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La micropropagacién de tejidos vegetales uti-

lizando medios semi soélidos representa una al-
ternativa para la producciéon de material vegetal
libre de patdgenos, sin embargo, presenta algu-
nas desventajas como el costo por los agentes
gelificantes, una limitada aireacién y restric-
ciones en la automatizacién y escalamiento del
proceso. Una alternativa a estds problematicas
es el uso los Sistemas de Inmersién Temporal
(SIT). En estos sistemas, el material vegetal se
cultiva dentro de contenedores y durante inter-
valos de tiempo programados el material vegetal
se encuentra en contacto directo con el medio
de cultivo y en los periodos donde no existe in-
mersién permanecen expuestos al aire, lo que
favorece el intercambio gaseoso y ayudando a
reducir la hiperhidricidad, que se hace eviden-
te cuando el material vegetal se encuentra en
contacto continuo con un medio liquido. En esta
revision bibliografica se expone el disefio y fun-
cionamiento de los SIT, segun el tipo de conten-
dor o mecanismo de movimiento que emplean.
Se describen los sistemas de frascos gemelos,
de un solo contenedor y los basados en cambio
de posicion. Aunado a esto, se expresan las con-
diciones generales de operacion y las ventajas y
limitaciones que presentan. La informacién pre-
sentada busca proporcionar una visiéon general
que permita comprender el funcionamiento de
estos sistemas y que facilite la toma decisiones

para su seleccion y aplicacion.
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Micropropagation of plant tissues using semi-solid media represents an

alternative for the production of pathogen-free plant material. However,
it presents some disadvantages, such as the cost of gelling agents, limi-
ted aeration, and restrictions on process automation and scalability. An
alternative to these problems is the use of Temporary Immersion Systems
(TIS). In these systems, the plant material is grown inside containers and
during programmed time intervals the plant material is in direct contact
with the culture medium and in the periods where there is no immersion
they remain exposed to the air, which favors gas exchange and helps to
reduce hyperhydricity, which becomes evident when the plant material is
in continuous contact with a liquid medium. This literature review descri-
bes the design and operation of TIS, according to the type of container or
movement mechanism they employ. Twin-flask systems, single-container
systems, and those based on position change are described. In addition,
the general operating conditions, advantages, and limitations of these sys-
tems are discussed. The information presented aims to provide an over-
view that allows understanding of how these systems work and facilitates

decision-making for their selection and application.

Keywords: Temporary immersion, in vitro culture, bioreactor
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INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales se ha apoyado de
la técnica de micropropagacion para la obten-
cién y multiplicacién de explantes. En la micro-
propagacion, se produce un cultivo aséptico en
recipientes con un medio de cultivo definidoy en
condiciones ambientales controladas (Kumar &
Reddy, 2011). Las etapas que involucra este tipo
de cultivo son: 0) obtencién del material vegetal:
aqui se seleccionan plantas vigorosas, viables y
libres de enfermedades; 1) establecimiento del
cultivo: se realiza una escisién de la planta selec-
cionaday su esterilizacién superficial. El explante
inicial se establece en un cultivo a base de agar
o medio de cultivo liquido, resultando en la ac-
tivacion del tejido vegetal y su multiplicacion.
La relativa escasez de explantes primarios y su
tamafio hacen de esta etapa la mas rentable y
eficiente para la seleccion de material vegetal.
2) multiplicacion: los explantes primarios selec-
cionados se trasfieren asépticamente mediante
varios subcultivos a nuevos medios de cultivo
que favorecen la proliferacion de propagulos
clonales. 3) elongacién y enraizamiento de las
plantulas: tras repetidos subcultivos y analisis
para detectar contaminacién microbiana, las
plantulas son cultivadas para detener la rapida
multiplicacién e iniciar el establecimiento de una
planta completamente desarrollada (elongacién
del tallo, formacidén de raices, estimulacién de
la fotosintesis, funciéon estomatica...etc.). Estos
cambios fisiolégicos se logran mediante modifi-
caciones en la composicién de los medios de cul-
tivo y condiciones ambientales. 4) aclimatacién:
las plantas son preparadas para ser cultivadas ex
vitro, se modifican las condiciones ambientales,
se agregan hormonas de enraizamiento, se pro-
mueve la formacién de ceras cuticulares para au-
mentar la actividad fotosintética, la temperatura
y humedad se regulan para ajustarse al entorno
de un invernadero (Loberant & Altman, 2010).
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Entre las ventajas de la micropropagacién desta-
can la obtencion de un gran ndmero de plantas
libres de patégenos en poco tiempo y con alta
uniformidad (Kumar & Reddy, 2011), aunado
a que se eliminan los factores geograficos y de
clima que influencian los cultivos tradicionales.
Entre las desventajas que presenta este tipo de
cultivo destacan el uso frecuente de medios semi
solidos, los cuales son costosos y se requiere
constante mano de obra, aunado a que el estado
semi solido del medio limita la posibilidad de au-
tomatizacion y se observa una mayor incidencia
de anomalias como la hiperhidricidad, debido a
su influencia en la absorcién de agua y la trans-
piracion de las plantas (Ivanova & Van Staden,
2011; Quiala etal., 2012) y en consecuencia, se ve
limitado su escalamiento. Una alternativa a estas
problematicas son el uso de biorreactores y me-
dios liquidos, estos pueden aumentar la tasa de
multiplicacién, automatizar el proceso y reducir
la mano de obra (Roels et al., 2006).

