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RESUMEN

En 1983, Harris y Mason describieron un sistema de maquinas basculantes al
que denominaron “auxophyton”. A partir del trabajo de estos autores, se han
desarrollado una amplia gama de sistemas semi-automatizados, que cumplen
con unainmersioén constante, transferencia ideal de oxigeno, cambios frecuentes
del medio de cultivo, reduccion del riesgo de contaminacion y minimizacion de
los costos de produccién, a los cuales se los denomina sistemas de inmersion
temporal (SIT), generados como respuesta frente a los problemas de los
métodos convencionales de cultivo in vitro. Sin embargo, a pesar de que los SITs
desarrollados hasta la fecha han permitido solucionar varios de estos problemas,
cada uno posee desventajas que hacen necesario el desarrollo de un SIT que
permita mejorar los resultados, a fin de obtener plantas de calidad. Asi, en el
presente estudio se analiza y compara la multiplicacion axilar de Nicotiana
tabacum, una especie vegetal modelo del cultivo in vitro, en un nuevo sistema
de inmersién temporal, frente al cultivo en medio semisélido. Los tratamientos
comprenden a un sistema de inmersion temporal con medio basal MS, otro con
medio basal MS suministrado con 6-N-Bencilaminopurina (6-BAP, 2 mg/L) y
Acido 1-naftalenacético (ANA, 0,2 mg/L) y los sistemas semisolidos, que incluyen
medio basal MS y otro, con medio basal MS suministrado con 6-BAP (2 mg/L) y
ANA (0,2mg/L). Los resultados demostraron que existen diferencias
significativas entre los resultados obtenidos en los sistemas de inmersion
temporal frente a los medios semisélidos, tanto para los medios basales sin
fitohormonas, como para los medios basales con fitohormonas, demostrando
gue el sistema desarrollado permite la obtencidon de mejores resultados que en
los medios semisélidos, tanto en el numero de brotes (14+1,05 brotes), nUmero
de hojas (10%£0,82 hojas), longitud de las hojas (1,94+0,23 cm) y tasa de
multiplicacion (0,81+0,06 brotes/dia). Por tanto, este estudio representa un punto

de partida para la evaluacion y optimizacion de este sistema a futuro.



ABSTRACT

In 1983, Harris and Mason described a tilting machines system, that they called
"auxophyton”. From the work of these authors, a wide range of semi-automated
systems have been developed, which comply with a constant immersion, ideal
oxygen transfer, frequent culture medium changes, contamination risk reduction
and production costs minimization, which are called temporary immersion
systems (TIS), generated in response to the problems of in vitro culture
conventional methods. However, despite the fact that the TISs developed to date
have allowed to solve several of these problems, each one has disadvantages
that make it necessary to develop a TIS that allows to improve results, in order to
obtain quality plants. Thus, in this study we analyze and compare Nicotiana
tabacum axillary multiplication, an in vitro culture plant species model, in a new
temporary immersion system, compared to semi-solid medium culture.
Treatments include a temporary immersion system with MS basal medium,
another with MS basal medium supplied with 6-Benzylaminopurine (6-BAP, 2 mg
/ L) and 1-Naphthaleneacetic acid (NAA, 0.2 mg / L) and semisolid systems,
which include basal MS medium and another, with MS basal medium supplied
with 6-BAP (2 mg / L) and NAA (0.2mg / L). The results showed that there are
significant differences between the results obtained in the TIS versus the semi-
solid medium, both for the basal media without phytohormones, and for the basal
media with phytohormones. Demonstrating that the system developed allows
obtaining better results that in semi-solid medium, both in the shoots number (14
+ 1,05 shoots), leaves number (10 £ 0,82 leaves), leaves length (1,94 + 0,23 cm)
and multiplication rate (0.81 = 0.06 shoots / day). Therefore, this study represents

a starting point for the evaluation and optimization of this system in the future.
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1. Capitulo I. Introduccién
1.1. Antecedentes

La micropropagacion vegetal es un proceso integrado en el que se aislan células,
tejidos u d6rganos vegetales, esterilizando su superficie o no, e incubandolos
asépticamente a fin de promover el crecimiento para la produccion masiva de
clones de plantas (Altman & Loberant, 2003). Las técnicas de clonacion de
células vegetales aisladas in vitro, demostré que las células somaticas, bajo
condiciones determinadas, pueden dar lugar a una planta entera. Este potencial
es denominado totipotencia celular, el cual consiste en que las células o tejidos
son capaces de formar todos los tipos de células y regenerar individuos, principio

aprovechado para el cultivo de tejidos (Kumar & Reddy, 2011).

El cultivo in vitro, concepto introducido por Guttenberg (1943), es una de las
herramientas clave de la biotecnologia vegetal, ya que explota la totipotencia
vegetal. Fue demostrado por primera vez, inequivocamente, por Steward et al.
(1958). Asi, el cultivo vegetal es denominado alternativamente como cultivo de
células, tejidos y 6rganos mediante condiciones in vitro (Debergh & Read, 1991).
Este puede ser empleado en la propagacion masiva de clones libres de
enfermedades y para la conservacion del acervo genético. Actualmente, la
industria aplica extensamente el enfoque de propagacién para la produccion
masiva de variedades élite, dando como resultado, la inclusion de cientos de
laboratorios destinados al cultivo de tejidos vegetales a nivel mundial,
especialmente en paises en vias de desarrollo, gracias al abaratamiento de los
costos de trabajo (Kumar & Reddy, 2011).

Los cultivos de tejidos diferenciados (embriones, raices transformadas, entre
otros), desarrollados a gran escala, se podian realizar al cultivar los tejidos in
vitro en medios liquidos, en condiciones ambientales controladas, empleando
sistemas de biorreactores. El objetivo principal de este enfoque es lograr una

produccion econdémicamente viable de grandes cantidades de biomasa vegetal,



lista para su directa aplicacién o para un posterior aislamiento de productos de

interés (Georgiev, Schumann, Pavlov & Bley, 2014).

En 1983, Harris & Mason describieron el disefio de un sistema de méaquinas
basculantes llamado auxophyton, empleadas para lograr la inmersion temporal
del material vegetal, mediante la combinacién de aireacion y el cultivo con medio
liguido. Basandose en que (Steward et al.,1952) habian observado que los
explantes de raiz de zanahoria, cultivados en medio liquido no crecieron
rapidamente, dedujeron gue esto estaba relacionado a la carencia de oxigeno.
El auxophyton daba la vuelta a recipientes de cultivo en una rueda, lo cual

permitia alternar entre periodos de aireacion y sumersion de los explantes.

A partir de la publicacion realizada por Harris & Mason (1983) se han
desarrollado varios Sistemas de Inmersién Temporal (SITs), que varian en sus

caracteristicas de disefio y especificaciones:

Tisserat & Vandercook (1985) disefiaron al sistema Automatizado de Cultivo de
Plantas (APCS) que incluia una camara de cultivo suspendida, la cual era
drenada constantemente y posteriormente rellenada con medio de cultivo fresco,

proporcionando un método para el cultivo in vitro a largo plazo.

Aitken-Christie & Jones (1987) y Aitken-Christie & Davies (1998)disefiaron un
sistema semiautomatico de envases de policarbonato, en el que se empleaba el
cultivo de agar, mediante la adicion y evacuacion automatica del medio de cultivo

mediante bombas al vacio.

Simonton, Robacker, & Krueger (1991) un sistema donde el material vegetal esta
suspendido en una base de polipropileno, a la cual se bombeaba medio liquido,
accion controlada por computadora, junto con la regulacion del nivel de

profundidad por recipiente, ciclos horarios, entre otros.



El sistema Récipient Inmersion Temporaire Automatique (RITA) desarrollado por
Teisson & Alvard (1995) comprende un Unico recipiente de polipropileno, sellado
con dos compartimentos separados por una bandeja porosa ubicada en el
centro. El compartimento superior actia como camara de cultivo, a la cual es

bombeada por aire a presion, el medio de cultivo ubicado en la camara inferior.

El sistema de frascos gemelos o Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT),
disefiado por Escalona et al. (1998)comprende dos envases interconectados.
Uno de los envases actla como camara de cultivo al cual se bombea, mediante

aire presurizado, el medio de cultivo ubicado en el otro envase.

Navarro et al. (2013) disefiaron el Thermo-foto-biorreactor SIT, el cual consiste
de dos recipientes de cristal conectados por tubos de acero inoxidable. El
recipiente superior actia como camara de cultivo, equipada con una chaqueta
de agua para el control de la temperatura, junto con una fuente de luz ultravioleta.
Por otro lado, el compartimento inferior actia como el tanque de almacenamiento

para el medio de cultivo.

El sistema Ebb-and-Flow con flujo convectivo tubular saturado, disefiado por
Cuello & C Yue (2008) consta de un sistema hibrido, que comprende una fase
de columna de burbujas en los dias posteriores a la inoculacion y después, actla

como un sistema de frascos gemelos.

El biorreactor de Inmersion por Burbujas o Biorreator de Imersdo por Bolhas
(BIB) disefiado por Scheidt et al. (2011) consta de una estructura cilindrica
dividida transversalmente por compartimentos microporosos, los cuales sitlan a
la cAmara de cultivo en la parte superior. El medio de cultivo se encuentra en el
compartimento inferior, y el mismo se encuentra equipado con detergente,

haciendo que el medio suba hacia la camara de cultivo en forma de espuma.

Los sistemas de balancin emplean plataformas mecénicas a fin de inclinar las

placas de cultivo en un angulo determinado, de tal forma de que el medio pueda



ser distribuido desde un punto del envase del cultivo al otro. Algunos de los
sistemas han sido descritos por Adelberg & Toler (2004); Kamarainen-
Karppinen, Virtanen, Rokka & Pirttila (2010); Uchendu, Paliyath, Brown & Saxena
(2011).

El sistema giratorio de tambor desarrollado por Akita & Ohta (1998) comprende
un sistema de rodillos junto con una botella de vidrio, en la cual se encuentra una
colchoneta de poliuretano, la cual permite la sumersién y aireacion de los

explantes en la medida en la que estos giran por los rodillos.

Finalmente, los SITs desechables y de bajo costo se disefiaron con la finalidad
de reducir los costos de inversion destinados al equipamiento, por lo que
generalmente se los fabrica con elementos plasticos desechables. Algunas
variantes son: Biorreactores RALM, el sistema SETIS, el sistema PLANTIMA,

entre otros (Georgiev et al., 2014).

Por otro lado, sabemos que los avances en biotecnologia vegetal han generado
un gran impacto en el area de cultivo in vitro, manipulacién genética, entre otros.
(Basra, 1994; Chopra & Malik, 2000; Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat,
2004; Ghosh, 1999; Soh & Bhojwani, 1999) cabe recalcar que la gran mayoria
de descubrimientos en el campo vegetal a diferentes niveles se han generado a
partir de la realizaciébn de ensayos llevados a cabo en plantas de Nicotiana
tabacum, razén por la cual esta especie se ha convertido en el sistema modelo
mas empleado en el campo de la biotecnologia vegetal (Basra, 1994; Sharp,

Evans, Ammirato & Yamada, 1984).

