente
tubos de ensayo de diferentes tamaños de
acuerdo a la especie objetivo (por ejemplo
de 16 x 100 mm con tapas color neutro
para papas, 25 x 150 mm para yacón), o
bien frascos de vidrio o plástico (tipo Ma -
gen ta) para plantas de mayor desarrollo.
Lo importante es que el envase debe
permitir un adecuado intercambio gaseoso,
reducir los riesgos de contaminación y no
ocupar mucho espacio en las cámaras de
conservación.

• Documentación y sistematización de la
infor mación. Todo el proceso in vitro debe
estar debidamente registrado y documen -
tado en una base de datos, para permitir
una adecuada toma de decisiones sobre el
manejo del material en las diferentes
etapas del proceso.

10.3. PROCEDIMIENTOS PARA
INHIBIR O FRENAR EL
DESARROLLO IN VITRO

Básicamente existen dos alternativas para la
conservación in vitro: crecimiento lento para
la conservación a corto y mediano plazo de
colecciones activas, y la criopreservación para
la conservación a largo plazo de colecciones
base (Hor, 2001). Se indican a continuación
algunos procedimientos disponibles para
estos fines:

10.3.1.Conservación a corto y mediano
plazo

• Cambiando la composición del medio nu -
tri  tivo. Haciendo cambios en los compo -
nen tes del medio de cultivo se puede ya
sea esti mu lar el crecimiento o bien retardar
el desarrollo de las plántulas para el caso
de una conser vación in vitro.

• Deshidratación, disminuyendo el potencial
osmótico (con el uso de manitol o sorbitol).
El potencial osmótico de un medio nutritivo
resul ta de sumar los potenciales osmóticos
de sus constituyentes (minerales, azúca -
res, agar o phytagel, etc.). Cuando el
poten cial osmótico es bajo, el crecimiento
y orga nogénesis son reducidos como
conse cuen cia de la imposibi li dad de
absorción de agua. El potencial os mó tico
de los me dios nutritivos utilizados para
cultivo in vitro puede bajarse por la adición
de mani tol o sorbitol, que son sustancias
fisioló gicamente inactivas (Pierik, 1990).

• Modificando los gases del medio ambiente.
Esto se logra disminuyendo la presión
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atmos férica, por ejemplo a través de la
reduc ción de la presión del oxígeno por
susti tu ción de otro gas como el nitrógeno.
Tam bién disminuyendo la cantidad de
oxígeno colocando una capa de aceite
mineral so bre los tejidos (Engelmann,
1991).

• Uso de inhibidores como ABA (Acido abs -
cí sico) y carbón activado (Engelmann,
1991).

• Almacenamiento a bajas temperaturas que
provocan la inhibición del crecimiento de
las plántulas in vitro. Para especies de
hábitats fríos y templados se recomienda
temperaturas entre 2 a 15º C, y entre 8 a
15º C para especies tropicales y subtro -
picales.

• Otros procedimientos menos frecuente -
men te utilizados pero citados por
Engelmann (1991) son la encapsulación o
el uso de semillas sintéticas (revestimiento
de embriones somáticos con perlas de algi -
nato) y desecación parcial de tejidos (ca -
llos y embriones somáticos). Dehmer
(2008, comunicación personal18) men cio -
na también la conservación in vitro de pa -
pa a través de microtubérculos por un pe -
río do de 12 a 15 meses aplicado rutinaria -
mente en la colección de papa del IPK de
Alemania.

10.3.2. Conservación a largo plazo

• El único procedimiento disponible para la
conservación a largo plazo, es la criopre -
servación donde el material se congela en
nitrógeno líquido (-196º C) y se detiene
com pletamente el crecimiento (Engel -
mann, 1991; Hor, 2001).

• De acuerdo a la disponibilidad de recursos
y la(s) especie(s) objetivo(s), y para tener
mejores resultados, se pueden combinar

dos o más de los procedimientos arriba
indicados.

10.3.3.Ventajas de la conservación in vitro
a bajas temperaturas

De acuerdo a Pierik (1990), algunas ventajas
de la aplicación de bajas temperaturas para la
conservación in vitro son:

• Se frena el crecimiento y desarrollo de una
forma natural:

-  Crecimiento inhibido a bajas Tº.

- Completamente detenido por congela -
ción.

• Se limita el número de subcultivos:

- A bajas Tº 1-2 subcultivos.

- 0 subcultivos material congelado.

• Disminuye el riesgo de mutaciones.

• Es fácil planificar la producción porque hay
disponibilidad de material todo el año.

• Material haploide puede ser conservado a
bajas Tº (se vuelve diploide a Tº más
altas).

• Material rejuvenecido in vitro se mantiene
juvenil durante el almacenado en frío.

10.4. BANCO GENÉTICO IN VITRO
ACTIVO

La conservación de un banco genético in vitro
activo se realiza a corto y mediano plazo: 1-3
años. Los métodos elegidos para este fin
deben permitir minimizar la división celular y
el crecimiento, pero incrementando la longe -
vidad de las plántulas sin provocar cambios
genéticos (Hor, 2001).

10.4.1. Etapas para el establecimiento de
un banco genético in vitro activo

El procedimiento para la implementación de
un banco in vitro activo incluye el estableci -
miento, el saneamiento de las plantas, la se -
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lec ción y preparación de los medios de cultivo
más adecuados, el establecimiento de las
condiciones físicas de conservación, las labo -
res de mantenimiento durante la conserva -
ción, el monitoreo de la estabilidad genética
del material conservado, y la documentación y
sistematización de la información durante
todo el proceso in vitro.

a) Establecimiento in vitro. El proceso para la
conservación in vitro se inicia con el esta -
ble cimiento de los explantes a condiciones
in vitro. El procedimiento es el mismo que
para el caso de la micropropagación. Es
importante resaltar el cuidado que se debe
tener en la desinfección de los explantes al
momento de establecer para evitar proble -
mas de contaminación posteriores. Son
recomendables los explantes obtenidos de
invernadero donde se aplica una pre-desin -
fección a las plantas. Entre las soluciones
desinfectantes más utilizadas están:
NaOCl, CaOCl.

b) Saneamiento de las entradas. Es altamen -
te recomendable conservar in vitro mate -
rial libre de enfermedades. Durante el pro -
ce so de establecimiento y desinfección de
los explantes se eliminan particularmente
hongos y bacterias, pero si el material
estu vie ra infectado de virus, entonces se
prefiere la aplicación de técnicas adiciona -
les como la termoterapia y/o cultivo de me -
ristemas para limpiar de virus o al menos
disminuir la concentración de las partícu -
las virales en las plantas antes de su
conservación.

c) Medios de cultivo. Se utilizarán los medios
de cultivo apropiados para cada etapa
durante el proceso de conservación in vitro
de acuerdo a la(s) especie(s) objetivo. Para
la etapa misma de conservación se cam -
biará la composición del medio nutritivo.
Son comunes los cambios en la cantidad
de sales minerales y/o azúcar (por ejemplo
la mitad de la solución de sales del medio
estándar, altas concentraciones de azúcar),
el uso de ácido abscísico, la disminución
del potencial osmótico del medio añadien -

do manitol o sorbitol, entre otros
(Westcott, 1981b; Engelmann, 1991;
Cadima et al., 1996; Cadima, 1996;
Sarkar & Naik, 1998).

d) Condiciones físicas para la conservación
in vitro. En la cámara de conservación, es
recomendable aplicar una reducción en la
intensidad lumínica (por ejemplo 1.000 –
1.500 lux para el caso de tubérculos
andinos, 1.000 lux para banana),
combinado con bajas temperaturas (por
ejemplo 6-8 °C para conservación a
mediano plazo de tubérculos y raíces
andinas) y un fotoperio do de 16 horas.
Aunque de acuerdo a Engelmann (1991)
la necesidad de inten si dad lumínica no es
estándar y puede va riar de una especie a
otra, y la tempe ratura de conservación
también dependerá de la sensibilidad al
frio de la(s) especie(s) obje tivo, por
ejemplo la yuca y la palma aceite ra no
resisten temperaturas menores a 18ºC.

e) Labores de mantenimiento. Una vez trans -
feridos los explantes al medio de cultivo de
conservación apropiado, es recomendable
mantener el material en la cámara de
creci miento normal hasta que desarrollen
las raíces. Tal como menciona Engelmann
(1991), la presencia del sistema radicular
incrementa las capacidades de sobrevi ven -
cia de las plántulas en conservación. Sin
embargo este mismo autor también men -
cio na que algunas veces es mejor trasladar
el material inmediatamente a las condicio -
nes de conservación para evitar la ocurren -
cia de necrosis y producción de componen -
tes fenólicos. Esto deberá ser evaluado pa -
ra el caso de las especies con alta tenden -
cia a la fenolización, como algunos tubér -
cu los y raíces (oca y yacón en particular),
y frutales. Antes de llevar a la cámara de
conservación se deben sellar los envases
con parafilm para evitar una mayor
desecación del medio de cultivo. 

Durante la etapa misma de conservación, es
necesario realizar un seguimiento y monitoreo
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del material conservado controlando los
siguientes aspectos:

• Condiciones de la temperatura y humedad
de la cámara de conservación.

• La iluminación (focos en buen estado),
intensidad lumínica y número de horas luz.

• Estado del material en conservación, que
debe ser evaluado periódicamente (por
ejemplo cada mes) monitoreando el creci -
miento de las plántulas, yemas viables,
formación de raíces, etc. Plántulas bajo
largos periodos de conservación po drían
presentar anormalidades fenotípicas como
vitrificación, formación de callos, ta llos
fláci dos, raíces engrosadas, etc., debi do a
una limitada nutrición de las plántulas por
efecto de las condiciones de estrés a las
que están sometidas (Sarkar et al., 2005);
esto puede variar, sin embargo, por la
especie y la variedad, por ejemplo, se ha
observado que en papa, algunos materia les
pueden presentar anormalidades des pués
del año en conservación, aunque espe  cies
como S. x curtilobum y S. x juzpeckzukii
altamente tolerantes a las bajas
temperaturas en campo, también resultaron
ser las más vigorosas in vitro a bajas
temperaturas (Westcott, 1981a). Especies
tropicales son generalmente sen si bles a
bajas temperaturas y pueden sufrir daños
fisiológicos durante largos períodos en
conservación (Engelmann, 1991). Espe cies
arbóreas como las palmeras han reportado
plántulas vigorosas después de 12 años
bajo conservación (Litz et al., 2004).

• Medio nutritivo, verificar la cantidad de
medio y controlar la presencia de agentes
contaminantes.

10.4.2.Renovación o refrescamiento del
material (transferencia a
condiciones de crecimiento normal)

Normalmente se conservan varios envases
con varias plantas de cada accesión/variedad,
se recomienda eliminar los que presenten
conta minación, y renovar (cambiar a condicio -

nes de crecimiento normal) las plántulas que
presenten síntomas de degeneración o mucho
estrés. Para ello se debe retirar el material de
condiciones de conservación, sembrar en un
medio de multiplicación y dejar crecer en la
cámara de crecimiento normal hasta su recu -
peración. Si fuera necesario, realizar varios
subcultivos hasta obtener plántulas vigorosas
con suficientes yemas/brotes, ya sea para dis -
tri bución del material, transferencia a condi -
ciones in vivo, o bien para reingresar a condi -
ciones de conservación. 

10.4.3. Monitoreo de la estabilidad
genética

Si bien las condiciones establecidas para la
conservación in vitro debe asegurar en lo
posible la estabilidad genética del material
conser va do, es necesario hacer una
verificación pe rió dicamente. Para esto es
posible la aplica ción de diferentes técnicas
como la electroforesis de isoenzimas o bien
herramien tas de la biología molecular
(RAPDs, ISSRs, SSRs, RFLPs, DNA
fingerprinting) (Landsmann & Uhrig, 1985;
Harding, 1991; Angel et al., 1996; Harding &
Benson, 2001; Mercado, 2008). 

10.4.4.Documentación y sistematización
de la información

Para un adecuado manejo del material bajo
condiciones in vitro, es fundamental contar
con un sistema de registro y documentación
de la información generada durante el proce -
so. Se debe tener especial cuidado con las
fechas de cambio de estado en las diferentes
etapas in vitro, por ejemplo, las fechas de
establecimiento, de limpieza viral, de ingreso
a conservación (las veces que suceda), de
renovación, de pérdida del material (muerte
del explante), de transplante a condiciones in
vivo, de distribución, entre otros. El almacena -
miento de la información en una base de da -
tos y su procesamiento permitirán contar con
las herramientas necesarias para la toma de
decisiones correctas de manejo del germo -
plas ma.
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10.5. BANCO GENÉTICO IN VITRO
BÁSICO

Es evidente que un sistema de conservación
in vitro a mediano plazo puede acarrear pro -
ble mas de inestabilidad genética. Asimismo,
resulta aún costoso (en términos económicos
y de laboreo) para mantener bancos de ger -
mo plasma que cuentan con un sinnúmero de
accesiones. Por lo tanto,  lo más aconsejable
es contar con un pool genético que represente
toda la variabilidad de la especie, constituyen -
do un banco genético básico. El pool genético
es crioconservado sin riesgo de erosión genéti -
ca, durante períodos de tiempo indefinidos,
con poco o ningún mantenimiento (Panis &
Lambardi, 2005).

La técnica de crioconservación consiste en lle -
var material biológico, desde su temperatura
fisiológicamente normal, hasta temperaturas
ultra bajas por inmersión de los explantes en
nitrógeno líquido (–196ºC) y nuevamente
sometiéndolos a su temperatura normal, sin
causar daño (Abdelnour, 1992). La criocon -
ser vación se constituye en un sistema ideal de
almacenamiento a largo plazo, bajo condicio -
nes de alta estabilidad genética y con un míni -
mo de mantenimiento, donde se puede conse -
guir una supresión total del crecimiento de las
plantas, debido a que los procesos biológicos
cesan (Doods & Roberts, 1990; Abdelnour,
1992). Otras ventajas de este método de al -
ma cenamiento, son los bajos costos de labor
y mantenimiento y el reducido espacio reque -
rido. Además se constituye en una técnica
valiosa para conservar material generado en
laboratorio, como embriones somáticos, callos
y suspensiones celulares (Abdelnour, 1992;
Panis & Lambardi, 2005).

10.5.1. Requisitos para la crioconservación

Es importante considerar el grado de organiza -
ción del material a congelar. En general se
considera que a mayor organización del tejido,
mayor su estabilidad (p.e. meristemos, em -
brio nes cigóticos y somáticos, suspensiones

celulares y protoplastos). Los requisitos más
importantes para crioconservar un tejido son:
la habilidad de cultivar y multiplicar el mate -
rial in vitro; la habilidad de los tejidos para
resistir los pretratamientos y crioprotectores y
la habilidad del tejido para regenerarse des -
pués del congelamiento (Abdelnour, 1992).

10.5.2. Etapas de la crioconservación

De acuerdo a Abdelnour, (1992) y Panis &
Lambardi, (2005), las etapas de la criocon -
servación incluyen la selección y aislamiento
del material, el pretratamiento y crioprotec -
ción, el congelamiento y almacenamiento, y el
descongelamiento y recuperación del mate -
rial.

a) Selección y aislamiento del material. La
primera etapa en este proceso, es la selec -
ción y aislamiento del material a utilizar.
Recientes avances en la técnica de cultivo
de tejidos, han incrementado enormemen -
te la variedad de órganos y tejidos que han
sido probados para el almacenamiento en
nitrógeno líquido. Es posible congelar ade -
más de meristemas apicales y laterales,
embriones cigóticos y somáticos, callos,
suspensiones celulares y polen. 

b) Pretratamiento y crioprotección. La segun -
da etapa consiste en el pretratamiento y
crioprotección, donde se induce cierto gra -
do de deshidratación, preparando a las
células y órganos a resistir a las siguientes
etapas del proceso; la función principal es
evitar la formación de cristales de hielo
durante los procesos de congelamiento y
descongelamiento; tales cristales pueden
causar daños irreversibles en las células
como lesiones en las paredes o rupturas de
membrana. El pretratamiento consiste en
la utilización de sustancias crioprotectoras
tipo DMSO, PEG o glicerol. También se
pueden usar sustancias como azúcares
(glu cosa) y aminoácidos, el tipo y concen -
tra ción de estos productos deben ser
ajustados para cada material vegetal y
especie. 

137

UMSS - CIUF



c) Congelamiento y almacenamiento. Una
vez concluidas estas etapas del proceso, se
procede al congelamiento y almacena -
mien  to en nitrógeno líquido. El congela -
mien to puede realizarse de varias formas,
puede ser rápido, congelando directamente
el material en nitrógeno líquido. El conge -
la miento lento se logra de modo gradual,
donde la disminución de la temperatura
oscila entre 0,1 a 3ºC/min, lo que favorece
que los cristales de hielo se formen
extracelularmente; generalmente el mate -
rial se congela hasta –40ºC en un congela -
dor y luego se pasa al nitrógeno líquido;
también se ha reportado el congelamiento
escalonado y el uso de un congelador case -
ro antes del almacenamiento definitivo. 

d) Descongelamiento y recuperación del ma -
te rial. La última etapa consiste en el des -
con gelamiento y recuperación del material,
cuando éste es requerido para su utiliza -
ción. El descongelamiento en la mayoría de
los casos, se lleva a cabo en forma rápida
utilizando un baño de agua a 40ºC por 1-
3 minutos, también se ha utilizado el
descongelamiento a temperatura ambiente
y por corrientes de aire caliente.

En todo este proceso, es importante una etapa
de recuperación, donde el material es some -
tido a tratamientos para asegurar su creci -
mien  to. El lavado o dilución de los crio protec -
tores y finalmente el cultivo en medio normal
de crecimiento, para la regeneración del mate -
rial, donde es importante realizar pruebas de
viabilidad para evaluar el éxito del proceso.

10.6. CONCLUSIONES

En las dos últimas décadas, las tecnologías de
conservación de plantas han sido
desarrolladas rápidamente abriendo un
abanico de posibilidades para la conservación
a mediano y largo plazo de recursos genéticos
valiosos de muchos cultivos y especies
forestales.

Las técnicas de conservación de germoplasma
basadas en el almacenamiento de ápices o
meristemas, bajo condiciones que permiten
sólo mínimas tasas de crecimiento, han sido
ampliamente difundidas. En Bolivia, son va -
rios laboratorios que ya aplican rutinariamente
este método de conservación.

La técnica de crioconservación ha sido men -
cio nada como la más recomendable para la
con servación a largo plazo de especies vege -
tales de propagación vegetativa. De los prime -
ros emprendimientos de enfriamiento lento,
las investigaciones se han dirigido hacia técni -
cas más fáciles y más reproducibles las cuales
permiten una completa vitrificación de los
líquidos extra e intra celulares, a través de la
inmersión directa de los explantes en nitróge -
no líquido. En Bolivia se han dado los prime -
ros pasos para ajustar esta técnica en papa
(PROINPA, 2008) y en passifloras (Aguilar et
al., 2007).
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11.1. DIVERSIDAD MICROBIANA DEL
SUELO

En los suelos agrícolas donde existen plantas,
también se forman comunidades microbianas,
que abarcan una gran variedad de géneros y
especies. Esta biota simbionte obligada o
facultativa, está asociada al reciclaje de
nutrientes, a la generación de fitohormonas, al
aumento y/o aceleración del desarrollo; al
mejoramiento de la resistencia, al estrés
ambiental y a la supresión de patógenos de
suelo o entomopatógenos (Sturz et al. 2000).

Eso demuestra la necesidad de estudiar y
conocer las asociaciones de microorganismos-
plantas, para  comprender los beneficios que
suministran los microorganismos al
crecimien to de la planta y a la producción de
alimentos.

Las ventajas naturales de simbiosis deben
explorarse en las plantas cultivadas en su
hábitat natural para detectar oportunidades
de mejora en la productividad del cultivo a
partir de la funcionalidad de los microorga -
nismos. Este tipo de estudio permitiría
desarrollar líneas de producción biotecno -
lógicas contribuyendo a una agricultura
saludable. En general, estos actúan como

promotores de crecimiento (reciclando
nutrientes y produciendo reguladores de
crecimiento vegetal) o como agentes de
control de enfermedades o ambos, por tanto,
la producción agrícola puede ser mejorado
incorporando estos microorganismos al suelo.

11.2. LA DIVERSIDAD MICORRICICA

Se han descrito alrededor de 200 especies,
clasificados en cuatro órdenes: Glomerales,
Diversisporales, Paraglomerales y
Archaeosporales; 11 familias y 17 géneros
(Schübler y Walker, 2010; NCBI, 2010).
Históricamente muchas especies de este
phylum se han descrito y nombrado con base
en la morfología de sus esporas, pero se ha
visto que no es suficiente para conocer su
verdadera filogenia, recientemente se está
recurriendo al análisis de los genes para
circunscribir los taxa (Schübler y Walker,
2010).

Con base en registros fósiles se calcula que el
origen de los microscópicos hongos
Glomeromycota, ocurrió o hace aproxima -
damente 600 millones de años, por otra parte
esporas e hifas de hongos Glomales fueron
descubiertas en rocas que datan de hace 460
millones de años en el período Ordivicico
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(Redecker et al., 2000), se maneja la
hipótesis de que fueron un valioso instru men -
to de las plantas al inicio de la colonización
del ambiente terrestre.

Los hongos, micorrizas arbusculares (MA)
pertenecen al phylum Glomeromycota
(Shübler et al., 2001) son poco conocidos por
la mayoría de las personas, pero de gran
importancia para los ecosistemas terrestres.
El término micorriza hace referencia a la
asociación simbiótica entre raíces de plantas y
hongos, es llamada mutualista porque tanto
los hongos como la planta hospedera se bene -
fician. El hongo simbionte recibe carbohidra -
tos de la planta ya que el es incapaz de
realizar fotosíntesis y, a cambio, brinda a la
planta varios beneficios reflejados en su
crecimiento como se describe posterior mente.

El nombre micorriza proviene del término
griego “mykos” = hongo y del vocablo latino
“rhiza” = raíz. Esta asociación es benéfica,
tanto para el hongo, como para la planta. El
hongo coloniza el interior de la raíz y, por
medio de la red externa de hifas, sirve de
puente para obtener nutrientes minerales y
agua que no están al alcance del sistema
radicular de la planta. Por otro lado, la planta,
a través de la fotosíntesis, proporciona
alimento al hongo (Crovetto, 1992). Esta
simbiosis se establece de forma natural con la
mayoría de las plantas terrestres y algunas de
las especies, principalmente árboles, depen -
den totalmente de esta simbiosis (Marchio,
1947). Estas asociaciones o simbiosis fueron
descritas por el patólogo forestal alemán A. B.
Frank, utilizando el término micorriza en
1885 (Benzing, 2001). Sin embargo, la
existencia de las micorrizas data de hace al
menos 370 millones de años (Coyne, 2000).

Los primeros estudios realizados en  América
Latina para entender mejor la  simbiosis raíz –
hongo se desarrollaron en Colombia y Cuba en
la década de los años 80. Para Rivera et al.
(2003), el estudio llevado a cabo en Colombia
por Sieverding en 1990, es uno de los más
completos y de mayor aporte para

comprender mejor las asociaciones
micorrízicas. Sieverding (1990), estudió el
manejo de las especies nativas, encontrando
que las especies de MA son específicas de un
sitio y poseen comportamientos diferentes
frente a distintas prácticas agronómicas
utilizadas (Rivera et al., 2003). A partir de
diversos análisis concluyó que la utilización de
micorrizas en la agricultura para fines
productivos sería menos complicado mediante
la inoculación de cepas eficientes y no
siempre con cepas nativas (Rivera et al.,
2003).

11.2.1. Plantas simbiontes

En cuanto a plantas simbiontes,  alrededor del
80% de las plantas que presentan la
simbiosis en cuestión, forman el tipo de
asociación endomicorrízica conocida como
micorriza arbuscular (MA) reportándose en
más de 200 familias y más de mil  géneros de
plantas, distribuidas en el grupo de las
Briofitas, Pteridofitas, Angiospermas y
Gimnospermas (Malloch et al., 1980; Azcon
et al., 1980) y las familias de cultivos
principales, Leguminoseae y Gramineae
(Sainz et al., 1984). También el hospedante
influye sobre la colonización micorrízica y
producción de esporas, siendo generalmente
las plantas con elevadas demanda de fósforo
como las leguminosas, o con pobre sistema
radicular (cebolla, papa), las que responden
mejor a la micorrización, de tal manera que
las plantas con pocos o cortos pelos radicales
dependerán más de la formación de
micorrizas que las dotadas de pelos bien
desarrollados (Azcón, 1980).

Se menciona también que las gramíneas son
menos micorrizadas que las leguminosas,
debido a que poseen un sistema radical mejor
desarrollado, que les permite obtener más
fácilmente los nutrientes del suelo y hacerlas
menos dependientes de las micorriza (Sainz,
1984). Como señala Ribeiro (2005) las
gramíneas forrajeras presentan menor
respuesta a las MA respecto a las leguminosas
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y, entre éstas, también se observan
diferencias.

En un estudio realizado por Giovannetti et al.,
(1988), al inocular con Glomus monosporum
las plantas de trébol, vid, cebolla y pasto
heno, que se caracterizan por la diversidad en
la morfología y la extensión linear de sus
sistemas radiculares encontraron a los 4
meses de la inoculación, la mayor respuesta
en la colonización y producción de esporas en
plantas de vid y trébol, y la más baja en pasto
de heno. Esto prueba la correlación inversa
entre la colonización de MA y plantas que
poseen escasos o cortos pelos radicales, que
es la cuarta característica de las plantas
simbiontes más sobresalientes en este
trabajo.

Sin embargo, cuando plantas de trébol fueron
inoculadas con los hongos Gigaspora gigantea
y Glomus mosseae en invernadero, por un
período de 10 semanas, no se presentó la
infección con ninguno de los dos simbiontes,
en cambio Gigaspora Gigantea y Glomus
fasciculatum mostraron una infección
moderada en plantas de maíz, al igual que
Glomus calospora en sorgo (Grada, 1979).

Los reportes anteriores ponen de manifiesto
que el comportamiento del desarrollo de la
infección y la producción de esporas es
influenciado por la especie de planta
hospedante y la especie de hongo micorrízico
y no necesariamente las plantas con escasos
pelos radiculares, son las que tienen una
mayor respuesta a los endófitos MA.

Los resultados obtenidos luego de inocular
plantas de maíz, pasto bahía, sorgo y soya
con Glomus claroideum, Glomus etunicatum,
Glomus mosseae y Gigaspora margarita,
confirman lo antes mencionado, ya que la
soya, que se caracteriza por la presencia de
pocos pelos absorbentes, no fue apta para
obtener una adecuada esporulación para
cualquiera de las especies de hongos MA. En
cambio, el maíz después de 12 semanas de la
inoculación, presentó la mejor respuesta a la

producción de esporas, siendo superado a las
14 semanas por el pasto bahía, el cual mostró
incrementos de 100-5 19% en las dos
últimas semanas de incubación (Guzmán,
1991). También la cebolla se  reporta como
hospedante altamente susceptible a la
micorrización y productor de esporas,
obteniendo resultados satisfactorios con
Glomus macrocarpus var. geosporus, Glomus
faciculatus. Gigaspora margarita y Gigaspora
gigantea (Gonzales, 1983).

La edad de la planta también es un factor
importante en el desarrollo de MA, como
muestra un estudio hecho por Guzmán
(1991), con tres especies: fríjol, grama y
sorgo, muestra que a la cuarta semana
después de la siembra la colonización fue
igual para los 3 hospedantes, en la sexta el
sorgo fue superado por la grama y el fríjol,
mostrando este último su máximo valor
(61.60%); en la octava semana, la
colonización decreció para el fríjol, y la grama
registró su valor más alto (9.1.73%), lo
mismo que el sorgo (6 1.68%), sin embargo
no existió diferencia del fríjol con el sorgo,
pero, sí con la grama; a la décima semana el
fríjol mostró los valores más bajos fue
ampliamente superado por el sorgo y la
grama.

11.3. TIPOS DE MICORRIZAS

Las micorrizas (MA) son capaces de crecer
dentro de las raices sin causar síntomas de
una enfermedad, el hongo coloniza las raices
con sus hifas, formando arbúsculos con los
cuales mantiene un intercambio bioquímico
con la planta. Esta simbiosis altamente
especializada anteriormente se le llamó
"micorriza vesículo arbuscular" porque algunos
hongos de los glomeromycoticos forman
estructuras de almacenamiento dentro de las
células corticales llamadas vesículas.

En 1969 se definió tres tipos de micorrizas
basándose en la interrelación espacial de las
hifas filamentosas del hongo y las células de
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las raíces de la planta: ectomicorrizas,
endomicorrizas y ectendomicorrizas. Esta
clasificación se mantiene vigente en la
actualidad. 

Las ectomicorrizas (Figura 1) se limitan casi
por completo a especies arbóreas de hoja
perenne, donde la simbiosis se establece
generalmente de forma natural. Son visibles a

simple vista ya que las hifas se aglomeran
alrededor de la raíz formando un manto
fúngico que provoca modificaciones
morfológicas en la raíz (Rivera et al., 2003).
A partir de esta estructura, las hifas se
introducen entre las células de la corteza sin
penetrarlas formando la llamada red de Hartig
que es su característica más importante. De
esta manera crecen en los espacios
intercelulares sin llegar a penetrar al interior
de la célula (Coyne, 2000).

Las ectendomicorrizas son muy limitadas.
Presentan características tanto de las
ectomicorrizas como de las endomicorrizas.

Las endomicorrizas, por otro lado, son las más
importantes y las de mayor difusión. Se
encuentran en la mayoría de los cultivos
agrícolas y hortícolas (Coyne, 2000). Las
endomicorrizas, llamadas también micorrizas

arbusculares son simbiontes obligados, ya que
no pueden ser cultivadas en ausencia de la
planta huésped (Xoconostle y Medrano,
2002). No son visibles a simple vista, para
poder visualizarlas es necesario hacerlo
mediante un microscopio óptico donde se
puede observar las diferentes estructuras del
hongo colonizando la raíz (Figura, 2).

Los hongos micorrícicos (MA) que forman este
tipo de micorrizas son Zygomicetos y
Ficomicetos del orden Glomales. Los géneros
son Paraglomus, Archaeospora, Glomus,
Sclerocystis, Acaulospora, Entrophospora,
Scutellospora y Gigaspora (Benzing, 2001).