Entre los biorreactores desarrollados para estos
propdsitos se encuentran los Sistemas de Inmer-
sién Temporal (SIT). En los SIT, el tejido vegetal o
explantes se sumerge peridédicamente en un me-
dio nutritivo y luego se drena la solucién nutritiva
para permitir que el tejido vegetal acceda al aire
(Afreen, 2008), esto es: permanecen fuera del
medio de cultivo por ciertos periodos de tiem-
po. En estos sistemas, el tiempo de inmersién de
la planta, el volumen del medio y volumen del
recipiente son claves para lograr el maximo cre-
cimiento de los explantes. Aunado a esto, dado
que las condiciones de crecimiento son contro-
ladas, los SIT resultan Utiles para la investigacién
cientifica dado que permite la reproducibilidad
de los experimentos, uso eficiente del espacio
y en algunos casos ha servido para la conserva-
cién de germoplasma. A gran escala se pueden
utilizar para embriones somaticos de tamafio
pequefio, el crecimiento de bulbos, cormos, mi-
crotubérculos, cultivos de brotes compactos, etc.
(Afreen, 2008). Se ha reportado que también se

52

pueden reducir los costos de mano de obra, contenedores y agar en un
40% (Baltazar-Bernal & Mora-Gonzalez 2024). Los nuevos sistemas de culti-
vo de plantas responden a la necesidad de propagar, mantener y conservar
las especies y permiten optimizar el uso de los recursos necesarios para
su crecimiento, asi como satisfacer la demanda de mercado de plantas. En
este documento se describe el funcionamiento de los SIT y algunos cultivos

donde han sido utilizados.

Los SIT se clasifican en biorreactores de: frascos gemelos, de un solo conte-
nedor y los basados en un el cambio de posicion. A continuacién, se brinda

una descripcién de estos sistemas:

2.1 Biorreactores de frascos gemelos

Constan de dos recipientes: uno llamado camara
con el cultivo vegetal y otro llamado camara de
almacenamiento del medio de cultivo. Estas ca-
maras estan conectadas ya sea en la base o por
su parte superior por mangueras flexibles y es-
terilizables. En los biorreactores conectados por
la base, el medio de cultivo pasa de la camara
de medio de cultivo a la cdmara de cultivo vege-
tal por medio del ingreso de aire estéril a baja
presién; sin embargo, cuando estan conectados
por la parte inferior se requiere aire presurizado
(Mirzabe et al., 2022). El aire es suministrado por
bombas o por un compresor con una sobrepre-
sién de 0.5 bar (Ducos et al., 2007) y el flujo es
controlado por un temporizador y una valvula
solenoide (0.8-1 L/min). Los frascos pueden ser
de plastico esterilizable o vidrio. El volumen de
medio de cultivo depende del tipo de planta cul-
tivada y el tamafio de las camaras, se ha docu-
mentado el uso de 25 mL hasta 5 L de medio de
cultivo (Mirzabe et al., 2022). Entre los biorreac-
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4 CLASIFICACION DE LOS SIT

tores de frascos gemelos se encuentran los bio-
rreactores de flujo y reflujo y el Biorreactor de
Inmersion Temporal (Fig 1).

