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Biorreactores de inmersion temporal
parala propagacion masiva de plantas
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as técnicas de propagacion vegetativa forman
Lparte de las practicas agricolas convenciona-
les, sin embargo, no satisfacen la demanda de
plantas requeridas para el autoabastecimiento de
alimento en nuestro pais, por la baja eficiencia de
los métodos de propagacion desarrollados. Esta
situacion ha justificado el disefio de metodologias
de propagacion in vitro, que ofrecen la ventaja de
obtener un gran nimero de plantas en un tiempo y
espacios relativamente cortos, al compararlas con
las vias convencionales de propagacion asexual,
ademas que posibilita liberar de patégenos a los
materiales regenerados (Ferreira et al., 1998).

Es importante sefalar, que las metodologias tra-
dicionales de propagacion in vitro, hasta la fecha
tampoco han logrado satisfacer la demanda de
plantas; normalmente requieren de medios de
cultivo semisdlidos gelificados, alto numero de
recipientes de cultivo, salas de crecimiento con
numerosos estantes y mayor cantidad de personas
dedicadas a la siembra y subcultivo de plantas en
las diferentes fases de la micropropagacion. Por
lo tanto, esta tecnologia se aplica sélo a aquellas
especies que se propagan vegetativamente y que
tienen un alto retorno econémico; en el resto de los
casos, los costos de produccion de las vitroplantas
es tan elevado que limita su uso comercial.

Una alternativa consiste en el desarrollo de tecno-
logias que permitan automatizar los procedimientos
de micropropagacion (proliferacion, elongacion
y enraizamiento) que puedan ser aplicados a
diferentes cultivos y que ademas favorezcan la
aclimatizacion y endurecimiento de plantas en con-
diciones de umbraculo. De esta manera, se utiliza
la tecnologia de los biorreactores tradicionales
pero modificados para la propagaciéon masiva de
plantas, disefiando diferentes tipos de recipientes
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validados para numerosos cultivos y establecidos
en diferentes paises.

Entre los tipos de biorreactores, los de inmersion
temporal se disefiaron basandose en el uso de
medios de cultivo liquido y la automatizacion del
proceso de micropropagacion con la finalidad de
aumentar las tasas de multiplicacién de especies
vegetales de interés agricola, forestal y medicinal;
de esta manera se obtiene un mayor nimero de
plantas por recipiente, el reemplazo del medio de
cultivo es sencillo y demanda poca mano de obra.

Dependiendo de la especie, el periodo de tiempo
empleado para la regeneracion de plantas utilizan-
do biorreactores pueden ser relativamente corto
y genera gran cantidad de plantas, lo cual influye
drasticamente en la disminucion de los costos de
produccion.

El efecto positivo de la inmersién temporal sobre la
micropropagacion se presenta en la proliferacion
de brotes, microestacas, microtuberizaciéon y
embriogénesis somatica de diferentes especies
(Etienne y Berthouly, 2002). Esta tecnologia se ha
desarrollado exitosamente en diferentes paises para
la propagacion de bananos (Alvard et al., 1993;
Escalant et al., 1994), café (Berthouly y Etienne,
1999; Albarrén et al., 2005), citricos (Cabasson y
et al., 1997), caucho (Etienne et al., 1997), papa
(Teisson y Alvard, 1998), eucalipto (Castro y
Gonzélez, 2002) y pifia (Escalona et al., 1999).

En Venezuela, Colmenares y Giménez (2003) repor-
taron la utilizacién de sistemas de inmersion tem-
poral para la propagacion de bananos, obteniendo
una tasa de multiplicacion 3-4 veces mayores que
el cultivo en medios semisolidos. En el Instituto Na-
cional de Investigaciones Agricolas INIA - Ceniap, se
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estd utilizando esta tecnologia para la propagacién
masiva de pifia, lechosa, banano y platano.

En nuestro pais, se justifica la aplicacion de estas
metodologias ya que, existe una alta demanda de
material de siembra de buena calidad en diferentes
rubros agricolas para cultivar grandes superficies
de terreno: frutales, raices, tubérculos, cereales,
cafia de azucar, café; que contribuyan a mejorar los
rendimientos del cultivo para el consumo fresco o
para el procesamiento industrial, bien sea a pequefia
escala (conucos, parcelas y huertos familiares) o a
gran escala con fines comerciales. En general, esta
tecnologia debe estar al servicio de las comunidades
organizadas fundamentalmente para su desarrollo
enddgeno y contribuir a la seguridad alimentaria.