El trabajo con tabaco se ha realizado gracias a su plasticidad genética, facilidad
de regenerar clones rapidamente e informacion disponible, por lo que se ha
vuelto la especie vegetal mas empleada para estudios en: cultivo in vitro, cultivo
de polen y anteras, variacidon genética y seleccion de mutantes, aislamiento,

cultivo y fusion de protoplastos, biotransformacion y produccion de metabolitos



secundarios, transgénesis y Molecular Farming (Ganapathi, Suprasanna, Rao &
Bapat, 2004).

1.2. Planteamiento del problema

El cultivo in vitro de células vegetales, llamado también como micropropagacion
vegetal, es realizado generalmente en medios con agentes gelificantes. A pesar
de su continuo uso, poseen algunos inconvenientes como: condiciones de cultivo
heterogéneas, ya que el explante no se encuentra completamente en contacto
con el medio nutriente y es necesario realizar subcultivo cada determinado
tiempo ya que se agotan los nutrientes del medio. Por lo que, el proceso de
micropropagacion es intensivo en mano de obra, lo cual aumenta los costos de
produccion de las plantas producidas in vitro, ademas, de que existe mayor
probabilidad de error en la manipulacion de las plantas ocasionando pérdidas en

la produccién (Robert et al., 2006).

Para la optimizacion del proceso y que se halle disponible para la mayoria de
especies vegetales, se han desarrollado métodos sencillos y baratos de
micropropagacion que puedan disminuir la cantidad de trabajo y costos de
produccion, entre ellos se destaca la utilizacion de medios liquidos (Gross &
Levin, 1998). Los medios liquidos han logrado tener un mejor rendimiento ya
gue, segun Murashige & Skoog, (1962), se concluy6 que el crecimiento puede
ser limitado por la cantidad de agua en la formulacion de sales basales. De igual
manera en el estudio Adelberg (2016), se confirmé aquella afirmaciéon y
concluyeron gue la limitacion de agua puede ocasionar que los nutrientes ya no
estén disponibles, lo cual se soluciona con los medios liquidos ya que la
disponibilidad de agua es mayor que en medios semi-solidos.

Los medios liquidos permiten métodos innovadores en la automatizacion de
micropropagacion vegetal (Adelberg, 2004). Entre ellos, se destaca los sistemas
de inmersién temporal (SIT), los cuales han sido disefiados para incrementar el
crecimiento vigoroso de plantas al tiempo que aumentan la eficiencia del trabajo

y el espacio de laboratorio (Etienne & Berthouly, 2002).



Los SIT que han sido ampliamente utilizados son el Recipiente de Inmersion
Temporal Automatizado (RITA), el sistema de inmersién temporal de frascos
gemelos (BIT), sistema flujo y reflujo, BioMint, tambor giratorio, RALM, SETIS,
PLANTIMA, PLANTFORM, WAVE, entre otros. A pesar de que brindan varias
ventajas, poseen distintos inconvenientes que aun deben ser solucionados,
como la incapacidad de renovacion del medio y no son aptos para ventilacion y
enriquecimiento de CO2 como es en el caso del RITA y BIT. Por otro lado, en el
sistema flujo y reflujo y BIOMINT requieren de mayor espacio en la caAmara de
incubacién por su estructura compleja. En el caso del tambor giratorio, no hay
la completa separacion de los explantes con el medio, no hay control sobre los
tiempos de inmersion, no existe renovacion del medio y ocupa gran cantidad de
espacio. Cabe resaltar, que el sistema WAVE posee un monitoreo totalmente
automatizado y preciso de pH, de oxigeno disuelto, CO: y temperatura,
ocasionando la necesidad de mas SIT con dispositivos encargados del control y

monitoreo de los parametros del medio de cultivo (Georgiev et al., 2014).

Pese a que existen estudios en distintos paises sobre los beneficios de los SIT
en la micropropagacion de varias especies vegetales de importancia econémica
como Coffea arabica, Saccharum officinarum, entre otros; Ecuador no ha
propuesto o desarrollado nuevos prototipos de sistemas de inmersién, los cuales
puedan ser competitivos con los disefios actualmente distribuidos
comercialmente, mas bien, el enfoque se ha dirigido en la automatizacion de
SITs ya existentes como el BIT (Azua, 2017) y el RITA (Almachi, 2015).

1.3. Justificacion

Es necesario el desarrollo e innovacion de nuevos sistemas que sean eficientes
y durables para solventar problemas, optimizar la produccion y mejorar la calidad

de las plantas, cuestion que los anteriores sistemas no proporcionan.

Es asi que, el presente trabajo busca resolver varias de las probleméaticas
establecidas anteriormente. Como punto de partida, se establece modificar el
principio que rige los procesos de inmersion y desecacion. Se propone la



utilizacién de una rampa gue sumergira a los explantes en el medio, contrario al
enfoque establecido en los SITs actuales, lo cual podria reducir los indices de
hiperhidricidad, oxidacién de los explantes y pérdida de biomasa (Etienne &
Berthouly, 2002).

El empleo de un solo contenedor principal reducira el nimero de recipientes
empleados, de tal forma, se reducira costos, espacio y reducira el material
necesario para el desarrollo y empleo del sistema. Ademas, su simplicidad
estructural permitird una apertura y cierre facil, que agilizara la introduccion del
material vegetal. El volumen podréa ser variado de acuerdo a lo que se necesite
y serd ligero para ser esterilizado por autoclave y pueda ser transportado desde
la cAmara de flujo hasta la sala de cultivo.

Cabe destacar que la automatizacion del SIT propuesto lograra la reduccién de
costos de mano de obra y un mejor rendimiento. En la micropropagacion in vitro,
la automatizacion del proceso es un factor clave para obtener una cantidad
masiva de plantas, ya que, de acuerdo a la especie vegetal, se pueden
programar los tiempos de inmersion y de emersion en el medio nutriente, asi de
esta manera, se proporcionara un entorno 6ptimo, mejor distribucién de los
nutrientes y mejor transferencia de gases, al mismo tiempo que habrd menor
estrés mecanico y preservara la integridad morfologica de las plantulas

desarrolladas in vitro (Georgiev, Schumann, Pavlov & Bley, 2014).

Ademds, se ha reportado la efectividad de los SITs en diferentes etapas de
desarrollo vegetal. En el estudio de Escalona et al. (1999) emplearon SITs para
la micropropagacion de Ananas comosus L. Merr, como resultado obtuvieron un
incremento de la tasa de multiplicacion y del peso fresco y seco después de 42
dias, en contraste con los métodos convencionales. En Arencibia et al. (2013),
por otro lado, realizaron la micropropagacion de Vaccinium corymbosum L.
usando BIT, obteniendo como resultado que las plantulas desarrolladas en el
mismo mostraron altas tasas de crecimiento y de adaptabilidad que aquellas

cultivadas en medios semi-sélidos.



Finalmente, el prototipo podra ser empleado para todas las etapas del proceso
de micropropagacion y, de esta manera, obteniendo mejores rendimientos en

comparacion con los métodos convencionales de micropropagacion.
1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Desarrollar un prototipo funcional y semi-automatizado de un Sistema de
Inmersion Temporal que permita la micropropagacion masal de especies

vegetales.

1.4.2. Objetivos especificos

e Diseflar un Sistema de Inmersibn Temporal destinado a la
micropropagacion masal de especies vegetales.

e Controlar y semi-automatizar el proceso mediante el empleo de
componentes electrénicos y mecanicos.

e Validar la funcionalidad del disefio mediante el empleo de un modelo de

micropropagacion vegetal.



2. Capitulo Il. Marco teorico

2.1  Utilizacion de modelos vegetales en el desarrollo de la biotecnologia

vegetal

Los avances en la biotecnologia vegetal han generado un impacto significativo
en el area del cultivo in vitro, manipulacién genética y nuevos enfoques en la
biologia vegetal experimental (Basra, 1994; Chopra & Malik, 2000; Ganapathi,
Suprasanna, Rao & Bapat, 2004; Ghosh, 1999; Soh & Bhojwani, 1999). En las
décadas pasadas, el cultivo de tejido vegetal ha sido sometido a un constante
desarrollo, generando conocimiento acerca de la totipotencia, diferenciacion,

nutricion y division celular, metabolismo, radiobiologia, entre otros.

Mientras que los sistemas microbioldgicos han sido utilizados para la produccion
de antibiéticos y otros compuestos Utiles, se ha vuelto posible la utilizacién del
cultivo de tejido vegetal para la produccion de una gran variedad de compuestos
biol6gicamente activos, como alcaloides, esteroides, vitaminas, entre otros.
Otros enfoques mas sofisticados del tejido de cultivos incluyen la seleccion in
vitro, fusion de protoplastos e ingenieria genética en plantas, que han
demostrado tener un gran potencial de aplicaciébn para el mejoramiento de

cultivos agricolas (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

La gran mayoria de los descubrimientos en el campo vegetal a nivel celular,
cultivo de tejidos y biologia molecular, se han originado a partir de la
experimentacion en plantas modelo, las cuales son especies que han sido
ampliamente estudiadas y seleccionadas por su facilidad de investigar procesos
biol6gicos relevantes que pueden ser aplicables a otras especies vegetales.
Entre algunos ejemplos se destacan Arabidopsis thaliana, la cual ha sido el
principal modelo vegetal en las Ultimas tres décadas y ha permitido grandes
avances en la comprension sobre el desarrollo vegetal como la sefializacion, las
fitohormonas, la defensa contra patégenos, resistencia contra enfermedades y
la respuesta contra el estrés abiotico; Solanum lycopersicum, es una planta
solanacea que ha sido utilizada para el estudio del desarrollo de la fruta,
crecimiento de la planta, desarrollo de hojas compuestas y resistencia a

enfermedades; Oryza sativa, ha sido usado para el estudio de pastos por ser un
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cultivo de importancia comercial, por poseer un genoma manejable y por su
tamafio pequefio; Antirrhinum majus, ha permitido elucidar las bases
moleculares de la identidad de los 6rganos florales, ademas ha ayudado en el
estudio de la base del aroma, pigmentacion y asimetria floral y Medicago
truncatula, que ha sido utilizada para el estudio de la fijacion de nitrégeno
(Ammirato, Evans, Sharp & Yamada, 1984; Basra, 1994; Chang et al., 2016).