a) Los biorreactores de flujo y reflujo se carac-
terizan porque la cdmara de cultivo vegetal y
la de medio de cultivo estan unidas por la base
por medio de mangueras, la cdmara de cultivo
vegetal esta por encima de la cdmara de medio
(Mirzabe et al., 2022) y el medio de cultivo pasa
a intervalos de tiempo definidos de una cama-
ra a otra. Estos biorreactores son de facil cons-
truccidn, automatizacion y utilizan poca energia
(Georgiev et al., 2014). En este sistema, se han
evaluado el cultivo de Agave Tobala (Agave pota-
torum) con tiempos de inmersion de 2 min por
4,6,12y 15 hy 20 explantes por biorreactor y
se han reportaron buenos rangos de multiplica-
cién de plantas, aunque los brotes pueden pre-
sentar longitudes mas cortas e hiperhidricidad si
no se establecen adecuadamente los tiempos de
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inmersion (Correa-Hernadndez et al., 2022). En el
cultivo de manzana, se han probado tiempos de
inmersién 15 min cada 24 hy 1 L de medio de
cultivo (Chakrabarty et al., 2007) y en la planta
Anthurium andraeanum se han evaluado tiempos
de inmersién de 2 min cada 4,8 y 24 h con 500
mL de medio de cultivo (Martinez-Estrada et al.,
2019). El escalamiento del cultivo de plantas en
este tipo de biorreactores es un reto para la op-
timizacién tecnoldgica, sin embargo, ya se han
descrito protocolos de propagacién de orqui-
deas a pequefa escala (Baltazar-Bernal & Mo-
ra-Gonzalez 2024). Algunas estrategias como la
aplicacién de fitohormonas después del cultivo
vegetal para mejorar el enraizamiento resulta-
rian utiles en aplicaciones como la reforestacion
de poblaciones silvestres y para la plantacién de
especies comerciales para la industria del mezcal
(Correa-Hernandez et al., 2022).

b) El Biorreactor de Inmersion Temporal (BIT)
es un sistema cuyas camaras de cultivo vegetal
y de medio de cultivo estan unidas por la par-
te superior por medio de una manguera, la cual
sirve para trasportar el medio de cultivo entre
ellas y dejar expuestos los explantes al aire. El
BIT permite un control de la esterilidad por lar-
gos periodos de tiempo, aunque no cuentan con
un sistema de renovacién del medio de cultivo ni
ventilacién forzada y no cuentan con un puerto
externo para el CO, (Georgiev et al., 2014). En el
cultivo de kiwi se ha reportado que el uso del BIT
favorece la multiplicacién de hojas y brotes gra-
cias a la oxigenacion periddica que brinda este
biorreactor, aunque pueden presentar menor
eficiencia en los procesos de aclimatacién; estas
plantas se ha introduccién con éxito en Ixhuatlan
del Café, Veracruz, México, lo que demuestra el
potencial de las técnicas in vitro (Lopez-Paez et
al., 2025). También se ha utilizado este biorreac-
tor para el cultivo de gerberas con tiempos de
inmersién de 3 min cada 6 h'y 250 mL de medio
de cultivo (Mosqueda Frometa et al., 2017) y en
Stevia rebaudiana se han utilizado 250 mL de me-
dio de cultivo y tiempos de inmersién de 5 min
cada 0.5,0.75,1, 2,3 hy7 min (Phuc et al., 2017).
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Figura 1. Biorreactores de
frascos gemelos. a) De flujo

y reflujo y b) Biorreactor de
Inmersion Temporal. CC: camara
de cultivo, CM: cdmara de medio
de cultivo, F: filtro, E: entrada de
aire, S: salida de aire y TV: tejido
vegetal.