Biorreactores y su clasificacion

Los biorreactores son recipientes que contienen
medio de cultivo liquido, en el cual se sumergen
células o tejidos que son usados para la produccion
industrial de microorganismos, metabolitos vegeta-
les y animales (Takayama y Akita, 1994), implica el
control automatico y monitoreo de las condiciones del
cultivo para obtener altos rendimientos, incrementar
la productividad y disminuir los costos. Se pueden
clasificar segun su sistema de agitacion, o el proceso
de inmersion, los cuales pueden ser por agitacion
mecanico o neumaticos, y de acuerdo al proceso de
inmersion: continua o temporal.

Segun el sistema de agitacion

Los biorreactores de agitacion mecéanica, son aque-
llos dispositivos agitados por propelas o aspas,
generalmente hechos de acero inoxidable; que se
utilizan para el cultivo de bacterias; son los llamados
fermentadores. Los biorreactores neumaticos po-
seen un sistema de inyeccion de aire que puede ser
de abajo hacia arriba formando pequefias burbujas
(contraflujo), o inyeccion radial, creando un vértice.
Por lo general, estan fabricados de polimeros, fibras
de vidrio, y en algunos casos de acero inoxidable.

Clasificacion de acuerdo al sistema
de inmersioén

Biorreactores de inmersion continua, son aque-
llos donde el medio de cultivo est4 en contacto
permanente con el material a propagar, por lo
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general son utilizados para el cultivo de células, y
bacterias (Takayama y Akita, 1994), fabricados en
polimeros, vidrio y acero inoxidable. Pueden ser
agitados mediante sistemas neumaticos o mecani-
cos. Ademas de ser utiles para la propagacion de
células, fermentacion de cerveza, biolixiviacion de
minerales, produccién de enzimas).

Para los cultivos celulares es muy importante la es-
terilidad, ya que, al contaminarse el contenido de un
biorreactor se pierde todo el producto que se intenta
obtener, otro factor de interés es la homogeneidad
del cultivo proporcionado por el sistema mecanico
de propelas que agita el medio en el interior del bio-
rreactor (en el caso de los biorreactores de agitacion
mecanica). En un sistema aerodbico, ademas, debe
existir un mecanismo de suministro de oxigeno para
el crecimiento de las células.

El tamafio de los recipientes dependera de la escala
0 volumen que se quiera producir. Este tipo de bio-
rreactores ha sido utilizado tradicionalmente en el
proceso de fermentacion de la industria cervecera,
de vinos y produccion de enzimas. En el caso de
produccién de plantas con este tipo de sistemas,
en el afio 1994 se logr6 obtener 10.000 vastagos
de Stevia rebaudiana en biorreactores de 500 litros
(Akita et al., 1994). Esta especie es muy importan-
te para la producciéon de un edulcorante natural.
También es util para la produccién comercial de
insecticidas, saborizantes, colorantes, enzimas,
herbicidas, entre otros.

Biorreactores de inmersion temporal, son reci-
pientes que combinan aireacion y medio de cultivo
liquido, (Harris y Mason, 1983), su mecanismo se
basa en proporcionar inmersion con un tiempo y fre-
cuencia determinado que dependera del cultivo que
se propague. Estan fabricados en polimeros o vidrio
y son utilizados principalmente para la propagacion
masiva in vitro de plantas. Su agitacion es neumati-
ca, aunque se pudiese agitar mecanicamente.

Algunas de las variables a controlar en este tipo
de biorreactores son la duracion y frecuencia de la
inmersion, el volumen del medio de cultivo y del reci-
piente, asi como la frecuencia de cambio del medio
de cultivo. Cuando trabajamos con cultivos in vitro
debemos hacer subcultivos mensual o bimestral-
mente, dependiendo del cultivo. Estos subcultivos
se deben realizar para promover la propagacion de
crecimiento de las plantas.
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Biorreactores utilizados en la propagacion
masiva in vitro de plantas

Biorreactor de Inmersion Temporal (BIT), disefiado
por el Centro de Bioplantas en Cuba, consiste en
dos recipientes: en uno se encuentra el medio de
cultivo y en el otro tejido vegetal o la planta que
esta en crecimiento. Funciona con una bomba que
permite el paso de aire a través del recipiente,
donde se encuentra el medio de cultivo, la presién
del aire empuja el medio hacia el otro recipiente
donde estan las células o la planta en crecimiento,
obteniendo los nutrientes que necesita para crecer.
Luego se corta el suministro de aire y otra bomba
activa un mecanismo en este recipiente que hace
que el medio de cultivo pase de nuevo al recipiente
inicial y asi se completa el ciclo de inmersién.