Si bien las plantas modelo mencionadas anteriormente han sido escogidas por
razones practicas, como facilidad de cultivo, tamafio pequefio, corto tiempo
generacional y facil manipulaciébn genética, ahora, gracias a las nuevas
herramientas genéticas como ARNi, CRISPR/Cas9 y entre otras, permiten
incrementar el campo existente de especies vegetales modelo en base a
distintas consideraciones como relaciones filogéneticas (Chang et al., 2016).
Como resultado, el tabaco se ha vuelto un nuevo sistema de modelo en la
biotecnologia vegetal. Esta planta ha demostrado ser extremadamente versatil
para todos los aspectos de investigacion a nivel celular y en cultivo de tejidos

(Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

2.2 Tabaco (Nicotiana tabacum)

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) es una especie alotetraploide natural, formada
a través de hibridacion entre dos progenitores diploides: Nicotiana sylvestris y
Nicotiana tometosiformis, hace aproximadamente 6 millones de afios (Okamuro
& Goldberg, 1985).

Es una planta herbacea robusta y su tamafio por lo general oscila entre 1 a 3
metros de altura. Sus hojas ovadas y lanceoladas son usadas regularmente para
fumar o masticar como farmaco por sus leves efectos estimulantes (Britannica,

2011). La clasificacion taxondmica se halla descrita en la Tabla 1. (USDA, 2014).
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Tabla 1.

Clasificacion taxonémica de Nicotiana tabacum

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta

Super division Embryophyta
Divisién Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina

Clase Magnoliopsida

Super-orden Asteranae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Nicotiana L.
Especie Nicotiana tabacum L.

Tomado de (USDA, 2014)

De aquellos experimentos iniciales con la toma de ADN desnudo a la
transferencia de genes mediada por vectores, el tabaco ha permanecido como
la especie mas requerida para los sistemas de investigacion vegetal. De igual
forma, los experimentos relacionados a la transformacion vegetal, expresion
génica y estabilidad genética han sido desarrollados empleando tabaco
(Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004). En los ultimos afios, el tabaco se
ha convertido en un modelo exitoso de experimentacion vegetal. Es asi que
trabajando con cultivos de tejido de tabaco, Murashige y Skoog idearon un medio
de cultivo in vitro que se ha convertido en el medio mas empleado para un rango
muy amplio de especies vegetales (Murashige & Skoog, 1962). Estudios in vitro
con cultivo de tejidos de tabaco, usando diferentes factores quimicos vy fisicos,
han provisto de una vision del control del crecimiento y diferenciacion. La
induccion de haploides y seleccion de lineas celulares mutantes, debido a los
experimentos con cultivos de tejido de tabaco se han vuelto herramientas Utiles.
El aislamiento, cultivo y regeneracion de plantas a partir de protoplastos, asi

como también la hibridacion somatica, todas generadas a partir del tabaco como
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sistema, que ha provisto de informacion invaluable en las formas de explorar el
potencial de la hibridacion somatica en otros cultivos (Ganapathi, Suprasanna,
Rao & Bapat, 2004).

La mayoria de avances realizados en la ingenieria genética en plantas son
mayoritariamente realizados en tabaco. Actualmente, esta especie vegetal esta
siendo empleada en estudios para la produccién de proteinas recombinantes,
anticuerpos y compuestos quimicos especiales, con mira a emplearlos
exitosamente en la medicina e industria (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat,
2004). En el area del cultivo de tejido vegetal y manipulacién genética, el trabajo
llevado a cabo en tabaco es tan amplio que resultaria dificil resumirlo. Por tanto,
a continuacion, se demuestra una compilacion del uso del tabaco en la

biotecnologia vegetal.

2.2.1. Estudios en cultivos in vitro

En una serie de publicaciones, Skoog y colaboradores (Skoog & Miller, 1957,
Folke Skoog, 1944; Folke Skoog & Tsui, 1948) reportaron la induccion de retofios
in vitro en Nicotiana tabacum, empleando un enfoque sisteméatico. Demostraron
gue la diferenciacién entre brote y raiz puede ser inducida mediante la
manipulacion de un balance de auxinas y citoquininas. La presencia de adenina
o kinetina en el medio resulté en la promocién de la diferenciacién a brotes,
mientras que el efecto de las citoquininas fue modificado por otros componentes
en el medio, particularmente Acido indolacéticoo (AIA) o ANA. Un nivel mayor de
auxinas indujo, por otro lado, la generacion de raices en cultivos de callo de
tabaco. Los otros factores fisicos, como temperatura, pH, fotoperiodo y
concentracion de sacarosa, influyé en la diferenciacion a partir de cultivos de
callos. Por otro lado, Skoog en 1944, estudio el efecto de distintos rangos de
temperatura, de 5-33°C en el crecimiento de callos de tabaco y su diferenciacion,
observando que el crecimiento de los callos increment6 con el aumento de la
temperatura hasta 33°C, pero para la formacién de retofios, 18°C resulto ser la
temperatura Optima. Igualmente, una alta intensidad de luz se encontré como

inhibitoria para la formacién de retofios en el tabaco (Thorpe & Murashige, 1970).
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Donde, la regeneracion de retofios se observo en presencia de luz azul, mientras

gue la formacién de raices ocurria en luz roja.

Se han realizado estudios extensivos para varios parametros, controlando la
formacion de flores y la induccion de células epidérmicas de tabacos dihaploides,
gue fueron obtenidos a partir de flores fértiles generadas a partir de plantas
masculinas estériles. (Tran Thanh Van, Richard & Gendy, 1990). Por tanto, se
obtuvieron hipoplaoides con menos cromosomas dihaploides de cultivos de
células epidérmicas, las cuales estaban libres de influencia hormonal endégena
(Tran Thanh Van et al., 1990), haciendo que sea mas facil estudiar los cambios
en una sola célula, dando lugar a la diferenciacion. Hicks & Sussex (1970)
cultivaron primordios de flores de tabaco. Posteriormente, brotes que poseia
Unicamente sépalos primordiales fueron cultivados, dando lugar a pétalos,
estambres y carpelos en secuencias de los acropétalos en el apice. De igual
manera, los primordios de los brotes de flores de tabaco fueron sometidos a

manipulaciones quirdrgicas.

Existen reportes respecto a la organogénesis en tejidos de tabaco y sus
correspondientes callos. La regeneracién de plantulas se reporté a partir de
explantes de hojas cultivadas (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004). La
formacion de brotes fue inducida en cultivos de peciolos de tabaco (Prabhudesai
& Narayanaswamy, 1974). Se regeneraron plantas a partir de callos obtenidos
de cotiledones de un hibrido de Nicotiana suavelons y Nicotiana tabacum y la
resistencia que posee N. suavelons frente a Septoria glycines, fue transferida a
N. tabacum (Reed & Collins, 1978). Cambios estructurales y celulares en la
regeneracion de brotes en tabaco también han sido estudiados (Arai, Saito,
Kaneko & Matsushima, 1997).

Igualmente, datos experimentales con respecto al efecto de los reguladores de
crecimiento, temperatura y luz en cultivos de tejidos de tabaco han contribuido al
conocimiento basico acerca del rol de diferentes factores en la diferenciacion que
han podido ser extendidos a otros cultivos de importancia (Ganapathi,
Suprasanna, Rao & Bapat, 2004). Algunos ejemplos corresponden a los estudios
realizados en Lilium longiflorum Thunb cv. Pavia (Bhandari & Aswath, 2018); Vitis
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vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon (Dai, Meddar, Delrot & Gomés, 2015);
Achillea millefolium L. (Alvarenga, Pacheco, Silva, Bertolucci & Pinto, 2015);
Passiflora edulis (Antoniazzi et al., 2018); Pisum sativum L. cv. Century
(Mroginski & Kartha, 1981); Indica spp. (Alaka et al., 2018) y Selaginella spp.
(Yu, Baniaga, Jorgensen & Barker, 2017).

2.2.2. Estudios en cultivos de polen y anteras

Se sabe que el cultivo de anteras ha sido empleada satisfactoriamente para la
produccion de haploides y ha generado un interés considerable dentro de los
genetistas y criadores de plantas (Basra, 1994b; Maheshwari, Rashid, & Tyagi,
1982).

La mayor ventaja constituye la recuperacion de diploides homocigotos
destinados al cultivo y para el establecimiento de cultivos celulares haploides
para estudios mutacionales y experimentos de manipulacién genética
(Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004). Estudios extensivos conducidos
mediante cultivo de anteras de tabaco han dado lugar a la generacién de la
identificacidon de factores criticos para el desarrollo exitoso de haploides. Reinert,
Bajaj, Nitsch, Clapham, & Jensen (1977) reportaron, por primera vez, la
obtencién de plantulas haploides generadas a partir de N. tabacum. Esto fue
seguido de investigaciones en la regeneracién de plantulas haploides a partir de
cultivo de anteras de diferentes especies del género Nicotiana. Tres lineas
promisorias de tabaco fueron obtenidas a través del cultivo de anteras de
hibridos (lineas MC-1610xCoker 139) (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat,
2004). Las nuevas lineas exhibian una alta resistencia a infecciones bacterianas
y aquellas causadas por Phytophthora Nicotianae, sin perder las facultades
guimicas y agricolas de la linea MC-1610. De igual manera dobles haploides de
tabaco fueron generados usando cultivo de anteras (Vose & Blixt, 1983), los
cuales demostraron un alto rendimiento, gran calidad de hojas y resistencia a
enfermedades, caracteristicas obtenidas en un periodo mas corto, comparado

con la practica de cultivo tradicional. Finalmente, en China, nuevas variedades
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de tabaco han sido liberadas usando el cultivo de anteras y ahora son cultivadas

en mas de 20000 hectareas (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

Primeramente, se sabe que la mitosis del polen fue reportada como la etapa
critica para el cultivo de anteras (Sunderland & Wicks, 1971). Los factores fisicos,
como luz, temperatura, pH, entre otros, también demostraron encontrarse entre
los factores de los patrones de respuesta. Por ejemplo, las anteras de tabaco
gue permanecian en la oscuridad al inicio de los experimentos respondieron
mejor en comparacion con aquellas que fueron expuestas a la luz (Sunderland
& Roberts, 1977). De igual forma, el enfriamiento de las anteras previo al cultivo
0 un tratamiento en frio de los brotes de flores también aumentaban la
embriogénesis en tabaco (Reinert et al., 1977; Sunderland & Roberts, 1977).
Ademas, Deaton, Collins, & Nielsen (1986) estudiaron el vigor y variacion
expresada por plantulas de polen de tabaco. Sin embargo, (Zeppernick, Schéafer,
Paasch, Arnholdt-Schmitt, & Neumann, 1994) estudiaron la relacién entre el nivel
de plodia, morfologia y concentracion de nicotina de haploides y dobles

haploides generados a partir del cultivo de anteras.

