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Introduccion

Desde su descubrimiento como herramienta para la multiplicacion masiva de
especies vegetales, la micropropagacion ha sido empleada para la produc-
cién a grandes escalas de material vegetal de importancia econdmica, ya que
permite obtener, en menor tiempo y espacio, plantulas completas, con crite-
rios de calidad. A partir de un explante obtenido de una planta madre sana
y cultivado bajo condiciones de laboratorio, sobre un medio artificial, el cual
le provee todos los nutrientes necesarios para su crecimiento y desarrollo, se
puede multiplicar y producir un gran nimero de plantulas hijas o clones que
conservan las mismas caracteristicas de la madre.

El éxito de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales depende, en gran me-
dida, de establecer todas las etapas del proceso, como son la propagacion,
el enraizamiento vy la aclimatacion de las plantas (Resende et al, 2015). Esta
Ultima es critica, considerando que, durante la transicién de in vitro a ex vitro,
se presentan los problemas mas serios, ya que en este momento ocurren
las mayores pérdidas (Gil et al, 2017). Durante esta etapa se produce un
retorno gradual al funcionamiento autotréfico, asi como la recuperacion de
las caracteristicas morfologicas vy fisiolégicas normales de la planta (Sanchez
et al, 2012). Para reducir el estrés en la etapa de aclimatacion e incrementar
la supervivencia de las pléntulas, es importante manejar adecuadamente la
humedad relativa del aire, las condiciones del sustrato, la temperatura v la luz
(Oliveira et al, 2013).

El uso de invernaderos con condiciones controladas permite programar las
variables ambientales segin la especie vegetal que se requiera aclimatar de
forma gradual, lo que optimiza el proceso de adaptacion de grandes cantida-
des de material vegetal producido en el laboratorio.

Aclimatacion de plantas producidas mediante
la técnica in vitro

Los cultivos bajo invernadero han tomado gran importancia, por las multiples
ventajas, tanto econémicas como culturales, que ofrecen, como preservacion
del suelo vy su estructura, condiciones climaticas controladas, mayor calidad
de frutos y flores, control fitosanitario méas efectivo, eficiencia productiva y
mejor aprovechamiento del uso del agua. La produccion in vitro de plantas
es una técnica que se ha venido implementando cada vez maés, debido a la
variacion de las condiciones climéticas, por lo tanto, es necesario buscar y
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adoptar diferentes alternativas de produccion vegetal, enfocadas en la obten-
cion de especies de importancia agrondmica y ambiental

Las plantas micropropagadas a través de técnicas biotecnoldgicas, durante
la etapa del cultivo in vitro, poseen caracteristicas anatomorfolégicas que las
diferencian de las plantas propagadas en ambientes naturales. Una pléantula
en condiciones in vitro no tiene necesidad de desarrollar sus funciones foto-
sintéticas, debido a que toma la energia del medio de cultivo en el cual vive, es
decir, no tiene activado su aparato fotosintético para capturar el CO,, fabricar
sus propios asimilados y desarrollarse por si sola. A esta caracteristica se le
denomina heterdtrofa, esto es, que para vivir depende de otro. Las plantas
propagadas en medio natural son autdtrofas desde sus primeros momentos
(Molina et al, 2008).

Condiciones de adaptacion ex vitro

Una de las fases de produccién de plantas por la técnica in vitro conternpla la
adaptacion ex vitro, o aclimatacion de plantas a condiciones de invernadero.
Esto permite que las plantas realicen su transicion hacia la activacion de su siste-
ma fotosintético y la conexidn de su sistema radicular con los haces vasculares
En esta etapa, es de vital importancia controlar los cambios fisicos de manera
gradual, para evitar estrés por deshidratacién o cambios bruscos de tempera-
tura que puedan ocasionar una pérdida considerable de material vegetal, por o
qQue contar con un area de aclimatizacion o invernadero que permita mantener
condiciones de humedad, temperatura y luminosidad controladas favorecera el
proceso de aclimatacion, lo que reduce las pérdidas y mejora los porcentajes de
supervivencia segin la especie. 177

A continuacion, se pueden evidenciar las condiciones y el proceso de adap-
tacion de las plantulas, una vez salen del laboratorio, con miras a su aclima-
tacion o endurecimiento, o rusificacion, para ser llevadas finalmente a campo
(hgura 70).
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Alistamiento: las plantas deben ser retiradas del
— frasco, procurando mantener su estructura y
sisterna radicular completo.