La formación de MVA se inicia a partir de una
espora germinada, hifas o una raíz colonizada
presente en el suelo que infecta a las zonas
pilíferas de la raíz. De esta manera, bajo
condiciones adecuadas de humedad y
temperatura, se inicia la colonización sin la
formación del manto fúngico (Pritchell,
1990). Una vez que el hongo ingresa en las
células epidérmicas de la raíz se forma una
hifa especializada llamada apresorio que le
sirve de sostén en la fase primaria de
penetración de la raíz. La hifa de penetración
avanza longitudinalmente a través de los
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Figura 1. Ecto micorrizas simbiontes con las
plantas perennes. 

Figura 2. Endomicorrizas simbiontes de plantas
anuales.



espacios intercelulares o ingresa directamente
al interior de la célula donde finalmente se
forman los arbúsculos y vesículas en algunos
casos (Rivera et al., 2003). En la Figura 3 se
puede observar las diferentes fases del
proceso de  formación de la simbiosis.

El nombre de MVA se debe precisamente a la
formación de las vesículas y arbúsculos. Las
vesículas son las hifas que penetran en las
paredes de las células epidérmicas de la raíz
y crecen en el interior de las células corticales,
son órganos de almacenamiento, se
encuentran llenos de lípidos, importantes para
la alimentación del hongo. Los arbúsculos no
penetran en el interior de la membrana
celular; en este órgano se realiza el
intercambio de nutrientes captados por las
hifas (Crovetto, 1992).

11.4. SINERGISMO CON OTROS
MICROORGANISMOS

Las endomicorrizas no son tan específicas,
pero es obvio pensar que la incidencia de
estos microorganismos no es la misma para
todas las especies.  Se ha determinado que el
comportamiento de las (MA) es modulado por
diversos factores ambientales, que pueden

ajustar su comportamiento.  Existe evidencia
de que estas asociaciones presentan
“especificidad ecológica”  lo cual consiste en
la posibilidad de encontrar en un inóculo
mixto o bajo condiciones nativas un tipo parti -
cular de MA que colonice preferentemente a
un hospedante (Mc Gonigle y Fitter, 1990). 

Esta preferencia se debe principalmente  a las
condiciones del suelo que puede existir donde
está anclada la planta principalmente en
relación con otros microorganismos (Rabatin y
Stinner, 1989) en su versión sobre la
interacción de micorrizas arbusculares con
micro invertebrados del suelo (ej. Lombrices,
nematodos) concluyen que tienen un efecto
neto positivo en las poblaciones de MA y
contribuyen a su distribución espacial. Por
otro lado Garbaye (1994), menciona que
existen efectos estimulatorios de los procesos
de germinación de las esporas y crecimiento
de MA con  bacterias endófitas de los géneros
Pseudomonas, Corynebacterium y
Streptomyces.

También existe evidencia de bacterias
promotoras del crecimiento como Pseudo -
monas putida (cepa F-44) actúan sinergísti -
camente con algunas especies de hongos MA;
el efecto es mayor si son inoculados
simultáneamente a la siembra, el hongo es
favorecido en una mayor producción de
esporas, aspecto que podría considerarse en
la producción de inóculo de MA (Sieverding,
1991). También se han observado
interacciones positivas con asociaciones de
bacterias solubilizadoras de P tal como lo
reporta Young (1990).

Existe una relación positiva con rizobacterias
estimuladoras del crecimiento vegetal en la
colonización rizosferica, en el presente caso
Azospirillum brasilense + Glomus clarum
fueron más efectivas cuando están juntas, que
individualmente, también se encontró que la
micorrizica se incrementó con la presencia de
Azotobacter sp. Por otra parte  se demostró
que la inoculación de Pseudomonas
fluorescens en tomate, estimula la
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Figura 3. Endomicorrizas vesiculo arbusculares
1. Rizodermis (epidermis), 2. Córtex,

3.Endodermis, 4. Vesícula, 5. Arbúsculo. 
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colonización micorrizica en la raíz e
incrementa la producción del cultivo (Terry,
2006). 

11.5. IMPORTANCIA EN LA NUTRICIÓN
VEGETAL

El uso de MA en la agricultura se ha extendido
gracias a los múltiples beneficios que le
proporcionan al cultivo. 

Las micorrizas son microorganismos que
mejoran la nutrición de planta. Al aumentar la
superficie de absorción de nutrientes,
aumenta la capacidad de las raíces para
obtener nutrientes, especialmente Fósforo,
pero también Potasio, Nitrógeno, Calcio,
Magnesio, Zinc, Cobre, Boro y Molibdeno
(Rivera et al., 2003). Mejoran así aspectos
morfológicos y de crecimiento: mayor altura,
mayor número de frutos por planta, mayor
diámetro de tallo, mayor área foliar, etc. De
esta manera, aseguran cosechas con altos
rendimientos.

La inoculación con micorrizas comerciales en
cultivos de importancia económica se ha
extendido en la actualidad en América Latina.
Países como Cuba, Chile, México, Colombia,
Ecuador han realizado numerosos estudios
con el objetivo de observar el efecto benéfico
de estos microorganismos en los cultivos.
Particularmente se ha trabajado con hortalizas
como tomate, cebolla, ajo, papa; cereales:
maíz, trigo, soya, arroz y algunos frutales.

En nuestro país, a partir de 1997 en el
departamento de Santa Cruz se empieza a
introducir estos microorganismos a sistemas
agrícolas de altos insumos con grandes áreas
de producción como: soya, trigo, maíz,
obteniendo cosechas con rendimientos
superiores al testigo no inoculado. Los
resultados obtenidos se muestran en el cuadro
4.

Cuadro 4. Resultados de la inoculación de
micorrizas (G. fasciculatum) en diferentes

cultivos. Santa Cruz-Bolivia

Cultivo Área HMA Testigo Incremento

--ha-- ----t ha-1---- ---%---

Maíz 150 2,92 2,16 35,1 

Maíz 150 3,12 2,51 24,3 

Trigo 50 3,19 2,75 16,0 

Trigo 50 3,12 1,82 71,4 

Soya 150 2,73 1,94 40,7 

Soya 150 2,20 1,78 23,5 

Soya 750 2,93 2,32 26,3

Fuente: Rivas y Ortuño, 2008.

11.6. BENEFICIOS PARA LA
AGRICULTURA

Las micorrizas arbusculares (MA) son otros
bioinsumos utilizados para combatir
patógenos del suelo. Las micorrizas son
hongos del suelo que pueden llegar a
establecer asociaciones mutualísticas, tales
como la simbiosis, con las raíces de las
plantas. Las raíces micorrisadas alcanzan
mayor superficie de exploración, aumentando
así la absorción de agua y de nutrientes de la
planta. Otra de las funciones que cumplen
estos hongos benéficos es la protección de las
raíces contra el ataque de patógenos del
suelo, creando una barrera mecánica a través
del manto de hifas que forman y generando
competencia por nutrientes y espacio (Aguilar,
1990).

11.6.1.Beneficios de las micorrizas en el
crecimiento de las plantas

La importancia de esta simbiosis en el
desarrollo de las plantas se entiende al tener
en cuenta que la raíz es el puente entre la
planta y el suelo y que, a su vez, el micelio del
hongo micorrizógeno es el puente entre la raíz



y el suelo. En consecuencia, la micorriza,
como órgano de absorción y translocacion de
agua y nutrientes, es una de las más
sobresalientes adaptaciones de la raíz para
desenvolverse adecuadamente en el ambiente
edáfico (Guerrero, 1996).

Durante la simbiosis, las plantas hospedantes
reciben nutrientes minerales del suelo
tomados por el hongo (principalmente
fósforo), mientras que éste obtiene
compuestos de carbono derivados de la
fotosíntesis (Brundrett et al., 1996).

Esta mejor condición nutricional conlleva un
significativo aumento en el crecimiento de las
plantas que poseen esta asociación (plantas
micótrofas), especialmente en aquellos suelos
donde estos nutrientes son escasos. Otros
beneficios de la asociación micorrízica son la
protección contra patógenos radicales
(Newsham et al., 1995) y la mayor tolerancia
al déficit hídrico (Ruíz et al., 1995).

Según Coyne (2000), existen datos que
demuestran que dos especies Glomus tienen
un contenido de nutrientes considerablemente
más elevado en la planta que el desprovisto
de micorriza. Con excepción del Fe, Glomus
fasciculatum presenta un nivel de adquisición
de nutrientes superior al que Glomus
monosporus, lo que demuestra que distintas
simbiosis entre planta y micorriza presentan
distintas capacidades de adquisición de
nutrientes.

El papel de las micorrizas en la absorción de
fósforo del suelo puede resumirse de la
siguiente manera: las plantas con micorrizas
absorben y acumulan más fósforo que las
plantas sin micorrizas. Existe una mejor
explotación de fósforo del suelo, puesto que el
área y el volumen de las raíces aumenta, en
primer lugar, porque las raíces son más sanas
(mejor alimentadas) y, en segundo lugar,
porque las hifas de los hongos actúan como
una extensión de la raíz. Las micorrizas
aumentan la disponibilidad del fósforo
mediante una serie de mecanismos como la

excreción de fosfatasas, ácido carbónico y
ácido orgánico, así como mediante la
extensión de la superficie de las raíces
expuestas al fósforo (Coyne, 2000).

Entre los beneficios observados de las
micorrizas en las plantas se tienen
(Benzing, 2001):

1) Mejoran el crecimiento de la planta al
aumentar la superficie de absorción de
agua y nutrientes (principalmente P,
aunque también Ca, K, Zn, Cu).

2) Mineralización y solubilización de
nutrientes por la producción de ácidos y
enzimas.

3) Facilitan un mejor aprovechamiento del
Fósforo y del Zinc de los fertilizantes.

4) Tolerancia a condiciones de estrés como
baja humedad, las plantas micorrizadas
se recuperan más rápido del
marchitamiento y hacen un uso eficiente
del agua absorbida.

5) Estimulan la fijación del nitrógeno en las
plantas noduladas, aumentando el flujo
de fósforo a través de sus raíces.

6) Menor susceptibilidad al ataque de
patógenos mejorando su nutrición y
compitiendo con microorganismos
patógenos por el espacio en las raíces de
las plantas.

7) Inmovilizan algunos metales pesados
como el Zinc, Cadmio y Manganeso.

8) Mejoran la estructura del suelo ayudando
a la formación de agregados.

La correlación entre el uso del agua la
eficiencia y la tolerancia a la sequía mostró
que AM hongos inoculación proporciona 30%
más de agua de plátano después de 40 días
de estrés y AM hongos inoculados micro-
propaga plátano proporcionado montón más
grande que hizo las no inoculadas en
condiciones de granja en un Oxisol. Estos
resultados indican que la inoculación con
Hongos MA podría ser un enfoque útil y
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práctico hacia un sistema de producción
sostenible del banano.

11.7. FACTORES DEL SUELO QUE
AFECTAN EL DESARROLLO DE
LAS MICORRIZAS

Para introducir MVA en la agricultura es
importante conocer en que condiciones
ambientales se lleva a cabo una efectiva
micorrización.

La temperatura tiene un papel importante en
el desarrollo de las micorrizas. La temperatura
óptima para el crecimiento de los micelios
oscila entre los 18°C y los 27°C para la
mayoría de las especies, aunque en algunos
casos la simbiosis se llevó a cabo a
temperaturas mayores 33-34ºC (Pritchell,
1990).

El pH óptimo para el desarrollo de micorrizas
oscila entre 5,8 y 7,5, pero puede variar de
acuerdo al tipo de suelo, planta y el tipo de
hongo. Respecto a la humedad del suelo, ésta
debe ser mediana, ya que en suelos muy
húmedos o inundados el crecimiento de
esporas disminuye considerablemente
(Benzing, 2001).

Cuando hay poca agua disponible para el
crecimiento de las plantas, sus raíces forman
alianzas con los microorganismos del suelo
que la ayudan a promover su crecimiento
(Marasco et al., 2012). 

Es conocido que las relaciones simbióticas
entre las plantas y comunidades microbianas
del suelo son críticas para la salud de las
plantas. Aunque los efectos de la sequía en
las plantas son bien conocidos, se sabe poco
acerca de cómo la falta de agua afecta a las
bacterias alrededor de las raíces.

En este estudio, los investigadores cultivaron
plantas de pimiento en condiciones de agua
limitada y se analizaron las especies de
bacterias alrededor de las raíces de las

plantas. Ellos encontraron que el estrés por
sequía enriqueció las comunidades
microbianas con bacterias capaces de
aumentar la fotosíntesis de las plantas y la
producción de biomasa de hasta un 40% en
condiciones limitadas de agua.

Según los autores los resultados destacan que
las plantas completamente funcionales no
pueden ser considerados organismos
individuales más, sino más bien un meta-
organismo que incluye a la planta y su
microbioma. Esto promueve las funciones
esenciales como la resistencia al estrés
hídrico. La promoción de la resistencia a la
sequía por bacterias puede tener importantes
aplicaciones, por ejemplo, en la retención de
los altos rendimientos de las plantas, incluso
en presencia de una menor irrigación.

Las plantas de cultivo sufren menos de los
patógenos específicos transmitidos por el
suelo, debido a las actividades de distintos
microorganismos del suelo. Sin embargo, para
la mayoría de las relaciones entre los
microbios del suelo y las plantas, los
mecanismos implicados en el control de los
patógenos son desconocidos.

Un análisis genómico funcional de los suelos
(metagenómica) mediante un PhyloChip que
analizó el microbioma de la rizósfera de
diferentes que permitieron identificar los
grupos clave de bacterias y los genes
implicados en la supresión de un hongo que
ataca la raíz de las plantas.

El análisis identificó más de 33.000 especies
de bacterias y archaeas, y particularmente las
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria
consistentemente asociadas con la supresión
de la enfermedad de hongo. También los
miembros de las Proteobacteria demostraron
tener actividad antimicrobiana mediante la
síntesis de péptidos no ribosomales.

En otras palabras, las plantas aprovechan del
manojo de bacterias que poseen en sus raíces
para enfrentar las enfermedades.
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12.1. INTRODUCCIÓN

La región andina se caracteriza por su elevada
diversidad biológica que contribuye a la segu -
ri dad alimentaria, por la presencia de muchos
centros de origen y domesticación ricos en
endemismos y propicios para el desarrollo de
una amplia variabilidad genética en poblacio -
nes autóctonas de especies vegetales. La re -
gión andina también se caracteriza por la gran
diversidad de condiciones ecológicas en espa -
cios muy reducidos, así como por las condi -
cio nes sumamente limitantes. El poblador an -
dino logró manejar esta diversidad ecológica,
así como sus posibilidades, habiendo domes -
ti ca do más de 40 especies alimentarias, mu -
chas de las cuales están adaptadas a las con -
di ciones extremas de sequía, frío y humedad
de ciertas zonas.

En la región altiplánica, Solanum tuberosum,
Ullucus tuberosus, Oxalis tuberosa,
Tropaeolum tuberosum, Chenopodium
quinoa, Chenopodium pallidicaule, Lupinus
mutabilis son los ejemplos de especies do -
mes ticadas más representativas de la
diversidad de especies domesticadas. En los
valles se domesticaron Zea mays, Capsicum
spp., Ipomoea batatas, Amaranthus caudatus
y diversas frutas. Las tierras bajas también
fue ron centros de domesticación de
numerosas especies vegetales, como Arachis
hypogaea, Manihot spp., Zea mays,

Capsicum, Gossypium, Nicotiana tabaccum,
Bixa orellana y varios tipos de calabazas y
frutas. Estas son sólo algunas de las especies
domes ticadas en estas zonas. Un gran
número de especies alimentarias autóctonas
hacen parte de la dieta de poblaciones locales
de la región andina.

Aunque parte del germoplasma de estos culti -
vos ha sido recolectado y conservado en ban -
cos de germoplasma (semillas y colecciones
de campo), aún falta completar y manejar
colec ciones para muchas especies. Además,
los cultivos andinos poseen un inmenso po -
ten cial para el mejoramiento y promoción de
nuevas especies a través de la ampliación de
la base genética de las colecciones, la intro -
gre sión genética a partir de acervos foráneos y
el desarrollo y producción de nuevos materia -
les a partir de estas especies poco difundidas
y potencialmente promisorias.

El manejo de recursos fitogenéticos incluye
va rias actividades como la prospección, la co -
lec ta, la caracterización, la evaluación, la con -
ser vación y el intercambio de germoplasma a
nivel nacional e internacional. El seguimiento
científico de todos estos componentes
garantiza una valoración promisoria de los
recursos genéticos y su utilización en
programas de me jo ramiento varietal.
Mediante técnicas biotecnológicas es posible
lograr un desarrollo más eficiente de las

Capítulo 12
La aplicación del cultivo de tejidos en la
multiplicación y conservación de los

Recursos Fitogenéticos
Jean Pierre Baudoin



actividades mencionadas, proporcionando así
nuevas alternativas para utilizar los recursos
genéticos. La biotecnolo gía, por medio de la
genética molecular y el cul ti vo de tejidos o de
células in vitro ofrece nuevas herramientas
para alcanzar esas me tas y racionalizar los
usos de los recursos fito ge néticos. En
particular, el cultivo in vitro con tri buye de
diferentes maneras al uso sosteni ble de los
recursos genéticos.

En la actualidad se utilizan abundantemente
las técnicas de cultivo de tejidos para la mi -
cro pro pagación de clones selectos y para con -
se guir material de plantación libre de patóge -
nos; se utiliza cultivo de anteras y de micros -
poras para la obtención de haploides y a fin de
facilitar y acelerar el mejoramiento genético.
Una porción grande de la variabilidad genética
para caracteres económicamente importantes,
ocurre en el germoplasma silvestre o en espe -
cies relacionadas. Tradicionalmente, la identi -
fi ca ción de genes que controlan esos caracte -
res en el germoplasma silvestre, y su utiliza -
ción en el pre-mejoramiento ha encontrado di -
fi cultades. La hibridación interespecífica ayu -
da da por el cultivo in vitro de embriones se
está convirtiendo en una alternativa para la
transferencia de caracteres útiles entre espe -
cies relacionadas, pero sexualmente incompa -
ti bles, o que presentan absorción temprana de
embriones. Sin embargo, el objetivo del pre -
sen te capítulo es destacar el papel del cultivo
in vitro en la preservación y el manejo de los
recursos filogenéticos.

12.2. CONTRIBUCIÓN DEL CULTIVO IN
VITRO EN LA CONSERVACIÓN
DE LOS RECURSOS
FITOGENÉTICOS

Las estrategias de conservación de germo -
plas ma dependen principalmente de las ca -
rac terísticas biológicas de éstos, de los recur -
sos humanos e infraestructura disponibles y
del número de accesiones. Existen dos estra -
te gias generales de conservación de germo -

plas ma: in situ (ecosistemas y hábitats natu -
ra les) y ex situ (bancos de germoplasma de
semilla, colecciones de campo, jardines botá -
ni cos y colecciones in vitro), estos métodos no
son mutuamente excluyentes sino más bien
complementarios.

Si las semillas ortodoxas pueden ser conser va -
das sin mayores dificultades con baja tem pe -
ratura y baja humedad relativa en bancos de
germoplasma, existen sin embargo otras espe -
cies denominadas recalcitrantes cuyas semi -
llas pierden su viabilidad en un corto período
de tiempo al ser conservadas por métodos
con vencionales debido a sus elevados conte -
ni dos de humedad. En paralelo, existen espe -
cies que producen semillas después de un lar -
go tiempo (plantas perennes) o producen se -
mi llas de alto grado de heterocigosidad debido
a su naturaleza alógama o no producen semi -
lla botánica verdadera, teniendo como alter -
na tiva de reproducción órganos vegetativos
(tu bérculos, rizomas, bulbos o semillas aga -
micas). Los recursos genéticos de estas espe -
cies son generalmente conservados como co -
lec ciones de campo o a través de medios mas
sofisticados como la conservación in vitro. 

Precisamente, las dificultades derivadas de
las colecciones de campo (elevados requeri -
mientos de espacio y mano de obra, riesgo de
infestación con plagas y enfermedades, daño
provocado por catástrofes naturales y pérdida
de la integridad genética de las accesiones) y
la preservación de especies recalcitrantes han
permitido desarrollar metodologías como la
conservación in vitro de germoplasma, enten -
diéndose por cultivo in vitro al conjunto de
técnicas mediante las cuales un explante, es
decir, una parte de la planta (órgano, tejido,
célula o protoplasto) se cultiva asépticamente
en un medio nutritivo bajo condiciones de luz
y temperatura controlada.

El cultivo in vitro de especies vegetales nace
con los estudios pioneros de Haberlandt al
prin cipio del siglo XX. El cultivo de los diferen -
tes órganos de las plantas se ha ido desarro -
llan do a fin de lograr tres fines: la micropro -
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pagación vegetativa, la conservación de ger -
mo plasma y generar una herramienta para
recortar los diferentes pasos de un programa
de mejoramiento genético, ya sea por medio
de la regeneración de nuevas plantas o de
estructuras indiferenciadas (masas celulares o
callos).

En el caso de la conservación de germoplas -
ma, las principales finalidades del cultivo in
vitro son la preservación de la integridad ge -
né ti ca de cada entrada de la colección (se
evita la segregación de las semillas sexuales)
y el mantenimiento altamente seguro de los
recursos al quedar eliminados los riesgos de
pérdidas por causa del medio ambiente; como
es una técnica axénica, no hay detrimentos o
daños por plagas o enfermedades y no existe
peligro de infecciones por patógenos ni pla -
gas. Sin embargo, como siempre, existe la
pro babilidad de contaminación debido a hon -
gos o bacterias ambientales, necesitando de
un monitoreo específico del material en con -
ser vación a fin de mantener bajo cierto nivel
de control los explantes.

En el manejo de los recursos fitogenéticos, la
utilización del cultivo in vitro empieza directa -
mente a partir de la recolección del germo -
plas ma en el terreno para reducir las dificul -
tades prácticas de colectas de germoplasma,
especialmente en especies cuyo traslado ha -
cia los bancos de germoplasma causa
deterioros por daño mecánico y/o ataques de
plagas y enfermedades. Lo anterior, esencial -
mente con siste en esterilizar explantes del
material colectado para posteriormente
depositarlos en medios de cultivo estériles a
través de un pro ce dimiento simple que sólo
requiere equipo rudimentario. La técnica ha
sido utilizada exito samente en algodón
(Gossypium spp.), cacao (Thebroma cacao),
vides (Vitis spp.) y algunas forrajeras. El
traslado de material in vitro desde el sitio de
colecta es especial mente conveniente para
especies alógamas, especies con semillas de
reducido poder germi nativo, especies con
semillas recalcitrantes y aquellas de reproduc -
ción vegetativa.

Pero es principalmente para la conservación
de los materiales colectados que las técnicas
del cultivo in vitro han sido objeto de esfuer -
zos de investigación. Las técnicas de conser -
va ción por cultivo in vitro se empezaron a
apli car en los años 80 y actualmente se utili -
zan de forma sistemática en la conservación e
intercambio de germoplasma de varias espe -
cies como raíces y tubérculos, árboles frutales
y otras.

Entre las ventajas que presenta la manuten -
ción in vitro de germoplasma destacan: con -
servación de un gran número de plantas en
es pacios pequeños; mayor control sobre el
estado fitosanitario de las plantas; reducción
en los tiempos de multiplicación; facilidad de
intercambio de material genético debido a su
sanidad e incremento de la tasa de multiplica -
ción de germoplasma valioso.

12.3. CONSERVACIÓN A CORTO,
MEDIANO Y LARGO PLAZO

El cultivo in vitro comprende una sucesión de
pasos: (i) desinfección, disección y extracción
del tejido de la planta (ii) determinación de
una técnica adecuada y establecimiento de la
colección in vitro (iii) recuperación del tejido
viable de la fase de conservación a través del
trasplante a macetas (iv) regeneración de
plantas.

Diversos órganos o tejidos pueden conservar -
se in vitro, pero usualmente se dividen los
ma teriales vegetales iniciales en dos catego -
rías: diferenciados y no diferenciados. En los
tejidos diferenciados, el cultivo se deriva de
meristemas provenientes de yemas y brotes o
de meristemas adventicios derivados del culti -
vo in vitro. Esta técnica incluye la micropropa -
ga ción en la forma de cultivo de tallos, de ho -
jas, de raíces, de microtubérculos y de em -
brio  nes. En los tejidos no diferenciados se cul -
ti van callos o células en suspensión en medios
sólidos o líquidos. Dentro del marco de la con -
ser vación del germoplasma se debe mantener
la composición genética de cada entrada,
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razón por la cual se utiliza preferentemente los
meristemas. El cultivo de meristemas es apro -
piado para la conservación porque que no
sola mente el meristema tiene una estabilidad
genética muy alta, sino porque además tiene
un potencial de propagación alto y de facili -
dad de saneamiento. Al contrario, el cultivo de
células somáticas, no meristemáticas y las de
origen germinal presentan con frecuencia
ines  tabilidad citogenética (euploidia, aneu -
ploi  dia, alteraciones cromosómicas), sobre
todo cuando se prolonga el estado in vitro.

En las técnicas convencionales de los meriste -
mas, el objetivo es obtener un crecimiento
con ti nuo de los explantes a tasas normales, a
través de sub-cultivos sucesivos de meriste -
mas en medios frescos. Cada sub-cultivo
aumenta la posibilidad de pérdidas debido a
accidentes o contaminación microbiana.

La conservación del germoplasma in vitro
pue  de realizarse a corto-mediano plazo y a
largo plazo mediante métodos criogénicos. La
alternativa a utilizar dependerá del progreso
de la capacidad tecnológica, infraestructura
disponible, objetivos de conservación y la
naturaleza de las especies a conservar.

12.4. CULTIVO IN VITRO DE
CRECIMIENTO LENTO

La conservación in vitro a corto y mediano
plazo necesariamente requiere de subcultivos
periódicos, actividad que generalmente difi -
cul ta su conservación. Para prolongar el perío -
do de conservación in vitro, aumentando de
esta forma los tiempos requeridos entre los
su cesivos subcultivos, se han desarrollado
mé to dos que permiten retardar el crecimiento
de los explantes y así prolongar el tiempo re -
querido entre los sucesivos subcultivos. Esos
métodos llamados «cultivo in vitro de creci -
mien to lento o a tasas mínimas» se basan en
la reducción del crecimiento mediante dife ren -
tes métodos: modificación de nutrientes del
medio de cultivo, uso de reguladores o inhibi -
dores de crecimiento, reducción de la tempe -

ra tura de incubación, desecación y cambio de
la concentración de gases atmosféricos, re -
duc ción de tensión de oxigeno, defoliación de
brotes y manipulación de la presión osmótica
de los medios de cultivo, tamaño de los enva -
ses o tubos, intensidad de luz y fotoperiodo.
La temperatura interacciona con casi todos
esos factores.

En resumen, el crecimiento y desarrollo puede
ser reducido agregando o modificando los
medios de cultivo en dos formas básicas:
gene ran do estrés (principalmente osmótico) o
utili zando reguladores de crecimiento para
reducir la elongación y multiplicación celular.

Diferentes investigaciones fueron conducidas
en varios cultivos ecológicamente diferentes,
po niendo en evidencia principios o tenden -
cias. La reducción de la temperatura disminu -
ye el crecimiento de los cultivos, pero ésta de -
pende del cultivo. También se reduce el creci -
miento privando al medio de ciertos nutrientes
inorgánicos y orgánicos. El crecimiento varía
según el contenido total del nitrógeno, el
balance Carbono/Nitrógeno y el contenido de
sa ca rosa. Los reguladores de crecimiento
actúan en forma antagónica al ácido
giberélico, redu cien do la elongación y
multiplicación celular. El ácido abscísico es
retardante del crecimien to. La concentración
osmótica del medio es otro factor importante.
Los azúcares-alcoholes (sorbitol, manitol) no
asimilables por las plan tas, son sustancias
que generan estrés osmó ti co y reducción del
crecimiento de los explan tes. El uso de carbón
activado combinado con baja concentración
osmótica del medio permi te aumentar el
tiempo de conservación. En condiciones de
baja temperatura se necesita reducir la
intensidad de la luz. Cada especie tiene un
óptimo de conservación in vitro y se debe
diseñar el protocolo más adecuado para cada
especie. Desafortunadamente en algu nos
casos esos factores combinados varían con la
variedad y el tiempo de conservación.

Cabe recalcar que esos métodos pueden oca -
sio nar alteraciones no deseables para la con -
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ser vación del germoplasma. Por ejemplo, las
células de plántulas bajo estrés son de menor
tamaño, con vacuolas muy pequeñas y en me -
nor número. Por otro lado, los reguladores de
crecimiento pueden producir condiciones de
se nescencia que limitan el rango de concen -
tra ción de esas sustancias químicas. El otro
problema es la reacción diferente de genotipos
del banco de germoplasma debido a una con -
di ción hormonal no igual entre los explantes.
Otra alternativa es reducir la temperatura am -
bien tal de la cámara de crecimiento in vitro
hasta los límites en que se logre la mayor lon -
ge vidad de las plántulas. El principio es la re -
duc ción del sistema metabólico de la planta
debido a la alta sensibilidad de enzimas, hor -
monas y reguladores, al efecto de las tempe -
raturas.

Protocolos que permiten la efectiva conserva -
ción de germoplasma in vitro han sido desa -
rro llados para aproximadamente 37.600
acce siones en el mundo. Si bien el cultivo in
vitro elimina los problemas asociados con la
conservación en campo, su éxito es función de
la eficiencia de la micropropagación y de la
manutención de la integridad genética de las
colecciones.

Ciertas propiedades del cultivo in vitro re du -
cen la fidelidad de los sistemas de
manutención in vitro de germoplasma. La
variabilidad asociada al cultivo in vitro se
denomina variación somaclonal, es decir,
alteraciones genéticas de los materiales
conservados in vitro res pecto a la planta
madre, situación no desea da desde el punto
de vista de la conserva ción de germoplasma.
Algunas de estas varia cio nes son heredables
mientras que otras son epigenéticas, de tipo
reversible y no hereditaria. La variación
somaclonal puede ser atribui da a diversos
factores como la especie, los me dios de
cultivo, los reguladores de creci mien to, el tipo
de explante y el número de re pi cajes
requeridos entre subcultivos. Por lo tanto, es
importante manejar los factores que inducen
variación somaclonal y evaluar posi bles

alteraciones, utilizando análisis citológi cos y/o
moleculares en los materiales conservados in
vitro. La variabilidad asociada al cultivo in
vitro puede ser parcialmente mi ni mizada
utilizando ápices meristemáticos, los cuales
poseen células con un menor grado de
diferenciación y genéticamente más esta bles.
El riesgo de cambio genético en este tipo de
material es mucho menor que cuando se
emplean “callos” o estructuras desorganiza -
das. La elección del explante y el monitoreo
de las colecciones son importantes a fin de
de tectar posibles variantes en relación al ma -
te rial original, el cual puede ser efectuado me -
diante marcadores moleculares.