En general, el éxito en la produccion de embriones a partir de los cultivos de
anteras depende de una gran cantidad de factores, como el método de cultivo,
composicion hormonal y nutricional del medio, etapa de desarrollo de la
microspora y ontogenia de los embriones de polen, asi como también de las
condiciones de crecimiento de las plantas donantes. La utilidad de los haploides
estd basada en la asuncion de que las lineas homocigotas generadas pueden
ser obtenidas rapidamente. Los haploides pueden ofrecer lineas de cultivo
suplementarias para los programas de fitomejoramiento y el conocimiento que
se ha generado en relacion al método de cultivo, tratamiento y reguladores de
crecimiento puede ser aplicado para el cultivo de anteras en otros cultivos de

importancia (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).
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2.2.3. Estudios en Variacién genética y seleccion de mutantes

La selecciéon de mutantes a partir del cultivo de tejidos ha sido posible debido a
la ocurrencia de un alto grado de variabilidad (variacion somaclonal) en los
cultivos celulares. Este hecho permite que, dentro de un cultivo en agitacion, se
realice la seleccion de mutaciones especificas a nivel celular, y, en
consecuencia, regenerar plantas partiendo de las lineas celulares seleccionadas
para especificas mutaciones, que puedan ser cultivadas en campo (Suprasanna
& Rao, 1997). Varios tipos de mutagenos fisicos y/o quimicos han sido
ampliamente empleados en callos, suspensiones celulares o protoplastos, a fin

de aislar aquellos mutantes de interés.

Los cultivos de tejidos vegetales o de células vegetales han demostrado causar
o permitir diferentes cambios genéticos. La variablidad en el contenido de DNA
o volumen nuclear se ha reportado en la regeneracion de cultivos de tabaco
(Berlyn, 1983). Un incremento en la ploidia, reordenamientos cromosomales y
cromosomas anormales, junto con el contenido de DNA alterado en la
regeneracion de plantulas ha sido empleado efectivamente en los programas de
mejoramiento de tabaco. El destino y posible rol de ciertas aberraciones
(cromosomas dicéntricos) fueron estudiados en el desarrollo de diferentes fases
embriogénicas (Toncelli, Martini, Giovinazzo, & Ronchi, 1975). Muchas quimeras
cromosomales fueron observadas en callos derivados de tabacos regenerados
y la transmisién de dichas quimeras fue reportado para las plantas de progenie
(Ogura, 1976).

Para la seleccién de mutantes, las células de tabaco son el material preferente
debido a su habilidad de regeneracion, junto con la capacidad de los callos de
tabaco para formar suspensiones celulares finas que crecen rapidamente.
Carlson (1970) aisl6 mutantes auxotroficos de tabaco usando técnicas de
seleccion desarrolladas para cultivo celular animal. La 5° bromodesoxiuridina fue
empleada en estas técnicas para seleccionar 6 clones de tabaco, demostrando
aguellos requerimientos de crecimiento parcial (Carlson, 1970). Por otro lado, se

seleccionaron clones de N. plumbaginifolia que necesitaban de isoleucina,
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leucina y uracilo (V. Sidorov, Menczel, & Maliga, 1981). Variantes sensibles a

temperatura de N. tabacum fueron igualmente aisladas exitosamente.

Lineas celulares de tabaco resistentes a altas concentraciones de cloruro de
sodio (0.88%) han sido aisladas (Nabors, Daniels, Nadolny, & Brown, 1975;
Nabors, Gibbs, Bernstein, & Meis, 1980). Las plantas regeneradas de estas
lineas también retuvieron la tolerancia a través de dos generaciones sexuales
consecutivas. (Spanswick, Lucas, & Dainty, 1980) obtuvo plantas tolerantes al
cloruro de sodio en N. sylvestris y observé que los caracteres eran transmitidos
a la siguiente generacion. Varias lineas celulares de N. tabacum resistente a
varios herbicidas, como Bentazona (Radin & Carlson, 1978), Amitrola (Barg &
Umiel, 1977), Paraquat (Miller & Hughes, 1980), Picloram (Chaleff & Parsons,
1978) han sido también aisladas. Adicionalmente, tanto el glicerol como la
lactosa han sido utilizadas exitosamente para la deteccion de células de tabaco

mutantes (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

Otra aplicacion incluye la seleccién de mutantes resistentes a enfermedades. La
resistencia de plantas a virus y a su transmision a la progenie se ha reportado
en tabaco (Toyoda, Chatani, Matsuda, & Ouchi, 1989). Clones Unicos de tejido
de tabaco variaron en su susceptibilidad a virus y a infecciones fangicas y sus
aplicaciones. Una poblacion de células haploides de tabaco mutagenizadas fue
cultivada en un medio que contenia concentraciones inhibitorias de metionina,
ya que Pseudomonas tabacii, una bacteria muy comun en infecciones a plantas
de tabaco produce metionina. Las células in vitro que sobrevivieron, producidas
en niveles inhibitorios de metionina, fueron posteriormente empleadas para
generar variedades resistentes a la enfermedad (Carlson, 1970). Por otro lado,
en plantas generadas a partir de callos a partir de un hibrido interespecifico de
tabaco, la variabilidad en la altura de las plantas, nimero de dias hasta la
floracion, niumero de hojas y superficie de las hojas también fueron reportados
(Venkateswarlu, Subashini & Reddi 1987).

Asi, a partir de los estudios realizados en tabaco, se han realizado avances con
otras especies (Daub, 1986). Algunos ejemplos son los realizados en
Arabidopsis thaliana a fin de obtener lineas resistentes a sulfonilurea (Haughn &



18

Somerville, 1986) y al acido abscisico (Koornneef, Reuling & Karssen, 1984); en
Kochia scoparia para dar lugar a resistencia a herbicidas de imidazolinona
(Primiani, Cotterman & Saari, 1990), al igual que Zea mays L. (Newhouse, Singh,
Shaner & Stidham, 1991) y en Capsicum annuum y Lycopersicon hirsutum para
obtener resistencia al virus Y de la papa (Moury et al., 2004).

2.2.4. Estudios en Aislamiento, Cultivo y Fusion de protoplastos

El aislamiento, cultivo, fusibn de protoplastos vegetales y regeneracion de
plantas ha dado lugar a grandes esperanzas para el fitomejoramiento. La
ausencia de paredes celulares permite la fusion entre protoplastos, derivados a
partir de dos plantas diferentes, que son sexualmente incompatibles, asi como
también la toma de material genético foraneo, tanto organelos o DNA, en el
genoma. Asi, Nagata & Takebe (1971) describieron por primera vez la
regeneracion de plantas completas a partir de protoplastos de mesofilos de N.
tabacum. Posteriormente, otros autores reportaron la regeneracion de plantas
enteras a partir de protoplastos de mesdfilo de tabaco (Chupeau, Missonier,
Hommel & Goujaud, 1978; Vasil & Vasil, 1974). Los protoplastos derivados de
tabaco haploide también han demostrado tener potencial de regeneracion
(Conger, 2018). Las hojas son consideradas una fuente ideal de protoplastos de
tabaco gracias a que pueden ser conservadas en suministros abundantes
mediante el cultivo in vitro de puntas de brotes o a partir de plantas crecidas en
invernaderos. Ademas, un alto porcentaje de los protoplastos pueden reformar
su pared celular y dividirse para producir callos. Los protoplastos pueden también
ser aislados de la epidermis, suspensiones celulares, callos, entre otros.
lgualmente, los pardmetros que afectan a la iniciacion de la division de
protoplastos de tabaco haploide o diploide han sido evaluados (Van Slogteren,
Planqué & Lekkerkerk, 1980).

La hibridacion somatica ha asumido una gran significancia dentro de muchas
aplicaciones de la tecnologia de protoplastos. Los experimentos destinados a la
seleccion de hibridos somaticos, con la ayuda de mutantes albinos, fueron

realizados por primera vez en tabacos haploides (Melchers & Labib, 1974).
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Posteriormente, resultados similares fueron obtenidos con combinaciones
interespecirficas de mutantes albinos fotosensibles de N. sylvestris (Melchers &
Labib, 1974). Los mutantes albinos no alélicos también fueron usados para N.
tabacum y N. knightiana, que fue incapaz de producir brotes tanto como lo hacia
el tabaco y la sintesis de clorofila de N. knightigana. El primer hibrido somatico
vegetal fue reportado después de haberse realizado la fusion de protoplastos de
N. glauca x N. langsdorffi, con la ayuda de nitrato de sodio (Carlson, Smith &
Dearing, 1972). Por otro lado, protoplastos generados a partir de la linea celular
de N. sylvestris resistente a kanamicina que no poseian la habilidad para formar
brotes fueron fusionados con protoplastos de N. knightiana que no forman brotes
in vitro. Los hibridos somaticos fueron obtenidos en base a la resistencia a
kanamicina y a la capacidad para regenerar brotes (Maliga et al., 1977). Patrones
de crecimiento vigorosos de colonias hibridas también fueron utilizados para
aislar hibridos from N. glauca y N. langsdorfii (Smith, Kao & Combatti, 1976).
Varios experimentos de fusion en tabaco fueron conducidos usando mutantes de
plastoma en relacion a la sintesis de clorofila y a la esterilidad masculina
citoplasmatica donde se observé segregacion de citoplasmas mixtos en los
mutantes y plastoma WT (Gleba & Hoffmann, 1979; Sidorov, Menczel, Nagy &
Maliga, 1981). Protoplastos irradiados con radiacion Gamma, los cuales poseen
un gen nptll funcional, fueron fusionados con protoplastos no irradiados y
sensibles a la kanamicina para la generacion de hibridos asimétricos (Bates,
1990).