"

[ Hidratacion: el material vegetal debe permanecer
en constante hidratacién. Es necesario lavar
—1 cuidadosamente las raices y eliminar totalmente
cualquier residuo del medio de cultivo.

S

[ Sustrato: brinda soporte e hidratacion a las plantulas,
por lo que debe ser preferiblernente estéril o aséptico,
— Pueden emplearse bandejas de germinacion, vasos,
bolsas, etc El tamafio de las cavidades debe ser
kproporcionat a la especie que se esté trabajando.

-
Siembra: se realiza sobre las bandejas de
germinacion o el contender seleccionado,
procurando no dafar el sistema radiculary

evitando la deshidratacion de las plantas.
S

[ Humedad relativa (HR): Después de la siembra, las
plantas deberdn mantenerse en una cémara
—1 hUumeda, al 90 % de Hr. La temperatura depende-
r4 de la especie v se usara una iluminacion de 16
Lhoras luz.
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-

Bajo estas condiciones fisicas, las plantas se
| mantendran por una o dos semanas. Este tiempo
puede variar en especies de lento crecimiento.

"

~
La adaptacion empezaré de forma gradual y se
irdn cambiando paulatinamente las condiciones
fisicas, hasta obtener plantas totalmente endureci-
das y autétrofas.

Figura 70. Procedimiento fase de adaptacién ex vitro.
Fotos: Cristian Rodriguez
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Adaptacion de plantas in vitro a condiciones
de invernadero

Durante la fase de aclimatacion del material vegetal, es importante mantener
las condiciones fisicas adecuadas para dar continuidad al crecimiento de las
plantas. Estas deben ser evaluadas continuamente para caracterizar su pro-
ceso de adaptacion a condiciones externas. La temperatura no deberé variar
significativamente con respecto a la establecida en cada una de las etapas de
produccion in vitro. También se debe tener en cuenta que, en los contendores
o frascos de vidrio, las plantas se conservan en un alto porcentaje de hume-
dad, que debera mantenerse durante la primera fase de endurecimiento.

En esta etapa, en la que el sustrato inicialmente no aporta Ningun tipo de nu-
triente a las plantas, se considera de gran importancia establecer un plan de
fertilizacion, siguiendo las recomendaciones de un ingeniero agrénomo, que
garantice la disponibilidad de elementos tanto mayores como menores para
el material vegetal, y que se inicie la activacion fisiolégica v autotréfica de las
plantas. También es habitual el uso de microorganismos benéficos (hongos
micorrizégenos) durante la adaptacion ex vitro de las plantas, como agentes
controladores de problemas fitosanitarios vy promotores de crecimiento.

En estudios como el de Valderrama et al. (2008), se obtuvieron porcentajes
de supervivencia de plantas de seis genotipos de mora (Rubus glaucus), en la
fase de aclimatacion ex vitro, de entre 90 y 95 %. Se usé como sustrato turba
con micarriza, y se mantuvo el material vegetal en cdmara humeda vy bajo
invernadero por dos semanas, a una temperatura de 22 °C. Se efectuaron
fertilizaciones foliares una vez por semana con elementos mayores (N, P K:
10/52/10), y se complementd con elementos menores hasta la quinta sema-
na con aplicaciones de Trichoderma koningiopsis ThOO3 (1 x 10° conidios/ml
por cada aspersion foliar).

179

Otra especie de interés agricola que presenta répida y facil aclimatacion en
invernadero es la uchuva (Physalis peruviana), cuyas plantulas, al realizar la
transicion a condiciones ex vitro, por tratarse de una especie de répido cre-
cimiento, mostraron un porcentaje de supervivencia cercano al 99 %. El de-
sarrollo de primordios foliares se evidencia en menos de una semana, y las
nuevas hojas garantizan la apertura y cierre de estomas, o que evita la deshi-
dratacion de las plantas. Adicionalmente, las hojas que emergen después de
la fase in vitro ya ejercen la funcion de transformacion de la energia por me-
dio de la fotosintesis, pues la planta inicia la captura de CO, y fisiologicamente
dejaré de ser heterétrofa (Suérez et al, 2006).
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Para la aclimatacién de especies lefosas, como sucede con el roble (Tabe-
buia rosea [Bertol] DC), en la mayorfa de los casos se hace necesario realizar
ajustes en las etapas in vitro y ex vitro, para incrementar los porcentajes de su-
pervivencia del material. Un trabajo realizado por Suérez et al. (2006) evalud
la fase de aclimatacion ex vitro de plantulas de roble (Tabebuia rosea [Bertol ]
DC), las cuales provenian de una fase de enraizamiento previa, utilizando cua-
tro concentraciones diferentes de &cido naftalenacético (ana) como regulador
de crecimiento vegetal, lo que indujo el desarrollo de raices adventicias hasta
en el 100 % de los explantes expuestos a la mayor concentracién hormonal.