12.5. CRIOPRESERVACIÓN O
SUSPENSIÓN TOTAL DEL
CRECIMIENTO Y METABOLISMO

Actualmente, debido a los inconvenientes de
los métodos antes descritos, se han derivado
crecientes recursos a la búsqueda de otros
mé todos de conservación a largo plazo, como
la criopreservación. El desarrollo de métodos
de conservación de germoplasma a tempera -
turas criogénicas ha surgido como una nueva
alternativa de conservación a largo plazo (co -
lec ción base) para un gran número de espe -
cies. La criopreservación se basa en la reduc -
ción y subsecuente detención de las funciones
metabólicas y la división celular de los tejidos
vegetales debido a la disminución de su tem -
pe ratura al nivel del nitrógeno líquido (-196°
C), manteniendo así la viabilidad de los mate -
riales conservados por periodos indefinidos de
tiempo.

El proceso de criopreservación comprende
diferentes pasos:

• aislamiento y deshidratación del tejido
• enfriamiento
• congelación
• almacenamiento
• descongelamiento
• recuperación y crecimiento de plantas
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Una etapa muy crítica es la formación de cris -
ta les de hielo intra y extracelular. Durante el
proceso de congelación se inicia la formación
de cristales de hielo en la solución extracelular
del tejido, produciendo un desequilibrio ter -
mo dinámico, perdiéndose agua desde el inte -
rior de las células hacia los cristales de hielo
ubicados al exterior. El equilibrio se produce
formándose hielo intracelular, lo que mata las
células. El éxito del proceso depende de la ve -
lo cidad y evolución del enfriamiento y conge -
la ción. Si el enfriamiento es lento, toda el
agua congelable sale de la célula producién -
dose daño por deshidratación, aumento de la
concentración osmótica interna y desinte gra -
ción de la membrana celular. Si el enfriamien -
to es rápido, el agua congelable no sale de la
célula por falta de tiempo y se forman cristales
intracelulares. El enfriamiento moderado
contro la la salida del agua de la célula así
como la deshidratación y congelamiento
intracelular, debido al contenido suficiente de
la célula. El control de la rapidez del
enfriamiento se ejerce hasta cierta
temperatura límite, después de la cual ya no
existe peligro. Las temperaturas lími te y las
tasas de enfriamiento deben ser investigadas
para cada especie. A fin de supe rar el
problema de la formación de hielo, se pue de
usar agentes crioprotectores, como gli ce rol,
sorbitol y manitol; el objetivo es de reem  pla -
zar el agua de la célula por criopro tec tores.
Según las especies, varias técnicas han sido
usadas para evitar el daño causado por el
congelamiento: reducción rápida de la tempe -
ratura mediante inmersión directa del explan -
te en nitrógeno líquido, enfriamiento lento y
continuo hasta una cierta temperatura (- 40°
C) y posterior inmersión en nitrógeno líquido.

El descongelamiento de los tejidos es otra eta -
pa crítica. El método más eficiente es poner
en baño maría a 40° C por algunos minutos
hasta que el hielo se transforme en agua. Du -
rante el descongelamiento, se produce la hi -
dra tación del ambiente intra y extracelular. Si
el descongelamiento es lento, en presencia de
microcristales, estos se cristalizan forman do

cristales de hielo más grandes, produciendo la
destrucción de organelos y membranas celula -
res. Si la deshidratación es extrema, el des -
con ge la miento tiene que ser más lento para
prevenir una plasmólisis masiva. Después del
descongelamiento, se debe cambiar el conte -
nido del medio debido a la presencia de sus -
tancias tóxicas provenientes de las necrosis de
las células.

Una exitosa criopreservación depende de
nume rosos factores como el tipo y condición
fi siológica del explante, los crioprotectores
em plea dos, la rapidez del proceso de congela -
miento y descongelamiento, la temperatura de
manutención y la estrategia de recuperación
de los tejidos, entre otros. Varias técnicas
exis  ten para reducir o eliminar estos proble -
mas: pretratamientos con crioprotectores, en -
fria miento y descongelamiento rápido o lento,
reducción o absorción de las sustancias tóxi -
cas que se generan de las células muertas del
tejido criopreservado, etc.

Esta metodología ha sido utilizada en aproxi -
madamente cien especies a nivel mundial, lo
que permite suponer que en un futuro cercano
se convertirá en la metodología de conserva -
ción más eficaz, segura y de bajo costo. Los
tejidos más apropiados para criopreservar son
varios como granos de polen, protoplastos,
semi llas, yemas invernales, meristemas,
embrio  nes cigóticos y somáticos, cultivos en
sus pensión y callos. Las primeras investi -
gaciones en criopreservación identificaron los
meriste mas de tallos como lo más conve -
niente. Actual mente se demostró que los
cultivos de embriones tienen ventajas y un
bajo riesgo de variación somaclonal,
particularmente los embriones cigóticos y
somáticos de tamaño pequeño. Otra
innovación de la técnica es la aplicación de la
vitrificación. Los tratamientos se basan en un
enfriamiento muy rápido, cau sando la
vitrificación interna de los solutos den tro de
las células, evitándose la formación de hielo
intracelular.
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12.6. INTEGRIDAD Y ESTABILIDAD EN
CULTIVO IN VITRO

El objetivo básico de los bancos de
germoplas ma de propagación clonal es el de
mante ner la identidad genética de cada
accesión. Desde el punto de vista del cultivo
de tejidos, está ampliamente demostrado que
mientras más directa sea la regeneración de
una nueva plántula, la probabilidad de
variación es mu cho menor. Sin embargo,
variaciones epigené ti cas, puntuales y
quimeras pueden ocurrir en cualquier
momento, particularmente en los ban cos de
germoplasma clonales in vitro a mediano
plazo usando bajas temperaturas y/o
reguladores de crecimiento. Esto significa una
presión de selección sobre el material y una
posibilidad de variación genética. Resulta que
es necesario desarrollar programas de evalua -
ción de la integridad genética de los materia -
les conservados in vitro. La comprobación de
la integridad genética requiere observaciones
morfológicas, comprobando los materiales
man tenidos in vitro con los materiales seme -
jan tes multiplicados en los terrenos. Existen
también pruebas bioquímicas, moleculares y
cromosómicas para comprobar la integridad
genética y reducir el riesgo de variación soma -
clonal.
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13.1. INTRODUCCIÓN

El mantenimiento de colecciones de plantas
mediante el empleo de las técnicas de cultivo
in vitro ha sido y es un método estándar de
conservación que contribuye a la preservación
de la diversidad genética en los cultivos y re -
pre senta una práctica alternativa al manteni -
mien to de colecciones de campo, las cuales
de forma general ocupan grandes áreas, las
que son muy vulnerables y difíciles de mante -
ner, encontrándose siempre bajo los riesgos
de fenómenos naturales, plagas y enfermeda -
des que pueden causar su desaparición.

Los trabajos relacionados con la micropropa -
gación y la conservación in vitro de plantas
incluyen una serie de riesgos donde las plan -
tas micropropagadas podrían sufrir ciertas
mo di ficaciones en el genoma y producir plan -
tas in vitro diferentes a la planta original. Para
evitar en lo posible estos cambios, es necesa -
rio la estandarización de un protocolo de con -
ser vación para la especie, tanto los nutrientes
del medio de cultivo y las condiciones medio -
ambientales donde se establece el cultivo in
vitro. En consecuencia, ello también implica,
el establecimiento de un protocolo de monito -
reo de posibles inducciones o generación de
nuevos variantes. 

13.2. CONSERVACIÓN IN VITRO DE
GERMOPLASMA

En cualquier especie cultivada es muy impor -
tante conservar toda la variabilidad y también
a las especies silvestres relacionadas para
man  tener su nivel de diversidad genética pre -
sente. Comúnmente, las técnicas mas útiles
para almacenar las entradas de los cultivares
o especímenes silvestres son métodos de
almacenamiento en frio o a temperaturas ultra
bajas, porque demandan espacios pequeños,
costos relativamente bajos, eliminando pro -
ble mas externos que afectan la conservación
in situ (Peredo et al., 2008).

La conservación de los recursos fitogenéticos
mediante técnicas de cultivo in vitro se realiza
haciendo cambios en el ambiente de cultivo
para reducir el crecimiento o desacelerar y/o
suprimir totalmente el crecimiento de las célu -
las y tejidos. Con ello lo que se persigue es
extender lo máximo el tiempo de renovación o
refrescamiento de la entrada o, extenderlo in -
de finidamente. La conservación en frio in vitro
reduce el crecimiento de la planta, minimi -
zando los gastos y el tiempo de consumo de
los protocolos, como el incremento del tiempo
de los intervalos de subcultivo. Estos tiempos
de subcultivo varían según los protocolos y
especies entre 1 y 2 años.

Capítulo 13
Conservación in vitro y evaluación

de la estabilidad genética

Raúl Blas Sevillano, Carmen L. Villarroel & Gino Aguirre



En consecuencia hay dos sistemas básicos de
conservación del germoplasma in vitro, uno
mediante la limitación del crecimiento hasta
tasas mínimas, llamada en frío, y otro me -
dian te la supresión total del crecimiento y del
metabolismo celular, conocido también como
criopreservación (Roca et al., 1993).

En ese afán, son numerosas las sustancias
que han sido empleadas en los medios de
cultivo para reducir el ritmo de crecimiento de
las plantas, entre las que pueden citarse el
manitol, sorbitol, ácido acetil salicílico (ASA) y
otras. Sin embargo, tanto la sustancia como
su concentración, estarán en dependencia de
la especie y dentro de éstas, los genotipos a
conservar, así como las condiciones de tempe -
ratura, intensidad luminosa, fotoperiodo y
otros factores a los cuales son conservadas las
plantas, por lo que resulta de gran importan -
cia probar, en cada laboratorio cuál es la sus -
tan cia idónea y qué dosis emplear para lograr
los mejores resultados. 

En este sentido, existen esfuerzos en los estu -
dios sobre la fisiología de las plantas conser -
va das in vitro para lograr mejor respuesta en
el desarrollo y su mantenimiento de la identi -
dad genética (Cárdenas & Villegas, 2002). El
crecimiento de los explantes en un ambiente
pequeño y controlado, llevaría a la generación
de algunos problemas diferentes a los que
ocurren cuando una planta se desarrolla en un
ambiente natural. Por ejemplo, en general, en
plántulas in vitro se generan hojas de aparien -
cia translúcida, húmeda y vidriosa, conocida
como hiperhidratación. Esto significa conocer
el efecto de los solutos del medio del cultivo
que tienen en el potencial osmótico, debido a
que pueden ocasionar que los explantes in
vitro absorban mayor cantidad de agua y ocu -
rra hiperhidratación de tejidos (Cárdenas &
Villegas, 2002). Entre las principales causas
de la hiperhidratación están el potencial os -
mó tico y la concentración del agar en el medio
del cultivo. En consecuencia, conforme el po -
ten cial osmótico es más negativo y se cambia
el potencial matricial del medio, la hiperhidra -

ta ción disminuye como consecuencia de una
menor absorción de agua, además el explante
tiene un contacto menos eficiente con el
medio, lo que dificulta la disponibilidad de los
macro y micronutrientes del medio, depen -
dien do de la concentración del agar (George,
1993, citado por Cárdenas & Villegas, 2002).

El potencial osmótico es uno de los compo -
nentes del potencial del agua. Al aumentar la
concentración de la solución, la presión osmó -
tica también aumenta. La concentración total
de las sales de un medio de cultivo determina
el potencial osmótico del medio. Este se obtie -
ne de la suma de los potenciales osmóticos de
los componentes, donde influyen no sólo los
pesos sino también el grado de disociación de
las sales que lo constituyen. Lo mismo sucede
con los azúcares. El efecto que tienen los
azúca res y los micro y macronutrientes en el
po ten cial osmótico es diferente en los
distintos medios de cultivo. El crecimiento y
organogé nesis del cultivo in vitro se detendría
si el poten  cial osmótico fuera más negativo
que aproxi  ma damente -3x105 Pa = -3 bar (=
-0.3 MPa), por que se impide la absorción del
agua (Pierik & Steegmans, 1975; citado por
Cárdenas & Villegas, 2002). Por ello, se han
hecho muchos esfuerzos en el mundo en
estandarizar medios de cultivo y el ambiente
para diferentes cultivos. Así por ejemplo, en el
Centro Internacional de la papa (CIP) se han
establecido los protocolos de conservación de
los tubérculos y raíces andinas incluyendo
papa y camote (Cuadro 1), los que actual -
men te se encuentran disponibles para su apli -
cación en diferentes bancos de germoplasma,
particularmente en la región andina. Como se
observa en el Cuadro 1, el agente osmótico
más utilizado es el sorbitol. Para el caso de las
especies de arracacha, achira y yacón, los
pro  to colos de conservación in vitro aún no es -
tán bien establecidos. Considerar estos aspec -
tos que generan estrés en los explantes en el
proceso de conservación in vitro de germo -
plasma, son esenciales para reducir en lo po -
si ble cambios potenciales de la identidad
gené ti ca del germoplasma in vitro.
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Cuadro 1. Composición del medio de cultivo para la conservación in vitro de raíces y tuberosas
andinas incluyendo papa y camote
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Sorbitol

El sorbitol es un poliol o alcohol de azúcar,
conocido también como glucitol. Fue identi fi -
ca do por primera vez cuando se aisló del fruto
del fresno de montaña en 1872. En la natura -
le za es un glúcido principal producido por la
fotosíntesis en las hojas adultas de ciertas
plan tas de las familias Rosaceae y
Plantaginaceae y en los frutos como las

peras, las manzanas, las cerezas y los duraz -
nos, etc. En la actualidad, el sorbitol, cuya fór -
mu la empírica es C6H14O6, se produce indus -
trialmente mediante la hidrogenación catalíti -
ca de soluciones de D-glucosa (Figura 1). La
presión osmótica ejercida por las soluciones
de sorbitol es superior a la de las soluciones
de sacarosa con una sustancia seca similar,
razón por la cual se utiliza en los medios de
cultivo in vitro para reducir el proceso de



164

La
 a
pl
ic
ac
ió
n 
de
l c

ul
tiv
o 
de
 te

jid
os
 e
n 
la
 m

ul
tip

lic
ac
ió
n 
y

co
ns
er
va
ci
ón
 d
e 
lo
s 
re
cu
rs
os
 fi
to
ge
né
tic

os
  

asimilación de minerales y agua por las
plántulas. Las soluciones de sorbitol
estabilizan las fór mulas más eficazmente
contra el deterioro microbiológico que sus
equivalentes de sacarosa. En contraste con los
azúcares, el sorbitol es absorbido por
transporte pasivo. Esto, origina menores
porcentajes de absorción. Además, la lenta
absorción y el complejo metabolismo del
sorbitol implica que tiene menos valor calórico
que los azúcares normales.

Por otro lado, la preservación a ultra baja tem -
peratura, o llamado también criopreservación,
es el proceso en el cual células o tejidos son
congelados a muy bajas temperaturas, gene -
ral mente entre el punto de ebullición del nitró -
ge no líquido (-196 ºC). Esta baja temperatura
disminuye las funciones vitales de una célula
o un organismo y puede mantenerlos en con -
di ciones de vida suspendida por mucho tiem -
po, con ello se reemplaza la rutina de subcul -
ti vos. A esas temperaturas, cualquier activi -
dad biológica, incluidas las reacciones bioquí -
mi cas que producirían la muerte de una célu -
la, quedan efectivamente detenidas. Para ello,
es necesaria la utilización de un criopreser -
van  te, que es un compuesto químico que per -
mite la mantención de un tejido o de células
por mucho tiempo cuando se las mantiene a
baja temperatura. Los criopreservantes se ca -
ta lo gan de acuerdo a la velocidad para pene -
trar los tejidos, el grado de protección al cris -
tal de agua que confieren y por la toxicidad
quí mica que pueden tener sobre las células. El
grado de protección a las células está directa -

mente vinculado al grado de asociación que
tengan con el agua molecular. A mayor afini -
dad, menor el agua disponible para la cristali -
zación dañina. 

Además, estos productos se utilizan en con -
junto con los medios nutritivos líquidos que
conforman las mezclas congelantes. Las
concentraciones criopreservantes son lamen -
ta ble mente tóxicas para el tejido a temperatu -
ra ambiente, por lo cual, en el procedimiento
de congelado, se deben respetar ciertos tiem -
pos de exposición del material a 4° C, para
que el producto protector penetre el tejido sin
alcanzar los niveles tóxicos referidos, antes
del inicio del proceso de congelamiento pro -
pia mente del explante. En el mismo sentido,
cuando se procede a la técnica de desconge -
lado, previo al uso del material, se debe some -
ter a un lavado minucioso con medios nutriti -
vos a concentraciones decrecientes del crio -
pre servante, para su total eliminación evitan -
do de esa forma los efectos tóxicos. Los crio -
pre ser vantes más usados son: Dimetil-sulfó xi -
do (DMSO), es muy tóxico a temperatura am -
biente, pero si se aplica a baja temperatura es
el que posee mejor resultado; Polivinil pirroli -
dona (PVP), que no tiene un movimiento rápi -
do tisular (a través de los tejidos), por lo que
se utiliza mucho en embriones; Glicerol, muy
utilizado para mantener enzimas entre los -5
a 4º C sin congelar; etilenglicol, propa nodiol,
entre otros. Además se ha observado que la
glucosa, la trealosa y otros glúcidos pueden
actuar como criopreservantes natu rales.

Figura 1. Proceso de obtención industrial y estructura química del sorbitol



En los protocolos de criopreservación de la
yuca y papa, el criopreservante usado es el
DMSO (Gonzales-Arnao et al., 2008), este
disolvente seria el menos tóxico, razón por la
cual su uso es bastante generalizado. El dime -
til sulfóxido (DMSO, CH3SOCH3) es un líquido
orgánico sin color que contiene sulfuro, usado
como disolvente orgánico industrial, criopre -
ser vante y como un medicamento (reduce el
dolor y la inflamación). Por su propiedad de
atra vesar rápidamente la epidermis y las
mem bra nas celulares el DMSO sirve también
como acarreador de drogas o venenos. El uso
de DMSO como criopreservante tiene el
objeti vo de prevenir la muerte celular cuando
ellas son enfriadas. También, el DMSO es
usado en PCR (reacción en cadena de la
polimerasa) pa ra evitar la formación de
estructuras secun darias tanto en el DNA
blanco y en los inicia dores. La adición de
DMSO es beneficioso cuando el DNA molde
posee regiones ricas en GC y forma potentes
estructuras secundarias del DNA que puede
provocar que la polime ra sa se detenga. El
DNA con regiones ricas en GC puede
ocasionar una ineficiente separa ción de las
dos cadenas del DNA, por lo tanto la adición
de aditivos en estos casos es benefi cio sa,
pues el DMSO interfiere en la formación de
enlaces de hidrógeno entre ambas cadenas
(Chakrabarti & Schutt, 2001; Musso et al.,
2006). Sin embargo, el uso de DMSO en PCR
incrementaría la tasa de mutación.

Técnicas de criopreservación existen para
alre dedor de 100 especies vegetales. Aunque
los efectos de los criodaños sobre el genoma
son en general desconocidos, el polimorfismo
de DNA acumulativo son el resultado del
proceso conjunto de cultivo-criopreservación-
re ge neración (Harding, 2004). Sin embargo,
va rios factores pueden causar variación
somáti ca, como la exposición de los tejidos a
los es tre ses físicos, químicos y fisiológicos.
Estos factores generarían criodaños que
tendrán efec tos en el genoma. Otros factores
tradicio nal mente descritos que pueden causar
varia ción somaclonal son la fuente del

explante, la edad del cultivo y el genotipo
(Peredo et al., 2008).

Por ello, es recomendable estimar la integri -
dad genética de las plantas sobrevivientes del
almacenamiento criogénico para determinar si
ellas son los tipos verdaderos luego de la crio -
preservación. Esta estimación puede ser reali -
zada al nivel fenotípico, histológico, citológico,
bioquímico y molecular.

13.3. VARIACIÓN SOMACLONAL

El cultivo in vitro puede ser muy estresante
para las células vegetales e involucra procesos
mutagénicos durante el establecimiento del
explante, la inducción de callo, la formación
de embriones y la regeneración de plantas.
Este proceso denominado variación somaclo -
nal por Larkin y Scowcroft (1981), involucra
cambios en las plantas regeneradas y en algu -
nos casos en sus progenies. Estas variaciones,
son los resultados tanto de las diferencias
genéticas que preexisten en las células somá -
ticas del explante como de efectos inducidos
por los componentes del medio de cultivo.

Además, en la conservación de germoplasma
in vitro se debe tener en cuenta que los ex -
plan tes utilizados son yemas apicales o axila -
res, las que son completadas en su desarrollo
y promovidas en un medio de cultivo estanda -
riza do según la especie y variedad (Cuadro 1).
Este crecimiento y desarrollo del explante ocu -
rre gracias al proceso de división mitótica, ello
implica la replicación del genoma en cada
divi sión. Aunque esta replicación del DNA es
de alta fidelidad por los mismos procesos de
control durante la división celular, ocurre cam -
bios en los nucleótidos por la ineficiencia del
control de las DNA polimerasas 1/1010

(Reece, 2004). Esto junto con el medio estre -
sante puede generar aun cambios más altos
en proceso de conservación in vitro.

El término variación somaclonal es un término
amplio que engloba diferentes fenómenos que
causan variación genética o epigenética, que
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pueden ser reflejados en cambios fenotípicos
en las plantas regeneradas. Al mismo tiempo
se debe asumir que la probabilidad del cam -
bio está distribuido en forma al azar a lo largo
del genoma. Aunque se han reportado la exis -
tencia de ciertas regiones del genoma con ma -
yor susceptibilidad a la mutación. Los cam -
bios no genéticos se denominan como la va -
ria ción epigenética.

La variación epigenética

La variación epigenética hace referencia, en
un sentido amplio, al estudio de todos aque -
llos factores no genéticos que intervienen en
la determinación de la ontogenia. El término
fue acuñado por Waddington (1942) para
referirse al estudio de las interacciones entre
genes y entorno que producen los organismos.
Por otro lado, Holliday (1994), definió la epi -
ge nética como “el estudio de los mecanismos
de control espacial y temporal de actividad del
gen durante el desarrollo de organismos com -
plejos”. La herencia epigenética resulta de la
trasmisión de información que no depende de
secuencias de las bases nitrogenadas del DNA
a través de la meiosis o mitosis. La informa -
ción epigenética modula, por tanto, la expre -
sión de los genes sin alterar la secuencia de
DNA. Los tres principales tipos de información
epigenética son:

a) Metilación de la citosina del ADN: La me -
ti  la ción es la adición de un grupo metilo (-
CH3) a una molécula. Aquí la metilación
consiste en la transferencia de grupos me -
ti los a algunas de las bases citosinas (C)
del DNA situadas previa y contiguamente a
una guanina (G). El grupo metilo es trans -
fe  rido desde S-adenosilmetionina a una
po    si   ción C-5 de citosina por una DNA-5
me  tiltrasferasa. Puesto que la metilación
es fundamental en la regulación del silen -
cia  miento de los genes, puede provocar al -
te  raciones en la transcripción genética sin
necesidad de que se produzca una altera -
ción en la secuencia del DNA, siendo uno
de los mecanismos responsables de la
plas     ticidad fenotípica. También pueden ser

metilados los productos de los genes, es
de   cir, las proteínas, regulándose así
también su función.

b) Marca o impronta genética (imprinting):
Esto se refiere a genes que pueden
modificar su funcionamiento sin necesidad
de un cambio en la secuencia del DNA.
Este cambio en su forma de manifestarse
que tienen los genes “imprintados” está
generalmente relacionado a su origen
parental. Un gen imprintado se manifiesta
de una manera cuando su origen es
paterno y de otra cuando proviene del
gameto materno. Parece ser que existe un
mecanismo celular que de algún modo
“marca” o deja una impronta sobre todos
los genes “imprintables” de acuerdo al
sexo del individuo.

c) Modificación de histonas: Incluye acetila -
ción, metilación y fosforilación (Watson et
al., 2004).

La metilación puede ser inducida en cultivo de
tejidos estresados, vitrificados. El estado es -
tre sado puede activar DNA metilasas específi -
cos que resultarían en dominios altamente
me ti ladas dentro del genoma como una res -
puesta adaptativa, especialmente en las con -
di ciones de alto estrés osmótico durante la
crio protección (Harding, 2004).

13.4. ESTABILIDAD GENÉTICA

En general, el objetivo de la conservación ex
situ, como por ejemplo la de conservación in
vitro es mantener la fidelidad genética de ca -
da una de las entradas conservadas. Sin em -
bar go, se ha reportado que el cultivo de teji -
dos induce la variación genética, a esta varia -
ción se le conoce como variación somaclonal.
Este aspecto es muy importante para las
bases de la misma micropropagación, ya que
el objetivo principal del proceso es el mante -
nimiento de la fidelidad genética de los rege -
ne rantes, como por ejemplo durante la micro -
propagación de genotipos selectos. Se han
pro puesto muchos factores que influencian el
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tipo y la frecuencia de variación somaclonal,
tales como el medio utilizado, fuente del
explan te, edad de la planta, y el genotipo utili -
zado. La técnica de micropropagación que
utili za como explante yemas laterales o apica -
les, es uno de los extensamente usados en sis -
te mas de micropropagación y es considerada
la más segura para garantizar la estabilidad
genética de las plantas obtenidas (Martins et
al., 2004). Este tipo de explantes son los que
se utilizan en la conservación in vitro de los
tubérculos y raíces andinas, tales como en las
siguientes especies: papa, oca, olluco (o pa -
pa li sa), mashua (o isaño), arracacha y yacón.
Sin embargo, es importante considerar que la
micropropagación puede involucrar alteracio -
nes relacionadas con el daño de la célula y
DNA, incluyendo estrés oxidativo causado por
el uso de agentes oxidativos en la esteriliza -
ción de los explantes primarios y en las heri -
das de los tejidos tanto en el inicio del cultivo
o en los subcultivos (Cassells & Curry, 2001). 

13.5. MONITOREO DE LA ESTABILI -
DAD GENÉTICA Y EPIGENÉTICA

La estabilidad genética de las entradas micro -
propagadas o conservadas in vitro y otras for -
mas de conservación ex situ se pueden reali -
zar considerando diferentes tipos de marcado -
res, entre ellos: los marcadores morfológicos,
citogenéticos, bioquímicos y moleculares.

Los marcadores moleculares, que están basa -
dos en el DNA proporcionan una forma efi -
cien  te de tamizar mutaciones inducidas en el
cultivo de tejidos, ya que estos no son afecta -
dos por los factores ambientales (Peredo et
al., 2009). Desde este punto de vista, una
aproximación basada en el análisis al azar del
genoma parece apropiada;  a la fecha, no hay
un solo ensayo apropiado desarrollado para
estimar la variación somaclonal. Algunas de
las técnicas usadas en la detección de la
varia ción genética son marcadores basados en
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
tales como los marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA - Fragmentos

poli mór ficos de DNA Amplificados al Azar),
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat ó inter
microsatélites), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism - Fragmentos Polimórfi -
cos de DNA Amplificados), SSR (Simple
sequence Repeats - Secuencias simples
repeti das o microsatélites). De las cuales, los
mas útiles serian RAPD y AFLP, particular -
men te la última, que puede muestrear la va -
ria bilidad al azar de muchos loci a lo largo del
genoma. Por ello, como ejemplo, se desarrolla
brevemente estas dos técnicas.

13.5.1. Marcadores RAPDs

La técnica de RAPD detecta polimorfismo de
la secuencia de los nucleótidos en una prueba
basada sobre la amplificación de DNA usando
iniciadores sintéticos cortos (generalmente de
10 bases). En esta reacción, se utiliza un úni -
co iniciador, y este se ancla al DNA genómico
en 2 sitios diferentes sobre las hebras opues -
tas del DNA molde. Si estos sitios de anclaje
están dentro de una distancia amplificable
entre los dos sitios de anclaje, un producto de
DNA discreto se produce a través de amplifi -
ca ción termocíclica. La presencia de cada pro -
ducto de amplificación identifica homología
completa o parcial de la secuencia de nucleó -
ti dos, entre el DNA genómico y el oligonucleó -
tido iniciador en cada final (terminal) del pro -
ducto amplificado. Fragmentos amplificados
(0,5 - 5 kb) son separados por electroforesis
en geles de agarosa y el polimorfismo es de -
tec tado como la presencia o ausencia de frag -
men tos de un tamaño particular (Figura 2).

El polimorfismo RAPD es el resultado del
cam bio de una base de nucleótido que altera
el sitio de anclaje del iniciador, o una inserción
o deleción dentro de la región amplificada.
Los polimorfismos son usualmente evidencia -
dos por la presencia o ausencia de un produc -
to de amplificación de un solo locus, esto sig -
ni fica que la técnica RAPD tiende a proveer
sola mente marcadores dominantes (Figura 3).
Las ventajas de marcadores RAPDs son que
ellos pueden ser bastante polimórficos, simple
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Figura 2. Diagrama de obtencion de los marcadores RAPDs
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provisto de una metodología rigurosamente
estan darizada con los controles necesaria men -
 te adheridos. El ensayo es no radioactivo,
requiriendo solamente cantidades nanogramos
de DNA, y es aplicable a un amplio rango de

especies. Las desventajas incluyen informa ción
limitada acerca de la estabilidad ambien tal del
polimorfismo y las bases moleculares de
RAPDs.

Figura 3. carácter codominante de los marcadores RAPD



13.5.2. Marcadores AFLPs

AFLPs son fragmentos de DNA (80 - 500 pb)
obtenidos por restricción con endonucleasas y
amplificadas por PCR. La técnica involucra
tres etapas: (a) restricción del DNA y ligación
de los oligonucleótidos adaptadores; (b) am -
pli ficación selectiva de los grupos de los frag -
mentos de restricción; (c) análisis de gel de
los fragmentos amplificados (Figura 4). La
am plificación PCR de los fragmentos de res -
tric ción se logra usando el adaptador y se -
cuen cias de sitios de restricción como sitios

blan cos para el anclaje del iniciador. La ampli -
ficación selectiva se logra por el uso de inicia -
dores que extienden dentro de los fragmentos
de restricción, amplificando solamente estos
fragmentos flanqueados. Usando este méto -
do, grupos de los fragmentos de restricción
pueden ser visualizados por PCR sin conocer
la secuencia de nucleótidos. El método permi -
te la co-amplificación específica de números
altos de los fragmentos de restricción. gene -
ralmente 50 - 500 fragmentos de restricción
son amplificados y detectados sobre geles de
poliacrilamida (Vos et al., 1995). 
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Polimorfismo obtenido con la
técnica AFLP en el cultivo de
arracacha.