2.2 Biorreactores de un solo contenedor

Estos biorreactores presentan integradas la ca-
mara de cultivo vegetal y la de medio de cultivo
en un solo recipiente, donde la primera esta en
la parte superior y la segunda en la parte inferior.
El medio de cultivo puede moverse ya sea por
medio de soportes mediante un cilindro neuma-
tico o por el ingreso de aire a través de un tubo
y filtro (Mirzabe et al., 2022). Ejemplos de estos
biorreactores son el Recipiente Automatizado de
Inmersién Temporal (RITA), el termofotobiorre-
actor y el Biorreactor de Inmersién por Burbujas
(BIB), (Fig 2).

a) El RITA utiliza un recipiente de polipropileno
donde las plantas estan separadas por una malla
de la cdmara de medio de cultivo y por un puerto
central ingresa aire que mueve el medio de cul-
tivo hacia la parte superior del biorreactor, im-
pregnando los tejidos vegetales con el liquido. El
flujo de aire es suministrado por un compresor a
sobrepresion inferior de 0.2 bar y el flujo de aire
a través de cada recipiente debe ser controlado
(0.8 a 1 L/min) mediante una valvula para redu-
cir la velocidad de burbujeo cuando las plantas
estan sumergidas (Vitropic, 2018). El volumen de
medio de cultivo regularmente estd en el rango

de 100-300 mL (Mirzabe et al., 2022). Este biorre-
actor es facil de operar y brinda suficiente hu-
medad relativa al cultivo (Georgiev et al., 2014),
ademas de presentar la ventaja de reducir la in-
cidencia de hiperhidricidad en algunos cultivos
como el de pistacho (la hiperhidricidad es la acu-
mulacién de agua que provoca hinchazén de los
tejidos y se observa cuando se cultivan explantes
que estan en contacto permanente con el medio
de cultivo). En el pistacho, se han evaluado tiem-
pos de inmersién de 16 min cada 8, 12y 24 h con
200 mL de medio de cultivo y un fotoperiodo de
16 h bajo luz blanca fria (Akdemir et al., 2014). En
cultivo de papa se ha evaluado el tiempo de in-
mersion de 4 min cada 3 h con 750 mL de medio
de cultivo y se reporté el excelente potencial del
biorreactor para la produccién comercial de mi-
crotubérculos (yFigueroa et al., 2021). En plantas
de café con tiempos de inmersién de 3 min cada
6 h se report6 una produccién de embriones 1.65
veces mas rapida que el cultivo convencional
(Mwaniki, 2021). En el cultivo de Laelia speciosa se
reportd la produccién de flavonoides, polifenoles
y actividad antioxidante al someter las plantas a
una inmersion de un minuto cada 8 h (L6pez-Es-
camilla et al., 2024).
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Figura 2. Biorreactores
de un solo contenedor.
a) Recipiente
Automatizado

de Inmersion, b)
Termofotobiorreactor
y ¢) Biorreactor

de Inmersién por
Burbujas. CC: cdmara
de cultivo, CM: camara
de medio de cultivo,

F: filtro, E: entrada de
aire, S: salida de aire,
TV: tejido vegetal y PC:
puerto central.
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b) El termofotobiorrector contiene en su parte
inferior una doble pared que forma una camisa
de agua para controlar la temperatura y en la
parte superior una ldmpara de luz UV (Mirzabe et
al., 2022), fue disefiado para el cultivo de plantas
extremofilas y resulta de facil automatizacién,
sin embargo, su principal desventaja es su com-
pleja construccién y costo (Georgiev et al., 2014).
El suministro de aire se realiza con un compresor
y el volumen maximo del recipiente es de 1500
mL. Este biorreactor fue disefiado exclusivamen-
te para el cultivo de Deschampsia antdrctica, una
especie de pasto de la Antartida caracterizado
por su capacidad de autopolinizacién y ha sido
patentado en los Estados Unidos (Navarro et al.,
2013).

C) El BIB consta de un recipiente donde los explantes se encuentran en la
parte superior y el aire es ingresado por la parte inferior de la cdmara de
cultivo vegetal. Los explantes son sumergidos en espuma, la cual se origi-
na por aireamiento del medio de cultivo que contiene Tween 20 (Mirzabe
et al., 2022; Scheidt et al., 2009). En este biorreactor se suministra aire con
un compresor a baja presién (0.5 bar) y el volumen del medio de cultivo
depende del tamafio de las camaras de cultivo. En estos biorreactores, el
drenado y el detergente puede limitar el crecimiento de plantas sensibles.
En plantas del arbol de té se han utilizado 200 mL de medio de cultivo
con 1 gota de Tween 20 y luz blanca (32 pM m2 s), se ha observado la
ausencia de hiperhidricidad y excelentes resultados en la produccién de
biomasa: masa fresca total y brotes, asociados a un mayor espacio interno
del biorreactor (Scheidt et al., 2011). El biorreactor puede resultar prome-
tedor para produccién de especies ornamentales, permitiendo una buena
nutricién, luminosidad y homogeneizacion del aire y consecuentemente
una mejor productividad (Scheidt et al., 2009).