Aunque en la mayorfa de los casos se busca pasar directamente de la mul-
tiplicacion a la transferencia ex vitro, cono una forma de ganar eficiencia, la
produccion de raices afecta significativamente las posibilidades de recupe-
racion de especies lefiosas perennes en el estado de enraizamiento de la
micropropagacion. Estudios realizados por Suérez et al. (2006) mostraron
la necesidad de aplicar un suplemento de auxina para inducir e incrementar
los porcentajes de enraizamiento, alcanzar un mayor nimero de raices por
explantes y lograr la proporcion entre el nimero de raices producidas y la
concentracion de ana aplicada (Suérez et al, 2006).

Para otras especies lefiosas se han utilizado metodologfas de adaptacion que
consisten en impregnar las bases de los tallos en soluciones con altas con-
centraciones de auxinas, o que logra un efecto generador de raices hasta en
80 % de los explantes o esquejes utilizados.

En ensayos de aclimatacion de plantas de ardndanos (Vaccinium myrtillus)
provenientes de cultivos in vitro, en los que se conoce que en esta etapa los
procesos de enraizamiento no son tan efectivos, ya que se han encontrado
porcentajes por debajo del 45 % de los explantes expuestos a diferentes con-
centraciones y reguladores, se han debido considerar alternativas para inducir
el desarrollo radicular con el uso de extractos vegetales, tanto en la fase de
enraizamiento in vitro como durante la transicion a fase de invernadero, en
condiciones controladas, siendo esta una alternativa eficiente para obtener
plantas con mayor desarrollo radicular antes de ser llevadas a campo. Cabe
resaltar que, de acuerdo a un anélisis descriptivo, se determind que, en plan-
tulas que no superan los 3 cm de altura, el desarrollo de raices es significa-
tivamente menor, si se compara con explantes de mayor tamano (figura 71).

El desarrollo radicular de especies arbustivas en condiciones in vitro esté de-
terminado por diferentes factores fisioldgicos vy por la capacidad de los tejidos
vegetales para responder a una induccién hormonal, ya sea natural o suminis-
trada en el medio de cultivo utilizado en cada una de las fases de crecimiento.
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La estimulacion de raices en etapa de laboratorio (in vitro) no siempre es
un factor determinante para que la plantula se desarrolle en condiciones de
invernadero (ex vitro). En casos como el de los ardndanos, en los que las
plantulas son llevadas a etapa de aclimatacion sin rafz, se logrd desarrollar en
esta etapa, un sistera radicular fibroso v superficial (figura 71), caracteristico
de esta especie.

181

Figura 71. Planta de ardndano producida in vitro, con tres meses de adaptacion
en invernadero, lista para ser entregada y llevada a campo.

Foto: Sandra Valbuena
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Criterios de calidad de los inventarios entregados
al cliente final

Uno de los elementos méas importantes que se debe tener en cuenta al mo-
mento de establecer un cultivo en condiciones de campo es la semilla. La
calidad de esta permitira disminuir el riesgo de problemas sanitarios que pue-
dan ser limitantes para el desarrollo de las plantas. Para asegurar su vigor y
buen comportamiento durante el crecimiento y desarrollo en condiciones de
campo, el material vegetal que se produce bajo condiciones semicontroladas
debe cumplir con los criterios de calidad fisica, fisioldgica, genética y sanitaria.
Por esta razén, durante el proceso de produccién, aclimatacion y acondicio-
namiento del material, es indispensable hacer un seguimiento continuo de las
plantulas, para garantizar su trazabilidad en el sistema de propagacion. Estos
criterios se deben considerar desde cuatro dimensiones, las cuales se descri-
ben a continuacion.