La factibildiad de esta técnica al nivel de aplicacion determinard posteriormente
la practibilidad de los hibridos sométicos como complementaria para los métodos
tradicionales de cultivo. A pesar de la fusion de protoplastos, varios experimentos
han sido conducidos en protoplastos de tabaco para otros variados aspectos de

la manipulacion genética. (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

2.2.5. Estudios en Biotransformacion y Produccion de metabolitos secundarios

Los cultivos celulares vegetales sintetizan metabolitos secundarios, gracias a la

totipotencia, y esto posee una gran significancia, no solo para la investigacion
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basica, sino también para los procesos industriales. (Ganapathi, Suprasanna,
Rao & Bapat, 2004). Ohta & Yatazawa (1989) revisaron la produccion de nicotina
en los cultivos de tejido de tabaco. Se detectd nicotina en un rango de 0.1-1
mg/mg de peso seco en los cultivos celulares de tabaco, mientras que 29 mg/mg
de peso seco fue encontrada en las raices de plantas intactas (Krikorian &
Steward, 2012). Se observé que la sintesis de nicotina en el tabaco podia estar
regulada por suministros exdgenos sin recurrir a la organogénesis (Furuya,
Kojima & Syono, 1971). De la misma manera, una relacion cercana entre la
organizacion celular y la produccion de nicotina en el cultivo de tejidos de tabaco
(Tabata & Hiraoka, 1976). Al contener clones de una sola célula, cepas con un
alto rendimiento de nicotina fueron aisladas. Se emple6 la técnica de aislamiento
por colonia, donde un namero de colonias fueron aisladas de los cultivos
celulares de N. cellrastica, las cuales demostraron un amplio rango de
variaciones en sus caracteristicas de crecimiento y habilidad para sintetizar
nicotina (Tabata & Hiraoka, 1976). Ademas de la nicotina, otros metabolitos
secundarios han sido detectados en los cultivos celulares de tabaco, como:
alcanos alifaticos (Weete, Venketeswaran & Laseter, 1971), esculetina,
cicloartenol, citroastradiol, entre otros (Phillips, Rasbery, Bartel & Matsuda,
2006). Igualmente, los cultivos celulares de Nicotiana han demostrado su
habilidad para transformar compuestos organicos, referidos como
biotransformacion, como por ejemplo la transformacion de N-difenilurea en D-
glucosa (Burrows & Leworthy, 1976). Por otro lado, los microsomas provenientes
del cultivo de tejidos de tabaco han demostrado ser capaces de convertir epéxido
2,3 de escualeno en cicloartenol (Heintz & Benveniste, 1970). Estos ejemplos
han abierto la posibilidad para identificar lineas celulares con un alto rendimiento
de nicotina. El trabajo en la biotransformacion en Nicotiana perteneciente a
varios compuestos ha demostrado las posibilidades de utilizar cultivos de tejidos
y células vegetales para el aislamiento de varios compuestos Utiles (Ganapathi,

Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

Con esta finalidad, una de las lineas celulares mas importantes que se han
desarrollado son las células de tabaco Bright Yellow-2 o BY-2, que son

ampliamente empleadas como material biolégico, destinado al estudio de la
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morfologia y fisiologia a nivel vegetal. Adicionalmente, estas células son
facilmente transformables y son capaces de mantenerse en forma de
suspensiones celulares, junto con su capacidad para tolerar la transformacion

con proteinas fluorescentes (Brandizzi, Irons, Kearns & Hawes, 2003).

2.2.6. Estudios en Transgénesis y Aplicaciones

Estudios llevados a cabo por Uchimiya y Murashige con DNA de tabaco y
protoplastos de tabaco demostraron la toma de DNA homdlogo (Nitsch &
Ohyama, 1971). Por otro lado, Suzuki y Takebe demostraron la insercion de DNA
viral en protoplastos de mesofilo de tabaco (Uchimiya & Murashige, 1974).
Mientras tanto, Agrobacterium tumefaciens, una bacteria edafica, es conocida
por inducir la enfermedad de corona de agallas en muchas especies vegetales.
Durante el proceso de infeccién, un pldsmido bacteriano integra su genoma e
influye en el tejido vegetal para formar tumores. Asi, usando A. tumefaciens, se
transformaron suspensiones celulares de tabaco (Sigee, Smith & Hindley, 1982;
Suzuki & Takebe, 1976), demostrando la presencia de nopalina, el aminoacido
gue codifica el DNA del pldsmido. Los primeros experimentos con tabaco
generaron interés en el uso de esta bacteria para la transformacién, y, en afios
recientes se ha convertido en el vector mas importante para la transferencia
genética. Marton et al. (1979) presentaron evidencia, al usar cloroplastos de
tabaco, en que la transformacion mediada por Agrobacterium puede ser usada
para introducir genes foraneos en cloroplastos de especies vegetales superiores

por recombinacion homéloga de sitio especifica.

Un método simple y general empleado para la transformacion usando discos de
tabaco fue desarrollado por Hess (1987), y se ha vuelto en la metodologia
estandar para la generacion de plantas de tabaco transgénicas. Se cortan in
vitro, discos de hojas de tabaco, de aproximadamente 1 cm?, de un cultivo
generado en medio MS con ABA y ANA. Después de dos dias, los discos son
co-cultivados con un cultivo de A. tumefaciens que ha crecido durante la noche.
Posterior a un proceso de co-infeccion de treinta minutos, los discos son

marcados para eliminar el exceso de bacterias y transferidos a placas con
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medios de cultivo frescos conteniendo medio MS con ABA y ANA. Seguido a tres
dias de co-cultivo, los discos de hojas son transferidos a un medio de seleccién
usando kanamicina y carbenicelina o cefotaxima. Los brotes generados son
enraizados en un medio de enraizamiento conteniendo ANA con una alta
concentracion de kanamicina. Aquellas plantas que enraizaron en este medio
pueden ser consideradas en su mayoria como transgénicas, por lo que resulta

necesario emplear otros ensayos (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

Mediante el empleo de tabaco como un sistema experimental, la transferencia
de genes utiles ha sido posible, por ejemplo, para la resistencia contra insectos,
tolerancia a herbicidas y resistencia al estrés y enfermedades varias. Asi, para
el desarrollo de tolerancia a herbicidas, el gen de Arabidopsis thaliana csr-1-1
fue transferido a una variedad de tabaco (Klein et al., 1988). Por otro lado, la
resistencia a Pseudomonas syringae pv. fue introducida en plantas transgénicas
de tabaco al expresar el gen de resistencia a la toxina (Miki et al., 1999). De igual
forma, una significante resistencia al virus del mosaico del tabaco fue lograda
mediante la expresion de la replicasa viral (Anzai, Yoneyama & Yamaguchi,
1989). El tabaco genéticamente modificado para ser resistente al virus CMV de
tabaco dio lugar a un promedio de 5-7% mas hojas, resultando en 2-3
aplicaciones menos de insecticida. Este tabaco ha sido empleado en pruebas de
campo en China desde 1991, y ahora es empleado por la industria de ese pais
para su consumo a nivel nacional. Mediante el empleo del gen que codifica para
la endotoxina & de Bacillus thurigiensis, bajo el control del promotor CaMV 35S,
cuatro lineas de tabaco fueron desarrolladas basadas en la toxicidad para los
gusanos del tabaco en experimentos llevados a cabo en invernadero
(Golemboski, Lomonossoff, & Zaitlin, 1990). Otro ejemplo es la expresion del gen
de la manitol deshidrogenasa de E. coli, que permitié obtener una acumulacién

de manitol en tabaco (Sardana et al., 1996).

El tabaco transgénico, que expresaba el RNA satélite y el gen de la proteina de
la capside del virus del mosaico del pepino, demostraron resistencia al virus bajo
inoculaciones naturales y mecanicas. (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat,
2004). Por otra parte, el gen de la proteina de envoltura del virus Y de la papa

fue clonado y secuenciado a partir de un aislado (Verbruggen & Hermans, 2008).
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El gen de la proteina de la capside fue posteriormente sub-clonado en el vector
de expresion vegetal pBINPLUS y discos de hoja de tabaco variedad “Havana
425” fueron transformados usando Agrobacterium tumefaciens. A continuacion,
el andlisis molecular confirmd la integracion del gen de la proteina de la capside.
Todas las plantas transgénicas eran morfoldgicamente similares a los controles
no transformados, con respecto a la apariencia, floracién y semillas (Ganapathi,
Suprasanna, Rao & Bapat, 2004). La resistencia fue ensayada al infectar tanto a
las plantas control como a las plantas transgénicas con el virus, finalizando con
un ensayo ELISA para determinar la acumulacion de virus. Se demostré que
todas las lineas transgénicas mostraban una muy buena resistencia frente a la
acumulacion del virus posterior a la infeccion. Los resultados demostraron
claramente que el aislado del virus puede ser usado para generar resistencia en
tabaco, y que dicha resistencia no esté correlacionada con el nivel de expresién
de la proteina de envoltura del virus en el tabaco transgénico (Verbruggen &
Hermans, 2008).

La fitorremediacion, un tipo de biorremediacion en la que intervienen plantas, se
ha vuelto una realidad para la remocion segura de compuestos organicos en
agua o suelos contaminados. La habilidad natural de ciertas especies vegetales
para la toma de metales pesados y elementos radiactivos esta siendo explotada

para estos procesos de biorremediacién (Salt et al., 1995)

Es por ello que plantas de tabaco transgénico han sido genéticamente disefiadas
para expresar una enzima bacteriana denominada nitroreductasa, las cuales son
para detoxificar 2,4,6-trinitrotolueno en suelos afectados (Zhang, Rylott, Bruce,
& Strand, 2017). Unas amplias variedades de bacterias edaficas poseen un vasto
rango de enzimas capaces de degradar insecticidas y herbicidas. Los genes que
codifican para dichas enzimas pueden ser clonados y expresados en plantas de
tabaco para su empleo en fitorremediacion (Rasmussen, Kikkert, Roy, & Sanford,
1994).

Las plantas de tabaco han sido empleadas extensivamente para la investigacion
en transgénicos, razon por la que esta especie vegetal continda siendo la planta
modelo de eleccion (Hannink et al., 2001). Asi, la primera prueba de campo para
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cultivos transgénicos fue realizada con tabaco en Francia y Estados Unidos en
1986 (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004). El tabaco también fue el
primer cultivo en ser comercializado en China y Estados Unidos en 1991 y 1994
respectivamente, donde las plantas transgénicas resistentes a TMV crecieron en
mas de un millon de hectareas en China para 1994, dando lugar a 5-7% mas
hojas por planta (Miki et al., 1999).

2.2.7. Estudios en Molecular Farming

Varias proteinas recombinantes estan siendo producidas en plantas
transgénicas, que actlan como biorreactores, para la produccion a larga escala
de compuestos farmacéuticos o industriales comercialmente importantes
(Cramer, Boothe & Oishi, 2000; Dale, 1995; Giddings, Allison, Brooks & Carter,
2000; Kusnadi, Nikolov & Howard, 1997; Staub et al., 2000). El tabaco ha servido
como el sistema vegetal de eleccion para la produccién de proteinas con un
potencial uso terapéutico (Hansen, 1997; Ruggiero et al., 2000). Asi, el tabaco
es un biorreactor vegetal ideal para Molecular Farming ya que las proteinas
farmacéuticas son producidas en sus hojas y la produccion en este sistema no

requiere de floracion (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

Las hojas contienen alrededor de 10% de proteina y cerca de 4942 kg de
proteina/hectarea/ afio pueden ser producidos. De igual forma, el tabaco es una
especie prolifica para la produccién de semillas con cerca de 1 millén de semillas
por planta. El primer producto sintetizado en una planta transgénica es un
derivado del anticuerpo de tabaco para enfermedades de las encias (Ganapathi,

Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

La mayoria de los tipos de tabaco secretan compuestos pegajosos en la
superficie exterior de las hojas como una de las primeras lineas de defensa y
algunas variedades producen un 16% del peso seco de la hoja como esta goma.
Cientificos de la Universidad de Kentucky aislaron un promotor para controlar el
tipo de compuestos que son secretados por los pelos de las hojas de los tabacos.
Colocando como objetivo a proteinas recombinantes en las gomas de tabaco se
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ofrecian ventajas significativas y la purificacion podia realizarse de una manera

mucho mas facil y mas barata (Kusnadi et al., 1997).