Fuente: Adaptado de De Viene, 1998.

Figura 4. Principio de la técnica AFLP



Estos marcadores fueron desarrollados para
detectar diferencias entre los genotipos. A
pesar de las especificidades de cada una de
las técnicas, las ventajas de tales como: su
amplio rango de tamizado del genoma, el alto
número de marcadores obtenidos en cada
reacción y la confiabilidad para diferentes ge -
nomas, sin la necesidad de hacer un conoci -
miento previo sobre el perfil de estas podero -
sas técnicas multilocus en el estudio de esta -
bi li dad genética luego del cultivo de tejidos,
hacen que en diferentes estudios estos marca -
dores hayan sido una ayuda exitosa en la
búsqueda de puntos de mutación en plantas
derivadas de cultivo de tejidos y conservadas
in vitro.

Por otro lado, se están desarrollando marca -
do res para detectar variación epigenética. Re -
cientemente, en la evaluación de la variación
somaclonal han sido utilizadas otras técnicas
basadas en las secuencias de los transposo -
nes como el polimorfismo amplificado de
inter-retrotransposon (Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism, IRAP) y el Polimor -
fismo Amplificado De Microsatélite Retro -
trans poson (REMAP). La dispersión, presente
en todas las partes del genoma y la abun -
dancia de los retrotransposones en el genoma
de plantas provee una excelente base para de -
sa rrollar el sistema de marcadores. Ellos con -
tie nen secuencias largas, definidas y con ser -
va das, las que pueden ser usadas para clo nar
marcadores específicos y las secuencias flan -
queantes. 

Además, miembros de replicación activa de la
familia de retrotransposones pueden producir
nuevas inserciones en el genoma, lo que origi -
na ría nuevo polimorfismo. La activación del
retrotransposon relacionados con los procesos
del estrés, como los que se producen durante
el cultivo in vitro ha sido ampliamente des cri -
to (Grandbastien, 2004). La activación tam -
bién ha sido asociada con el decrecimien to de
la tasa de metilación del genoma con respecto
al cultivo in vitro (Liu et al., 2004), tal como
fue reportado para H. lupulus (Peredo et al.,
2006). Sin embargo, el planteamiento hipoté -

tico sobre las variaciones de metilación del
DNA no solamente sería por la activación de
los elementos transponibles, sino también ba -
jo los mecanismos de inducción de mutagéne -
sis del cultivo de tejidos como las alteraciones
fenotípicas debido a la activación del gen, o
silenciamiento del gen, eventos de ruptura de
los cromosomas y cambios en la secuencia.
Actualmente, varios métodos para medir la
estabilidad de los niveles de metilación son
disponibles, incluyendo metilación global, mé -
to dos de secuencia específica basada en mo -
di fi caciones del bisulfito del DNA, y el poli -
mor fismo amplificado de metilación sensitiva
(Methylation Sensitive Amplified Polymor -
phism, MSAP). MSAP es una técnica basada
en AFLP que usa metilación sensitiva isosqui -
zo meros. MSAP ha sido ampliamente utiliza -
da para estimar la estabilidad epigenética en
plantas micropropagadas (Smykal et al.,
2007).

Perazzo et al. (2000) realizaron análisis de
variación somaclonal en diferentes entradas
de papa (Solanum tuberosum L). Para ello,
uti li zaron 20 entradas de conservación in
vitro mantenidas de tres a cinco años sin sub -
cultivo y 18 entradas criopreservadas por un
año. En el análisis utilizaron 23 descriptores
morfológicos y todas las entradas fueron com -
paradas con clones originales para verificar si
ellas correspondían al tipo original parental
verdadero. Las 20 entradas conservadas in
vitro también fueron analizadas utilizando 14
loci microsatélites altamente polimórficos y
los perfiles de amplificación obtenidas fueron
comparadas con los perfiles de sus respecti -
vos clones originales mantenido en campo.
Seis entradas mostraron variaciones en dife -
ren tes caracteres morfológicos, cuatro entra -
das de conservación in vitro (en frío) y dos de
criopreservación. En el análisis con microsaté -
lites (SSR) se observaron variaciones remarca -
bles de los alelos en cinco entradas, de las
cuales, cuatro entradas fueron encontradas
diferentes del clon parental original tanto por
análisis morfológico como molecular, y una
entrada mostró diferencia a nivel molecular
sin ninguna diferencia morfológica.
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Estos resultados sugieren cambios somaclo -
na les, pero los autores interpretaron que pro -
ba blemente estas variaciones serían debido a
la mala identificación de las entradas durante
la gestión del banco de germoplasma de la
papa. Sin embargo, existen reportes de varia -
ciones somaclonales en otros cultivos como el
caso del plátano, observadas usando técnicas
de isoenzimas y RAPD (El-Dougdoug et al.,
2007).

Peredo et al. (2008) analizaron la estabilidad
genética y epigenética de clones conservados
in vitro y criopreservados en el lúpulo
(Humulus lupulus L.). Para estimar la estabi -
lidad genética utilizaron las técnicas de RAPD
y AFLP, las cuales revelaron que no había
ninguna variación cuando compararon con los
controles conservados en el invernadero y los
respectivos clones conservados in vitro y crio -
preservación. La estabilidad epigenética fue
evaluada utilizando la técnica de MSAP y
repor taron que alrededor de 36% de los loci
fueron polimórficos cuando fueron compara -
dos clones conservados in vitro y criopreser -
va dos con los respectivos clones parentales
mantenidos en el invernadero. Los responsa -
bles de esta variación epigenética serían las
variaciones en los patrones demitilación y
metilación.

A pesar del poder de cada una de las técnicas
moleculares mencionadas previamente, no
existe una sola técnica ideal o suficiente,
toma da como única para la estimación de la
variación. Una combinación de varias técnicas
debe ser usada para evaluar las plantas
micropropagadas.

13.6. ESTRATEGIAS PARA REDUCIR
VARIACIÓN SOMACLONAL

Criopreservación y almacenamiento en frio (in
vitro), son las técnicas más utilizadas para
satisfacer los requerimientos de la conserva -
ción del germoplasma por largos periodos.
Para ello, el cultivo de tejidos continúa con su
rol fundamental en el desarrollo de la técnica

de conservación de germoplasma y particular -
mente en la criopreservación. Pero también,
quedan muchos retos científicos con respecto
a la detección de la variación genómica en las
plantas recuperadas luego de la conservación
in vitro y/o criopreservadas.

Actualmente, existen diferentes aproxima cio -
nes para la estimación de las variaciones
somaclonales, tales como: 

a) el análisis fenotípico, los cuales se realizan
para un grupo de especies cultivadas
impor tantes, a través de los descriptores
morfológicos,

b) las técnicas citológicas disponibles para
detectar varios tipos de inestabilidad
cromosómica, que incluyen análisis de
poliploidía, aneuploidía, y otras anormali -
dades mitóticas,

c) los perfiles bioquímicos de los metabolitos,
proteínas (isoenzimas) son útiles para
comparar plantas recuperadas de la crio -
preservación o conservación in vitro con el
material parental original por el cambio de
los patrones de expresión del gen,

d) el análisis de la secuencia de DNA genó -
mi co se realiza usando técnicas de hibrida -
ción (DNA-DNA) y técnicas de PCR y,

e) el análisis de variación epigenética en
cromatina y la metilación de las secuencias
de DNA, encontrándose en diferentes espe -
cies de plantas cambios luego de la crio -
pre servación, lo que sugiere alteración de
los patrones de expresión del gen.

Para garantizar en lo posible el desarrollo clo -
nal por división mitótica, se deben usar ex -
plan tes diferenciados lo que comprende
estruc turas organizadas como yemas apicales,
yemas laterales, o embriones. Estos ya están
programados genéticamente para desarrollar
plantas tipo verdaderas o idénticas al original.
Con ello, se reduciría drásticamente potencia -
les mutaciones y la inducción de variación en
plantas regeneradas sería mínima. Esta forma
de propagación de las plántulas in vitro para
su conservación debe ir con una estandariza -
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ción adecuada para cada especie de los nu -
trien tes, aminoácidos, y reguladores osmóti -
cos como el sorbitol.

Por lo tanto, es importante determinar en las
plantas conservadas por estos métodos de
alma cenamiento, el verdadero tipo original y
la estabilidad genética como la epigenética.
Para ello son esenciales el establecimiento de
las técnicas de monitoreo usando marcadores
morfológicos complementados con los marca -
do res moleculares que diferencien cambios
genéticos y epigenéticos.
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14.1. INTRODUCCIÓN

Entre los cultivos “olvidados” en los Andes
destaca la achira (Canna edulis) que se
considera como uno de los primeros cultivos
domesticados en la Región Andina. Es fácil de
cultivar y se desarrolla muy bien produciendo
rizomas subterráneos, comestibles y algunas
veces, muy grandes. El valor de este cultivo se
basa en la calidad de sus granos de almidón
que se consideran los más grandes reportados
y se pueden ver a simple vista, siendo tres
veces más grandes que el almidón de papa.
Este almidón sometido a cocción es brilloso y
transparente, y no opaca como el de papa,
maíz o el arrowrot (Maranta arundinacea).
Este almidón cocinado es muy digestible y
tiene características muy importantes para
niños, inválidos, ancianos y personas con
problemas de digestión.

14.2. ORIGEN Y DISTRIBUCIÓN

Evidencias arqueológicas muestran que el
rizo ma de achira (Canna edulis) fue utilizado
desde la época pre-hispánica, encontrándose
rizomas crudos, cocidos y sus representacio -
nes en la cerámica de la cultura Wari 100 a
700 d.C. y de la cultura Chimu (Jaroslow
Soukup, 1979). En excavaciones realizadas
en la Huaca Prieta del Valle de Chicaza se
encontraron restos arqueológicos de achira

per te necientes al período temprano pre-
cerámico (Gade, 1966). También en el centro
ceremonial y ritual de la cultura Nazca de
Cahuachi (se halla aproximadamente a 30
Km al Sudeste de la actual ciudad de Nazca),
se encontró representación de rizomas de
achi ra en su cerámica (Piacenza, 1993). Por
todas estas evidencias arqueológicas, lingüís -
ti cas, culturales y de la variabilidad genética
existente podría decirse que Sudamérica es
centro de origen de la achira (Vavilov, 1951).

La achira jugó un rol importante en la agricul -
tura prehispánica, su cultivo fue intensivo y se
distribuyó desde Venezuela hasta el Norte de
Chile, en los valles sub-tropicales de los An -
des y en el Amazonas (Gade, 1966). Es cono -
ci da desde tiempos muy remotos por los anti -
guos peruanos con los nombres de achira o
sumaj achira, cultivada en gran escala en
tiem pos de los incas, donde se le dio diferen -
tes usos en la alimentación, medicina y en sus
rituales religiosos.

Seminario y Ruiz (1999) señalan que la achi -
ra es de origen sudamericano, hallazgos ar -
queo lógicos en el Perú demuestran que su cul -
ti vo data de 2.500 años a.C. (Gade, 1966).
Los incas la cultivaron hace once siglos.

Actualmente, la achira es conocida y se culti -
va en Quenstand, Australia y Vietnam. En este
último donde se estima se cultiva de 20.000
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a 30.000 Ha, hay una gran demanda en
almidón de achira, el cual es utilizado en la
fabricación de fideos transparentes, muy
populares en el sudeste de Asia. Estos fideos
son 100% almidón gelatinizado de achira con
alto contenido de amilasa y con alta visco si -
dad a temperaturas empleadas para elaborar
pastas, lo que permite una mayor facilidad de
manipular geles calientes en comparación con
otros almidones (Hermann, 1994).

14.3. TAXONOMÍA

Según Montaldo (1967), la achira pertenece a
la familia Zingiberacea. Sin embargo, la ma -
yo  ría de los autores (Barret, 1930; Gutiérrez,
1953; Pérez, 1947; Standley, 1937; y Val ver -
de, 1966), presentan la siguiente clasifica -
ción:

Reino Vegetal
Subreino Fanerógamas
División Angiospermae
Clase Monocotiledóneas
Orden Scitaminales
Familia Cannaceae
Género Canna
Especie Canna edulis

Según Standley (1937), esta familia se carac -
te riza por presentar un solo género, el cual es
muy abundante en especies (Gade, 1966), en
América Tropical y con pocas especies en Áfri -
ca, Asia y Europa.

Seminario y Ruiz (1999), corroboran que
taxo nó micamente la achira pertenece al orden
de las Escitamineas, familia Cannaceae, en la
cual se han descrito más de 100 especies.
Las Cannas son cultivadas como flores predi -
lectas de jardín y algunas especies como la
Canna edulis para la obtención de almidón.

14.4. MORFOLOGÍA

León (1987) describe la Achira como una
plan  ta monocotiledonea, de porte herbáceo y

que se propaga vegetativamente. Existe cierta
confusión en la denominación de los tallos
sub terráneos, mientras unos autores les
denominan rizomas (Montalvo, 1991; Leiva,
1964), otros los reconocen como cormos
(León, 1972).

Seminario y Ruiz (1999), indican que la achi -
ra presenta las siguientes características gene -
rales: rizomas abundantes, esféricos, cilíndri -
cos o en forma de trompos, miden de 5 a 20
cm de largo por 3 a 12 cm de ancho. En su
superficie presentan surcos transversales que
marcan la base de las escamas que los cu -
bren; de la parte inferior del rizoma salen ge -
ne ral mente las raicillas blancas y cilíndricas, y
del ápice el seudo tallo, las hojas y el vástago
floral.  Los tallos son de 0.40 a 2.5 metros de
altura, están cubiertos por las vainas envol -
ven tes de las hojas; los pecíolos son general -
men te oblongos, ovales, oblongo elípticos de
0 a 70 cm de largo y de 5 a 30 cm de ancho.
Las flores tienen racimos laxos, simples o bi -
fur cados de color amarillo, rojo; son rojas por
dentro y por fuera anaranjadas, son zigomor -
fas y con dos brácteas en la base; el cáliz tie -
ne tres sépalos, la corola tres pétalos de color
intenso, los estambres son petaloides de un
co lor rojo vistoso, uno de ellos lleva las ante -
ras funcionales y otro forma el labelo. Los fru -
tos son cápsulas de tres celdas con gran canti -
dad de semillas esféricas de color negro y muy
duras.

14.5. ECOLOGÍA DE LA ACHIRA

La achira se cultiva principalmente en los va -
lles cálidos desde los 1.000 hasta los 2.900
msnm (Arbizu, 1994). Esta altitud comprende
valles interandinos y valles hacia la costa, con
diferentes tipos de suelo desde los más fértiles
(Valles interandinos de Santa, Urubamba, Tar -
ma, etc.) hasta los suelos susceptibles a la
erosión y pérdida de fertilidad a lo largo de la
costa. La achira se cultiva en menor intensi -
dad en los valles cálidos de los andes desde el
centro al sur del Perú en las zonas bajas de
Puquio del departamento de Ayacucho; en
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Coris, departamento de Huancavelica; en
San dia Puno; en Marcapata y Quispicanchis,
departamento de Cuzco.

Según su hábito de cultivo, es un monocultivo
en la región de Pauza, mientras que en las
demás zonas se cultiva en asociación con
otros cultivos como: cebolla, orégano, hinojo,
ruda, culantro, col, arracacha, camote, yacón,
caña de azúcar (Arbizu, 1964). En la región
de Pauza se cultivan tipos blancos, verdes y
morados claro.

14.6. USOS DE LA ACHIRA

El almidón de la achira constituye una gran
fuente de materias primas para las más  varia -
das industrias, las cuales van desde los pega -
men tos hasta el área de los alimentos. Según
Arbizu (1994) la achira se utiliza principal -
men te para la producción de almidón indus -
trial y para la preparación de mazamorras,
panes, bizcochos, galletas. Las raíces de la
Achira se comen asadas o cocidas. De sus
rizomas o cormos se obtiene la harina “almi -
dón” con la que se preparan galletas, paneci -
llos y dulces, pues contiene 4% de azúcar. Del
almidón se prepara un budín que se usa como
alimento para bebés y personas convalecien -
tes. Los tallos tiernos son comestibles y los
rizomas pueden utilizarse como alimento del
ganado.

En la industria farmacéutica se utiliza como
relleno en la elaboración de drogas en pasti -
llas, que sirven  para la  tos seca, infecciones
de la piel, cefaleas, reumatismos, ulceras
(Dancé, 2001).

En la industria textil se usa para almidonar
prendas y lograr que luzcan de mejor aparien -
cia y para lograr adhesión en las fibras que
constituyen las telas (Seminario, 1999).

En la actualidad, la Comunidad Económica
Europea ha centrado su atención en el uso de
pegamentos naturales derivados especialmen -
te de plantas. El almidón de achira gracias a

sus propiedades, es una alternativa que se ha
venido explotando dentro de estas industrias,
debido a que no presenta toxicidad y no es
obstáculo en el reciclaje del papel. Además,
da mejores acabados al papel (Seminario,
2004). Las semillas se usan para la elabora -
ción de rosarios y collares. Por la belleza de
sus flores la mayoría  son ornamentales. 

La parte aérea de la achira y el bagazo resul -
tante de la extracción de almidón, no sólo
cons tituyen importantes fuentes de materia
orgánica para el suelo, sino que también son
utilizados como forraje, los mismos que son
preferidos por cabras y cerdos (Dancé, 2001).

14.7. CULTIVO IN VITRO DE ACHIRA

Los primeros trabajos de cultivo in vitro en
Achi ra fueron realizados en Ecuador en la
Estación Experimental de Quito, se utilizaron
yemas axilares o apicales, el tamaño del ex -
plan te es de 4-8 mm; la desinfección que me -
jor resultado dio fue un enjuague con etanol al
75% por 30 segundos, lejía 25% + Twen 20
por 15 minutos y lavados sucesivos con agua
destilada estéril, los explantes fueron implan -
ta dos en medio de cultivo MS 1/2 + 3% de
sucrosa + 0,4% Agar, con 4 ppm BAP + 0,5
ppm ANA y pH 5,7; los explantes dieron 1,03
brotes y su tamaño promedio de 10,22 mm
con un sistema radicular bien desarrollado en
un período de 10 semanas (Landázuri,
1996). En el Instituto de Biotecnología de la
UNALM se utilizan como explantes ápices
meristemáticos de hijuelos jóvenes de plantas
madres de Achira.

La predesinfección de los explantes consiste
en trasladar los hijuelos más jóvenes, previa -
mente seleccionados, al laboratorio para su
introducción in vitro, donde se procede al
corte de hojas y raíz inutilizables, sometién -
dolos a un lavado general con un detergente
líquido al 1%, se enjuaga en agua destilada y
luego se procede a reducir los explantes a 5
cm de longitud.
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14.8. DESINFECCIÓN Y
ESTABLECIMIENTO DE LOS
EXPLANTES

Una vez realizada la predesinfección, los
hijue los se sumergen en alcohol al 70% por
30 segundos, se realizan dos enjuagues con
agua destilada estéril y se sumergen los
explan tes en NaOCl (0,5% por 10 minutos) +

Twen 20 (3 gotas). Inmediatamente se proce -
de a enjuagar en tres oportunidades con agua
destilada esterilizada. Posteriormente se redu -
cen los explantes a un tamaño aproxima do de
0,5 cm, se sumergen en una solución anti -
oxidante de ácido cítrico a 0,25 gr/100 ml de
agua durante 5 minutos y se los siembra en el
medio de cultivo.

Figura 1. Explantes de achira 30 días después del establecimiento

El medio de cultivo para la fase de inicio,
multiplicación y enraizamiento utilizado en el

Laboratorio de Biotecnología de la FCAPFyV
de la UMSS es el siguiente:

Luego de la fase de establecimiento, los
explantes son transferidos al medio de
multiplicación, el cual tiene una mayor
concentración de citoquininas para de esta
manera estimular la formación y multipli -
cación de brotes. El período de formación de
brotes es de 30 días aproximadamente.

El período de multiplicación desde el inicio
hasta el enraizamiento puede durar 10
semanas. Las condiciones de incubación
adecuadas son de 22 a 29º C, con una
intensidad de luz de 2.000 a 3.000 lux y un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de
oscuridad.

Cuadro 1. Multiplicación o proliferación de brotes laterales



La emisión de raíces generalmente no requiere
la adición de auxinas, habiéndose observado
la presencia de éstas directamente en los
frascos en la fase de multiplicación.

Figura 2. Proliferación de brotes en achira

14.9. ACLIMATACIÓN

La fase de aclimatación se desarrolla en inver -
nadero, es posible someter a las plantas a un
proceso de endurecimiento previo abriendo
los frascos ligeramente tres a cuatro días
antes de la aclimatación.

El sustrato que se utiliza debe ser previamente
desinfestado, las plantas en esta fase son muy
susceptibles a deshidratarse, por lo que se
recomienda regar con una solución fungicida
inmediatamente después del transplante y cu -
brir el conjunto con un plástico transparente.

Una vez finalizado el transplante a condi cio -
nes de invernadero, se debe cubrir las bande -
jas con un material que garantice una alta
humedad interna y permita un porcentaje de
luminosidad del 50%. El tiempo que las plan -
tas deben permanecer en invernadero es de
30 días, luego, las plantas están listas para
ser transplantadas a campo.

Una alternativa interesante que favorece el
proceso de aclimatación, es efectuar una últi -
ma multiplicación en frascos conteniendo sus -
trato inerte embebido en el medio de cultivo,
de esa manera se favorece a un mejor endure -

cimiento de las plántulas. Similares técnicas
han sido utilizadas exitosamente en la acli -
matación de banano (Aguirre, comunicación
personal).

14.10. CONSERVACIÓN POR
CRECIMIENTO MÍNIMO

En experiencias preliminares en el Laboratorio
de Biotecnología de la FCAPFyV, se utilizaron
brotes de plántulas de achira provenientes de
la fase de multiplicación, con la finalidad de
minimizar el crecimiento y desarrollo fisioló gi -
co normal en condiciones in vitro. La intensi -
dad luminosa evaluada fue de 1.000 a 1.500
lux; a una temperatura de 21º C y un fotope -
rio do de 16 horas luz y 8 de oscuridad. En
estas pruebas, sometiendo a los explantes a
temperaturas de 8º C, se observó un total
necrosamiento en los explantes evaluados.

El medio de conservación utilizado fue el MS
al 50% de concentración, con diferentes nive -
les de sorbitol (20, 40, y 60 gr/l) y diferentes
concentraciones de reguladores de crecimien -
to.

Las diferentes pruebas han permitido generar
información valiosa para poder conservar a
mediano plazo colecciones in vitro de esta raíz
andina.
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15.1. INTRODUCCIÓN

El género Passiflora de la familia Passiflora -
ceae, contiene más de 400 especies distribui -
das en el continente americano. En Bolivia se
han encontrado alrededor de 60 especies
(Vásquez, 1998). A pesar de que muchas de
estas especies son permanentemente utiliza -
das en el ámbito local, ninguna ha sido some -
tida a mejoramiento. Estas plantas poseen
una diversidad genética única y características
de rusticidad como resistencia o tolerancia a
condiciones adversas de clima, suelo, enfer -
me dades y plagas. Los frutos son consumidos
localmente como frutas, bebidas y en postres
(Guzmán, 1999) y poseen un importante uso
potencial que podría ser ampliado por la utili -
zación de material élite o mejorado genética -
mente.

El Centro de Investigaciones Fitoecogenéticas
de Pairumani (CIFP), posee una colección de
pasifloras de fruto comestible pertenecientes a
las especies: Passiflora mollissima, P.
tarminiana (ambas tumbo) y P. ligularis
(granadilla), además de muestras de las espe -
cies silvestres: P. pinnatistipula, P.
umbillicata, P. amethystina, P. naviculata, P.
mandonii, P. morifolia, P. quadrangularis  y P.
caerulea. 

Estas muestras se conservaron primeramente
en forma de semillas en el banco de germo -

plas ma del CIFP en una cámara a 0ºC y aque -
llas que lograron aclimatarse a las condiciones
de Pairumani, fueron también conservadas en
campo. Debido a que algunas especies del
género Passiflora muestran dificultad de ger -
mi nación cuando son desecadas (Guzzo et al.,
2003) y conservadas, se propuso la conserva -
ción in vitro como alternativa para mantener
la colección de germoplasma.

Dada la amplia distribución geográfica de las
accesiones y el poco conocimiento de la varia -
bilidad genética en este grupo de plantas, esta
colección ha sido evaluada mediante marca -
dores moleculares RAPD e ISSR. Entre acce -
siones de la misma especie se mostró bajo ni -
vel de polimorfismo, sin embargo se encontró
un alto nivel de polimorfismo entre especies.
Estos resultados permitirán trazar estrategias
de conservación y utilización de estos recur -
sos, así como planificar nuevas colectas
(Guevara et al., 2007).

El cultivo de tejidos vegetales permite la con -
servación de material en condiciones in vitro
como una alternativa útil de conservación ex
situ para aquellas especies de semillas recal -
citrantes o intermedias y de reproducción ve -
ge tativa. Se la puede utilizar como un sustitu -
to y/o como complemento de la conservación
en campo, ya que ofrece mayor seguridad y
fácil acceso e intercambio del germoplasma
(Withers, 1993). Algunas limitaciones que
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restringen el acceso a este tipo de metodolo -
gías son el nivel tecnológico, el costo y la ne -
ce si dad del desarrollo de protocolos particula -
res para cada especie e incluso para varieda -
des dentro de una misma especie (Van der
Hurk, 1999).

Como resultado de las investigaciones realiza -
das en el CIFP se proponen los siguientes pro -
tocolos para el establecimiento, multiplica -
ción, conservación in vitro y crioconservación
de passifloras.

15.2. ESTABLECIMIENTO IN VITRO

Las pasifloras son establecidas a partir de
embrio nes (Figura 1). Las semillas son desin -
fectadas de acuerdo a la siguiente metodolo -
gía de trabajo (Ávila et al. 2004a; Avila et al.
2004b; Avila et al. 2004d):

Remojar las semillas en el insecticida-acari -
cida Vertimax (1ml/litro de agua) durante 15
minutos, seguido de cinco enjuagues con
agua destilada.

En la cámara de flujo laminar, sumergir las
semillas en hipoclorito de sodio al 1% durante
15 minutos, luego proceder a enjuagarlas
cinco veces durante 3 minutos con agua
destilada esterilizada. 

Luego de la desinfección, las semillas se re -
mo jan en agua estéril por 24 horas y poste -
rior mente se extrae el embrión y se lo coloca
en el medio de cultivo.

El cultivo de embriones permite un mayor
porcentaje de germinación (41%) comparado
con el 13% de las semillas, además de acor -
tar el periodo necesario para la germinación,
de más de cinco meses en la semilla a una
semana con los embriones. Se estudió tam -
bién la escarificación de las semillas, con la
que no se obtuvieron buenos resultados.

El medio de cultivo optimizado para el esta -
ble cimiento in vitro de las pasifloras tiene la
siguiente composición (por litro): sales mine -

ra les Murashigue y Skoog (MS) diluidas a la
mitad de la concentración, vitaminas
Gamborg, 5 g de carbón activo, 200 mg de
caseí na hidrolizada, 1 mg de GA3, 20 g de
saca rosa y 2 g de phytagel. Los medios de
cultivo que contienen sales minerales enteras
no dan lugar a plantas germinadas, solamente
los me dios con sales diluidas a la mitad de la
con centración dan lugar a plantas germina -
das, sin embargo el medio que contiene car -
bón activo permite además el desarrollo de las
mismas.

Se observa también una influencia de la espe -
cie en el establecimiento in vitro, los embrio -
nes de tumbo (P. mollissima) germinan a
partir de la primera semana, pero los embrio -
nes de granadilla (P. ligularis) germinan a
partir de la quinta semana de puestos en
cultivo.

Figura 1. Establecimiento in vitro de la
colección

15.3. MULTIPLICACIÓN IN VITRO–
MICROPROPAGACIÓN

Se optimizaron medios para las diferentes es -
pe cies (Avila et al. 2004a; Avila et al. 2004b;
Avila et al. 2004c; Avila et al. 2004d), que
permitan obtener una adecuada brotación de
la yema y desarrollo y enraizamiento de la
plántula (Figura 1).

Los medios de cultivo tienen como base: sales
minerales de MS, vitaminas de Gamborg, 20
g de sacarosa, 200 mg de caseína hidrolizada
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y 7 g de agar. En el cuadro 1 se observan los otros componentes de los medios y en el cuadro 2
se observan los medios optimizados para cada especie. 

Cuadro 1. Composición de los medios de cultivo para micropropagación

Cuadro 2. Medios de cultivo
por especie

La especie P. ligularis muestra problemas
durante la micropropagación, las plantas
presentan poco desarrollo, tienen pocas
yemas y además pierden las hojas, estas
presentan una mejor respuesta con el medio
de cultivo propuesto por Quoirin & Lepoivre
(1977) más la adición de sulfato ferroso. 
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15.4. ACLIMATACIÓN DE LAS
PLÁNTULAS

Las plantas son aclimatadas en laboratorio e
invernadero para su posterior transplante al
campo. De acuerdo con las investigaciones
realizadas para probar diferentes metodolo -

gías con el fin de evitar que las plántulas se
deshidraten y se contaminen con hongos del
ambiente, se propone la siguiente metodolo -
gía de aclimatación (CIFP, 2006; CIFP, 2007).

Uso de envases de plástico con tapa, tierra
esterilizada en autoclave, riego con agua

Figura 1. Multiplicación de pasifloras 



estéril y asperjado periódico con Benlate al
0,1%. Los envases deben destaparse para
evitar el desarrollo de hongos, a partir del
segundo día y por periodos que van
incrementándose a partir de cinco minutos.

Las plantas son mantenidas por 15-30 días
en estas condiciones (Figuras 2 y 3) y luego
destapadas en condiciones de laboratorio por
otros 7 días, para luego ser llevadas al
invernadero.
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15.5. CONSERVACIÓN IN VITRO

Se ha estudiado el efecto del sorbitol y el
manitol en distintas concentraciones, sobre el
crecimiento de los explantes y la viabilidad de
los mismos, durante y luego del proceso de
conservación por nueve meses (Avila et al
2004c; CIFP 2007; CIFP 2008; Coca et al.,
2005 y Coca et al., 2007). 

