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CULTIVOSIN VITRO: POTENCIAL
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= .~ . _ INVITRO?"

Elcultivo de tejidos vegetales es el cultivo aséptico de
células , tejidos , 0rganos Yy sus componentes bajo
condiciones fisicas y quimicas definidas in vitro.

Su principio fundamental es la totipotencialidad

Fotos: Semillero ITZAMNA

(Thorpe, 2007).



HISTORIA

Su desarrollo se remonta al siglo XX, con diversos eventos pioneros:
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Gottlieb Haberlandt , 1902 Philip R. White, 1934 e s e e e oA LTS
Biologia basica,
Planted por primera vez laidea Medio nutritivo que Los primeros agricultura,
de que una célula vegetal permitio el cultivos de tejido horticultura y
aislada podia desarrollarse vy crecimiento vegetal verdadero. silvicultura.
regenerar una planta Completa . sostenido de raices.

(Haberlandt, 1902; White, 1934; Gautheret & Nobécourt, 1941; Thorpe, 2007).



EN EL PRESENTE

El cultivo in vitro no solo es una herramienta esencial en la B [ =

+ 5 un o - +

‘Isino también una practica habitual en la agricultura moderna.
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APLICACIONES

(Digonzelli et al., 2005; Thorpe, 2007; Hussain et al., 2012).
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Aunque el cultivo In vitro es una herramienta
poderosa, " | . . .

A Baja eficiencia en especies recalcitrantes.
A Dependencia de protocolos especificos.

A Altos costos de infraestructura y operacion.
A Aclimatacion dificil.
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(Castillo, 2004; George et al., 2008; Hussain et al. , 2012; Suarez Padron, 2023). Fotos: Innovative Cold Rooms by International Coolers
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desafios mas frecuentes y limitantes.

A Explantes contaminados internamente
(endofitos).

A Material vegetal mal desinfectado
(superficial).

A Ambiente del laboratorio o manipulacion
humana.

(Herman, 1987; Leifert & Cassells, 2001; Alvarado - Capd et al., 2003; Digonzelli et al., 2005; Permadi et al., 2023). Foto: Paula Mufioz



TIPOS DE CONTAMINANTES

HONGOS FILAMENTOSOS

Reportan entre 10 y 35% segun
tipo de planta y técnica.

BACTERIAS

Reportan 20 - 55% incidencia
bacteriana.

LEVADURAS

Reportarn solo 5,88%.

A Aspergillus.

A Penicillium.
A Fusarium.
A Cladosporium.

Gram negativas Gram positivas
A Pseudomonas. A Bacillus.

A Agrobacterium. A Straphylococcus.
A Enterobacter.

A Candida.
A Rhodotorula.

A Cryptococcus

Fotos: J. Alexis Henao. (Leifert, C. & Woodward, 1997; Gonzalez, N. P., etal, 2003; Cardenas -Burgos, J. A., et al, 2019; Permadi, N., et al, 2023).



CONSECUENCIAS

Cuando hablamos de contaminacion microbiana no solo nos referimos
a una mancha en un frasco .

A Pérdida total de los cultivos.

A Retrasos en los procesos de multiplicacion.

A Costos adicionales por insumos y mano de
obra.

A Baja eficiencia en protocolos de
propagacion.

Foto: Paula Munoz

(Herman, 1987; Alvarado -Capd et al., 2003; Permadi et al., 2023; Digonzelli et al ., 2005).
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SE MANEJO?

\\

A lo largo de los anos se han desarrollado diversas estrategias para prevenir 0

controlar la contaminacion microbiana en cultivo IN VItro .

A Manejo de plantas madre.

A Adicién de antibidticos al medio de cultivo: Cefotaxima,
vancomicina, gentamicina, estreptomicina, entre otros.

A Termoterapia: Temperaturas altas y constantes.

A Crioterapia: Temperaturas bajas de aproximadamente

(Aly etal ., 2011; Azofeifa Bolafios et al ., 2019; El Banna et al

-196°C.

., 2021; Abdalla, 2022: Permadi

etal ., 2023).



Antecedentes

¢, Queé estudios se han realizado en contaminacion INn vitro de cafée?