Varios tipos de anticuerpos son usados en la medicina humana para el
diagnéstico, asi como también para propositos terapéuticos (Woodard, Howard
& Horn, 2004). Los anticuerpos recombinantes han sido producidos en plantas
transgénicas de tabaco. La expresién y ensamblaje de inmunoglobulinas G
dieron lugar a la produccion de otros anticuerpos como inmunoglobulinas A,
frente a antigenos de superficie de Streptococcus mutans, disefiados para la

prevencion de enfermedades bucales (Kapusta et al., 1999).

Los costos estimados de produccion para un anticuerpo en plantas indican que
son de 10 a 20 veces menores por gramo, comparados con la produccion que
se lleva a cabo en cultivos celulares. Por otro lado, desde que los niveles de
expresion basados en sistemas vegetales son bajos, la transformacion de
cloroplastos parece ser una alternativa (Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat,
2004). Puesto que hay cerca de 10000 copias de plastomas por célula, esto
puede facilitar la introduccion del mismo nimero de copias de genes de interés
por célula transformada y subsecuentemente esto podria potenciar 100 veces la

expresion génica, en relacion a la transformaciéon nuclear (Daniell et al., 1997).

Las vacunas son especialmente significativas para la salud humana. Sin
embargo, en varios paises en desarrollo, la incidencia de enfermedades
infecciosas y la escasa distribucién de programas de inmunizacion limitan el uso
de vacunas disponibles para grandes porciones de la poblacién de dichos
paises. Las vacunas realizadas con genes que codifican antigenos para
enfermedades como la diarrea de los viajeros, hepatitis B, enteritis de vison,
gastroenteritis, entre otros, han sido expresadas en diferentes sistemas
vegetales, incluyendo al tabaco (Arakawa et al., 1998; Beachy, Fitchen & Hein,
1996; Daniell, Streatfield, & Wycoff, 2001; Fitchen, Beachy & Hein, 1995; S.
Ghosh, Malhotra, Lalitha, Guha-Mukherjee & Chauhan, 2002; Haq, Mason,
Clements & Arntzen, 1995; Kapusta et al., 1999; H S Mason et al., 1996; Hugh
S. Mason & Arntzen, 1995; McCormick et al., 1999; Staczek, Bendahmane,
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Gilleland, Beachy & Gilleland, 2000; Tackaberry et al., 1999; Turpen et al., 1995;
Verch, Yusibov & Koprowski, 1998).

El primer estudio en la produccion de vacunas basadas en sistemas vegetales
fue realizado en tabaco, con la esperanza de desarrollar un producto econémico
(Kapusta et al., 1999). También se demostro que el antigeno rHBsAg fue capaz
de ensamblarse en particulas sub-virales, idéntico al plasma y a levaduras,
derivando en la produccién de anticuerpos especificos en ratones (Woodard et
al., 2004). La expresion de la toxina B del célera fue demostrada en cloroplastos
de tabaco transgénicos, resultando en la acumulacion de 4.1% del total de la
proteina soluble en hoja, como oligémeros funcionales de dicha toxina (Woodard
et al., 2004). Adicionalmente, ensayos de union confirmaron el correcto
plegamiento y formacion de puentes disulfuro de los pentdmeros del pentamero
de la toxina. La expresion de la region terminal de la proteina de superficie
PfMSP119 de Plasmodium falciparum, un candidato potencial para el desarrollo
de la vacuna contra la malaria, se reporté en plantas de tabaco (McCormick et
al., 1999). Los ensayos de Inmunoblot demostraron que la transformacion de la
proteina expresada en el sistema vegetal presentaba caracteristicas
estructurales e inmunoldgicas idénticas a la proteina expresada en E. coli, lo cual
representaria un avance significativo en el desarrollo para una vacuna funcional

frente a la malaria.

La linea celular de tabaco (NT-1) fue transformada con el gen “s” del virus de la
hepatitis B, codificante para un antigeno de superficie (Tuboly et al., 2000). Se
emplearon dos vectores de transformacion, el Pher100 y el Phbs100, con y sin
sefial de retencién en el reticulo endoplasmico. La integracion del transgénico
fue analizada por PCR e hibridacion Southern Blot, finalizando con la
determinacioén del nivel de expresiéon por ELISA. La expresion maxima fue de 2
ug/g de peso fresco. Los andlisis realizados por Western Blot confirmaron la
presencia de una banda de 24 kDa, especifica para el antigeno en las células
transformadas. De igual forma, fue reportada por primera vez la secrecion de
particulas del antigeno por células vegetales al medio de cultivo (Ganapathi,

Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).
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Finalmente, la disponibilidad de metodologias para la transformacion genética
de plantas ha ampliado los tipos de problemas experimentales, la diversidad de
tipos de células que pueden ser empleadas y la transferencia de genes utiles.
Estas investigaciones prometen hacer de los sistemas vegetales, fuentes
extremadamente atractivas y poderosas para el fitomejoramiento, mas alla del
estudio de la regulacién de genes y biologia de desarrollo en plantas superiores.

(Ganapathi, Suprasanna, Rao & Bapat, 2004).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, el tabaco ha sido y sera un sistema

vegetal modelo adecuado para la investigacién. Es por ello que ha sido escogido
para poner a prueba el SIT del presente trabajo ya que a partir del mismo, se
podra realizar investigaciones posteriores con otras especies vegetales.

2.3. Sistemas de Inmersion Temporal (SIT)

En 1983, Harris y Mason, desarrollaron un trabajo acerca de un sistema de
maquinas basculantes empleadas para lograr la inmersion temporal, a fin de
combinar el cultivo in vitro mediante el empleo de medio de cultivo liquido junto
con aireacion. Los autores indicaron que Steward et al. (1952) habian
descubierto que los explantes radiculares de zanahoria no crecieron
rapidamente cuando estos eran sumergidos completamente en medio liquido,
por lo que dedujeron que el problema se encontraba en la carencia de oxigeno.
Por tanto, disefiaron un sistema conocido como “auxophyton”, que se encargaba
de dar vuelta a los recipientes de cultivo en una rueda, generando sumersién
como aireacion para los explantes. Asi, después de 20 dias de cultivo, los
explantes de zanahoria pesaban 3 veces mas que aquellos cultivados en medio

semi-solido (Harris & Mason, 1983).

A partir del trabajo de Harris y Mason, una amplia y variada gama de sistemas
semi-automaticos basados en el principio de inmersion temporal han sido
desarrollados. Todos estos sistemas cumplen las condiciones establecidas por
Teisson & Alvard (1999): evitar la inmersion constante, que afecta adversamente

al crecimiento y la morfogénesis; otorgar una transferencia ideal de suficiente
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oxigeno, al mezclar y limitar los niveles de corte; permitir frecuentemente los
cambios del medio de cultivo y la automatizacion; reducir los riesgos de
contaminacion y minimizar los costos (Etienne & Berthouly, 2002). Por tanto, los
sistemas de inmersién propuestos hasta la fecha difieren en relacion con el
tamafo del contenedor, el tipo de soporte empleado para el cultivo, la inclusién
de una automatizacién completa o semi-automatizacion, mediante la utilizacion
de una bomba de aire, o una bomba peristaltica, entre otros, a fin de desplazar
el medio de cultivo liquido hacia los explantes, y finalmente, la separacién o
inclusion de la camara de cultivo dentro de la camara del medio nutriente.
Adicionalmente, estos sistemas son mas faciles de usar que los biorreactores,
junto con la incorporacién de periodos de subcultivo mucho mas largos. Asi, la
originalidad de estos sistemas radica en permitir el contacto parcial o total
programable entre el medio de cultivo y el explante (Etienne & Berthouly, 2002).

Los sistemas que se han disefiado se pueden dividir en:

2.3.1. Sistemas con maquinas basculantes

Harris & Mason (1983) reportaron dos maquinas. La maquina de inclinacion
perfila a 30 grados, frascos Erlenmeyers en sentidos opuestos; posee una
capacidad para 400 matraces de 50 mL o 320 matraces de 125 mL. Por otra
parte, la maquina basculante rota 70 frascos de boca ancha de 910 mL que se
encuentran dispuestos horizontalmente, o gira, cada 30 segundos, 120 tarros de
boca ancha de 455 mL, colocados a unos 40 grados. Su problema esta en que
estas maquinas no incluyen la restauracion del medio de cultivo (Etienne &
Berthouly, 2002).

2.3.2. Sistemas con inmersién completa y mecanismo de renovacion de medio
liquido

Tisserat & Vandercook (1985) disefiaron una cdmara de cultivo de gran tamafio
gue se halla a una altura elevada, la misma es drenada y rellenada
constantemente con medio de cultivo liquido en un ambiente estéril. El Sistema

Automatizado de Cultivo de Plantas (APCS) (Fig. 1) comprende dos tubos de
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silicona, dos bombas impulsoras, dos envases de vidrio donde se coloca el
medio de cultivo, una valvula de acero inoxidable de 3 vias, un envase que actua
como camara de cultivo para los explantes y una interfaz de placas asociadas a

un interruptor.

En el presente estudio se utilizé diferentes especies vegetales como brotes de
Potinera sp. Hibrida “Mount Pelee”, de Mitragyna inermis O. Kuntze y de
Callistephus hortensis; callos derivados de brotes de Pheonix dactylifera L. cv.
“Deglet Noor”y callos derivados del peciolo de Daucus carota L. “Danvers Half
Long”. Los resultados obtenidos fueron el aumento de las tasas de crecimiento
de cada una de las especies antes mencionadas y disminucién del dafio fisico
ocasionado por la constante transferencia a recipientes con medio fresco. De
esta manera, se demuestra que este disefio provee el ambiente optimo para el
desarrollo de distintas especies vegetales y es un método a largo plazo para el

cultivo in vitro.

Camara de
cultivo

Medio

Linea de introduccion del

Filtro de aire KL

Reservorio 2

Reservorio 1 Contenedor de desechos

Figura 1. Representacion de sistemas semiautomaticos de inmersion temporal:
Sistema APCS con inmersion completa de material vegetal y renovacion del
medio de cultivo.