El medio más adecuado para la conservación
de las especies: P. mollissima, P. morifolia, P.
pinnatistipula y P. tarminiana es el que con -
tie ne por litro: sales minerales MS, vitaminas

Gamborg, 200 mg de caseína hidrolizada, 2 g
de carbón activo, 20 g de sacarosa y entre 10
a 20 g de sorbitol, de acuerdo a la especie. Se
utiliza la misma concentración de reguladores
de crecimiento que para la multiplicación de
acuerdo a cada especie. Este medio permite
retardar el crecimiento de las plantas, las
cuales presentan entrenudos cortos y yemas
numerosas (Figura 4). Al final de los nueve
meses, las yemas son viables en un medio de
multiplicación. El medio que contiene una
combinación de sorbitol y manitol no muestra
buenos resultados.

Figura 4. Conservación in vitro

Figuras 2 y 3. Aclimatación en laboratorio



15.6. CRIOCONSERVACIÓN

Se ha desarrollado protocolos de crioconser -
vación de pasifloras a partir de semillas y de
ápices utilizando diferentes metodologías, con
la finalidad de minimizar las manipulaciones
que se realizan para la conservación in vitro.
Los protocolos optimizados se presentan a
continuación (Aguilar et al. 2007a y Aguilar
et al. 2007b):

15.6.1. Crioconservación de semillas

Se determinó que el contenido óptimo de hu -
me dad de las semillas debe ser de alrededor
del 5%, para que estas no sufran daños du -
ran te su exposición al nitrógeno líquido. Las
semillas son deshidratadas utilizando silicagel
en el interior de recipientes de plástico con
cierre hermético, para posteriormente ser
introducidas, dentro de crioviales, al nitrógeno
líquido. 

Para el descongelamiento, los crioviales se
dejan a temperatura ambiente por tres horas y
luego las semillas se colocan en el interior de
envases de plástico con cierre hermético, con
una atmósfera saturada de vapor de agua
durante 24 horas. Posteriormente se sumer -
gen en agua con 500 ppm de ácido giberélico
(GA3) durante 48 horas para proseguir con el
cultivo de embriones.

Las semillas que no son deshidratadas sufren
daños durante la exposición al nitrógeno líqui -
do, en las especies P. mollissima y P. tarmi -
niana no se obtienen embriones germinados
luego de la crioconservación cuando estos no
son deshidratados. P. pinnatistipula presenta
un contenido de humedad inicial más bajo, lo
que permite que algunos embriones de esta
especie germinen luego de la crioconserva -
ción. Todas las plantas desarrolladas a partir
de embriones obtenidos de las semillas crio -
con servadas, muestran morfología y creci -
mien to normal (Figura 5).
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Figura 5. Plantas desarrolladas a partir de semillas crioconservadas:
A) P. mollissima, B) P. tarminiana, C) P. pinnatistipula

15.6.2. Crioconservación de ápices por
vitrificación

La crioconservación de ápices se realiza utili -
zan do plantas provenientes de micropropa -
gación. Los ápices (1 a 1,5 mm) son pre-
cultivados en un medio de multiplicación
adicionado con 0,3 M de sacarosa.

Los ápices se introducen en el crioval conte -
niendo un medio líquido adicionado con 2 M
de glicerol y 0,4 M de sacarosa, durante 20
minutos. Los ápices son sumergidos en un
medio líquido conteniendo 24% v/v de
glicerol, 13,5% v/v de etilenglicol, 13,6% de
dimetilsulfóxido (DMSO) y 0,4 M de sacarosa,
durante 150 minutos para posteriormente ser
introducidos al nitrógeno líquido.

A B C



Después de la crioconservación, el desconge -
la miento se realiza sumergiendo los crioviales
en agua destilada estéril a 40º C por 2 – 3
minutos y lavados en una solución con 1,2 M
de sacarosa. Los ápices son entonces
cultivados en un medio que contiene: sales
minerales MS 1/2, vitaminas Gamborg, 2 g de
carbón activo, 200 mg de caseína hidrolizada
y 1,5 mg de GA3 y 20 g de sacarosa. Los
ápices deben incubarse a 25º C, los primeros
10 días en oscuridad y posteriormente a 600
-700 lux, con un fotoperiodo de 16 horas luz.
En estas condiciones, los ápices dan lugar a
plantas normales (Figura 6).

15.7. CRIOCONSERVACIÓN DE
ÁPICES POR ENCAPSULACIÓN-
DESECACIÓN

Se encapsulan los ápices en cuentas de
alginato al 3% y éstos son desecados en el
flujo laminar. Estos ápices luego de su
exposición al nitrógeno líquido, no presentan
germinación, sin embargo se mantienen vivos
y mostrando color verde hasta 30 días de
cultivo (Figura 7).
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Figura 6. Ápices luego de ser crioconservados, a los 30 días de cultivo:
A) P. mollissima B) P. tarminiana

Figura 7. Ápices encapsulados de P. mollissima después de 30 días de cultivo:
A) Sin exposición al nitrógeno líquido B) Con exposición al nitrógeno líquido

A B

A B
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16.1. INTRODUCCIÓN

Physalis peruviana, conocida como chilto,
uchuva, chilto chilto o capuli, es una especie
oriunda de la región andina. Se encuentra en
las estri baciones occidentales de la cordillera
de los Andes, desde Venezuela hasta Chile,
inclu yendo el Perú, entre los 600 y 2.000
msnm. Esta especie es muy importante por
los usos fito terapéuticos que tiene (diurético,
antipiré tico, vermífugo y antiespasmódico).
También es utilizada en la alimentación
debido a que los frutos de esta especie son
consumidos por el ser humano; se pueden
comer directamente o en forma de dulce,
también se elaboran mer meladas por lo que
presenta una intere san te oferta comercial. La
uchuva o chilto chil to puede ser una planta de
cobertura, prote giendo terrenos de la erosión,
tiene un crecimiento vigoroso, extensión
rápida en el suelo y fuerte sistema radical.

En la región andina es un cultivo de consumo
interno y de exportación principalmente en
Colombia, Ecuador y Perú. En Bolivia pese a
compartir su centro de origen, crece espontá -
neamente en los valles interandinos y meso -
tér micos sin que se haya cultivado, su aprove -
chamiento es mínimo, sin embargo al presen -
tar características potencialmente favorables e
interesantes, se hace necesario rescatar y
promocionar su uso.

El cultivo in vitro de tejidos aplicado al chilto
es una alternativa interesante para la conser -
va ción y el intercambio de germoplasma; con -
virtiéndose en una técnica para la conserva -
ción de valiosos genotipos, y evitando así, la
pérdida de material debido a peligros ambien -
tales como plagas, enfermedades, factores cli -
má ticos adversos, y a errores humanos. Por
todas estas razones se vió por conveniente
aprovechar las ventajas que ofrece el cultivo
de tejidos in vitro para su multiplicación y
con servación in vitro, como parte de un traba -
jo de fin de estudios en la Especialidad de
Recursos Fitogenéticos.

16.2. DESCRIPCIÓN TAXONÓMICA Y
MORFOLÓGICA DE CHILTO
PHYSALIS PERUVIANA

La uchuva o chilto  pertenece a la familia
Sola naceae, género Physalis. El género
Physalis incluye más de 100 especies herbá -
ceas entre perennes y anuales (Flores et al.,
2000). La más utilizada es la especie
Physalis peruviana Linneo por su fruto con
alto contenido de azúcares. Otras especies
como P. angulata y P. mínima son usualmente
utilizadas como comestibles en el sureste de
Asia (Bernal & Correa, 1998).

La especie P. peruviana L., que fue descrita
por Linneo de la América Tropical, se

Capítulo 16
El cultivo in vitro en chilto
(Physalis peruviana)

Katty Rojas, Gino Aguirre & Ximena Cadima



encuentra en los Andes, desde Colombia
hasta Chile (Cárdenas, 1989), incluyendo
obviamente Bolivia. Es una planta herbácea
de un metro de alto (Figura 1a), muy velluda
que prefiere los rastrojos y lugares más o
menos sombreados. Sus hojas son alternas,
muy pecioladas, peludas, ovadas, de base
obtusa o truncada, ápice acuminado; los
bordes son enteros, crenados en parte; 2-7
cm de largo, 1,5-5,5 cm de ancho (Romero &
Castañeda, 1991). 

Según Cárdenas, 1989, es una planta baja de
menos de 1 m de talla, de hojas cordiformes
y pubescentes (Figura 1b). Las flores miden
algo mas de 1 cm. de diámetro, amarillas con
manchas oscuras en la base de la corola y
bayas lisas, esféricas amarillo verdosas de

más o menos 1 cm de diámetro (Cárdenas,
1989). El peciolo alcanza hasta 2,5 cm de
longitud. El cáliz es verde, velloso, venas mo -
ra das salientes; la porción soldada tiene forma
cilíndrica y la libre es triangular (Figura 1c).

La corola está íntegramente soldada, amarilla,
de cinco puntos morados en el fondo, glabra
por dentro, una línea de pelos por fuera y
ciciolados los bordes. Tiene anteras oblongas,
polen amarillo, y su ovario empotrado en un
disco (Popenoe et al., 1989).

El fruto es una baya carnosa, globosa u ovoide
y posee una piel acre resinosa (Figura 1d),
aproximadamente 2 cm de diámetro de olor
agradable; pulpa jugosa, de buen sabor que
contiene numerosas semillas pequeñas, esta
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Figura 1. Planta de P. peruviana. a) frutos tiernos, b) hojas y flores, c) Flor, y d) fruto maduro

a b

c d



encerrado en el cáliz acrescente que tiene
forma de vejiga y es globoso (Romero y
Castañeda, 1991). Los frutos del chilto están
rodeados del cáliz muy desarrollado y
membranoso que los cubre por entero,
quedando un espacio apreciable entre estos
(Cárdenas, 1989). P. peruviana presenta
como fruto una especie de bolsa que ha
originado el nombre de “motojo bobo embol -
sado” que se da a esa planta en Santa Cruz de
la Sierra – Bolivia (Cárdenas, 1989).

16.3. DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA DE
P. PERUVIANA

P. peruviana es una hierba ruderal común en
climas fríos (Pérez & Arbeláez, 1975). En
Boli via crece espontáneamente en los valles
mesotérmicos sin que se haya cultivado nun -
ca (Cárdenas, 1989 citado por Bernal y Co -
rrea, 1998). P. peruviana es una especie que
crece en los Yungas en la región de Coroico a
1.700 msnm (Girault, 1987), también se ha
reportado su presencia en Cochabamba, en
los valles de Independencia y Morochata,
conocida con el nombre de chilto chilto.

De Luca (2004) presenta nombres comunes
conocidos en el territorio boliviano: Camama -
bú, Motojobobo embolsado (Santa Cruz), Chil -
to (La Paz); Iva vau (Yuqui), Shubsi (Yura -
caré), Maigochi (Chácobo); Yahua jababa
(Cavineño); Chajiki (Ignaciano); Muchii
(Trinitario); Notimorr (Chiquitano).

16.4. USO E IMPORTANCIA
ECONÓMICA DE P. PERUVIANA

P. peruviana puede ser consumida cruda y
muy rara vez en la confección de dulces. Ex -
cep cionalmente aparece en el mercado de fru -
tas para la fiesta de Corpus Christi (Cárdenas,
1989). El fruto se usa mucho para hacer dul -
ce con almíbar, es rica en vitamina C. El valor
de este cultivo radica en sus aptitudes medici -
nales; purifica la sangre y elimina la albúmina
de los riñones. También se ha señalado que

reconstruye y fortifica el nervio óptico, es una
medicina eficaz en el tratamiento de las afec -
ciones de la garganta. Es calcificador de pri -
mer orden y pueden consumirlo los diabéticos.

Empleando frutos de P. peruviana y el coci -
miento de las hojas como diurético y antias -
má tico; es útil para la depresión nerviosa y
para curar la tuberculosis. Los frutos son co -
mes tibles y de sabor agradable, contienen un
aceite, por lo que son utilizados como vermí -
fu go, y en forma de infusión son utilizados
contra la tosferina de los niños (Bernal &
Correa, 1998). El fruto de P. peruviana es una
fuente excelente de pro vitamina A (3.000 U.
I. de caroteno por 100 g.), vitamina C y ade -
más contiene complejo B (tiamina, niacina y
vitamina B 12). La proteína y los volúmenes
de fósforos son excepcionalmente altos para
una fruta, pero los niveles del calcio son bajos
(Popenoe et al., 1989).

La infusión de ocho frutos maduros y macha -
cados de capulí en un frasco conteniendo 1
litro de agua hirviente, detiene la diarrea,
fortifica el estómago, expulsa gases, tonifica
los ner vios y calma los latidos del corazón.
Reduce la inflamación de la vejiga, hígado,
testículos, alivia la inflamación de los riñones
y las vías urinarias, elimina el ácido úrico y
cura el reumatismo (De Luca, 2004).

Es una planta que sirve como pionera para
campos recientemente creados y todavía sin
vegetación y con robustez, habilidad de adap -
tación y predestinada para áreas marginales.
Es una planta que se puede sembrar en aso -
cia ción con más cultivos que se adapten a sus
condiciones de temperatura y latitudinales,
como tubérculos, maíz, fréjol entre otros
(Flores et al., 2000).

16.5. PROPAGACIÓN

16.5.1. Reproducción Sexual

El método más utilizado para propagar tradi -
cio nalmente el capulí o chilto es por vía sexual
o por semilla. Este tipo de propagación puede
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proporcionar plantas con mejor anclaje, más
vigorosas, con raíces mas fuertes que resisten
mejor las condiciones adversas del suelo pero
la heterogeneidad del material es muy amplia,
tanto genotípica como fenotípicamente, lle -
gan do esto último a alterar la producción y la
uniformidad deseada en frutos de exportación.
Sin embargo, para que la propagación sexual
por semilla tenga éxito se deben tener en
cuenta las características de la planta madre,
del fruto y de la semilla (Angulo, 1998).

La desinfección de la semilla se debe realizar
con fungicidas. Otra forma de desinfectar la
semilla es mediante su inmersión en agua a
50° C por 25 minutos y luego pasarla por una
solución de sulfato de cobre al 1,5%. La semi -
lla una vez desinfectada puede ser inmediata -
mente sembrada o puede almacenarse refrige -
ra da en un recipiente de vidrio sellado
(Valderrama, 2002).

16.5.2. Reproducción asexual

La uchuva, se puede propagar asexualmente
por esquejes, in vitro o por injerto. Estos siste -
mas de propagación vegetativa permiten obte -
ner plantas (clones) de excelentes característi -
cas en producción, resistencia y calidad de
frutos; cuando provienen de plantas madres
bien seleccionadas, y lo más importante es
que se logra tener un material homogéneo en
el cultivo (Flores et al., 2000).

a) Propagación in vitro. El cultivo de tejidos
es una herramienta de gran utilidad en la
biotecnología. Esta técnica se basa en la
“totipotencia celular”; capacidad de una
célula vegetal de formar una planta com -
ple ta bajo ciertas condiciones químicas y
físicas, dadas en el cultivo in vitro. Así se
obtiene la propagación rápida y masiva de
plantas idénticas a la original a partir de
trozos de tejidos, ápices meristemáticos o
incluso células aisladas. Inicialmente se
usó esta técnica para la multiplicación ma -
si va de plantas élites o micropropagación y
también en la obtención de clones libres de

virus (Tapia, 2001). En el caso de P.
peruviana, los brotes se desarrollan in vitro
con gran rapidez en condiciones adecua -
das de temperatura e iluminación (Vera -
mendi & Arregui, 2001).

16.6. CONSERVACIÓN IN VITRO DE
GERMOPLASMA

La conservación in vitro a corto o mediano
plazo necesariamente requiere de subcultivos
periódicos, actividad que generalmente difi -
cul ta su conservación, aún cuando se han
desarrollado métodos que permiten retardar el
crecimiento de los explantes y así prolongar el
tiempo requerido entre los sucesivos subculti -
vos (Lundergran & Janick, 1979; Oka y Niino,
1997). La técnica más desarrollada para la
conservación in vitro es la del cultivo de ápi -
ces cuyos procesos se pueden sumar como
sigue (Cadima, 1996):

a) Selección del material adecuado.

b) Aislamiento de individuos sanos.

c) Desarrollo de métodos de aislamiento del
meristema.

d) Optimización de las condiciones de cultivo
para la regeneración de las plantas a partir
de meristemas.

e) Almacenamiento de cultivares bajo condi -
ciones de mínimo crecimiento (Inhibidores
de crecimiento, bajas temperaturas), o
criopreservación usando nitrógeno líquido

f) Recuperación del tejido viable de la fase de
conservación.

g) Regeneración, crecimiento y propagación
de las plantas.

Metodología

a) Almacigado de Semillas de P. peruviana

Con el propósito de obtener un material
homogéneo listo para establecerlo in vitro,
el protocolo sugiere almacigar las semillas
de P. peruviana en un invernadero. Para
inducir a una germinación en un menor
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tiempo se deben remojar las semillas en
una solución con 1,5 g/l de ácido giberé -
lico, por 24 horas antes del almacigado. Al
día siguiente se colocan las semillas a una
distancia de 3x4 cm en el substrato, se
cubre la semilla con dos veces su tamaño,
regando inicialmente el substrato con
Dhytane (2,5 g/ l). Finalmente el substrato
se cubre con paja y todo el conjunto con un
plástico para evitar la pérdida de hume -
dad. Siete a diez días después, se realizan
las primeras evaluaciones y conteo de las
semillas que llegaron a germinar y de esa
manera se determina el porcentaje de
germinación con la siguiente fórmula:

% de Germinación = (Nº de semillas ger -
mi nadas/ Nº de semillas sembradas) x100.

b) Establecimiento in vitro

El establecimiento in vitro de P. peruviana
se realiza a partir de plantas de las dife -
rentes variedades que se pretende conser -
var y que se encuentran ya sembradas en
invernadero. Se realiza inicialmente una
desinfección en alcohol al 70% (30 segun -
dos), luego un lavado en agua destilada
esterilizada y posteriormente una inmer -
sión en hipoclorito de sodio al 0,8% (3
minutos) y tres enjuagues consecutivos en
agua destilada estéril (cada uno de tres
minutos). Luego se colocan los esquejes en
un medio de cultivo de establecimiento. El
proceso se realiza en condiciones asépticas
en una cámara de flujo laminar.

c) Multiplicación masiva

Una vez obtenidas las plántulas provenien -
tes del establecimiento in vitro, se procede
a una multiplicación clonal de las plántulas
por medio de esquejes, siendo colocados
en un medio de multiplicación (cuadro 1).
Cada 10 días se mide en mm el tamaño de
las plántulas y se cuenta el número de
yemas con la finalidad de evaluar la tasa
de multiplicación.

Cuadro 1. Reactivos utilizados y condiciones
para la preparación del medio de cultivo de
establecimiento y multiplicación para P.

peruviana

d) Conservación in vitro

• Ingreso a condiciones de Conservación

Los explantes en proceso de multipli -
cación son transferidos a medios de
conservación con presencia de agentes
osmóticos (Manitol y/o Sorbitol),
retardando su crecimiento, intensidad
luminosa 1.000 a 1.500 lux y un
fotoperiodo de 16h/8h (luz/oscuridad).

Cuadro 2. Medios de cultivo empleados para la
conservación in vitro de P. peruviana.

(Laboratorio de Biotecnología FCAPFyV –
UMSS, 2004)
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• Cámara de Crecimiento

Las plántulas sometidas a diferentes
medios de conservación (tratamientos)
se mantienen bajo condiciones de luz y
temperatura controladas:

- Intensidad lumínica: 1.000 – 1.500
lux.

- Temperatura: 20 a 24 ºC.

Se realizan revisiones periódicas tanto
de la cámara como del material en con -
servación, considerando los siguientes
factores:

- Condiciones de temperatura.

- Iluminación.

- Estado del material en conservación
(viabilidad de los explantes, senes -
cen  cia de las hojas, contaminación,
presencia o ausencia de raíces).

- Medio nutritivo.

• Introducción a conservación

a) Evaluaciones de las variables de res -
puesta. Una vez introducidos los
explantes de P. peruviana a condi -
ciones in vitro, se realizan las eva -
lua cio nes de las variables de res -
pues ta cada mes. La toma de datos
se realiza llenando la siguiente tabla:
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Cuadro 3. Parámetros de evaluación de P. peruviana bajo conservación in vitro

Se identifica el tubo de ensayo con los
diferentes medios de cultivo, registrando la

variedad y el número de muestras /variedad.

Figura 3. Parámetros de evaluación realizados en los tubos de ensayo
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16.7. MULTIPLICACIÓN IN VITRO

Debido a que la micropropagación es un pro -
ce so que tiende hacia una progresión geomé -
trica, dos factores inciden de manera determi -
nan te en el volumen de producción: el factor
de multiplicación y la velocidad de crecimien -
to. La tasa de multiplicación promedio para P.
peruviana en el medio de cultivo utilizado ha
sido de 1:4 en un período de 30 días.
Salaues, 1998 indica que esta información
permite determinar el volumen de producción,
debido a que el factor de multiplicación es el
número base de una progresión; con un FM de
5 en 5 generaciones se tendrán 3.125 des -
cen dientes. Veramendi & Arregui (2001) afir -
man que en P. peruviana, los brotes se desa -
rro llan in vitro con gran rapidez en condicio -
nes adecuadas de temperatura e iluminación.

Sobrevivencia de las plántulas

La sobrevivencia de las plántulas es una de
las características más importantes en conser -
vación in vitro donde se busca una técnica
que asegure un alto valor de supervivencia y
otras características favorables en conserva -
ción (Cadima, 1996), utilizando el cultivo in
vitro como un sistema de conservación de ger -
moplasma se puede actuar sobre dos factores:
las condiciones ambientales de la cámara de
cultivo y la composición del medio de cultivo
(Veramendi & Arregui, 2001). Para la conser -
va ción in vitro de tejidos vegetales se han
empleado diferentes factores, de los cuales el
más utilizado es la modificación del medio de
cultivo con distintos agentes osmóticos, como
el manitol, la adición de benzilaminopurina
(cuya función está estrechamente relacionada
con el mantenimiento de la viabilidad durante
la conservación) y el carbón activado que eli -
mina o reduce a niveles muy bajos la oxida -
ción fenólica (Roca et al.,1992), aspecto que
incide negativamente en el proceso de con -
servación. La modificación del medio de culti -
vo y la reducción de la temperatura y/o la ilu -
mi nación son los factores más importantes en
el control del crecimiento.

En investigaciones realizadas por Rojas,
(2005), en cuatro variedades de P. peruviana
(V1 = uvilla, Colombia; V2 = Cereza, Colom -
bia; V3 = Capulí, Cbba.-Bolivia y V4 = Capulí,
La Paz-Bolivia), el porcentaje de sobrevivencia
de las plántulas fue mayor al 60% durante un
periodo de 5 meses, al ser sometidas a dife -
ren tes concentraciones de: MS (2,3 y 4,6 g/l),
Manitol (20, 40 y 60g/l) y Sorbitol (20, 40 y
60g/l). El tratamiento con 2,3 g/l MS+40 g/l
Manitol presentó el mayor porcentaje de so -
bre vivencia de las plántulas (> al 80%) para
las cuatro variedades. Resultados similares se
obtuvieron en el Banco de Germoplasma del
Laboratorio de Recursos Genéticos y Biotec -
no lo gía de la Universidad Mayor de San Mar -
cos en Lima, Perú con un promedio del 67%
de sobrevivencia a los 6 meses de conserva -
das in vitro de algunas solanáceas (variedades
de papa), con un medio de cultivo que conte -
nía 40g/l de Manitol, 30g/l de sucrosa; de la
misma manera Villarroel et al., (1999) deter -
minaron para la conservación in vitro de raí -
ces y tubérculos Andinos el uso de medios
con teniendo la mitad de MS (2,3 g/l) con la
adición de Manitol (40 g/l), en el caso de la
pa pa y, sorbitol (40 g/l) en el caso de tubércu -
los menores y yacón, actualmente son los me -
dios de conservación in vitro que se utilizan
en el banco Nacional de Tubérculos y Raíces
andinas que custodia PROINPA.

En relación a la presencia de raíces, las altas
concentraciones de inhibidores de crecimiento
(60 g/l de manitol o de sorbitol), independien -
te mente de la concentración de sales MS,
inhiben en cierto grado el desarrollo radicular.
Se puede afirmar que a mayor concentración
del inhibidor existe una menor presencia de
raíces, resultados corroborados por Tapia
(2001) y el IPGRI (2004), quienes mencio -
nan que el Manitol y el Sorbitol son sustancias
que tienen poder inhibidor en los brotes regu -
lando su desarrollo y retrasan el crecimiento
de las plantas a nivel apical y radicular,
pudiendo ser utilizados con buenos resultados
en protoco los de Conservación in vitro de
Recursos Fitogenéticos.
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El uso combinado de MS y de los inhibidores
de crecimiento (Manitol o Sorbitol) proporcio -
nan condiciones más adecuadas para la con -
ser vación que su aplicación en forma indivi -
dual, influyendo en los porcentajes de sobrevi -
vencia de las plántulas y en la presencia de
raíces.

En relación a la altura de planta, número de
hojas y número de nudos, Rojas (2005) ob -
ser va que a mayor concentración de inhibi -
dores de crecimiento hay menor altura de
planta, número de nudos y número de hojas;
al respecto Cadima (1996) indica que la adi -
ción de retardante de crecimiento al medio de
cultivo reduce notablemente el desarrollo de
la plántula y Espinoza et al. (1992) mencio -
nan que los reguladores de crecimiento de ti -
po hormonal influyen en la tasa de crecimien -
to de los cultivos, actúan antagónicos al ácido
giberélico y por ende, reducen la elongación y
multiplicación celular. Siendo indiferente la
concentración de MS, lo recomendable es uti -
li zar la concentración mas baja (2,3 g/l MS),
para reducir costos, Villarroel et al. (1999)
han determinado el uso de medios adecuados
para la Conservación in vitro de algunas
especies, conteniendo de 2,3 g/l MS (tanto de
macronutrientes como de micronutrientes)
con la adición de Manitol (40 g/l), en el caso
de solanáceas y Sorbitol (40 g/l) en el caso de
tubérculos menores y yacón. 

Otros agentes no metabolizables como el Ma -
ni tol y el Sorbitol, son prácticamente no asimi -
lables por las plantas; estas sustancias redu -
cen el crecimiento más que el desarrollo (en -
tre  nudos cortos, pero en cuanto al número de
nudos entre plantas bajo estrés osmótico y
plan tas sin estrés, no hay diferencia significa -
tiva) y posiblemente sean mas efectivos que la
sucrosa en la limitación de crecimiento de los
cultivos. Cadima (1996) indica que es impor -
tante considerar que en un proceso de conser -
va ción, lo que nos interesa es la presencia de
entrenudos cortos, con abundantes nudos, de -
bi do a que en los nudos se hallan las yemas
que darán lugar a nuevas plantas, lo cual es
fundamental para el siguiente paso de la con -

ser vación que es la regeneración de nuevas
plantas.

Según Barceló et al. (1992), la presencia fo -
liar es un aspecto importante a ser considera -
do en la conservación in vitro debido a que su
presencia incrementa los mecanismos biosin -
té ticos tales como la velocidad de fotosíntesis
y los contenidos de almidón, proteínas y ácido
ribonucleico, también aumentan los niveles de
diversos radicales libres y de las reacciones
que estos originan. 

Existe un efecto varietal debido a que cada
varie dad se comporta de manera diferente al
ser sometidas al mismo tiempo a diferentes
con centraciones de MS y Manitol, esto es
corroborado por Tapia (2001) quien dice que
las dificultades en este tipo de estudio se
presentan bajo condiciones de conservación
en la cual los genotipos reaccionan de diferen -
te forma. Cuando una gran colección de ger -
mo plasma debe ser mantenida in vitro, el
obje ti vo de los estudios debe desarrollarse en
función a los medios de conservación que
sean aplicables a un gran rango de genotipos.
Otras características comunes son el uso de
retardadores de crecimiento como ácido absí -
ci co, manitol o sorbitol (Veramendi & Arregui,
2001).
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17.1. INTRODUCCIÓN

Los bosques sudamericanos de Polylepis se
encuentran considerados como los ecosiste -
mas boscosos más amenazados (Renison et
al., 2004). La kewiña se utiliza como com -
bus tible y en construcciones de la región pu -
ne ña. En varias zonas sufre acelerados proce -
sos de erosión, por deslizamiento de taludes
anexos a carreteras y caminos rurales, espe -
cial mente relacionados con la actividad mine -
ra. Especie vulnerable, clasificada en esta
categoría bajo el nombre de Polylepis besseri
Hieron en la lista de especies amenazadas de
la flora de Bolivia (Meneses et al., 2005).

Así, ésta es una especie estratégica de Los
Andes por sus usos. Presenta problemas de
multiplicación vía semilla y erosión genética.
Si bien se han hecho grandes avances en la
estrategia de aprovechamiento sostenible y
con servación de los recursos forestales, aún
resta mucho que hacer, especialmente en lo
que concierne a la aplicación de las biotec -
nologías. El objetivo del capítulo es mostrar el
desarrollo de protocolos de micropropagación
a partir de árboles seleccionados de Kewiña
(Polylepis besseri Hieron).

17.2. INFORMACIÓN GENERAL Y
DESCRIPCIÓN DE KEWIÑA

17.2.1 Descripción taxonómica

IOPI (2007) realiza la siguiente descripción
taxonómica de la kewiña:

Clase: Magnoliopsida.

Orden: Rosales.

Familia: Rosaceae.

Nombre científico: Polylepis besseri
Hieron.

Nombre vernacular: Kewiña (Bolivia),
Queñual (Perú), Queñua (Bolivia, Perú),

Capítulo 17
La aplicación del cultivo de tejidos en
especies forestales andinas Kewiña

(Polylepis besseri Hieron)

Cecilia Ugarte Ballón1

Fig. 1. Kewiña, Parque Nacional Tunari.

1 Laboratorio de Biotecnología Forestal “Aliso” BASFOR/ESFOR.



Qiwuña (Bolivia, Perú), Lampaya (Bolivia),
Yagual (Colombia, Ecuador), Tabaquillo
(Argentina).