2.3 Biorreactores basados en el cambio de posicion

Estos biorreactores pueden contener uno o mas
recipientes y la inmersién de las plantas en el
medio de cultivo se logra gracias al movimiento
del recipiente por diversas fuerzas por lo que ya
no es necesario el uso de bombas y/o tuberias.
Entre estos biorreactores se encuentran el de ba-
lancin, BioMint y el de tambor giratorio (Fig 3).

a) El biorreactor en balancin utiliza dos recipientes rectangulares, en
cada uno de ellos estan los explantes y el medio de cultivo juntos y son
balanceados por medio de estantes inclinados (Mirzabe et al., 2022), esto
significa que la camara de cultivo vegetal y la de medio de cultivo compar-
ten el mismo espacio fisico. El medio de cultivo se desplaza lentamente,
por lo cual no necesitan conexiones ni bombas para recircularse. En estos
sistemas es necesario una inclinacién adecuada de la camara de cultivo

vegetal y el medio no puede ser renovado, su principal ventaja radica en

que se pueden colocar multiples cajas sin ne-
cesidad de un sistema de aireacion (Georgiev
et al., 2014). Un punto critico en estos biorreac-
tores es el volumen del medio de cultivo, dado
que un exceso o una mala inclinacion del reci-
piente puede evitar la intermitencia en la inmer-
sién. Frecuentemente se utilizan entre 50 y 100
mL de medio de cultivo (Mirzabe et al., 2022).
Los biorreactores en balancin se han usado en
el cultivo de avellana hibrida y se ha reportado
un buen enraizamiento de los explantes y una
mayor tasa de supervivencia durante la aclima-
tacién y el trasplante a campo (Nicholson et al.,
2020). En el cultivo de café se ha reportado un
eficiente proceso de multiplicacion por esquejes
y un buen enraizamiento de las plantas cuando
se usaron 50 mL de medio de cultivo con tiem-
pos de inmersién de 7 s cada 32 s (Valdés et al.,
2021). En el cultivo de Curcuma longa L. se han
reportado resultados satisfactorios cuando se
utilizan 200 mL de medio de cultivo, luces fluo-
rescentes blancas (30 pmol m2s”) y una rotacién
por minuto (El-Hawaz et al., 2015).

b) El biorreactor BioMint es parecido al de ba-
lancin; sin embargo, los recipientes son cilindri-
cos y los explantes estan separados del medio
de cultivo por una placa perforada que permite
el flujo del medio y la ventilacién forzada (Mirza-
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be et al., 2022). En este biorreactor los explantes pueden estar separados
de la cdmara de medio de cultivo completamente y se puede enriquecer
la cdmara de cultivo vegetal con CO2z (Georgiev et al., 2014). Estos biorre-
actores son de facil construccién y se puede disefiar con sistemas com-
plejos de plataformas accionadas por motores eléctricos o sustituirlos
por sistemas neumaticos (Sereda, 2024). El volumen de medio de cultivo
utilizado puede ir en rangos de 200 - 500 mL (Mirzabe et al., 2022). En el
cultivo de cafia de aztcar con 400 mL y un tiempo de inmersién de 4 min
cada hora se ha reportado un porcentaje de supervivencia, peso seco y
coeficiente de multiplicacién superior que cuando se utilizan otros volu-
menes de medio de cultivo (Daniels et al., 2018).