Comunicacién Corta Blotecnologia vegetal Vol. 3, No. 2 111 - 113, abal - junio 2003

Efecto del carbendazim para el control de Colletotrichum sp.,

sapienineits el wsfeiechetonto: o vt de-callox taren Aungue se han utilizado fungicidas como carbendazim vy tratamientos de desinfeccion agresiva,
Mileidy Cruz Martin®, Mayra Acosta Suarez, Alina Capote, Michel Leiva y Yelenys Alvarado. "Autor para
estos métodos son ° ’ |

correspondencia.
Instituto de Biotecnologia de las Plantas. UCLV. Carretera a Camajuani km 5.5. Santa Clara, Villa Clara, Cuba. - " ° - LL] - - m J ’ N N + . N 1 o N - 5 N - N o 1
e-mail: meruz@ibp.uclv.edu.cu
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RESUMEN
Se identificd el género Colletotrichum como contaminantes frecuente en la formacion de callos de café a partir de
fragmentos de explantes foliares de plantas cultivadas en campo. La presencia de esle género como contaminante

en fragmentos de hojas de café utilizadas para la formacién de callos implicé al explante inicial como posible fuente Ve
de contaminacién, Se evalué, ademds, el efecto del carbendazim para su control a partir de la determinacién de su (C rU Z = M artl n et a.I .y 2003) .
Minima Concentracién Inhibitoria (MCl) en medio de cultivo PDA por el método de dilucién en agar. El aislado CCIBP

Co-1 utilizado para la determinacién de la susceptibilidad fue controlado a una concentracion de 1.0 mg.l” del
carbendazim.

Procesos biotecnoldgicos In Vitro para la formacion de callos a partir de
tejidos foliares de cafeto (Coffea arabica L.)

> Se encontro que el tratamiento con 25% de hipoclorito de calcio durante 10 minutos
fue el mas eficaz, reduciendo la contaminacion hasta un 37,6 %, y mejorando el

establecimiento del cultivo INn vitro.

Autores

Editor

(Diaz- Roa et al. , 2019).
Agrociencia

FIELD PHYTOPROTECTION OF Coffea arabica MOTHER PLANTS,
DISINFECTION AND CALLOGENESIS INDUCTION

Jost Geegorso Joya-Divila®, Benigno Ruiz-Sesma’, Caslos Alberto Lecona-Guzain', Nancy Ruiz-Law’,
Victor Manusel Ruiz-Valdiviezo®, Reyma Isabel Rojas-Martinez, Federico Anton

sutiérrez Miceli'

Txtla Gutiérrez. Carresers
9050

Demostré6 que aplicar extracto de jengibre directamente a plantas
madre de café en campo redujo el 100 % de la contaminacion
fungica vy el 90 % de la bacteriana antes del establecimiento in
vitro.

et (Joya - Davila etal., 2023).

allogenesis.

Keywoeds: kocal genotypes, in st cultiuse, phenology.




Antecedentes

Efectos antimicrobianos que evidencian algunos extractos utilizados en el estudio
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Untargeted Phytochemical Profiling, Antioxidant,
and Antimicrobial Activities of a Tunisian
Capsicum annuum Cultivar

Yo G Mt a2 Simon Vi Lac 1, Jouds D, Koty ki sk, E 5 : C ap S i C u m an n u u m

Laborstory of Elctrochemmtry and Envisonment, Natioeal School of Engeserss of Stax,
Usivensity of Stax-Tusinia, B.P “1173°
adasbidiSpmul com () A )
Faculty of Scences and Techmokogy of SdiBousid, University of Kairowen, Campus Univensity Agricultural
City, Sadh Thouazied 9100, Tuminds. 1o hadeSipmail com

Laboratory of [ant-Soll-Envisonment Interactions, LR21ES0Y, Facslty of Schences of Tunis,

e P e e e A Un extracto de semilla de C. annuum mostré inhibicion frente a bacterias y

Dvpartment of Fharmacognosy and Ihytocherapy. Grigone T. Popa University of Medicine and Iharmacy
0115 kas, Romanks

Dypaetiment of Chesmintry of Natural Products, Medical Univessity of Lublin, 20090 Lublin, Poland
1aboratory of Medinut and Emironmantal Chemiery, High tnatstate of Broschnology of Séax,
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Sax M0, Turviria, groge Mg mal com (VG ),

Abstract: Peppers ane among the spices possessing a wide plethoea of bialogical properties due to
their excellent supply of health-related metabolites. Capsicum anmumm L (Solanaceae) is cultivated
throughout Tunksia, and there is a shortage of infarmation on the identification of the secoodary
metabolites in the sceds of this species as well as ca their biological activitkes. In the present work,
we intendad to undertake a chemical characterizaton of the bioactive compounds from the hydeo-

Uiniveryity of Sax, Stax MO8, Tunisks; sk socarilivess ta -

Higher Institune of Btechnology of Stax. University of Stax, DF “11757, Stax 3038, Turesia

Commpondence: abalicka@ipharmacogrony.ceg (K. S-W.); mohamed howsrirtisbe wd tn (M B)
* Thew suthors contributed equally to this work.
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methanolic seod exteact Of C. ammuum 25 well as an evaluation of its broad spectrum of antimicroblal
] ]