Sinónimos: Polylepis besseri var.
abbreviata Bitter, Polylepis besseri subsp.
longipedicellata Bitter, Polylepis cristagalli
Bitter, Polylepis cristagalli var. longirace -
mosa Bitter, Polylepis incana subsp.
brachypoda Bitter, Polylepis incana subsp.
incarum Bitter, Polylepis incana subsp.
subtusalbida Bitter, Polylepis pallidistig -
ma Bitter, Polylepis racemosa var. lanata
Kuntze, Polylepis racemosa var. tomentosa
Kuntze, Polylepis rugulosa Bitter, Polylepis
subquinquefolia Bitter, Polylepis tenuiruga
Bitter, Polylepis triacontandra Bitter.

17.2.2. Descripción morfológica

a) Forma de crecimiento

Borter (1994) indica que Polylepis besseri
Hieron es de lento crecimiento. Los árboles
son tolerantes al viento, a bajas tempera -
turas, radiación solar elevada y a la sequía
moderada. Prospera en algunos de los más
duros ambientes tropicales. En función de
los factores ambientales, la especie puede
variar de arbustos y árboles de pequeño
rango de altura de 3 a 10 m, con un pro -
me dio de 7 m comúnmente bajo, con una
corona de 4 m de diámetro, P. besseri tam -
bién crece de una forma más erecta, la for -
ma ahuecada con un sólo tronco alcanzan -
do un máximo diámetro altura pecho, DAP
de 45 cm. Esta especie posee una corteza
castaña con abundante ritidoma que se
exfo lia continuamente (Hensen, 1995).
Co mo una importante fuente primaria de la
materia orgánica, P. besseri es importante
en la formación y protección de los suelos
en zonas climáticas de escasa vegetación
(Borter, 1994).

La kewiña normalmente crece en altitudes
entre los 3.000 a 4.000 msnm en las
zonas con precipitaciones que van de 300
a 1.200 mm (Borter 1994). Estos árboles

crecen en las elevaciones más altas que
cualquier otro árbol en el mundo; sobrevi -
ven en alturas como 5.200 msnm en las
laderas del Nevado Sajama, en Potosí,
Bolivia. Como un árbol siempre verde tiene
baja tolerancia al fuego, P. besseri es
altamente susceptible a las presiones de la
expansión de la agricultura y el consumo
de leña (Killeen et al., 1993).

b) Distribución geográfica de la especie 

La distribución del género está restringida
a los corredores andinos de América del
Sur desde el norte de Venezuela, al sur con
el norte de Argentina y Chile. (Fjeldsa &
Krabbe 1990). En Bolivia esta especie está
distribuida en los departamentos de La
Paz, Cochabamba, Oruro, Chuquisaca y
Tarija (Simpson, 1993).

c) Importancia y usos de la Kewiña

Alternativamente, la paleobotánica y la
evidencia histórica sugiere que los bosques
de Polylepis besseri eran mucho más
amplios, y que la quema, el pastoreo y
otras presiones antrópicas han reducido en
gran medida su área durante los últimos
3.000 años, en particular durante los últi -
mos varios cientos de años (Fjeldsa &
Kessler 1996, Fjeldsa & Krabbe 1990).
Debido a su posición única como árboles
de crecimiento en la zona más alta de los
Andes, P. besseri es un género sumamente
importante, tanto ecológicamente como en
la calidad (Ledesma, 1994, Ridgley &
Tudor 1989). P. besseri proporciona una
rara fuente de gran altura, como hábitat
forestal, donde varias especies de avifauna
se basan en exclusiva (Fjeldsa & Krabbe,
1990, Ridgley & Tudor, 1989). Los usos
tradicionales son: carbón, madera de
construcción, herramientas, arados, le ña,
utensilios de cocina, conservación, me jo ra
de suelo y protección contra heladas y
viento, ruedas de los molinos hidráulicos,
silvicultura urbana, medicinal (resfríos),
instru mentos musicales y tintes para las
prendas de vestir (Patterson, 1998).
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d) Formas de propagación de la especie

Las semillas tienen una baja tasa de
germinación (2 a 15%), no satisfactoria
con tratamientos pregerminativos conoci -
dos. Debido a que la tasa de germinación
disminuye rápidamente en el almacena -
mien to, la producción a partir de semilla
está limitada a que sólo se pueda lograr a
través del almacigo en sustratos de arena y
con alto contenido de materia orgánica,
inmediatamente después de su recolec -
ción. (Patterson, 1998). Naturalmente
plántulas germinadas pueden ser extraídas
y transportadas en pequeñas bolsas de
plástico rociadas con agua a una almaci -
gue ra cercana, en la que puedan ser tras -
plan   tadas a las bolsas para su futuro desa -
rrollo (Fossati, 1996).

17.3. MICROPROPAGACIÓN

17.3.1 Recolección de material vegetal

El material vegetal es recolectado de árboles
seleccionados, de lugares con sombra (menos
oxidación), brotes tiernos, brotes apicales o
rebrotes.

17.3.2. Desinfección y establecimiento

Para la fase de desinfección se aplica formol
al 37% durante 20 minutos.

a) Establecimiento -Fase I

Se utiliza el medio de base enriquecido
con sales minerales de Q&L (Quoirin y
Lepoi vre, 1977), 0,4 mg/l de AG3, 0,5
mg/l de TDZ, vitaminas de Walkey
(1972), sacaro sa 2,5% + 1% de carbón
activo, agar 0,7% y ajustado a un pH de
5,5. Bajo este procedimiento, se han
obtenido hasta un 80% de explantes libres
de contaminación.

17.3.3. Multiplicación y enraizamiento

a) Multiplicación -Fase II

El medio base debe ser enriquecido con
0,4 mg/l de AG3 en ausencia de carbón
activo, lográndose un coeficiente de
multiplicación de 1/7.

b) Enraizamiento -Fase III

Se utiliza el medio 664 (Druart, 1987),
presentando un 80% de los explantes
enraizados.
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Fig. 2. Árbol seleccionado.

Fig. 3. Rama recolectada.

Fig. 4. Establecimiento de segmentos nodales.

Fig. 5. Multiplicación de explantes.



c) Aclimatación - Fase IV

Los plantines producidos requieren necesa -
ria mente una etapa de pre aclimatación en
vermiculita, por un lapso de 15 días. 

Esta etapa se realiza primeramente en vi -
ve ro, para luego ser transferidos a bolsas
en pleno aire luego de 45 días, presentan -
do una sobrevivencia del 70%, a los tres
meses.
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Fig. 6. Enraizamiento de explantes.

Fig. 7. Pre aclimatación de plantines.

Fig. 8. Aclimatación de plantines.



18.1. INTRODUCCIÓN

Casi todas las especies endémicas en Bolivia,
adyacentes a los caminos comprendidos entre
los Yungas de Cochabamba y La Paz, presen -
tan la destrucción de su hábitat (Vásquez &
Ibish, 2000); haciendo que especies nativas
se encuentren en riesgo de extinción en zonas
geográficas con mucha presión antrópica
debido a procesos de colonización. En esta
situación se encuentran muchas especies de
orquídeas nativas y endémicas de la zona del
Chapare de Cochabamba.

Algunos investigadores sostienen que la com -
po sición genética es esencial para la conser -
va ción (Loeschcke et al., 1994); debido a que
puede faltar diversidad genética para reprodu -
cirse o sobrevivir, existiendo de esta manera
pérdida potencial de poblaciones o especies
(Demauro, 1993).

Knudson (1922; citado por Menacho, 2004),
demostró que las semillas de orquídeas eran
capaces de germinar asimbióticamente in
vitro. Por lo tanto la multiplicación de orquí -
deas por protocormos (in vitro) permite incre -
mentar el número de individuos y mantener la
variabilidad genética en cada especie median -
te el repoblamiento de las regiones donde son
nativas. De esta manera se disminuye la pre -
sión indiscriminada a dichas especies, promo -
viendo la conservación y uso sostenible de las
mismas.

En este sentido, el presente capítulo muestra
el rol del cultivo de tejidos en la multiplicación
in vitro de orquídeas, como una alternativa
pa ra evitar una mayor pérdida de estas
especies en sus zonas de origen. Además, las
orquídeas tienen un alto valor ornamental; su
multiplicación in vitro y posterior comerciali -
za ción podría significar una actividad econó -
mica sostenible para los pobladores de estas
zonas altamente influenciadas por el ecoturis -
mo, siendo a la vez una actividad comprome -
tida con la conservación del medio ambiente.

18.2. ORQUÍDEAS ENDÉMICAS DE
BOLIVIA

Actualmente se registran alrededor de 1.350
especies de orquídeas en Bolivia de las cuales
400 son especies endémicas, siendo la mayo -
ría epifitas. Se encuentran en mayor propor -
ción especies endémicas de Lepanthes, Pleu -
ro thallis y Masdevallia (Menacho, 2004).

El porcentaje más alto de especies endémicas
de orquídeas se registra entre 2.500 y 3.000
msnm (Vásquez & Ibisch, 2000). Parece lógi -
co que el endemismo aumente con la altura
porque los valles disectados promueven la
fragmentación y separación geográfica de
poblaciones (Ibisch et al., 1996).

Los Yungas de Bolivia es una región biogeo -
gráficamente distinta que tiene su propia
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orquídeas nativas bolivianas
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historia evolutiva mostrando patrones de
diver sidad y endemismo únicos a nivel mun -
dial (Vasquez & Ibisch, 2000), entre las espe -
cies de orquídeas endémicas de esta zona
encontramos a Góngora ileniana.

El género Góngora se encuentra actualmente
constituido por más de 60 especies. Es uno
de los géneros de orquídeas cuyos miembros
no son fáciles de distinguir. Se trata de plantas
epífitas con inflorescencias colgantes, con flo -
res de tamaño medio; espectacular o por lo
me nos extraño es el tamaño del labelo, y su
estructura es muy compleja (Gerlach &
Heider, 2001).

Los mismos autores mencionan que en los
países donde existen plantas del género
Góngora, la taxonomía carece de investigación
profunda. En Bolivia existen por lo menos

cuatro especies, tres de éstas pertenecen a la
sección Góngora, con pétalos arqueados, las
flores tienen cuernos y representan la especie
más grande de Bolivia. La cuarta sección
Truncata, se distingue por los pétalos rectos,
la base del labelo en forma de bolsa y la
ausencia de cuernos en la misma. 

La Góngora ileniana es una planta epifita, con
pseudobulbos agregados ovoideos, longitudi -
nal mente surcados, de 8,5 cm de largo y 6
cm de ancho, el ápice bifoliado, cuando jóve -
nes revestidos con dos vainas escariosas, eva -
nes centes. Sus hojas son elíptico lanceoladas,
agudas hasta cortamente acuminadas, hacia
la base atenuadas y pecioladas, lámina con 7
nervios pronunciados, unos 45 cm de largo y
16 cm de ancho (Gerlach & Heider, 2001).
Ver Figura 1.

Especie endémica de Bolivia. Recientemente
descubierta, encontrándose una sola planta
de esta especie el año 1999 por H. Heider,
cerca de Cristal Mayu, a 26,5 km de Villa
Tunari (Chapare, Cochabamba), quedando su
hábitat destruido por la mano humana en tan
sólo un año (Gerlach & Heider, 2001). La
ecología de la especie es en el subdosel de
selva primaria húmeda. Sus polinizadores de
G. ileniana pertenecen al Género Eufrisea sp.
(Heider & Reichl, 2001).

18.3. ORQUÍDEAS NATIVAS DE
BOLIVIA

En Bolivia, de acuerdo a Vásquez (1995), la
distribución de la mayoría de las orquídeas se
encuentra en la zona de los bosques
montañosos húmedos y parte de la Ceja de
Monte con neblina.

Vásquez & Ibisch (2000), mencionan que la
mayoría de las especies conocidas se han
registrado en el Departamento de La Paz,
seguido por Cochabamba y Santa Cruz.
Siendo las laderas Nor-orientales de los Andes
las que albergan la mayoría de las especies,
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     Fuente: G. Gerlach & H. Heider (2000)

Fuente: Vázquez (2006).

Figura 1. Góngora ileniana, flor y planta adulta



creciendo en los Yungas superiores e
inferiores, y en los bosques de neblina de la
Ceja de Monte.

18.3.1. Epidendrum ssp.

Del griego epi, sobre y dendrom, árbol; en
alusión al hábito de la mayoría de las especies
de vivir sobre los árboles (Cavero et al.,
1991).

Epidendrum (Figura 2), es uno de los mayores
géneros dentro de las Orchidaceae, con 800
especies distribuidas por todo el continente
americano (Dressler, 1993). Encontrándose
en Centro y Sud América (Cavero et al.,
1991). En el  Perú se reportan 263 especies
(Cavero et al., 1991), existiendo poca
información en Bolivia.

La mayoría son epífitas, sin embargo, algunas
son litófitas o terrestres. Generalmente
presentan un tallo en forma de caña que
puede llegar a medir hasta 2 m. de longitud.
La inflorescencia es un racimo terminal, con
un número variable de flores según la especie.
Muy escasos individuos originan su
inflorescencia lateralmente. Las flores son de
color, tamaño y aroma muy variados (Cavero
et al., 1991).

Figura 2. Epidendrum ssp., flor y planta adulta.

18.3.2. Huntleya meleagris

El género Huntleya incluye 10 especies
(Dressler, 1993). Puede ser fácilmente
diferenciada de las demás especies de
Orchidaceae por la presencia de inflorescencia
uníflora y hojas flabeladas dísticas.

Huntleya meleagris (Lindl), es una planta
epifita de 50 cm de altura. Tallo entumecido
en pseudobulbo. Hojas flabeladas, dísticas,
vaina foliar 3-9,5 x 2,5 cm; la hoja destiñe
ligeramente, 25-37 x 1,5-4,2 cm,
oblanceolada, con nervaduras longitudinales
salientes, sésil sobre la vaina, ápice agudo
(Menini et al., 2004). Ver Figura 3.

Figura 3. Huntleya meleagris, flor.
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Fuente: PlantSystematics.org

Fuente: Vázquez (2006).

Fuente: Peixoto (2000).



18.4. LAS ORQUÍDEAS EN BOLIVIA.
IMPORTANCIA Y
CONSERVACIÓN

18.4.1. Importancia biológica

Bolivia está entre los diez países con mayor
diversidad biológica en el mundo debido a la
existencia de una variedad de ecosistemas
(Decreto Supremo 25458, 1999 y Collantes,
1995).

Se considera que por lo menos 18.000 a
20.000 especies de plantas son nativas de
Bolivia. La familia con mayor riqueza de
especies es la Orquidaceae. Actualmente más
de 1.300 especies pertenecientes a 186 gé -
ne ros han sido clasificadas, sin embargo,
considerados los porcentajes actuales de des -
cu brimiento de los bosques Andinos y próxi -
mos a los Andes se espera, que el número de
orquídeas en Bolivia pueda exceder a las
2.000 (Boletín de la FAN & la SBB, 1998).

18.4.2. Importancia de la conservación de
germoplasma

Los procesos de colonización que se
desarrollan desde hace varios años en la zona
del Chapare, han provocado la transformación
de los ecosistemas, para usos agrícolas,
pecuarios, industriales y asentamientos
urbanos y rurales. Los usos actuales, causan
perturbaciones en ecosistemas, por ser una
zona de altos índices de endemismos y
diversidad.

La gran diversidad y endemismo se da en
orquídeas, pteridófitos, araceas y bromelias y
se consideran como las más diversas a nivel
mundial (Kessler; et al. 2001). Las semillas
de las orquídeas son pequeñísimas, encon -
trán dose millones de semillas en sus cápsu -
las, siendo extremadamente especializadas
porque han evolucionado para ser fecundadas
por insectos específicos, y necesitan de un
hongo llamado micorriza para su germinación
simbiótica (Vásquez & Ibisch, 2000). La

investigación desarrollada por Knudson
(1922; citado por Menacho, 2004), demostró
que dichas semillas eran capaces de germinar
asimbióticamente in vitro, incrementando
enormemente las posibilidades de aumentar
su población.

El cultivo de tejidos vegetales permite la
conservación de material en condiciones in
vitro como una alternativa útil de
conservación ex situ. Se la puede utilizar
como un sustituto y/o como complemento de
la conservación en campo, ya que ofrece
mayor seguridad, fácil acceso y movimiento
del germoplasma (Van Der Hurk, 1999).

Aceves (2000) realizó trabajos de conserva -
ción in vitro en Tuxtlas-México cuyo resultado
fundamental fue la disminución de la presión
social sobre el medio y los recursos naturales,
a través de la generación alternativa de
empleos e ingresos. Se establecieron empre -
sas sociales de mujeres, orientadas a la pro -
duc ción y comercialización de plantas
ornamentales de importancia económica y
ecológica.

En la Fundación Ceiba para la Conservación
Tropical en la Reserva Orquideológica “El
Pahuma”, al noroccidente de Quito-Ecuador
se reproducen especies raras y únicas de
orquídeas para incrementar su número tanto
en el medio natural de la reserva como en
sitios fuera de ella (como jardines botánicos y
otros programas de conservación), cultivan
semillas de especies únicas u ornamentales
para la exportación en frascos. Todas las
ganancias provenientes de la venta de
especies de orquídeas, son reinvertidas en la
reserva y en otros proyectos de conservación
(McKendrik, 2000).

En Latinoamérica, los estudios muestran
avances en trabajos de investigación
biotecnológica con especies de orquídeas
endémicas y/o en peligro de extinción y
plantas nativas con valor comercial,
realizando programas de conservación y
manejo sostenible de dichas especies.
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Entre las experiencias nacionales sobre la
conservación de especies nativas de
orquídeas, la Fundación Amigos de la
Naturaleza (FAN) realiza la conservación en
colecciones vivas, bancos de semillas y cultivo
de tejidos enfocados a contar con los
protocolos establecidos para la propagación
de especies nativas o amenazadas además de
especies con alto potencial ornamental para
su comercialización. De la misma manera el
Laboratorio de Biotecnología de la Facultad de
Ciencias Agrícolas Pecuarias y Forestales,
perteneciente a la Universidad Mayor de San
Simón, realiza investigaciones para establecer
protocolos in vitro de especies nativas y
endémicas.

18.5. PROCEDIMIENTO PARA EL
ESTABLECIMIENTO Y
MULTIPLICACIÓN IN VITRO DE
ORQUÍDEAS (Góngora ileniana,
Epidendrum ssp. y Huntleya
meleagris) MEDIANTE
PROTOCORMOS

El material vegetal utilizado en esta
experiencia fueron semillas provenientes de
cápsulas maduras y verdes de las especies de
orquídeas arriba mencionadas bajo el
siguiente procedimiento:
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18.5.1. Zona de recolección del material
vegetal

La zona de colecta estuvo ubicada entre los
17°00’ de latitud sur y 64°20’ de longitud
oeste y 17°50’ de latitud sur y 64°80’ de
longitud oeste, corresponde a la Provincia
Biogeográfica del Acre-Madre de Dios
(Navarro & Ferreira, 2000), Sector Amazónico
del Pie de Monte Andino, Distrito Biogeográ -
fico Amazónico del Chapare (Navarro, 2002).

Presenta un bioclima pluvial, termotropical
inferior húmedo, hasta hiperhúmedo (Navarro
& Ferreira, 2000), con temperaturas medias
anuales de 24,2° C y temperaturas mínimas y
máximas del mes más frío de 15 y 25° C
respectivamente, cuya amplitud térmica anual
no es mayor a los 5° C, con una precipitación
media de 3.180 mm (Bruckner et al., 2000).
La estación lluviosa comprende de diciembre
a marzo, y la época seca de junio a
septiembre.



A B

Fuente: Aguirre (2006) Fuente: Vázquez (2006)

18.5.2. Método de secado y
almacenamiento

En el laboratorio de Biotecnología de la
Facultad de Agronomía, se procedió al
almacenamiento del material colectado. Las

cápsulas verdes fueron guardadas en papel
filtro (dos semanas), teniendo el cuidado de
no almacenarlas en fundas plásticas debido a
los procesos de transpiración y pudrición,
ubicándolas en un lugar fresco con bastante
aireación (refrigerador). Ver Figura 4.
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Figura 4. (A) Cápsula verde. (B) Cápsula verde deshidratada de H. meleagris. 

Las semillas de cápsulas maduras se dejaron
secar a temperatura ambiente en una
habitación. Una vez que las semillas
estuvieron secas, se las almacenó en frascos

cerrados dentro del refrigerador (4-5 °C),
evitando la transpiración y por ende la
pudrición de las semillas (Figura 5).

Figura 5. (A) Cápsula madura vista interna Epidendrum ssp. 
(B)Semillas en frasco de vidrio

A
B

Fuente: Vázquez (2006) Fuente: Aguirre (2006)

18.5.3. Fases para la multiplicación in vitro
de orquídeas

a) Fase I: Desinfección y establecimiento

• Preparación de medios de cultivo. La
preparación de medios de cultivo fue en
base a las sales de Murashige & Skoog (MS
1962), adicionando compuestos orgánicos
(Tiamina 0,4 mg/l y Acido nicotínico 0,5
mg/l) y utilizando como solidificante el agar

a 6 g/l. Concluida la preparación de los
medios de cultivo, se los esterilizó en
autoclave a 121o C de temperatura y 15
p.s.i. (1,1 kg/cm2) de presión durante 20
minutos.

• Desinfección de semillas provenientes de
cápsulas maduras. Se elaboraron peque -
ños sobres de papel filtro, colocándose al
interior de ellos pequeñas cantidades de
semillas, para luego doblar y sellar los
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Figura 6. (A) Semillas colocadas a sobres de papel filtro.
(B) Semillas engrapadas dentro del papel filtro

Figura 7. (A) Sobres de semillas en proceso de desinfección con Hipoclorito de Sodio.
(B) Semillas desinfectadas listas para su siembra.

sobres con grapas. Se sumergieron en agua
destilada por 5 minutos, luego, fueron
trasladados a un recipiente con solución
desinfectante (Hipoclorito de sodio al 1 y al
5%, más una gota de detergente). Los

sobres se mantuvieron durante 5 y 10
minutos en ambas concentraciones, agi -
tán dose continuamente. Ver Figuras 6, 7 y
8.

Figura 8. (A) Apertura de los sobres  antes de la siembra.
(B) Siembra en  frascos con medios de cultivo.

Fuente: Aguirre (2006)

A
Fuente: Aguirre (2006)

B

Fuente: Aguirre (2006)

A
Fuente: Aguirre (2006)

B

Fuente: Aguirre (2006)

A
Fuente: Aguirre (2006)

B



• Desinfección de semillas provenientes de
cápsulas verdes. Con la ayuda del bisturí,
se removió cuidadosamente la flor muerta
de la cápsula; se la cepilló y jabonó, para

introducirla por 10 minutos en una
solución de hipoclorito de sodio al 1%
(enjuagándose con agua destilada por lo
menos tres veces). Ver Figura 9.
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En la cámara de flujo laminar, la cápsula fue
sumergida en alcohol al 96% y se pasó
rápidamente por el fuego. La cápsula fue
transferida a una caja petri, cortándosela
longitudinalmente. Las semillas se

esparcieron sobre el medio de cultivo
preparado para esta fase y contenido en
frascos de vidrio. Por último los frascos fueron
sellados. Ver Figura 10.

Figura 10. (A) Corte longitudinal de la cápsula.
(B) Semillas esparcidas en el medio nutritivo.

Figura 9. (A) Limpieza de la cápsula con cepillo e inmersión en hipoclorito de sodio al 1 %.
(B) Enjuague de la cápsula en agua destilada.

(C) Inmersión en alcohol al 95 %, y flameado al mechero.

b) Fase II. Germinación de semillas. Durante
el desarrollo de la germinación in vitro, se
evaluó: la contaminación, número de se -
ma nas a la presencia de protocormos, y
número de semanas a la presencia de
plántulas.

• Contaminación en la germinación de
semillas. El porcentaje de semillas
contaminadas de cápsulas maduras de
la especie H. meleagris. fue mayor
84,87%, en comparación a G. ileniana.
36,47% y Epidendrum ssp. 32,11%

Fuente: Aguirre (2006)

A
Fuente: Aguirre (2006)

B
Fuente: Aguirre (2006)

C

Fuente: Aguirre (2006)

A
Fuente: Aguirre (2006)

B



(Pr<0,0001) y (Pr<0,0001) respecti -
vamente. Esto puede deberse al tamaño
de semilla, donde H. meleagris posee
un tamaño de semilla extremadamente
pequeño haciéndolo quizás bastante
susceptible a la contaminación.

• Número de semanas en formar
protocormos. Durante las primeras
semanas no se observaron cambios en
las semillas, hasta que empezaron a
hincharse, y adquirieron un color
amarillo intenso, que cambió de verde
claro a verde oscuro, formándose los
protocormos. Al respecto Arditti (1967)
y Pierik (l982) describen que el
embrión absorbe agua a través de la
testa aumentando de volumen, inician -
do la división celular y rompiendo la
cubierta seminal para formar el
protocormo.

El número de semanas que tardaron en
llegar las tres especies a un estado de
protocormo, fue una media de ocho
semanas en Medios Completos MS
(Espinosa y Aguirre, 2002), obtuvieron
protocormos de Rhychostele a las 12
semanas en KC, mientras que Serna
(1999) tuvo en un promedio de 13
semanas protocormos de la especies
Cattleya ssp. (Híbrido) y Cymbidium ssp.
(Híbridas) en medio MS, observándose que
estas especies requieren concentraciones
de sales completas para su mejor
desarrollo.

• Número de semanas en formar
plántulas. Luego de formarse el
protocormo se diferencian los órganos
(el meristemo del vástago y en lado
opuesto los rizoides), comenzando un
período de crecimiento intenso (Arditti,
1967 y Pierik, l982) por varias
semanas o meses, dependiendo de la
especie, hasta producir raíces y hojas
(McKendrich, 2000).

Figura 11. (A) Protocormo con hojas iniciales.
(B) Primeras hojas y rizoides.

(C) Hojas verdaderas y primeras raíces. (D)
Plántula con hojas y raíces.

Experiencias similares de Serna (1999), en
Cattleya ssp. y Cymbidium ssp. indican que
desarrollan hojas y raíces iniciales desde la
siembra, a la sexta semana en MS completo
(con 0,5 mg de glicina, piridoxina, tiamina, A.
nicotínico; 100 mg de m-inositol; 2 mg de
BAP y ANA). Mauro et al. (1994) indica que
las plántulas in vitro de híbridos son vigorosas
y precoces (Figura 11).

c) Fase III. Trasplante de plántulas. Las
semillas luego de germinar y formar los
protocormos, empiezan a formar plántulas,
las cuales al estar en una densidad muy
alta dentro los frascos, requieren ser cam -
biadas a nuevos frascos para disminuir la
den sidad y proveerles de los nutrientes
requeridos para un mejor desarrollo (Figura
12).

• Tamaño de plántulas. Tanto la especie
G. ileniana como Epidendrum ssp.,
generaron gran cantidad de plántulas
por frasco, en cambio H. meleagris
presentó muy poca cantidad, siendo
trasplantadas las tres especies a nuevos
medios nutritivos. Rivera (1998), hace
referencia que la permanencia de las
plantas por más tiempo del indicado en
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A          B          C              D  

Fuente: Vázquez (2006)



• Preaclimatación. Una vez que las
plántulas alcanzan 3 a 5 cm, y las
raíces muestran un buen desarrollo y
son trasladadas a invernadero para
colocarlas dentro de un microtunel. Sin
abrir las tapas de los frascos que
contienen las microplántulas se les
quita el parafilm, dejándolas por una
semana en el microtunel.

Concluido este periodo, los frascos se
destapan y se extraen las plantas.
Posteriormente se quita el agar de las raíces

con agua y finalmente, se procede al
transplante en los sustratos correspondientes.

Las plantas son evaluadas en el mismo
ambiente durante tres a  cuatro meses. Se
adiciona fertilizante foliar, insecticidas y
fungicidas para prevenir problemas
nutricionales, fitosanitarios y de plagas.

• Aclimatación. Luego del tiempo
transcurrido las plántulas están aptas
para ser trasladadas a envases más
grandes, para su mayor desarrollo
radicular y foliar en invernadero.
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el medio de cultivo, puede generar
plántulas débiles y elongadas.

d) Fase IV. Aclimatación de plántulas.

• Preparación de sustratos. En esta fase
se emplearon dos sustratos de prueba
(Cuadro 1). Los pedazos de turba

mineralizada fueron aproximadamente
de 4 mm de diámetro, y los pedazos de
carbón vegetal de 1-1,5 cm, que se
mezclaron con tierra vegetal en las
proporciones indicadas en el cuadro 1.
Del mismo modo se mezcló el helecho
arbóreo (Dicksonia sellowiana) con
carbón y tierra vegetal.

Figura 12. (A) Plántulas listas para ser trasplantadas.
(B) Plántulas transplantadas en menor densidad.

Cuadro 1. Mezcla de sustratos y proporciones

Fuente: Vázquez (2006)

A
Fuente: Vázquez (2006)

B
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Figura 12. (A) Vitro plántulas preaclimatadas. (B) Vitro plántula aclimatada.

Es importante mencionar que el sustrato con
turba mineralizada es una opción a la
extracción indiscriminada del helecho arbó -
reo. Siendo Dicksonia sellowiana (helecho
arbóreo) el componente del sustrato más
recomendado por Silva (1986), y Mckendrik
(2000), mencionando que es lo suficiente -
men te poroso, ideal para que sus raíces estén
en contacto con el aire y los extremos
terminales que presentan una coloración
verde (velamen) puedan realizar fotosíntesis.

Por otro lado, el no esterilizar el sustrato
proporciona el mayor porcentaje de plántulas
aclimatadas en comparación al sustrato
esterilizado (Pr<0.0001). Al respecto Caneva
(1984) menciona que las especies son
epifitas, y en su ambiente natural éstas se
desarrollan sobre otras plantas sin ser
parásitas, produciendo su propio alimento de
la microflora y fauna existente (viviendo en
simbiosis con hongos del género micorriza).

Figura 24. (A) Epidendrum spp. a las 4 semanas de preaclimatación.
(B) Epidendrum spp. a los 21 meses de establecimiento en invernadero.

Fuente: Vázquez (2006)

A
Fuente: Vázquez (2006)

B

Fuente: Vázquez (2006)

A
Fuente: Vázquez (2006)

B
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• Devolución a sus zonas de origen. La
experiencia realizada contempló tanto
el uso de técnicas de laboratorio para
garantizar la multiplicación de plantas
como la devolución de las plantas
obtenidas en laboratorio a sus zonas de
origen, con la finalidad de poder
generar una estrategia sostenible de
producción de plantas, la misma que se
pretendió realizarla de manera conjunta
con los comunarios.