C) El biorreactor de tambor giratorio contiene el medio de cultivo y los
explantes en una botella, la cual contiene un soporte para las plantas y
es agitado por medio de un sistema de rodillos (Mirzabe et al., 2022). El
soporte puede ser de acero inoxidable o espuma de poliuretano vy tie-
ne la funcion de retener los explantes en cada giro, evitando el contacto
permanente con el medio de cultivo. Es un sistema simple, sin embargo,
requiere de un alto esfuerzo cortante y no tiene ventilacion forzada (Mir-
zabe et al., 2022). El volumen del medio de cultivo a utilizarse depende
del tipo de planta y del tamafio de la botella. Este tipo de biorreactor
se ha utilizado para el cultivo de microtdbulos de papa con un volumen
de medio de cultivo de 200 mL y una rotacién de 1 rpm y se observé el
incremento de tubérculos en comparacién con un sistema sin agitacién
(Akita y Ohta1998). En el cultivo de estevia se evaluaron volimenes de 25,
50y 100 mL de medio de cultivo y una velocidad de rotacion de los discos
de 1.5-4.0 x g y se observé que el crecimiento de las raices depende del
volumen y la densidad del indculo (Reis et al., 2011).

& VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS SIT

El desarrollo de la micropropagaciéon del medio semi sélido al medio li-
quido y su aplicacién en biorreactores ha contribuido a reducir algunas
problematicas relacionadas con los costos y fenémenos no deseados en el
cultivo de plantas. De acuerdo con Afreen (2008), las principales ventajas
de un SIT son: a) la reduccion de la hiperhidricidad, en comparacién con
la inmersion permanente que una planta tiene al someterse a un medio
liquido, b) el control en el crecimiento y el desarrollo de las plantas debido
a la modificacién de la frecuencia y duracién de la inmersién y c) el bajo
estrés mecanico en los tejidos vegetales debido a la ausencia de agitaciéon

0 aireacion. -
Figura 3. Biorreactores basados en el cambio de posicién. a) En balancin, b) BioMint y c) Tambor giratorio. CC: cdmara de ‘ “
cultivo, CM: cdmara de medio de cultivo, TV: tejido vegetal, M: motor, Ma: Malla y R: rodillo. Aunque los SIT pueden presentar ventajas sobre los cultivos liquidos y l
semi sélidos, estas dependen mas bien de tipo de planta, las condiciones |
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de operacién del SIT y la composiciéon quimica del medio de cultivo. Por
ejemplo: en el cultivo de A. potatorum en un biorreactor de flujo y reflujo,
la hiperhidricidad en medio semi sélido fue del 12%, mientras que en el
SIT fue del 58%; sin embargo, aumenté el nimero de brotes por explante
hasta casi cinco veces mas (Correa-Hernandez et al., 2022). En brotes pro-
liferados de pistacho se ha observado la ausencia de necrosis de la punta
del brote cuando son cultivados en el RITA en comparacion con los medios
semi sélidos, pero el enraizamiento fue mejor en medio semi sélido (Akde-
mir et al., 2014). Por otro lado, el cultivo de kiwi usando un BIT demostrd
mayor eficiencia en la multiplicaciéon de hojas y brotes, pero presenté el
menor porcentaje de aclimatacion (Lopez-Paez et al., 2025). Algunas des-
ventajas de los SIT se pueden evitar si se optimizan las condiciones de ope-
racion del biorreactor o se aplican tratamientos fitohormonales previo a la

aclimatacion.
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CONCLUSIONES

Los Sistemas de Inmersion Temporal representan una alternativa viable
para el cultivo de diversas plantas, mostrando un buen desempefio en
comparacion con los cultivos semi sélidos. En algunos casos se ha obser-
vado una mejora en la proliferacién de brotes, formacion de raices y su-
pervivencia en la aclimatacién, también se ha reportado una reduccién en
la hiperhidricidad en comparacién con las plantas que estan permanente-
mente sumergidas en un medio liquido y una reduccién de costos de mano
de obra debido a la automatizacién y la ausencia de agentes gelificantes
que encarecen el proceso.

Su uso a medianay gran escala también ha evidenciado su utilidad practica
ayudando a la propagacién y conservacién de plantas y se puede contribuir
con la reforestacion de ecosistemas alterados. Los Sistemas de Inmersién
Temporal presentan algunos desafios en cuanto a su disefio y escalamien-
to y generan oportunidades de investigacién para la optimizacién de los
parametros de operacion, aplicacion en diversas especies de plantas y su
integracién en procesos industriales.
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