Adaptado de (Tisserat & Vandercook, 1985).
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2.3.3. Sistemas con inmersion parcial y mecanismo de renovacion de
medio liquido

El material vegetal es colocado en un soporte para el cultivo, compuesto por
agar, una pantalla de polipropileno y enchufes de celulosa. El medio de cultivo
liguido es suministrado constantemente, para después ser retirado a un
recipiente de drenaje, a fin de estabilizar la composicion del medio de cultivo y
alargar la duracion de los subcultivos, posponiendo la necesidad de cambiar de
medio. Adicionalmente, la base del material vegetal es la Unica que se encuentra
sumergida en el medio (Etienne & Berthouly, 2002). De este disefio, se han
publicado dos modelos: (i) Aitken-Christie & Davies (1998) y Aitken-Christie &
Jones (1987) propusieron un modelo semiautomatico compuesto por grandes
envases de policarbonato que median 2.5 x 3.9 x 1.2cm (Fig. 2A). En su disefio,
se cultivaron brotes de Pinus en un medio compuesto por agar, con la adicion
automatica y la liberacion continua del medio de cultivo liquido gracias a la
inclusion de bombas peristalticas. El medio de cultivo liquido entra en contacto
con el material vegetal durante 4-6 horas, mediante un sistema de aspiracion al
vacio, y posteriormente, al recipiente de drenaje. Este disefio sigue lo establecido
por Maene & Debergh, (1985), quienes demostraron que existia efectos positivos
durante la adicion de medio de cultivo liquido o auxinas en las etapas finales del
cultivo in vitro (Etienne & Berthouly, 2002); (ii) Simonton, Robacker & Krueger,
(1991) desarrollaron un sistema que comprendia un aparato de bombeo
controlado por computador, el cual suministraba constantemente medio de
cultivo liquido a los explantes depositados en un recipiente de 7 litros (Fig. 2B).
Los explantes se encuentran reposando encima de una rampa de polipropileno
perforada, adosada al interior del recipiente. Por otro lado, las funciones de
control del sistema incluian la inyeccion de medio de cultivo, regulacion de la
profundidad dentro de los recipientes individuales, la frecuencia de inmersion,
entre otros. En el estudio se usaron brotes de Spathiphyllum “Mauna Loa” para
comparar el cultivo en frascos de vidrio con medio semi-solido con el cultivo en
medio liquido con inmersién parcial continua en el recipiente antes mencionado.

Como resultado se obtuvo un aumento en el peso fresco y en el nimero de brotes
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en el medio liquido en contraste con los medios semi-sélidos. Ademas,

observaron que el efecto de la ventilacion en el cultivo en medios semi-solidos y

medios liquidos fue relevante ya que aumento el peso total de los brotes ambos

casos, lo cual se puede decir que la ventilacién es un factor importante en el

crecimiento in vitro.
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Figura 2. Representacion esquematica de sistemas de inmersion temporal semi-
automaticos con inmersion parcial y con un proceso de renovacion de medio

liquido.

Adaptado de (Simonton et al., 1991)
A) A partir de Aitken-Christie & Davies, (1998)
B) A partir de Simonton et al. (1991).
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2.3.4. Sistemas con inmersién completa por transferencia neumatica de medio

liquido y sin reposicion del medio

Después de la publicacion realizada por Alvard, Cote & Teisson (1993),
diferentes sistemas de inmersion temporal fueron descritos. Estos son simples y
mucho mas faciles de usar. Permiten el contacto de toda la superficie de los
explantes con el medio de cultivo liquido, junto con una completa renovacion de
la atmésfera mediante ventilacion forzada, la cual, adicionalmente, dirige el
medio de cultivo liquido hacia el material vegetal. Estos sistemas pueden ser
colocados en un recipiente a granel, suprimiendo la necesidad de incluirlos en
un soporte. Por otro lado, permiten la transferencia neumatica del medio de
cultivo desde un tanque de almacenamiento a la camara de cultivo, donde ambos
recipientes muchas veces forman parte de un mismo envase. La presion es
aplicada mediante una electrovalvula, gracias a un compresor, por lo que es facil
determinar el tiempo y frecuencia de inmersion. Ya que estos sistemas no
incluyen un tanque de medio de cultivo fresco, este tiene que ser renovado
constantemente. Sin embargo, dicho reemplazo es rapido y no existe la
necesidad de subcultivar los explantes (Etienne & Berthouly, 2002). Dos

variantes de este sistema se han desarrollado:
2.3.4.1. El sistema RITA

El RITA (Récipient Inmersibn Temporaire Automatique), distribuido por
VITROPIC, ha sido diseilado para cultivos in vitro intensivos de plantas. Este
sistema comprende un Unico recipiente de 500 mL de polipropileno esterilizable,
junto con dos compartimentos separados por una malla que sirve de soporte y
una tuberia plastica ubicada en el centro (Fig. 3.). El sistema se encuentra
cerrado por una ancha tapa de tornillo, equipada con puertos centrales y laterales
ubicados en la parte superior. Ambos puertos se encuentran asegurados con
filtros de membrana y el puerto central esta conectado a una linea de distribucion
de aire, controlada por un temporizador y una véalvula electromagnética de tres
vias. La parte superior del recipiente de polipropileno actlia como la camara de

cultivo, mientras que la parte inferior actia como el tanque de almacenamiento
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del medio de cultivo. Las ventajas de este sistema comprenden la operacién
confiable y simple, el espacio compacto a disposicion de los aparatos y el apoyo
de un suficiente nivel de humedad relativa junto con la separacion total de los
explantes y el medio de cultivo; elementos interconectados, lo que permite una
facil manipulacion. Sus principales desventajas son la dificultad para la
renovacion del medio de cultivo y la falta de opciones para la renovacion de la

atmosfera (Georgiev et al., 2014).

El presente sistema fue empleado para la micropropagacion de distintas
especies vegetales como Coffea, Hevea y Musa, y a la vez probando diferentes
métodos de multiplicacibn como embriogénesis somatica, proliferaciéon de
meristemos y micro-cortes de explantes. Los resultados fueron favorables en
cada especie y método empleado ya que se obtuvieron plantas de calidad en
comparacion con los métodos convencionales como medios semi-solidos y
liguidos. A partir de este estudio, concluyeron que la técnica de inmersién
temporal puede reemplazar a los meétodos convencionales y biorreactores
costosos en el campo de la investigacion como en el comercial (Teisson &
Alvard, 1995).
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Figura 3. Principio de disefio y operacion del sistema RITA.

Adaptado de (Georgiev et al., 2014).

(A) Periodo de exposicion.

(B) Distribucion del medio liquido. La presion del aire es aplicada al compartimiento inferior a
través de la tuberia central. El medio liquido se mueve hacia el compartimento superior.

(C) Periodo de inmersion.

(D) Drenaje del medio nutriente. El flujo de aire se detiene y el medio vuelve al compartimiento
inferior debido a la gravedad.

2.3.4.2. Sistema de frascos gemelos (BIT)

El sistema de frascos gemelos o de doble frasco (Biorreactores de Inmersion
Temporal) es uno de los primeros sistemas de inmersion temporal desarrollados
(Escalona et al., 1999; Lyam et al., 2012; Paula, 2012). Este sistema comprende
dos envases de boca ancha, tarros o botellas, conectados entre si mediante una
tuberia en forma de U, la cual puede ser de plastico o vidrio, o un tubo de silicona
(Aragén et al., 2010; Niemenak, Saare-Surminski, Rohsius, Ndoumou, &
Lieberei, 2008; Sankar-Thomas & Lieberei, 2011; Scherer, Garcia, de Freitas
Fraga, Dal Vesco, Steinmacher & Guerra, 2013; Schumann et al., 2012; Yan,
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Liang & Li, 2010; Yang et al., 2010). Uno de los contenedores actia como
camara de cultivo y el otro contenedor es empleado como tanque de
almacenamiento para el medio de cultivo (Fig. 4.). El envase que actiua como
camara de cultivo puede o no, ser equipado con un material de soporte para el
material vegetal en la parte inferior, como metal, poliuretano, cristal, entre otros
(Arencibia et al., 2013; Ashraf, Aziz, Stanslas & Kadir, 2013; Quiala et al., 2012;
Sankar-Thomas, Saare-Surminski & Lieberei, 2008; Scherer, Garcia, de Freitas
Fraga, Dal Vesco, Steinmacher & Guerra, 2013; Steinmacher, Guerra, Saare-
Surminski, & Lieberei, 2011; Teisson & Alvard, 1999; Yang et al., 2010). En cada
envase se halla su propia linea de aire presurizado, el cual es controlado por
temporizadores que se hallan acoplados con electrovalvulas de tres vias. Debido
a que el sistema posee un disefio simple, lo hace ideal para muchos laboratorios.
Usualmente son féciles de operar, y su construccion puede mantener los
ambientes estériles para largos periodos de cultivo (Arencibia et al., 2013).
Varias de las principales desventajas de este sistema son la automatizacion, ya
gue dependen de dos temporizadores y de valvulas electromagnéticas, y la
ausencia de opciones para la renovacion del medio de cultivo y atmdésferas
(Georgiev et al., 2014). Por otro lado, estos sistemas no se encuentran
equipados con un puerto destinado al suministro externo durante el periodo de
exposicion, por lo que el CO:2 puede ser empleado para asegurar
concentraciones mas altas de este en la atmosfera de la cdmara de cultivo
(Arencibia et al., 2013; Yang et al., 2010). Los sistemas BIT han sido empleados
exitosamente para la micropropagacion de plantulas, embriones, nddulos, entre
otros de especies vegetales como Theobroma cacao L., Tectona grandis,
Ananas comosus Var. Comosus, Bactris gasipaes y Solanum lycopersicum
(Niemenak et al., 2008; Quiala et al., 2012; Scherer, Garcia, de Freitas Fraga,
Dal Vesco, Steinmacher & Guerra, 2013; Steinmacher et al., 2011; Yang et al.,
2010).
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Figura 4. Disefio y principio operacional del Sistema de Frascos Gemelos.
Adaptado de (Georgiev et al., 2014)

(A) Periodo de exposicion. Todo el volumen del medio liquido se encuentra en el tanque de
almacenamiento del medio.

(B) Distribucién del medio liquido del tanque de almacenamiento del medio a la cAmara cultivo..
(C) Periodo de inmersién. Los propagulos se sumergen en el medio liquido. El tanque de
almacenamiento del medio esta vacio. Las lineas de aire para ambos recipientes estan cerradas
y las electrovéalvulas se abren a la atmoésfera.

(D) Drenando el medio nutriente de nuevo al tanque del medio de cultivo. La linea de aire de la
camara de cultivo es abierta, mientras que la linea de aire del tanque de almacenaje del medio
esté cerrada. La sobrepresion mueve hacia atras el medio en el tanque de almacenamiento del

medio.