La experiencia inicial mostró alternativas para
poder lograr esta producción sostenible, sin
embargo, a la hora actual, requiere aún un
decidido compromiso de parte de los
comunarios para poder ser parte de un
programa conjunto de protección de esta
riqueza ornamental dentro de características
que garanticen sus sostenibilidad.

18.6. CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS

El trabajo realizado en laboratorio permitió
obtener plántulas in vitro por protocormos de
orquídeas, siendo el mejor medio de cultivo
para  Epidendrum spp. y Góngora ileniana el
MS completo con Tiamina (0,4 mg/l) y Ácido
nicotínico (0,5 mg/l). En Huntleya meleagris,

el mejor medio de cultivo fue  el mismo medio
diluido al 50%. El mejor sustrato de
aclimatación de Epidendrum ssp. y G.
ileniana fue la mezcla de carbón vegetal,
tierra negra y Dicksonia sellowiana sin
esterilizar.

La estrategia de trabajo pretendió concebir
otras opciones de aprovechamiento de la
biodiversidad, promoviendo el desarrollo de
las comunidades con un uso sostenible de sus
recursos naturales; en ese sentido, las
plántulas in vitro obtenidas, una vez
aclimatadas, fueron entregadas a los
comunarios de “El Palmar”. Esta experiencia
requiere aún un acompañamiento al proceso
con la finalidad de incidir en la propia
comunidad sobre la importancia de una
conservación a largo plazo de esta riqueza
genética a través de estrategias que
garanticen el uso sostenible de las orquídeas.
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19.1 INTRODUCCIÓN

La investigación es importante para el
descubrimiento, el aprendizaje y el desarrollo
de prácticas nuevas y eficientes. Aunque es
verdad que algunos avances científicos han
resultado de una manera casual y afortunada,
la mayoría de los descubrimientos se hacen
utilizando un enfoque experimental
sistemático, en el cual se definen tratamientos
que son evaluados en condiciones
controladas. Durante estos experimentos, se
toman datos, y estos se evalúan utilizando
algún tipo de análisis estadístico para evaluar
la efectividad de cada tratamiento y resolver o
corregir el problema de estudio.

Este capítulo pretende ser una introducción a
los elementos básicos de la investigación en
cultivo de tejidos vegetales in vitro. Más
específicamente, pretende demostrar el uso
de varios diseños experimentales y métodos
estadísticos utilizados para analizar e
interpretar datos, así como hacer algunas
consideraciones para presentar resultados
mediante tablas y gráficos. El objetivo
principal de este capítulo es mostrar los
métodos estadísticos más apropiados para
analizar resultados de investigaciones en
cultivo in vitro de tejidos vegetales e
incrementar su confiabilidad.

En general, el capítulo asume que el lector
posee conocimientos básicos de Estadística y
Diseños Experimentales, por lo que no se
definen explícitamente muchos conceptos
básicos. 

19.2. PRÁCTICAS ASOCIADAS A LA
INVESTIGACIÓN CIENTÍFICA

19.2.1.Establecimiento de la hipótesis y de
los objetivos experimentales

La investigación comienza revisando lo que se
sabe acerca del problema. Se deben leer
libros y artículos de investigación publicados y
esta información se debe combinar con el
conocimiento que se tiene de experiencias
previas. Se utiliza esta base para formular una
hipótesis y objetivos experimentales que
puedan ser evaluados objetivamente.

La hipótesis más utilizada en investigación in
vitro es la “hipótesis nula”. Esta hipótesis
indica que todos los tratamientos provocarán
una respuesta similar en todos los tejidos
vegetales sometidos a dichos tratamientos. El
rechazo de la hipótesis nula a través de
análisis estadístico implica que los tejidos
experimentales reaccionaron de forma
diferente a los tratamientos utilizados. Los
procedimientos estadísticos para probar
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hipótesis de investigación se discutirán más
adelante en el capítulo.

19.2.2 Selección del diseño experimental

Una vez que la hipótesis y los objetivos
experimentales se hayan definido, se pueden
seleccionar los principales componentes del
experimento. Éstos incluyen la selección de
tratamientos y materiales de apoyo requeridos
para el experimento. Los materiales de apoyo
son elementos necesarios para el experimento
pero que no son tratamientos experimentales.
En estudios de cultivo de tejidos vegetales
estos materiales pueden ser recipientes de
cultivo, componentes del medio, tipo y
concentración de reguladores de crecimiento,
estado de solidificación del medio, ambiente
de crecimiento (fotoperiodo e intensidad de
luz), o cualquier otro elemento importante
para el crecimiento del explante. Los
materiales de apoyo no deben interferir con
los efectos de los tratamientos sobre los
tejidos vegetales. El conocimiento de
experimentos previos, exitosos o no, provee
información útil para seleccionar tratamientos
y materiales de apoyo.

19.2.2.1 Tratamientos, factores  y niveles

Los tratamientos son condiciones claramente
definidas, cuyos efectos pueden ser medidos y
comparados experimentalmente en condicio -
nes controladas (Cox & Reid, 2000;
Montgomery, 2001). Ejemplos de tratamien -
tos utilizados en investigación in vitro incluyen
recipientes de cultivo (tubos, magentas,
frascos, etc.) y sus contenidos (formulaciones
de sales del medio de cultivo, tipo o
concentración de reguladores de crecimiento
vegetal, etc.), condiciones ambientales fuera
del recipiente de cultivo (temperatura, fuente
de luz, calidad, intensidad, fotoperiodo, etc.),
o factores inherentes al explante (genotipo,
tamaño o edad del explante, edad o etapa de
maduración de la planta madre, pre-
acondicionamiento, etc.). Se puede elegir

probar un factor de tratamiento a la vez o
probar varios factores simultáneamente (por
ejemplo, genotipo y concentración de
reguladores de crecimiento). Este último caso
es bastante popular en estudios in vitro pues
muchos factores suelen interactuar unos con
otros. Adicionalmente, se puede ahorrar
tiempo y materiales al conducir un
experimento en lugar de dos (Compton,
1994). Sin embargo es importante darse
cuenta de que los experimentos en los que se
prueban dos o más factores a la vez suelen
tornarse muy voluminosos y difíciles de
manejar, requiriendo mucho más esfuerzo por
parte del investigador. Adicionalmente, es
importante que los tratamientos y los niveles
de los tratamientos sean escogidos de acuerdo
a los objetivos experimentales e incluyan un
amplio rango de respuestas. Esto es
importante para que el nivel óptimo pueda ser
fácilmente identificado.

Una vez que los tratamientos y los materiales
de apoyo hayan sido seleccionados se pueden
elegir unidades experimentales, unidades
observacionales y el diseño experimental.

19.2.2.2 Unidades Experimentales y unidades
observacionales

Por definición, una unidad experimental (UE)
es la unidad más pequeña que recibe un
mismo y único tratamiento (Cox & Reid,
2000). En la mayoría de los experimentos de
cultivo de tejidos la UE es el recipiente de
cultivo. La unidad observacional (UO) es el
objeto que está siendo observado o medido
(Compton, 2011). Los explantes son la UO
más común en estudios de cultivo de tejidos
porque la mayor parte de los investigadores
están interesados en descubrir tratamientos
que optimicen su desarrollo y desempeño. Sin
embargo, un explante puede ser considerado
a la vez una UE y una UO en casos en los que
exista un solo explante por recipiente de culti -
vo (Compton & Mize, 1999). El número de
UEs requeridas por tratamiento se determina
una vez que la UE y las UO son elegidas.
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La replicación o repetición ocurre cuando más
de una UE es evaluada para cada tratamiento
y es necesaria para estimar los efectos de los
tratamientos y el error experimental
(Compton, 2011; Montgomery, 2001). El
número de repeticiones o réplicas por
tratamiento se basa en el grado de
variabilidad esperado y en la medida en la que
el investigador desea detectar los efectos de
los tratamientos (Compton, 2011). La
mayoría de los investigadores se basan en la
experiencia previa y en revisión de literatura
para determinar el número de réplicas a
utilizarse ya que réplicas insuficientes pueden
reducir la capacidad de los procedimientos
estadísticos para detectar diferencias entre
tratamientos. También se puede utilizar la
siguiente ecuación (Lyman Ott & Longnecker,
2001) para determinar el número de
repeticiones del experimento que se está
planificando:

Donde r es el número de repeticiones a ser
calculado; Za/2 es el valor de la distribución
estándar para el nivel de confianza deseado
(si el nivel de confianza deseado es de 95%,
el valor de z será 1.96); s es un estimador de
la variabilidad, usualmente obtenido de
experiencias anteriores o experimentos piloto
(valor mayor-valor menor/4); y E es el nivel de
precisión deseado y decidido por el investi -
gador (se expresa en unidades de la variable
de respuesta). En general, se puede afirmar
que por lo menos se requieren tres réplicas
por tratamiento para poder calcular medias y
medir el error. 

19.2.2.3. Diseños experimentales

Las unidades observacionales se asignan
aleatoriamente para replicar las UEs y son
luego transferidas a las condiciones experi -
mentales utilizando un diseño experimental
específico. Un diseño experimental es un

método utilizado para asignar aleatoriamente
UEs replicadas de manera tal que se limite el
sesgo del experimentador y los efectos de
factores que no son tratamientos sobre las
UOs. Los diseños experimentales más
comúnmente usados en investigación in vitro
son el diseño completamente aleatorizado, el
diseño de bloques completos aleatorizados, el
diseño de bloques incompletos aleatorizados y
el diseño de parcelas divididas (Compton,
2011). Al elegir un diseño experimental es
importante examinar los materiales de apoyo
y la población de interés para identificar
posibles variaciones y escoger así un diseño
que sea simple de emplear, eficiente para
medir los efectos de los tratamientos y los
residuales y que se ajuste a los objetivos
experimentales (Compton & Mize, 1999).

Diseño Completamente Aleatorizado (DCA)

El diseño completamente aleatorizado (DCA)
es el más comúnmente utilizado en investi -
gación in vitro porque es fácil de usar y tiene
un esquema de aleatorización sin un patrón
determinado. Esto permite a los investigado -
res maximizar el número de réplicas y utilizar
ya sea el mismo o diferente número de
réplicas (Compton, 2011). Esto es importante
porque números diferentes de réplicas ocurren
usualmente en estudios de cultivo de tejidos
vegetales debido a contaminación o muerte de
los explantes. Estadísticamente, este diseño
es el más eficiente porque permite a los
investigadores maximizar los grados de
libertad (gl) del error, lo que es importante
para detectar diferencias entre tratamientos
durante el análisis estadístico (Compton,
2011; Compton & Mize, 1999). Sin embargo,
este diseño tiene algunos problemas. Una
desventaja del DCA es que las UEs deben ser
homogéneas para que el análisis de datos sea
efectivo. Las situaciones en las que las UEs o
las UOs sean altamente heterogéneas
incrementan la variabilidad en el experimento
y disminuyen las posibilidades de que las
diferencias entre tratamientos sean
detectadas durante el análisis estadístico
(Compton & Mize, 1999; Compton, 2011).
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Diseño de Bloques Completos Aleatorizados
(DBCA)

Las desigualdades o inconsistencias en los
factores ambientales en la sala de crecimien -
to, diferencias entre plantas madres u hojas a
partir de las cuales se obtuvieron explantes o
variabilidad entre el personal técnico son
factores que no son tratamientos pero que
introducen variabilidad al experimento. Los
diseños experimentales que ubican a las UEs
replicadas en unidades similares (bloques) se
utilizan cuando hay un gran grado de
variabilidad entre UEs. Cuando se utilizan
bloques, solamente los factores que son
medibles pueden ser objeto de “bloqueo”
(Compton, 2011). Por otro lado, es imposible
tener la absoluta seguridad de si se va a
requerir o no “bloqueo” cuando se está dise -
ñando un experimento. Se puede determinar
la necesidad de “bloqueo” conduciendo un
pequeño experimento preliminar y hacer
pruebas para el “bloqueo” en el análisis
estadístico. Lo más realista es medir la
eficiencia del “bloqueo” en relación al DCA
(ER) después de haber realizado el experi -
mento. Esta medición se hace con la siguiente
ecuación Lyman Ott & Longnecker, 2001):

Donde ER es la eficiencia relativa del bloqueo,
b es el número de bloques utilizados en el
experimento, t es el número de tratamientos
utilizados, CMB es el valor del cuadrado
medio del factor bloque en el ANVA y CME es
el valor del cuadrado medio del error en el
ANVA. Si el valor de ER resulta mucho mayor
a 1, indica que el bloqueo fue eficiente y que
muchas más repeticiones hubieran sido
necesarias si se utilizaba simplemente el DCA.
Por el contrario, si el valor de ER es muy
cercano a 1, indica que el bloqueo no fue
eficiente y que se redujeron gl del error sin
ningún beneficio, lo que restaría sensibilidad
al ANVA.

El diseño de bloques completos aleatorizados
(DBCA) agrupa las réplicas de cada
tratamiento en bloques. Esto crea un alto
grado de uniformidad entre tratamientos
dentro de un bloque y reduce la variación no
debida a tratamientos. Es importante que
todos los explantes en un bloque sean tan
uniformes como sea posible para que el
diseño sea efectivo. Explantes de la misma
hoja o de la misma planta madre usualmente
tienen similar habilidad de regeneración, y
cada hoja puede constituirse en un bloque
(Compton, 2011). Usar el DBCA en este caso
maximizaría la uniformidad dentro de los
bloques al utilizar la uniformidad presente en
cada hoja.

Diseño de Bloques Incompletos
Aleatorizados (DBIA)

Existen situaciones en las que existe muy
poco material inicial para producir el número
de explantes necesarios para establecer
bloques completos y que cada bloque
contenga una réplica de cada tratamiento. En
estos casos, el diseño de bloques incompletos
aleatorizados (DBIA) puede ser la mejor
opción (Compton & Mize, 1999). Como en el
caso del DBCA este diseño utiliza el “bloqueo”
para mantener la homogeneidad pero en este
caso no todos los tratamientos están
presentes en cada bloque. El número de
bloques, de réplicas,  y el número de veces
que cada par de tratamientos aparecen juntos
en un mismo bloque se determina con las
siguientes ecuaciones (Compton, 1994; Cox &
Reid, 2000):

Donde k es el número de tratamientos en cada
bloque, b es el número de bloques, t es el
número total de tratamientos, r es el número
de veces que se repite cada tratamiento y �  es
el número de veces que cualquier par de
tratamientos aparecen en el mismo bloque.
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Aunque el DBIA es un excelente diseño para
estudios in vitro, usualmente se prefiere el
DBCA si es que existe una cantidad adecuada
de material vegetal para formar bloques
completos (Mize, et al., 1999).

Diseño de Parcelas Divididas (DPD)

Otro diseño que utiliza el “bloqueo” es el
diseño de parcelas divididas (DPD). Este
diseño es más utilizado cuando se examinan
simultáneamente dos factores de tratamiento
con diferentes grados de variación (Lyman Ott
& Longnecker, 2001; Montgomery, 2001). El
DPD utiliza dos niveles separados de
aleatorización para cada factor. El factor de
tratamiento con el grado de variabilidad más
grande se asigna a las parcelas grandes,
llamadas parcelas principales, y el factor de
tratamiento con menos variación es asignado
a las sub parcelas. Las parcelas principales
pueden ser completamente aleatorizadas o
dispuestas en bloques. Comúnmente, las
hojas más jóvenes completamente expandidas
son las más competentes para la organogé -
nesis de brotes. Esta circunstancia hace que
muchas veces los investigadores tengan que
utilizar hojas de varias plantas madres
diferentes para obtener suficiente material de
explantes para los experimentos. Esto usual -
mente introduce variabilidad adicional en el
experimento  (Compton, 2011). Pese a que el
DPD es el diseño experimental más eficiente
cuando se examinan dos factores de trata -
miento con diferentes grados de influencia
sobre la respuesta de los explantes, su
estableci miento, la toma de datos, así como el
análisis de datos y la interpretación son más
complicados que para los otros diseños. 

19.3. SUBMUESTREO

Muchos investigadores encuentran que es
beneficioso cultivar múltiples explantes en un
mismo recipiente de cultivo. Esto economiza
recursos y tiempo pero conduce a una
situación en la que múltiples mediciones se
hacen para cada réplica (recipiente de

cultivo). Estadísticamente, esto se conoce
como sub muestreo o “medidas repetidas”
(Compton & Mize, 1999). El sub muestreo no
es un diseño experimental sino una
modificación que puede ser utilizada con
cualquiera de los diseños discutidos
previamente. El sub muestreo se puede
utilizar con cualquiera de los diseños descritos
previamente. Cultivar múltiples explantes en
un mismo recipiente de cultivo no solo
economiza recursos y espacio sino que
también maximiza el número de UOs y
minimiza la variación asociada con los
explantes al hacer múltiples medidas por
recipiente (Compton, 2011). Una desventaja
del sub muestreo es que el análisis estadístico
es ligeramente más complicado en
comparación a cuando no se utiliza (Compton
& Mize, 1999).

19.4. REPETIBILIDAD

Cualquier experimento debe ser realizado más
de una vez para confirmar la validez de los
resultados. Sin embargo, los investigadores
usualmente se preguntan cuántas veces se
debe repetir un experimento. La mayoría de
los estadísticos y de los investigadores
piensan que un experimento se debe conducir
por lo menos dos veces para validar los
resultados (Compton, 2011). El número de
veces que un experimento será conducido
debe decidirse durante la planificación y antes
de la primera vez que se conduzca el
experimento. Repetir un experimento no
garantiza un resultado similar ni aun si se
utilizaran las mismas plantas madre.
Adicionalmente, el tiempo puede ser
introducido como un factor que no es
tratamiento si han ocurrido cambios en la
fisiología de la planta madre al incrementar su
edad o al entrar a otra fase de crecimiento.
Ambos casos pueden ocasionar diferencias en
los resultados experimentales entre diferentes
repeticiones o “corridas” del experimento. Los
investigadores tienen generalmente dos
opciones cuando se obtienen diferencias entre
dos corridas: Se puede repetir todo el

219

UMSS - CIUF



experimento desde un inicio (todas las
corridas), lo que puede ser costoso; o se
puede examinar cada corrida como un bloque
o una parcela principal. La mejor opción sería
observar primero los datos de las dos corridas
y determinar si existen tendencias similares.
Si las tendencias son similares no debería
repetirse el experimento, pero las circuns -
tancias que causaron las diferencias deberían
ser examinadas y explicadas. Si los resultados
obtenidos de las dos corridas son contrastan -
tes, el experimento debería repetirse. Si
persistieran las diferencias entre corridas
debería examinarse la posibilidad de efectos
estacionales sobre los resultados. La decisión
de qué hacer si se observan diferencias entre
corridas del experimento debe hacerse
durante la fase de planificación del mismo.

19.4.1. Selección de datos y planificación
del análisis estadístico

Los datos obtenidos deberían ayudar a evaluar
los efectos de los tratamientos de acuerdo a
los objetivos experimentales. Si se toman
datos inapropiados es poco probable que el
investigador pueda evaluar la respuesta del
explante y cumplir los objetivos
experimentales. Por lo tanto, es importante
discutir durante la fase de planificación con
colegas y estadísticos qué observaciones
deberían tomarse.

La mayoría de los investigadores examinan
detenidamente la literatura relevante y
combinan la información obtenida con
experiencias previas para determinar qué
observaciones tomar durante los
experimentos. El número y porcentaje de
explantes que producen brotes, el número de
brotes por explante (o explantes en una
misma caja Petri) y longitud de los brotes son
observaciones que la mayoría de los
investigadores tomarían para evaluar la
competencia de los explantes. Sin embargo,
para obtener la mayor cantidad de
información del proyecto el investigador
puede decidir tomar observaciones

adicionales tales como el número y porcentaje
de explantes que han producido callos, la
cantidad de callo producida por explante
(medida por peso o por volumen) y el nivel de
ploidía de los regenerantes así como
observaciones histológicas periódicas de los
explantes durante el experimento para
establecer el modo de regeneración de brotes
(directa o indirecta).

Las observaciones hechas durante el
experimento se anotan en hojas de datos para
facilitar el procesamiento de los datos. Esta
actividad puede conducir a errores si estas
hojas no están bien organizadas. Diseñar las
hojas de datos de la forma en la que las
observaciones se introducirán a una
computadora ayuda a evitar errores durante la
transcripción de los datos. Muchos softwares
estadísticos organizan e imprimen hojas de
datos para ser usadas por los investigadores
(Compton, 2006) (Ver Anexo). Las hojas de
datos deberían diseñarse durante la
planificación para asegurarse de que el
investigador está considerando observaciones
que efectivamente midan el efecto de los
tratamientos.

La naturaleza de los datos influye en el tipo de
procedimiento estadístico que se deberá
utilizar. La mayoría de las observaciones
hechas en experimentos de cultivo de tejidos
vegetales resultan en datos que pueden
clasificarse como continuos (longitud de
brotes, longitud de raíz o tamaño de embrión),
datos de conteo (número de brotes, embriones
o protocormos por explante o callo); datos
binomiales (porcentaje de respuesta o de no
respuesta), o datos multinomiales (categorías
tales como brote, raíz, callo o sin respuesta)
(Mize, et al., 1999). Por consiguiente, los
métodos estadísticos utilizados para evaluar
los efectos de los tratamientos varían para
cada tipo de dato (Compton, 2006).
Esquematizar las fuentes de variación y los
grados de libertad durante la planificación
puede ayudar a identificar los procedimientos
más apropiados para el tipo de dato obtenido
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y los objetivos experimentales. La mayoría de
los investigadores usan el Análisis de Varianza
(ANVA) para evaluar los datos. El ANVA es
adecuado para analizar datos continuos pero
no para analizar datos de conteo, binomiales
o multinomiales sin una manipulación previa.

19.4.2. Conducción del experimento

La experimentación puede comenzar una vez
que se ha terminado y revisado
cuidadosamente la planificación. El sesgo
personal se debe evitar en todas las fases del
experimento. Al establecer un experimento el
sesgo se puede evitar utilizando la estructura
del diseño experimental  (Mize, et al., 1999).
No se deben cortar todos los explantes de un
mismo tratamiento a la vez. Se deben
disponer los recipientes de cultivo de acuerdo
al esquema de aleatorización seleccionado y
colocar los explantes en el recipiente de
acuerdo al diseño.

También es importante evitar cualquier
circunstancia que introduzca error en el
experimento. Muchos errores ocurren cuando
el investigador se cansa. El tiempo requerido
para cada fase del experimento se debe
estimar durante la planificación. Los trabajos
exigentes se deben escalonar para evitar
cansancio. Lo errores también ocurren cuando
se transfieren los explantes a medio fresco. Se
deben ordenar cuidadosamente los recipientes
de cultivo (tanto los nuevos como los que se
están usando) en la cámara de flujo laminar
de tal manera que se reduzcan las
oportunidades para cometer errores. Se debe
ser cuidadoso al etiquetar cada recipiente con
la información correcta. Si se utilizan códigos,
el detalle de los códigos se debe anotar en el
cuaderno de laboratorio. Siempre se debe ser
consciente de que hay muchas maneras de
introducir errores debido al operador durante
el experimento. Se deben tomar las
precauciones necesarias para asegurar una
experimentación segura, con precisión y
exactitud.

19.4.3. Toma de datos

Al igual que al establecer un experimento, se
debe utilizar la estructura del experimento al
realizar observaciones y tomar datos. Por
ejemplo, se deben tomar los datos de las
réplicas en un bloque antes de pasar al
siguiente bloque. Esto ayuda a evitar el sesgo.
Se debe ser meticuloso al tomar datos y
tomarse el tiempo necesario para esta
actividad. Un procedimiento de toma de datos
poco cuidadoso introduce inconsistencias y
errores a los datos. Es recomendable tener
descansos durante la toma de datos para
evitar el cansancio y los errores que se
introducen a causa de este. Muchas
observaciones son agotadoras para la vista
por lo que es muy importante descansar
periódicamente durante la toma de datos.

Las hojas de datos completadas deben ser
revisadas para encontrar errores. Entradas
erróneas de datos conducen a una incorrecta
evaluación de los tratamientos y a una
interpretación incorrecta (Mize, et al., 1999).
Es necesario asegurarse de que los datos de
cada tratamiento caigan dentro de límites
esperados. Los datos fuera de estos límites se
denominan “valores atípicos” y pueden
deberse a errores en la lectura, toma o
transcripción de los datos, o pueden ser
valores obtenidos de tejidos vegetales con
problemas inherentes o mutaciones genéticas.
Estos valores atípicos pueden descartarse. Sin
embargo, se debe actuar con mucho cuidado
al eliminar datos ya que esto puede introducir
inintencionadamente un sesgo, lo que puede
afectar el resultado del experimento, además
de comprometer éticamente el estudio. Se
pueden utilizar varios procedimientos
estadísticos para detectar valores atípicos y
son de utilidad para reducir el sesgo al
editarlos (Lyman Ott & Longnecker, 2001).
Los códigos de los tratamientos se deben
examinar mientras se revisan los datos y no se
debe asumir que estos códigos fueron
introducidos correctamente. Los errores
asociados con la entrada de códigos se
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pueden examinar calculando la media de las
variables codificadas. La edición de los datos
se puede facilitar imprimiendo las hojas de
datos y revisándolas cuidadosamente. Este es
un trabajo laborioso y que demanda mucho
tiempo pero vale la pena el esfuerzo.

El almacenamiento de datos previo al análisis
estadístico merece una mención aparte. Lo
más recomendable para almacenar los datos
obtenidos es construir una base de datos.
Para esto se debe utilizar programas de
software específicamente diseñados para este
fin (conocidos como sistemas de manejo de
bases de datos o SMBD). El más conocido es
Microsoft Access, que no es de acceso libre,
pero cuenta con opciones de acceso libre tales
como Open Office Base (www.openoffice.org)
) y Libre Office Base (www.libreoffice.org).
Estos sistemas son básicamente sistemas
relacionales, que relacionan tablas entre sí.
Estos sistemas permiten recolectar, almace -
nar, ordenar y exportar datos, además de
muchas otras funciones. Es recomendable
utilizar estas herramientas, y no las más
comúnmente usadas (como Microsoft Excel)
debido a que permiten manejar fácilmente
grandes cantidades de datos; permiten filtrar,
ordenar y actualizar datos con facilidad;
ayudan a reducir los errores e inconsistencias
al ingresar los datos y hacen más eficiente el
uso del tiempo. La base de datos también
debe ser planificada en base al tipo de datos
y a los objetivos experimentales, tratando
siempre de incluir en la base de datos la
mayor cantidad de datos posible.

19.5. ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN
DE DATOS

Los datos se deben analizar estadísticamente
e interpretar tal como se planificó. Como se
mencionó antes, la naturaleza de los datos
influye en los resultados y en la interpretación
del análisis estadístico. Los investigadores
deben elegir el procedimiento de análisis más
adecuado para las observaciones tomadas y
para los objetivos experimentales. Al analizar

los datos, se conduce primero un análisis
general para determinar si existen diferencias
entre los niveles de los tratamientos.
Posteriormente se realiza un análisis de las
medias de los tratamientos si se detectan
diferencias en el análisis general (Compton,
1994; Mize, et al., 1999; Compton, 2011).

19.5.1. Análisis de datos continuos

Los datos continuos se distribuyen normal -
mente y los tratamientos tienen varianzas
similares (Mize, et al., 1999). Por esto, el
ANVA es adecuado para analizar este tipo de
datos. Durante el ANVA, el valor de cada
observación se sustrae de la media general.
Las diferencias entre estos valores son
consideradas errores aleatorios (residuales) y
se utilizan para el análisis (Mize, et al.,
1999). Se crea un mode lo que identifica las
variables dependientes (observaciones
registradas) y las variables independientes
(tratamientos, interacciones entre trata -
mientos) basado en el diseño experimental
utilizado. La influencia de las variables
independientes sobre las variables depen -
dientes se prueba de acuerdo al modelo. En el
ANVA se genera una tabla resumen que
muestra los resultados del modelo probado
(Lyman Ott & Longnecker, 2001; Mason, et
al., 2003). Esta tabla incluye las fuentes de
variación, los grados de libertad (gl), las
sumas de cuadrados (SC) el cuadrado medio
del error (CME), el estadístico F (F) y las
estimaciones de la probabilidad (p) de que un
resultado similar se obtenga la siguiente vez
que se conduzca el experimento bajo
condiciones similares (Compton, 2011).

Los valores de p iguales o menores a 0.05 se
consideran significativos. Este nivel ha sido
escogido por la mayoría de los investigadores
porque el 0.05 indica que se obtendría un
valor similar el 95% de las veces que el
experimento sea repetido, lo que se traduce
en un alto nivel de confianza para el resultado.
Otra razón para seleccionar el 0.05 es que la
mayoría de las revistas científicas exigen que
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los investigadores hagan sus pruebas a este
nivel de significancia.

El ANVA para experimentos en los que se
utilizan bloques se realiza de manera distinta
a cuando se utiliza el DCA. Cuando se utiliza
el DBCA, se debe especificar el bloque en el
modelo (Compton, 1994). Al especificar los
bloques en el modelo se instruye al ANVA
separar la variación asociada con los bloques
del error experimental, lo que resulta en
menor valor del CME y un mayor valor de F
para el tratamiento. Esto incrementa la
sensibilidad del ANVA incrementando la
probabilidad de detectar diferencias entre
tratamientos al segregar variación no asociada
a los tratamientos. 

El ANVA es un poco más complicado cuando
se utiliza un DBIA. Esto se debe a que se
tienen que generar dos modelos. Uno similar
al del DCA y otro para generar un valor a
utilizarse en los bloques incompletos. Los
valores calculados para tratamientos y
bloques incompletos se utilizan para construir
la tabla de ANVA, calcular el valor de F y
obtener el valor asociado de p para los
tratamientos. 

El ANVA es el método preferido por la mayoría
de los investigadores porque es fácil de
realizar, se puede utilizar para evaluar datos
obtenidos de virtualmente todos los diseños
experimentales y genera un valor del CME que
es considerado el mejor estimador del error
experimental (Mize, et al., 1999). El ANVA
provee un buen análisis general ya que mide
con precisión como se relacionan los
tratamientos unos con otros, siempre que se
utilice bajo las circunstancias apropiadas.