Sistema de inmersion temporal disefiado por la
EmpresaBrasileira de Pesquisas Agropecuarias
(EMBRAPA), funciona bajo el mismo principio del
anterior, utiliza dos tanques de almacenamiento,
uno destinado para el medio de cultivo, y el otro
para los explantes, una bomba de aire que funcio-
na dualmente, es decir sirve para extraer el medio
de cultivo y trasladarlo hasta el recipiente donde
se encuentran los explantes, y posteriormente lo
desaloja regresandolo al tanque inicial.

Recipiente de Inmersion Temporal Automatizado
(RITA®), es el mas comercial de los sistemas de in-
mersion temporal. En lugar de tener dos recipientes
como los modelos anteriores, poseen un recipiente
dividido en dos compartimientos. Este sistema es
accionado por la entrada a contraflujo de aire a tra-
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vés de un ducto precedido de un filtro que impide el
paso de bacterias y esporas de hongos, entrando
a una presion especifica de 0,2 bar, elevando el
medio de cultivo desde el compartimiento inferior
al compartimiento superior.

El medio de cultivo se mantiene en la parte superior
sumergiendo el tejido por un tiempo determinado y
luego cuando se interrumpe la entrada de aire, el
medio baja por gravedad al compartimiento infe-
rior. El exceso de aire sale por un filtro adicional,
liberando la presion del sistema; y adicionalmente
las células toman el oxigeno necesario para su
crecimiento.

Una caracteristica comun en todos los biorreacto-
res es que su velocidad de agitacion debera ser
baja (menos de 150 revoluciones por minuto) y
en flujo laminar constante (Gonzalez, 2006), con
el fin de no dafar el cultivo. El cambio del medio
de cultivo es muy sencillo, y consiste en extraer el
compartimiento interno con una pinzay trasladarlo
a un recipiente donde se encuentra el medio de
cultivo nuevo. Este proceso dura apenas unos
cuantos segundos.

Para la instalacion automatizada del sistema de
inmersion temporal es importante el uso de un
reloj temporizador digital que active y desactive en
un tiempo especifico y de manera independiente
a través de una serie de electrovalvulas, el aire
proveniente de un compresor. De esta manera el
aire circula a través de las tuberias que finalmen-
te se conectan a los recipientes o biorreactores
(Foto 1 a,b,c y d).

Foto 1 a, b, c y d. Recipiente de Inmersion Temporal Automatizado (RITA);
a. RITA donde se observan los dos compartimientos, en el inferior se encuentra el medio de cultivo
y en el superior el tejido vegetal; b. Temporizador, electrovalvulas; c. compresor de aire;
d. RITA conectado al sistema de inmersién temporal.
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Etapas del proceso
de propagacién masiva

En la Figura, se puede observar un esquema del
proceso de propagacién masiva, el cual se divide
en las siguientes etapas:

a) Iniciacion o establecimiento del cultivo: el
explante se siembra en un medio de cultivo se-
misélido para que ocurra la desdiferenciacion y
diferenciacién de brotes.

b) Multiplicacion in vitro: desarrollo y multiplica-
cion de los vastagos o brotes en los biorreactores
de inmersion temporal a partir de las células que
se han involucrado inicialmente en el medio de
cultivo semisolido. En esta etapa, ademas de
cultivarse brotes en proliferacion, se pueden uti-
lizar también células en suspensién o embriones
somaticos.

¢) Enraizamiento: puede inducir en el biorreactor de
inmersion temporal con el mismo medio de cultivo
o cambiandolo a uno de composicién quimica dis-
tinta; y en algunos casos, es necesario inducir el
enraizamiento en un medio de cultivo semisdlido.

d) Aclimatizacidn: consiste en extraer las plantas
del recipiente y colocarlas en materos o bolsas de
vivero con un sustrato de siembra preferiblemente
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estéril, con la temperatura y humedad relativa
adecuada que permita el crecimiento normal de
las vitroplantas.

Generalmente, las plantas propagadas en sistemas
de inmersion temporal, no necesitan una etapa de
aclimatizacion o es muy corta (Etienne y Berthouly,
2002), si se compara con los métodos de propa-
gacién en medios de cultivo semisélido, donde, a
consecuencia de la falta de intercambio gaseoso
entre el interior del recipiente y el exterior, la transi-
cién de la condicidn in vitro a ex vitro, es mayor para
disminuir la tasa de mortalidad de las vitroplantas.