AR VRN and anthonidant activities. The chemical profile wis evaluated by RESHPLC-DAD-QTOF-MS/MS,
won o+ st Copoem et the totalshenot and Ravonoid consent, antionidant, and astimicrobial activitio were deicr- ( : a S al ( : I n a e n re 0 ro S
s Cobivar M 3833, 35 Timed B in vitro assays. I this work, 45 compounds belanging 80 varkons phytichensical classes, y

W4 N/ / dokong/ 330 such as anganic acids (2), phemalic compotssds (§ phenolic acids and 5 flavencids), capsascinoids (3)
e A Ve capsianosidies (5), fasty acids (13), amino acids (1), sphimgolipids (100, and steroids (2) were identified
in the hydro-methanolic seed extract of C. anmwm. The phenolic and flavonold content (1937 mg.
GAE/g DW and 25.1 mg QE/g DW, respectively) of the C. amiuum extract correlated with the high
Kecennd. 28 Jaby 328 antiradical activity (ICsg = 45,0 seg/mlL), reducing power (ECs = 61.3 ug/mlL) and chelating power
Reviied: 20 Angesa 2023 (ICso  79.0 yg/ml) activities. The hydeo-methanolic seed extract showed an important antimicroblal -
Acwphek X3 Mgyt 208 activity against seven bacterial and four fangal strains. In {act, the inhibition zoews (173) for bacteris (G rOJJ a et al 2023)
bk W Appi e rarged from 9.00 4+ 1.00 mm 10 12.00 £ 0.00 mm; for fungs, the 125 ranged from 1266 4 0.57 mm b "
> 13.66
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Citrus Peel Extracts: Effective Inhibitors of Heterocyclic Amines
and Advanced Glycation End Products in Grilled Pork

Meat Patties

YangXu ', Guangys Li !, Lan Mo |, Maiquan Li 'O, Jie Luo ', Qingwu Shea ' and Wei Quan '3

L} - - L]
(]
Collioge of Food Sciende ard Tochnology, Hunim A gricudsssal Ussverdty, Changshs 110124 Ching,
y ooy 200 1SNy v coen (QS)
State Key Laboratiey of Food Scamoe and Technobogy, fiamgnan University, Wend 214122, China u

Comospondence: ma,_quan@ihunsuedu o, Tel / Fac +586.530 59019068

T Absteact In the parsent study, citrus pocls wem extracted using various conventiceal and docp
eutectic sobvents (DESs). Compared 1o other citrus peel extracts, the DES extract based on cholire
chioride showed notably higher total phenolic and flavomold consent levels, along with superior
antioxidans activity, among these extracts. Consequently, this study aimed to farther investigase - Ve ’ - - - - -
the inhibitory effects of the choline chloride based DES extract on the productson of both free and
En estudios de cascara de citricos, extractos ricos en flavonoides (hesperidina
patties. The results indicated that the addition of choline chlonde-based DES extracts, particularly , ,
the chaline chioride-carbasnide based DES extract, can effectively reduce the exidation of lipids and
proteins by quenching free radicals. This approach proves (o be the most efficient In meducing the
formation of both HAs and AGE, keading to a significant mduction of 19.1-683% and 11.5-66.5%

S T e i sinensetina) han mostrado fuerte actividad antioxidante y capacidad de

flavonoids (MMFs) including hesperidin, tsosinersetin, stnensetin, tetramethox yflavoee, tangenetin,
and hexamethonyflavone, which inferring that these compounds may be the maén active ingredients
pomsible for the dant activity and knhib efiects on the formation of HAs and AGEs

. . . - . - .
- : oty : 5 :‘:. Further smoacarch ts reeded to exploms the inhibitory ¢ focts and mechantsma of PMT with diffonent

TR QI W ORIy enical structumes cn the formation of HAs and AGEs

Tawac Liloctve nbiton of

Hiemrocydir Avares 2 Advasced

Keywords: citrs peel: polymetharylated flav onokds: heterocy clic amines: advanced ghycaion end
products; pork meat patties

Ciycaton nd Product o Crifed
Pork Meat Pamen. Fonde 330, 10,114
e/ /i ) 30,500
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Acadens Tdaoe Fosh Ov 1. Introduction

Koot ¢ Docstedet 22 Inhibiting the formation of 3 sevies of harmful compounds during high-dempe ratuse

Yov ot 11 Bocemder 2021 food processing has become a significant topic within the field of food safety research [1-3) X u e I al 2 0 2 3
Acopni 27 Decembes 2023 Whike high-temperature processing can enhance the flavos, color, and sexture of food, it can [N} .