19.5.2. Análisis de datos de conteo

Los datos de conteo no se distribuyen
normalmente porque las varianzas de los
tratamientos son iguales a la respuesta
promedio de los tratamientos (Quinn &
Keough, 2002). Debido a su distribución, los

datos de conteo deben analizarse utilizando la
regresión de Poisson (Mize, et al., 1999).
Este método estadístico es el más adecuado
para analizar datos de conteo porque utiliza
un valor logarítmico de la media de las
cuentas, lo que normaliza los datos durante el
análisis. La regresión de Poisson calcula un
coeficiente que se divide por el error estándar
para determinar, a través del estadístico z, si
el modelo es significativo. 

Muchos investigadores utilizan el ANVA para
analizar datos de conteo. Desafortuna -
damente esto no es confiable cuando los
valores de conteo observados son menos de
10 (n<10)  (Mize, et al., 1999). Debido a
que el número de órganos regenerados por
explantes en estudios de organogénesis
adventicia y de embriogénesis es típicamente
bajo (menor a 10), usualmente está más que
justificado el uso de la regresión de Poisson.
En experimentos en los cuales se regeneran
más de 10 órganos por explante (por ejemplo,
micropropagación utilizando brotes apicales),
tanto el ANVA como la regresión de Poisson
pueden dar resultados similares  (Mize, et al.,
1999). Sin embargo, en general se considera
que el ANVA no debería utilizarse para
analizar datos de conteo independientemente
de cuan grandes sean estos valores (Compton,
2011). Por consiguiente, puede considerarse
en el mejor interés del investigador
transformar los datos de conteo en todas las
situaciones.

19.5.3. Análisis de datos binomiales

Los datos de respuesta (también conocidos
como datos binomiales) describen
observaciones relacionadas a la habilidad de
los explantes de responder a un tratamiento
dado. Estos datos se generan para evaluar la
influencia de los tratamientos en la capacidad
de regeneración y tienen una distribución
binomial que ocasiona que las varianzas de
los tratamientos sean dependientes del “éxito”
de los explantes (Mize, et al., 1999). Los
porcentajes calculados en estas observaciones
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usualmente se consideran importantes porque
los investigadores están interesados en
identificar tratamientos que optimicen la
respuesta de los explantes. La capacidad de
optimizar la respuesta de los explantes se
traduce directamente en incrementos de
ganancias para negocios de cultivo de tejidos
vegetales, plantas de micropropagación, o
investigadores en biotecnología interesados en
usar la tecnología de ADN recombinante para
insertar transgenes en tejidos vegetales.

Muchos investigadores utilizan el ANVA para
analizar datos de respuesta. Esto es desafortu -
nado porque, como se explicó anteriormente,
el ANVA asume que los datos están
normalmente distribuidos y que las varianzas
de los tratamientos son iguales. Debido a que
las varianzas de los tratamientos en datos de
respuesta son dependientes del “éxito” de la
respuesta, los resultados del ANVA no son
confiables. La regresión logística es el
procedimiento estadístico más adecuado para
analizar datos de respuesta ya que el
procedimiento no produce estimaciones
separadas del error experimental, sino que
calcula un coeficiente especial y un valor de
error estándar para llegar a un estadístico de
prueba (estadístico z) que determina la
significancia estadística (Mize, et al., 1999). 

Antes de analizar datos de respuesta es
importante determinar si existen tratamientos
en los cuales la respuesta no ha variado. Esto
usualmente ocurre cuando todos o ninguno de
los explantes responden al tratamiento. Estos
valores deben ser cambiados o eliminados
antes del análisis (Mize, et al., 1999). Si se
toma la decisión de cambiar los valores, los
valores de 0 (cero) se deben cambiar a valores
ligeramente superiores (0.000001) y los
valores de 100% se deben reducir ligera -
mente (0.999999). Es importante decidir
durante la planificación si estos valores serán
alterados o eliminados. También se debe
indicar si se eliminaron tratamientos o se
alteraron valores cuando se estén escribiendo
los reportes o los manuscritos del estudio.

19.5.4. Análisis de experimentos con sub
muestreo

La mayoría de los investigadores cultivan
varios explantes en un recipiente de cultivo
(sub muestras) para ahorrar tiempo y
recursos, pero analizan los datos como si no
se hubiera utilizado el sub muestreo. Esta
acción es incorrecta porque el sub muestreo
reduce la variación introducida en el
experimento al cultivar múltiples explantes
por recipiente  (Compton & Mize, 1999). Se
pueden utilizar dos métodos para analizar
observaciones hechas cuando se utiliza el sub
muestreo. Las observaciones de cada explante
en un recipiente se pueden combinar,
obteniendo un solo valor por recipiente. En
esta situación, el modelo usado en el análisis
general (ANVA) se escribiría como si no se
hubiera utilizado el sub muestreo  (Compton,
2011). Un método alternativo sería hacer las
observaciones de cada explante en un
recipiente de cultivo y anotarlas
individualmente. Sin embargo, el modelo
debe ser escrito de manera tal que los gl y la
SC asociados al sub muestreo estén
separados del error experimental . Este
método es el preferido por investigadores que
desean documentar la variación asociada con
los explantes. Si el error de sub muestreo no
es separado en esta situación, los gl, la SC y
el CM del error terminarán “inflados”,
resultando en un valor más pequeño de F para
los tratamientos de interés, lo que reduce la
probabilidad de que se detecten diferencias
entre tratamientos. El sub muestreo se puede
utilizar con un solo factor, con experimentos
factoriales y con cualquiera de los diseños
experimentales discutidos previamente.

19.6. MÉTODOS DE COMPARACIÓN
DE MEDIAS

Una vez que se ha obtenido un valor
significativo en la prueba estadística
preliminar (ANVA, regresión de Poisson o
regresión logística), el investigador debe
dilucidar diferencias específicas entre
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tratamientos. Esto no es un problema cuando
existen solamente dos tratamientos pues la
prueba general por si sola es suficiente para
determinar diferencias estadísticas. Sin
embargo, la mayoría de los investigadores
prueban más de dos tratamientos, lo que
requiere un análisis posterior. La forma más
fácil de comparar medias de tratamientos es
ordenarlas en orden ascendente o
descendente y escoger el mejor tratamiento
ignorando cualquier procedimiento estadístico
o cualquier variación entre UEs o UOs
(Compton, 2011). Es importante considerar
variaciones en los tratamientos al comparar
medias porque las medias por si solas pueden
no representar con precisión como las UOs
respondieron a los tratamientos. Existen
muchos procedimientos de separación de
medias que toman en cuenta la variación
dentro del tratamiento, que incluyen al Error
Estándar de la Media (EEM), las pruebas de
comparación múltiple y las pruebas de rango
múltiple, los contrastes ortogonales y el
análisis de tendencias.

19.6.1. Error estándar de la media (EEM)

El Error Estándar de la Media (EEM) se
obtiene al dividir el desvío estándar muestral
por la raíz cuadrada del número de
observaciones para ese tratamiento (Lyman
Ott & Longnecker, 2001). Cuando la mayoría
de los investigadores utilizan los valores del
EEM para propósitos de separación de
medias, usan las medias de los tratamientos
junto con sus respectivos EEM y las
diferencias calculadas entre valores pareados.
Los tratamientos se declaran diferentes si los
valores colectivos de los tratamientos
pareados no se sobreponen. Muchos
investigadores usan los valores del EEM para
comparar medias de los tratamientos. Al
hacer esto se presentan problemas porque la
mayoría de los investigadores utilizan los
valores del EEM para comparar las medias de
tratamientos muy separadas al ser ordenadas.
Este uso del EEM sobreestima las diferencias

entre tratamientos y viola el supuesto del
ANVA de que las varianzas de los tratamientos
son iguales (Mize, et al., 1999). Esto no
produce resultados útiles porque los valores
del EEM se incrementan con el valor numérico
de los datos y no reflejan con precisión la
varianza poblacional (tratamientos con valores
grandes tienen mayores EEM que aquellos
con valores pequeños). Al usar valores del
EEM para comparar medias de tratamientos,
se debe calcular un valor de EEM a partir del
CME del ANVA o de los valores del EEM
obtenidos a partir de la regresión de Poisson o
de la regresión logística (Mize, et al., 1999).
Este uso del EEM tiene mayor probabilidad de
tener resultados realistas. Sin embargo, los
procedimientos de comparación de medias
que utilizan la varianza muestral usualmente
proveen información más útil.

19.6.2.Pruebas comparación múltiple y
pruebas de rango múltiple

Las pruebas de comparación múltiple y las
pruebas de rango múltiple son procedimientos
estadísticos que utilizan la varianza muestral
en una fórmula para calcular un valor
numérico para comparar medias de
tratamientos de un solo factor fijo. Las medias
son ordenadas de forma ascendente o
descendente y se calcula la diferencia entre
las medias comparadas. El valor calculado se
compara con el valor crítico computado por el
estadístico de comparación de medias. Si las
diferencias entre las medias comparadas
excede el valor estadístico computado, los
tratamientos se consideran estadísticamente
diferentes. Alternativamente, si la diferencia
entre medias de los tratamientos comparados
es igual o menor al valor estadístico
computado, los tratamientos se consideran
similares  (Mize, et al., 1999). Al presentar
las medias en una tabla o gráfico, a las
medias designadas como diferentes se les
asignan letras diferentes, mientras que a los
tratamientos declarados similares se les
asigna la misma letra.

225

UMSS - CIUF



La mayoría de los investigadores usan los
términos pruebas de comparación múltiple y
pruebas de rango múltiple de manera
intercambiable. Sin embargo, estas difieren en
el método para hacer comparaciones. Las
pruebas de comparación múltiple utilizan el
mismo valor crítico para comparar medias
adyacentes y no adyacentes, mientras que las
pruebas de rango múltiple emplean diferentes
valores críticos para comparar medias
adyacentes y no adyacentes (Compton,
1994). Las pruebas de rango múltiple se
consideran más precisas que las pruebas de
comparación múltiples  porque se utilizan
valores diferentes para comparar medias que
están más alejadas al estar ordenadas,
haciendo menos probable cometer errores al
comparar medias más distantes. Ejemplos de
pruebas de comparación múltiple son la
prueba de Bonferroni, la prueba de la
diferencia mínima significativa de Fisher
(DMS), la prueba de Scheffé, la prueba de la
diferencia honestamente significativa de Tukey
(DHS) y la prueba de la K-razón de Waller-
Duncan (Waller-Duncan). Ejemplos de
pruebas de rango múltiple son la nueva
prueba de rango múltiple de Duncan
(NPRMD), la prueba múltiple F de Ryan-
Einot-Gabriel-Welsh (FREGW), la prueba de
rango múltiple de Ryan-Einot-Gabriel-Welsh
(QREGW) y la prueba de Student-Newman-
Keuls (SNK). La NPRMD es considerada una
de las mejores pruebas de comparación de
medias que pueda usarse. Sin embargo, su
procedimiento no se encuentra disponible en
todos los softwares estadísticos (Compton,
2011).

Normalmente, solamente se utiliza una
prueba de comparación para comparar
medias de los tratamientos. La DMS es
considerada por muchos estadísticos como el
procedimiento de comparación de medias
más liberal, es decir, el más tendiente a
declarar a las medias como diferentes. Esto
muchas veces conduce a los investigadores a
declarar medias que son similares como
diferentes. Esto usualmente ocurre con

medias que están apartadas una de la otra al
ser ordenadas (la más alta contra la más
baja). Por esta razón, no se debe utilizar la
DMS a menos que los tratamientos sean
considerados diferentes mediante una prueba
general (ANVA, etc.). La DHS de Tukey se
considera más conservadora que la DMS y
produce resultados más confiables.

Los resultados de las pruebas de comparación
de medias se deben presentar ya sea en tablas
o en gráficos de barras ya que los tratamientos
no están relacionados. Si se usan gráficos de
barras las letras asignadas a tratamientos
específicos se deben posicionar sobre cada
barra.

Las pruebas de comparación múltiple y las
pruebas de rango múltiple se deben utilizar
solamente cuando los tratamientos no están
relacionados (Quinn & Keough, 2002;
Compton, 2011). En estudios de cultivo de
tejidos vegetales, estos son tratamientos en
los que se prueban diferentes reguladores de
crecimiento, diferentes genotipos, diferentes
recipientes de cultivo, diferentes agentes
solidificantes, etc. Estos procedimientos no
deben utilizares para comparar medias de
tratamientos que están relacionados, por
ejemplo, diferentes concentraciones del
mismo regulador de crecimiento, del mismo
antibiótico, del mismo agente de solidificación
del medio, de carbón activado, etc.
(Compton, 1994; Mize, et al., 1999).

Las pruebas de comparación múltiple y las
pruebas de rango múltiple se pueden utilizar
para datos de conteo y datos binomiales. Sin
embargo, estos datos deben normalizarse
primero. Los datos de conteo e pueden
normalizar utilizando la transformación de la
raíz cuadrada  (Compton, 1994). Para datos
binomiales típicamente se utiliza la
transformación del arco seno. Una vez que se
han calculado los resultados de los datos
transformados, los datos se convierten
nuevamente a la escala original para su
presentación  (Compton, 2011).
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19.6.3. ontrastes ortogonales

Los procedimientos de comparación múltiple
son los más comúnmente utilizados por los
investigadores para detectar diferencias entre
medias de tratamientos. Sin embargo, existen
procedimientos de comparación de medias
que dan resultados más válidos. El contraste
ortogonal es un procedimiento en el cual se
hacen comparaciones entre tratamientos con
características similares (Compton, 1994;
Mize, et al., 1999). En estudios de cultivo de
tejidos vegetales, estos tratamientos pueden
ser reguladores de crecimiento con similar
actividad, reguladores naturales versus
sintéticos, etc. Los contrastes ortogonales
difieren de las pruebas de comparación de
medias en que se pueden comparar más de
dos tratamientos en una prueba. Sin embargo,
el número de comparaciones que se pueden
hacer está restringido por el número de grados
de libertad de los tratamientos. Los contrastes
se realizan usualmente como parte del
procedimiento de ANVA  (Compton, 1994).
Los contrastes se escriben especificando los
tratamientos o grupos de tratamientos que se
desea comparar y el ANVA calcula los gl, las
SC y los CM de la comparación. Se calcula un
estadístico F dividiendo el CM de cada
contraste por el CME y se determina el nivel
de significancia (valor de p). Se utiliza un gl
para cada comparación.

Los resultados de los contrastes ortogonales
usualmente se presentan en una tabla que
contiene los cálculos del ANVA. Las medias
de cada contraste se pueden incluir en una
tabla o presentarse en el texto con las medias
y los valores de p para cada contraste.

Los contrastes ortogonales se pueden utilizar
para analizar datos de conteo o binomiales
siempre que los datos sean transformados
previamente al análisis (Compton, 2011). La
información que se obtiene de los contrastes
ortogonales es muchas veces mucho más útil
que la que resulta de las pruebas de
comparación múltiple o de las pruebas de

rango múltiple. Los contrastes ortogonales son
subutilizados en estudios de cultivo de tejidos
vegetales posiblemente porque los
investigadores no han sido expuestos al
concepto o porque su utilidad no ha sido
completamente comprendida (Compton,
2011). 

19.6.4. Análisis de tendencias

El análisis de tendencias es el método más
efectivo para analizar datos de tratamientos
que consisten en varios niveles de un mismo
factor (diferentes concentraciones del mismo
regulador de crecimiento) o incrementos en el
tiempo (Compton, 2011). Con estos
tratamientos, el objetivo primario es
identificar una dosis o un período de tiempo
que estimule una respuesta óptima del
explante. Se prueban modelos que identifican
tendencias específicas (lineal, cuadrática,
cúbica) de forma escalonada desde el más
simple (lineal) hasta el más complejo (cúbico
en la mayoría de los casos). El proceso se
detiene cuando se encuentre un valor de
tendencia no significativo, y la última
tendencia significativa se considera la que
mejor se ajusta a los datos. El análisis de
tendencia utiliza los valores de SC, t y R2 para
indicar tendencias significativas. Las
tendencias se pueden probar a través de
análisis de regresión o contrastes polinómicos
en el ANVA (Compton, 1994).

El análisis de tendencias y los contrastes
polinomiales pueden utilizarse para evaluar
los niveles óptimos de los tratamientos incluso
si esos niveles no fueron directamente
probados pero se encuentran dentro los
límites de los tratamientos probados
experimentalmente (Compton, 1994. Los
valores predichos pueden obtenerse utilizando
información generada a partir de los análisis,
permitiendo a los investigadores estimar los
efectos de los tratamientos que no fueron
evaluados.
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El análisis de tendencias se puede utilizar
para evaluar datos de conteo y binomiales
siempre que los datos sean transformados
previamente al análisis. Tal como en los
procedimientos de comparación de medias,
los datos se convierten nuevamente a la
escala original para su presentación.

19.7. CONCLUSIONES

Es importante recordar que cualquier proyecto
de investigación bien concebido debe ser
planificado cuidadosamente antes de que
comience su implementación. Esto ayuda a
asegurar que el experimento responda a las
preguntas de investigación deseadas y esto a
su vez incrementa la calidad de la
investigación. Es necesario asegurarse de
minimizar el sesgo, la fatiga y los errores
durante el curso de la experimentación. Estos
factores conducen a resultados mentirosos
que llevan a conclusiones erróneas. Se debe
utilizar el diseño experimental mientras se
conduce el experimento y al tomar y analizar
los datos. Esto ayuda a evaluar objetivamente,
sin sesgo y con precisión las diferencias entre
los tratamientos. Utilizada apropiadamente, la
Estadística es una herramienta valiosa para el
investigador científico, permitiéndole publicar
resultados experimentales con confianza.
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A1. 1. CONCEPTOS BÁSICOS PARA LA
PREPARACIÓN DE
SOLUCIONES

A continuación se dan algunos conceptos básicos
para realizar cálculos y preparación de soluciones
concentradas:

Solución. Es una mezcla homogénea de dos o
más componentes, o mezcla de soluto y
solvente.

Soluto. Es aquel componente que se encuentra
en menor cantidad. 

Solvente. Es aquel componente que se encuentra
en mayor cantidad y que generalmente
determina el estado de agregación de la
solución. Si el solvente es H2O, las
soluciones se llaman acuosas.

Algunos solutos, generalmente compuestos
orgánicos, no se disuelven en agua y requieren
disolventes orgánicos como alcohol, éter y otros.

Formas de expresar la concentración

La concentración representa la cantidad de soluto
que se encuentra en una determinada cantidad
de solvente o solución. Se conocen diferentes
formas de expresar la concentración; las más
utilizadas en laboratorio son:

(%) Porcentaje en peso, en volumen y peso

(x) Fracción molar

(ppm) Partes por millón

(M) Molaridad

(N) Normalidad

(m) Molalidad

A continuación se hace una breve descripción de
cada una de las concentraciones enunciadas.

Porcentaje (%)

Los porcentajes más utilizados son expresados en
masa y generalmente no se especifica el nombre,
se sobreentiende.

a) Porcentaje masa

Representa la cantidad de soluto (g) en 100 g
de solución

% = Masa de soluto*100/ Masa solución

Ejemplo:

2% de azúcar representa 20 g de azúcar por
cada litro de medio nutritivo

b) Porcentaje volumen

Representa el volumen de soluto en 100
volúmenes de solución (ml)

% = Volúmenes de soluto*100/ volúmenes de
solución

Ejemplo:

Leche de coco al 5% representa 50 ml de
leche de coco adicionada a 950 ml de agua

c) Porcentaje peso-volumen

Representa la masa de soluto (g) en 100
volúmenes de solución (ml)

% = Masa de soluto*100/ volumen de solución

Ejemplo:

Solución de agar 0,8% (peso-volumen)

Se pesan 8 g de agar, se disuelve y se enrasa
en un matraz aforado de 1 litro
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A1.2. DILUCIÓN DE SOLUCIONES
PORCENTUALES

Si se quiere diluir una solución porcentual en otra
solución porcentual, se utilizan las fórmulas:

m1 c1 = m2 c2 (% masa)

V1 C1 = V2 C2 (% volumen)

m1, m2 = masa de la solución 1 y 2

V1 V2 = volumen de la solución 1y 2

c1 c2 = concentración porcentual

Ejemplos:

Preparar 100 ml de alcohol al 70% a partir de
alcohol al 96%

V1 (%)1 = V2 (%)2

100 ml*70=V2*96

V2=72,9 ml alcohol al 96%

Se miden 72,9 ml de alcohol al 96% y se añade
agua hasta la marca en un matraz aforado de
100 ml o en una probeta graduada de 100 ml,
de esa manera se obtiene 100 ml de alcohol al
70%.

Preparar 100 ml de hipoclorito de sodio (Na ClO)
al 2%, a partir de hipoclorito de sodio al 5,5%.

V1 (%)1 = V2 (%)2

100 ml*2%=V2*5,5%

V2 =36,4 ml de NaClO al 5,5%.

Se miden 36,4 ml de hipoclorito de sodio al
5,5% y se completa con agua hasta la marca en
un matraz aforado de 100 ml. 

A1.3. PARTES POR MILLÓN (ppm)

Generalmente se utiliza en unidad de masa, pero
puede ser también en volumen o peso a volumen.

Representa partes (masa o volumen) en un
millón de partes (masa o volumen).

Se puede expresar en: g/Tm, mg/kg o mg/l

Ejemplo:

Preparar 100 ml de una solución alcohólica
de AIB (ácido indol butírico) de concentración
100 ppm.

AIB: C4H6O6

100 ppm equivale a 100 mg/kg ó 100mg/l

A1.4. CONCENTRACIÓN MOLAR O
MOLARIDAD (M)

Representa el número de moles de soluto que se
encuentran en 1 litro de solución.

Número de moles (n) = masa/ peso molecular

La molaridad (M) se expresa en mol/l. Para
soluciones diluidas, donde la cantidad de solutos
es muy pequeña, se utiliza también la concen -
tración en milimoles/litro (mM) ó micromoles/litro
(µM).

1 mol = 1.000 milimoles = 1.000.000
micromoles

1M = 1.000 mM= 1.000.000µM

Para preparar una solución de una determinada
molaridad, se utiliza la siguiente fórmula:

M = masa soluto (g)/PM soluto (g/mol)* V
solución (litros)

Ejemplo:

a) Preparar soluciones de BAP (Benzilaminopu -
rina) (C12 H11 O5) de concentración 1µM y
2,5µM y luego convertirlas a mg/l.

Peso molecular (BAP)= 225 g/mol 

Solución 1 M de BAP contiene 225 g BAP en
un litro de solución

Solución 1 µM de BAP contiene 0,225 mg BAP
en 1 litro de solución

Solución 2,5 µM contiene 0,5625mg BAP en 1
litro de solución

Como se observa, la conversión a mg/l ya no es
necesaria, ya que la concentración en micromo -
les (µM) es equivalente a mg/l.
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b) Se ha preparado una solución de CaCl2* 2
H2O con 440 mg/l. ¿Cuál es su concentración
expresada en milimoles/litro (mM)?

PM CaCl2 * 2H2O = 147 g/mol 

Número milimol (mM) = 440 (mg/l)/147
(mg/milimol)

Equivale a 2,99 milimolar (mM).

A1.5. DILUCIONES

Para diluir una concentración molar, se reempla -
za en la siguiente ecuación:

V1M1=V2M2

V1 y V2= volúmenes de solución 1 y 2 (litro)

M1 y M2= molaridades de las soluciones (mol/l)

Ejemplo:

Preparar 100 ml solución de formol (aldehído
fórmico) CH2O de concentración 0,1M a
partir de una solución 1M.

0,1 (litros)*0,1M=V*1M

V=0,01 litros.

Se miden 10 ml de formol 1M y se añade agua
hasta la marca en un matraz aforado de 100 ml.

A1.6. CONCENTRACIÓN NORMAL
(NORMALIDAD) (N)

Representa el número de equivalentes gramo de
soluto que se disuelve en 1 litro de solución.

Número de equivalentes (Neq.) se calcula:

Neq = masa soluto/ peso equivalente (PEq)

PEq, peso equivalente, para los solutos se
calcula: PEq = PM/ Valencia

Al dividir entre valencia se toma en cuenta lo
siguiente:

Para ácidos: valencia es el número de átomos de
hidrógeno.

Para bases: valencia es el número de grupos
oxhidrilo (OH-).

Para sales: valencia es el producto entre la
valencia del metal y su subíndice.

Si se quiere preparar soluciones normales, se
cumple la siguiente fórmula:

N= masa soluto (g) * Valencia (eq/mol)/ PM
soluto (g/mol)* Volumen (litro)

Así mismo, si la concentración de soluto es
pequeña, se utiliza mili equivalentes (MEq) y mili
normalidad (mN).

N= 103 mN

Para diluir una dilución normal se utiliza la
siguiente ecuación:

N1V1= N2V2

N1 y N2 = normalidades de las soluciones 1 y
2.

V1 y V2 = volúmenes de las soluciones 1 y 2.

a) Calcular una solución de hidróxido de sodio
(NaOH) al 1N y luego diluir a 0,5 N. El PM
NaOH = 40g/mol.

Para preparar 1 litro solución NaOH 1N, se pesan
40g NaOH y se añade agua hasta la marca en un
matraz aforado de 1.000 ml.

Dilución. A partir de la solución concentrada
(1N) se pueden obtener otras más diluidas, por
ejemplo 0,5 N, 0,1N, en base a la siguiente
fórmula:

V1 N1 = V2 N2

Para preparar 100 ml de solución 0,5 N:

V1 *1N=100ml * 0,5 N

V1 = 50ml de solución 1N

Se miden 50 ml solución 1N y se completa con
50 ml H2O enrasando hasta la marca en un
matraz aforado de 100 ml.

b) Calcular una solución de ácido clorhídrico
(HCl) de concentración 1N y luego diluir a
0,5N.

En la etiqueta de la botella del reactivo (HCl) se
leen las características: d = 1,19 g/ml,
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porcentaje 37%(m/m). Para preparar 1 litro de
solución de HCl se necesitarán 36,45 g HCl.
Como es líquido, es más cómodo medir su
volumen y no masa.

36,45g *100/37 = 98,51 g ácido 37%.

D = m/V =>  V = m/d

V = 98,51 g / 1,19 g /ml

V HCl = 82,78 ml.

Se miden 82,78 ml HCl y se añade H2O hasta la
marca en un matraz aforado de 1.000 ml.

Para diluir el HCl 1N a 0,5N y 0,1N se emplea
la misma fórmula:

V1 N1= V2 N2

Para preparar 100 ml de solución 0,5 N de HCl
a partir de sol 1N:

V1*1N=100 ml * 0,5N

V1= 50 ml sol. HCl 1N

Se miden 50 ml solución HCl 1N y se añade
agua hasta la marca en un matraz aforado de
100 ml.

Importante:

Si se tiene una solución molar y se requiere una
solución normal o a la inversa, es muy útil en la
práctica la siguiente ecuación:

M*valencia=N

M-concentración molar

N-concentración normal

Cuando la valencia es 1(NaOH, HCl, etc.), las
dos concentraciones son idénticas.

A1.7. CONCENTRACIÓN MOLAL O
MOLALIDAD (m)

Representa el número de moles de soluto en 1kg
de solvente. Para calcular el número de moles, se
utiliza la siguiente relación:

n = m/PM

Y para calcular la masa de solvente se utiliza la
siguiente fórmula:

mSolvente = mSolución - msoluto

Fórmula:

M1C1 = M2C2 M1M2 = masa de disolvente

C1C2 = conc. molales

Ejemplo:

Preparar una solución acuosa de glucosa
C6H12O6, 2 molal (2m) a partir de 36 g de la
misma.

PM glucosa = 180 g/mol

Número moles (n) = 36 g/180 (g/mol)

n = 0,2 moles

La solución 2 molal (2m), contiene 2 moles por
kg disolvente (agua)

Por lo tanto con la cantidad dada se pueden
preparar 136 g solución (100 g disolvente y 36
g de soluto).

A1.8. SALES HIDRATADAS

Para la preparación de los diferentes medios de
cultivo, suele ocurrir que el laboratorio posea la
sal pero con una diferente hidratación; tal es el
caso del sulfato de manganeso monohidratado o
del sulfato de manganeso tetrahidratado, se trata
de la misma sal pero con presencia de agua
diferente.

El proceso es el siguiente:

1. MnSO4.4H20

PM  MnSO4 =  55 + 32 + 4*16 = 151 g/mol

4 H2O          =  4*18 g/mol =    72 g/mol

PM MnSO4 . 4H2O  =  151 + 72 =  223 g/mol

223 g —————u 151 g MnSO4 ( sal anhidra)

2.230 —————u X

X = 1510 g MnSO4
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2. MnSO4.H20

PM MnSO4. H2O  =  151 + 18 = 169 g/mol

169 g ————————u 151 g MnSO4

1,690 g ———————u X

X = 1,510 g MnSO4

Conclusión: 2.230 g de MnSO4 .4H2O es
equivalente a 1.690 g MnSO4 . H2O.
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A2.1. PREPARACIÓN DE SOLUCIONES CONCENTRADAS, MEDIO (Murashige &
Skoog, 1962)

(En base al protocolo del laboratorio de Fitopatología de la FSAGX – Bélgica, 1990).

• M1: Macro elementos

Enrasar a 1litro y tomar 100 ml /l de medio MS. Conservar en refrigerador.

• M2: Micro elementos

(+) Utilizar una de las dos fuentes de Manganeso.
Enrasar a 1litro y tomar 10 ml /l de medio MS. Conservar en refrigerador.
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A2.2. PREPARACIÓN DE SOLUCIONES CONCENTRADAS, MEDIO (Murashige &
Skoog, 1962)

• M3: Quelatos de hierro

Luego de preparada la solución, dejar en reposo dos o tres días a temperatura ambiente. Conservar en
refrigerador. Enrasar a 1 litro y tomar 10 ml /l de medio MS.

• M4: Vitaminas

Enrasar a 1litro y tomar 10 ml /l de medio MS. Conservar en refrigerador una cuarta parte, el resto,
congelar hasta su utilización, descongelando sólo una parte.
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A3.1. FORMULACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO

Formulación de medios de MS, B5, WH.

MS= Murashige & Skoog, 1962; B5 = Gamborg et al.; (1968) ; Wh = White, (1943). Con modificaciones de Yeoman et al.,
1977 y Singhy et al., 1981.
Fuente: Mroginski y Roca (1991); Thorpe (1981)
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A3.2. PESO MOLECULAR DE LOS COMPONENTES DE MEDIOS DE CULTIVO

• Macro elementos

• Micro elementos

• Carbohidratos
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• Factores de crecimiento

• Reguladores de crecimiento

Fuente: Jona y Menine (1987), Complementación: M. Calle y G. Aguirre, Laboratorio de Biotecnología FCAPFyV – UMSS, 2009.
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