A partir de este proceso de propagacion, se pue-
den multiplicar una gran cantidad de especies de
interés alimenticio, medicinales, forestales, con
buenos rendimientos utilizandose una combinacién
de medios de cultivos solidos y liquidos. El sistema
tradicional de propagacion in vitro con medios de
cultivo semisolidos, presenta algunas desventajas
relacionadas con una mayor heterogeneidad del
material propagado (brotes de diferentes tamafios
en el mismo recipiente); muy poco intercambio ga-
seoso, lo cual afecta el crecimiento de las plantas;
requiere una inversion inicial y mano de obra, que
en muchos casos, representa entre el 40 y 60 % de
los costos de produccion.
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Figura. Proceso de cultivo de tejido in vitro en sistemas de inmersion temporal.
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Ventajas y desventajas del sistema
de inmersion temporal

- Cuando se propagan plantas utilizando medios
de cultivo liquidos en sistemas de inmersion
temporal los costos disminuyen, entre otros por
evitar el uso de agentes gelificantes los cuales
son costosos, los cambios de medio de cultivo
son mas sencillos requiriendo menor cantidad de
mano de obra, las plantas son mas uniformes,
el mayor intercambio gaseoso estimula la tasa
de crecimiento y de multiplicacion, asi como una
aclimatizacion directa.

- Permite realizar estudios fisiolégicos y bioqui-
micos del proceso de propagacion, medicion y
control automatizado de pardmetros importantes
como: oxigeno, pH, iluminacién, temperatura,
dindmica de nutrientes, entre otros.

- En algunas especies puede ocurrir hiperhidrici-
dad en los tejidos bajo condiciones de inmersién
en medio de cultivo liquido, afectando su creci-
miento. En estos casos, al sumergirse totalmente
el tejido en el medio de cultivo liquido, la dispo-
nibilidad de oxigeno es minima, las células se
asfixian afectando sus funciones fisiolégicas y
bioquimicas.

- Pueden ocurrir grandes pérdidas de material
vegetal por contaminacion bacteriana o fingica
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como producto de la manipulacion de los bio-
rreactores de inmersion temporal, por tal motivo,
se debe trabajar con la mayor asepsia posible.

- Como en el caso del sistema tradicional, el éxito
de la micropropagacion depende del genotipo
de la especie, algunas son recalcitrantes inde-
pendientemente del sistema de propagacion
empleado.

Propagacion masiva de especies frutales
en Venezuela haciendo uso de biorreacto-
res de inmersion temporal

En el INIA, a través de un proyecto financiado por
el Fondo de Consorcios de Innovacion (FCI-INIA),
se propagaron por sistemas de inmersion temporal
tipo RITA: platano cv. Harton y banano cv. Pineo
Gigante (Foto 2 a, b, ¢, d y e), lechosa var. Maradol
(Foto 3 a, b, cy d) y pifia var. Espafiola Roja (Foto
4 a, b, c y d); por organogénesis en todos los cul-
tivos, asi como por embriogénesis soméatica en el
caso de lechosa, con la finalidad de obtener plantas
sanas y genéticamente uniformes que contribuyan
con la oferta de plantas de calidad para la industria
fruticola nacional. Esta tecnologia puede ser trans-
ferida a productores organizados y ofrece un gran
potencial de desarrollo agricola en las principales
zonas productivas del pais.

Foto 2 a, b, c,dy e. Propagacién masiva de banano Pineo Gigante en'i'?ul.'"l'A, a partir"del cultivo

de apices caulinares; a. Hijuelo de banano; b y c. Cormo reducido para extraccion del apice;
d. Vitroplantas creciendo en RITA, e. Vitroplantas creciendo en condiciones de vivero.
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Foto 3 a, b. c y d. Propagacion masiva de lechosa var. Maradol en RITA;

ay b. Brotes de lechosa creciendo en RITA; ¢. Enraizamiento de brotes; d. Vitroplantas en aclimatizacion.

Foto 4 a, b, c y d. Propagacion masiva de Pifia var. Espafiola Roja en RITA; a. Iniciacién con yemas cultivadas
en medio de cultivo semisaélido; b. Cultivo de brotes en RITA; c. Proliferacion y crecimiento de brotes;
d. Vitroplantas aclimatizadas.
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Consideraciones finales

La técnica de propagacion masiva haciendo uso
de biorreactores de inmersion temporal represen-
ta una alternativa eficiente para la produccién de
“semilla” de calidad para los agricultores del pais,
principalmente en aquellos rubros donde la oferta
de plantas es baja mediante la aplicacion de mé-
todos tradicionales de propagacion.

Entre los diferentes sistemas de inmersion tem-
poral (RITA), es uno de los mas comerciales y
ampliamente difundido en el mundo. En Venezuela,
ha sido utilizado con buenos resultados para la
propagacion de especies frutales: banano, platano,
lechosa y pifia; cultivos importantes por su valor
nutricional y demanda de consumo.

La transferencia de la tecnologia a los productores
agricolas organizados, contribuira al escalamiento
de la produccion de plantas, a mejorar los rendi-
mientos del cultivo, disminuir los costos de produc-
cioén, asi como mejorar los ingresos y desarrollo
enddgeno de las comunidades involucradas.
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