Sanidad

La sanidad vegetal esté definida como la salud de las plantas para la produc-
cion de alimentos (Food and Agriculture Organization [Fac), 20271), razén por la
cual, durante el proceso de produccion, aclimatacion y acondicionamiento del
material, se hace un monitoreo constante de las plantulas, de acuerdo con la
etapa del proceso en el que se encuentren. Las dos grandes etapas son en
condiciones de laboratorio y en invernadero.

Etapa en condiciones de laboratorio

Durante el proceso de produccion bajo condiciones de laboratorio, el material
vegetal puede presentar, especialmente, problemas sanitaros asociados a en-
fermedades. Si al momento de realizar el monitoreo se presentan sintomas
de pudriciones blandas, pudriciones acuosas, micelio, clorosis, necrosamiento,
hiperhidratacién de tejidos u oxidacion, entre otros, se tomaré la decision de
eliminar el material contaminado, considerando la cantidad de material total
disponible.

Cuando el material vegetal en produccion es suficiente, es posible descartar
las plantulas contaminadas y continuar el proceso con aquellas que presenten
las mejores caracteristicas, pero si, por el contrario, la cantidad de material es
limitada, se debe definir la implementacién de técnicas de limpieza fitosanita-
ria. En la tabla 24, se describen las técnicas a considerar.

/o 7 \
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Tabla 24. Descripcion, ventajas y desventajas de las técnicas de limpieza fitosanitaria
en condiciones de laboratorio

Técnica

Caracteristicas

Ventajas

BESEREIES

Siembra de
meristemos.

Termoterapia

Quimioterapia.

Crioterapia

Eliminacion de patdgenos
virales (Margara, 1988)

Uso de medios de cultivo de
acuerdo con la especie vegetal
a propagar.

Erradicacion de patégenos
causantes de enfermedades
(Varés Megino, 2009).

Uso de altas temperaturas
(Heredia Guerrero, 2016).

Aplicacion de diferentes
termperaturas para eliminar
problemas sanitarios.

Adicién de antivirales y
sustancias quimicas a los
medios de cultivo (Heredia
Guerrero, 2016).

Exposicion de los medios de
cultivo a temperaturas de
ultracongelacion (Méndez
Chévez, 2014).

Alta tasa de multiplicacion.

Menor costo para la
implementacién de esta
técnica.

Puede ser empleada
conjuntamente con la siembra
de meristemos

En algunos casos, limpieza del
100 % de la carga viral

Obtencién de material vegetal
libre de virus.

En algunos casos, no hay
eliminacion total de la
presencia de virus.

Pérdida de material vegetal
Se requiere el uso de equipo
especializado (camara
climética).

Mayor costo por el uso de
productos quimicos

Estandarizacion de protocolos
por especie.

Altas tasas de pérdida de
material vegetal.

Fuente: Elaboracion propia

Una vez definida e implementada la técnica de limpieza del material, se con-
tinuara con el monitoreo sanitario de las pléntulas para asegurar su calidad.

Etapa en condiciones de invernadero

Cuando las plantulas finalizan el periodo en condiciones de laboratorio, son
llevadas a invernadero para iniciar el proceso de aclimatacion. En esta etapa,
se debe tener claro el manejo agronémico que se le dara a las plantulas, el
cual dependera de la especie vegetal a trabajar. El manejo agrondmico debe-
r& contemplar lo descrito en la tabla 25.
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Tabla 25. Consideraciones para el manejo agronémico de las pléntulas en condiciones de
invernadero

Labor Consideraciones

Siembra. Tipo de sustrato.
Distancia de siembra (cuando es en camas).

Tipo de bandeja germinadora.

Fertilizacion. Dosis.
Frecuencia.

Tipo (foliar o edéfico).

Riego. Tipo de riego (goteo o aspersion).
Tiermpo de riego.

Frecuencia (diario, dos veces a la semana, semanal)

Manejo de Monitoreo semanal.

enfermedades. Identificacion de sintomas*
Aplicaciéon preventiva de productos biolégicos™ para el manejo de
patdgenos.

Aplicacion curativa de productos quimicos*™ para el control de
enfermedades.

Descarte de material cuando se trata de enfermedades limitantes para
la produccion.