Tebinted 23 Ovarmber 203 also result in adverse consequences, particularly the formation of harmful compounds hike
. - " 24 g X




y Una alternativa sostenible:

Aislamiento, caracterizacion y
bioprospeccion de contaminantes
microbianos de plantulas cultivadas en

condiciones In VItro

ODbjetivos

I =
A General A. . 1 T
Evaluar la microbiota Describir la morfologia Evaluar extractos vegetales
presente en material macroscopica y microscopica de la con actividad antimicrobiana,
vegetal contaminado en microbiota epifita aislada de como estrategia para el
condiciones in Vvitro. material vegetal contaminado en control de contaminantes In

condiciones in vitro. Vitro.



01

eduscientia

Cultivo contaminado.

Foto: J. Alexis Henao (Lopardo, 2016).



Observacion de caracteristicas Tincion de Andlisis microscopico.
macroscopicas. microorganismos.

Foto: Oscar de paz, 2010 (Brenner etal ., 2005).



Prueba de sensibilidad
antimicrobiana

Seleccion de 8
especies

Imagenes tomadas de: Google images

E1l: Manzanilla

Chamaemelum nobile

E5: Pimenton

Capsicum annuum
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E2: Cola de caballo E3: Ojo de poeta

Equisetum arvense Thunbergia alata

E6: Helecho E7: Boconia

Pteridium aquilinum Bocconia frutescens

E4: Jengibre

Zingiber officinale

#-4
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E8: Naranja

Citrus sinensis

(Bernal & Guzman, 1984; Murray etal., 2017).



Para cada tratamiento
se realizaron tres
repeticiones y la unidad
experimental fue cada
caja de Petri.

8 extractos etandlicos Seleccion de dos levaduras
de origen vegetal. Yy nueve bacterias.

(Bernal & Guzman, 1984; Murray etal., 2017).




Tras la siembra, se colocaron
los sensidiscos impregnados
con los extractos vegetales.

1

03 Prueba de sensibilidad antimicrobiana

Cada sensidisco fue

impregnadocon s | de_
extracto vegetal etanolico CLSI
(2023). Las cajas se inocularon con
s I 1 de cada uno de los
B microorganismos.
et
_— oo

Se midieron los halos de
L 2 inhibicidn para cada extracto.

( Balouiri, 2016; Diaz - Roa et al., 2019; Rodriguez et al ., 2020; Permadi, N., et al ., 2023).




Microscopia electronica de barrido Scanning Electron Microscope - SEM
Evaluaciones realizadas a tres microorganimos que tuvieron inhibicidn con todos los
extractos.



- . A ‘ A Factor de tratamiento: Tipo de
" extracto vegetal (8 niveles).
A Repeticiones: 3 repeticiones por
- 'i' ‘ ‘ S/ tratamieqto.
A Variable respuesta: Diametro del
halo de inhibicion (cm).

(Friedman, 1937).



A Anova unifactorial para evidenciar
diferencias entre los extractos en

V- iz il relacion al radio del halo en cm.

7

A Paquete ggplot2 para las gréficas.

Analisis de datos con el software
Rstudio.

ggplot2: Autor Wilkinson, 2005.



RESULTADOS

1. Aislamiento de microorganismos

De la siembra en medios de cultivo se obtuvo un total de 51
aislamientos de microorganismos  contaminantes, entre los gque se
cuentan un total de:

A 36 bacterias A 12mohos A 3 levaduras




RESULTADOS
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Fig. 1 : M4G4. A: Cultivo in vitro ; B: Colonia aislada en agar nutritivo; C: Bacteria gram Fig. 2: M2G8. A: Cultivo in vitro ; B: Colonia aislada en agar PDA. C: Levadura.
positiva.

Fig. 3: M3L3. A: Cultivo in vitro; B: Hongo aislado en agar PDA; C: Tincién de azul de Fig. 4: M1L4. A: Cultivo in vitro; B: Colonia aislado agar PDA; C: Bacilos gram positivos.
lactofenol.



RESULTADOS

X o (ot - (o T B ] ot ‘ -
- ) B, T
Color : Forma : Borde :
A Blanco A Circular A Entero
A Blanco hueso A Puntiforme A Crenado
A Amarillo
A Amarillo cremoso ., T B Wi i AN
A Naranja A Elevada @d&‘»ﬂ&’f{
A Plana | o ISR W
A Convexa \ *’%"}(ﬁ/ 3
A Pulvinada N o

Gram (-): 27 Gram (+):9
100x



Resultados

Fig. 5. Bacterias aisladas de plantas In vitro contaminadas.




Resultados

Fig. 6. Hongos aislados de plantas In vitro contaminadas.




Resultados

Fig. 7. Levaduras aisladas de plantas In vitro contaminadas.




3. Prueba de sensibilidad antimicrobiana

Fig. 8. Prueba de sensibilidad antimicrobiana.
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