Manejo de plagas. Monitoreo semanal.
Identificacion de signos*,

Aplicacion preventiva de productos biolégicos™ para el manejo de
insectos plaga.
Aplicacion curativa de productos quimicos™™ para el control de insectos
plaga.

184 Descarte de material cuando el dafio producido por los insectos es
limitante para la produccion.

Cosecha. Seleccién de pléntulas que cumplan con el vigor y desarrollo para el
trasplante a sitio definitivo.

* Los sintomas o signos de problemas fitosanitarios deben ser consultados antes del inicio del
proceso de multiplicacion, teniendo en cuenta que esto dependera del material vegetal que se
trabajaré.

** Deben cumplir con el registro Ica.

Fuente: Elaboracion propia
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Por medio del manejo agrondémico en etapa de invernadero, se asegura la
etapa de aclimatacion y el buen desarrollo de las pléantulas, para luego ser
trasplantadas a campo, segin el caso. Asimismo, a través del monitoreo y
seguimiento constante se identifican a tiempo los problemas sanitarios, con el
fin de determinar si es necesario el descarte o la implementacion de estrate-
gias como podas sanitarias, 0 aplicacién de productos bioldgicos o quimicos
para disminuir la proliferacién de aquellos —o para su total erradicacién—.

Calidad fisiologica

Este criterio de calidad corresponde a la capacidad que tienen las plantas
para producir un nuevo individuo de acuerdo con las funciones propias de la
especie vegetal y con el tipo de semilla (Becerra Campifio et al, 2019). Para
el caso del proceso de produccion, aclimatacion y acondicionamiento, este
criterio se evalla especificamente en la etapa de laboratorio, por medio de
la tasa de multiplicacion, la cual dependerd de la especie vegetal v de sus
caracteristicas al momento de la introduccion.

Calidad fisica

La calidad fisica de las plantulas contempla el vigor y buen comportamiento
de estas durante el proceso de produccion, aclimatacion y acondiciona-
miento (Garay, 1991 Becerra Campifio et al, 2019). Es decir, que, desde el
momento de la introduccién del material hasta la entrega de inventarios al
cliente final, se debe garantizar:

« Ausencia de dafos mecénicos de las plantas. 185

« Ausencia de sintomas y signos causados por problemas fitosanitarios.
« Pureza de la semilla/material vegetal.
e Buen desarrollo de los meristernos en condiciones de laboratorio.

« Optimo desarrollo de las plantas en condiciones de invernadero.

Calidad genética

Este Ultimo criterio de calidad para el proceso de produccién, aclimatacion
y acondicionamiento del material vegetal esta directamente relacionado con
las caracteristicas de desarrollo de la planta de acuerdo con su morfologia, y
debe contemplarse desde el momento en el que se colecta el material que
seréd introducido inicialmente al laboratorio, para lograr la trazabilidad del pro-
ceso. Es decir que este criterio corresponde a la autenticidad y estabilidad que

\ | \
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tiene el material vegetal respecto a las caracteristicas definidas al momento
de su liberacion (Terenti, 2004; Becerra Campifio et al, 2019).

Ademas de los criterios anteriormente descritos, se deberan cumplir las con-
diciones pactadas con el cliente final para la entrega del material vegetal, las
cuales pueden incluir:

e Altura de la plantula.
e NUmero de hojas.
 Sisterna radicular.

» Tipo de sustrato.

e Embalaje.

¢ Informe de manejo de las pléntulas aclimatadas y diagndstico
sanitario de estas.

Conclusiones

La biotecnologia se ha convertido en una herramienta robusta que ha per-
mitido a la sociedad avanzar en técnicas sostenibles para la produccion de
alimentos. Los efectos —cada dia més adversos— del cambio climéatico han
generado una alta vulnerabilidad de los sistemas de produccién de alimentos,
lo que obliga a la sociedad a buscar estrategias para intensificar de manera
sostenible su produccion. Por lo tanto, las técnicas de produccion in vitro son
una herramienta que permite a los productores acceder a material vegetal
con altos estandares de calidad fisica, fisioldgica, genética y sanitaria. Lo ante-
rior puede considerarse una estrategia de adaptacion al cambio climético, ya
que con material vegetal de mayor calidad se puede hacer frente a condicio-
nes de estrés bidtico y abidtico que pueden limitar la produccion de alimentos
y la seguridad alimentaria de una region.
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