2.3.5 SITs Varios
2.3.5.1. Thermo-foto-biorreactor SIT

Este sistema de inmersion temporal ha sido disefiado especificamente para la
produccion de metabolitos secundarios y micropropagacion de Deschampsia

antartida E. Desv. (Navarro et al., 2013). El sistema comprende dos recipientes
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de cristal interconectados por tubos de acero inoxidable (Fig. 5.). El envase
superior actia como la camara de cultivo, equipada con una chaqueta de agua,
destinada al control de la temperatura, junto con una fuente de luz ultravioleta,
ubicada en la tapa superior. Los explantes son ubicados en una placa de acero
inoxidable ubicada dentro de la camara de cultivo. Por otra parte, el envase
inferior es el tanque de almacenamiento del medio de cultivo liquido. El disefio
incluye dos puertos externos, uno destinado al suministro de aire, y, por tanto,
ubicado en la camara superior, mientras que el otro, empleado para la
suministracién del medio de cultivo, ubicado en el tanque de almacenamiento.
(Georgiev et al., 2014). Las principales ventajas de este sistema son la radiaciéon
ultravioleta y el control de la temperatura (Sequeida et al., 2012). Sin embargo,
las principales desventajas de este sistema son la construccion costosa y
compleja, razon por la cual se han desarrollado variantes de menor costo, ya que
utilizan botellas de vidrio (Rodrigues, Teixeira, Lima, & Ambrosano, 2006) o
sistemas de filtracion NALGENE (Stanly, Bhatt, & Keng, 2010), los cuales, no
poseen el control exacto de la temperatura como el sistema original (Georgiev et
al., 2014).



38

J
oo ol L ot
ko221
58 v 8§
g8 gE
Luz UV é Luz UV
I.l |- ”
-3 31
38 P
o5 ‘c!
& E i EE

Figura 5. Disefio tecnolégico y principio operacional del termo-foto-biorreactor.

Adaptado de (Georgiev et al., 2014).

(A) Periodo de exposicion.

(B) Distribucion del medio liquido. El aire se suministra al tanque de almacenaje del medio y el
medio se estd moviendo a la cadmara de cultivo.

(C) Periodo de inmersion.

(D) Drenando el medio nutritivo. El suministro de aire se detiene y el medio fue drenado hacia
atras por la gravedad.

2.3.5.2. Sistema de flujo hibrido-convectivo tubular saturado

Este sistema se desarroll6 exclusivamente para el cultivo in vitro de especies
vegetales con raices que poseen una alta densidad de vellosidades como
Hyoscyamus muticus (Cuello & Yue, 2008). Este sistema de inmersioén temporal
es un biorreactor hibrido, que, durante los primeros dias de operacion, post-
inoculacion, actia como una columna de burbujas y después cambia de
operacion a la de un sistema de frascos gemelos (Fig. 6.) (Georgiev et al., 2014).
La primera operacion resulta necesaria a fin de asegurar la distribucion uniforme
e inmovilizacion de las raices. Asi, una vez que estas estan unidas a la malla
interna, el sistema comienza a funcionar como un sistema de frascos gemelos.

Adicionalmente, una bomba peristaltica se encarga de la distribucién del medio
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de cultivo liquido, desde el tanque de almacenamiento, hacia la camara de
cultivo. Este sistema funciona con cortos tiempos de inmersion (2 minutos por
cada uno) y la velocidad a la que funciona la bomba peristéaltica es determinada,
a fin de asegurar una completa distribucion del medio de cultivo, con lo que es
facil lograr un flujo convectivo tubular (Cuello & Yue, 2008). Adicionalmente, el
medio de cultivo es presaturado con aire, a fin de suministrar oxigeno a zonas
muy internas de las raices que se encuentran en desarrollo. Las principales
ventajas de este sistema reside en la mejorada transferencia de oxigeno y
produccion de metabolitos secundarios, mientras que sus principales
desventajas son su complejo disefio y operacion, exclusividad para cultivos
radiculares y dificil recoleccion de la biomasa de las raices inmovilizadas
(Georgiev et al., 2014).
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Figura 6. Disefio tecnolégico y principio operacional del Sistema de flujo hibrido-
convectivo tubular saturado.

Adaptado de (Georgiev et al., 2014).

(A) Operacion en columna de burbuja hasta que se logre la distribucién uniforme y la
inmovilizacion de las raices pilosas transformadas.

(B — E) Operacion en modo de inmersiéon temporal similar a la del sistema de dos frascos.
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2.3.5.3. Biorreactor De Inmersion Por Burbujas (BIB)

El Biorreactor de Imersdo por Bolhas o Biorreactor de Inmersion por Burbujas,
emplea una estrategia de cultivo diferente a la que se ha venido describiendo,
ya que se basa en la inmersion temporal del material vegetal empleando
espuma, en lugar de medio liquido. Este sistema comprende un cilindro de vidrio
gue se encuentra dividido transversalmente en dos compartimentos gracias a
una placa microporosa, con poros de 170-220 um (Fig. 7.) (Georgiev et al., 2014).
La parte superior que comprende uno o varios compartimentos actian como
camaras de crecimiento, delimitados por armazones de acero inoxidable que se
han apilado uno sobre el otro a fin de estribar el cultivo del material vegetal. Se
ha agregado Tween20 al medio de cultivo liquido, el cual es rellenado en la parte
inferior del recipiente cilindrico, actuando como tanque de almacenamiento, por
lo que existe una distribucion uniforme del aire a través de la placa porosa. Este
sistema se encuentra disponible a una escala de 1.5L, e investigaciones
recientes han demostrado que ha logrado generar un mayor nimero de brotes y
un mejor crecimiento frente a sistemas como el RITA, en la micropropagacién de
Malaleuca alternifolia y Oncidium leucochilum (Scheidt, Silva, Oliveira, Costa,
Biasi, & Soccol, 2011). Sin embargo, la inclusiéon de detergente en el medio de
cultivo, junto con largos periodos de drenaje, pueden restringir la aplicacion de
este sistema para la micropropagacion de algunas especies vegetales sensibles
(Georgiev et al., 2014; Steingroewer et al., 2013).
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Figura 7. Disefio tecnolégico y principio operacional del biorreactor de inmersion
por sistema de burbujas.

Adaptado de (Georgiev et al., 2014).
(A) Periodo de exposicion.

(B) Periodo de inmersion. Se suministra aire y se forma espuma. Los explantes son sumergidos
en un medio de cultivo en forma de burbujas. Cuando la aireacion se detiene, la densidad de la
espuma disminuye con el tiempo debido al drenaje liquido y los explantes se exponen a un
ambiente gaseoso.

2.3.5.4. Sistemas de Balancin

Los sistemas basados en un balancin emplean una plataforma mecéanicamente
habil, destinada a inclinar los tanques o cajas de cultivo en un angulo
determinado, de tal forma que el medio de cultivo pueda ser distribuido desde un
extremo de la caja al otro, y viceversa (Fig. 8A. y 8B.) (Georgiev et al., 2014).
Generalmente, las cajas de cultivo estdn fabricadas en policarbonato

autoclavable, con forma rectangular de una abertura lateral ancha, cerradas por
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una tapa de tornillo ancha que posee un filtro de membrana (Georgiev et al.,
2014). Asi, post-inoculacion, las cajas de cultivo son colocadas en bastidores
con los estantes mecanicamente activados, donde las inclinaciones de estos
crean ondas pequefas, por lo que alternadamente sumergen y airean al material
vegetal. Se ha probado en especies vegetales como Caladium, Solanum
tuberosum y Panax quinquefolius L. (Adelberg & Toler, 2004; Kamarainen-
Karppinen, Virtanen, Rokka & Pirttila, 2010; Uchendu, Paliyath, Brown & Saxena,
2011). La principal ventaja de este sistema es que un gran numero de cajas de
cultivo pueden ser acomodadas en la estanteria, sin ninguna conexion adicional
necesaria. Las desventajas estan relacionadas con la necesidad de inclinar la
plataforma mecanica, aumentando los costos de funcionamiento. Por otro lado,
este tipo de sistemas requieren de un gran espacio para funcionar
adecuadamente, lo que puede influir sobre el costo de produccion. De igual
forma, las cajas de cultivo no poseen una adecuada renovacion de atmésfera y
tampoco existen opciones para renovar el medio de cultivo liquido (Georgiev et
al., 2014). Estos problemas pueden ser solucionados empleando sistemas como
los Biorreactores BIOMINT (Figura 8C. y 8D.), biorreactores de tamafo medio,
los que comprenden dos recipientes cilindricos de policarbonato unidos
mediante un adaptador. Asi, uno de los compartimentos actlia como camara de
cultivo, mientras que el otro es el tanque de almacenamiento del medio de
cultivo. El adaptador que se encuentra perforado permite el flujo del medio
liqguido, mientras que los explantes se mantienen en su lugar cuando el
biorreactor cambia de posicién. Adicionalmente, el adaptador posee dos puertos
externos que permiten la renovacion de la atmosfera, enriqguecida con CO:
(Robert, Herrera-Herrera, Herrera-Herrera, Herrera & Fuentes-Carrillo, 2006).
Gracias a su flexible y facil construccidn, estos biorreactores son ideales para la
micropropagacion (Bello-Bello et al., 2010; Pefia-Ramirez et al., 2010).
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Figura 8. Disefio tecnolégico y principio operacional de (A, B) Rocker SIT y (C,
D) biorreactor Biomint.

Adaptado de (Georgiev et al., 2014).

2.3.5.5. Sistema giratorio del tambor

Este sistema comprende un aparato de rodillos junto con una botella de vidrio o
de plastico autoclavable (Fig. 9.). Dentro de cada una de las botellas se coloca
una red de acero inoxidable o una cama de espuma de poliuretano que brinda
apoyo al material vegetal, el cual fue, en el estudio de Akita & Ohta, (1998),
Solanum tuberosum. Cuando el sistema de rodillos se encuentra girando a bajas
velocidades, los explantes inmovilizados son sumergidos Yy aireados
constantemente. La ventaja de este sistema es su simple construccién. Por otro
lado, las principales desventajas de este sistemas son su incapacidad para
determinar largos tiempos independientes para la inmersion y periodos de

exposicion; falta de opciones para la ventilacion e intercambio atmosférico, asi
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como también una mayor fuerza de cizalla gracias a la mezcla mecanica (Reis
et al., 2011).

Figura 9. Disefio tecnoldgico y principio operacional de rotar sistema del
biorreactor del tambor.

Adaptado de (Georgiev et al., 2014).

2.3.6 SITs desechables y de bajo costo

A fin de reducir los costos de inversion de produccion y fabricacion destinados
para el equipamiento, ahorrar espacio y mano de obra, se han desarrollado,
durante los dltimos afios, varios sistemas de inmersion temporal desechable y
de bajo costo (Fig. 10A-F). Una de las principales caracteristicas de este tipo de
sistemas es su disefio simple y barato, el cual viene acompafado de elementos
plasticos intercambiables. Estos sistemas poseen un facil manejo, su
almacenamiento es complejo, son autoclavables y permiten un uso mdultiple
(Georgiev et al., 2014). Algunos sistemas de inmersion temporal desechables
son los biorreactores RALM, los cuales operan empleando el principio de los
frascos gemelos; el sistema SETIS, que opera similarmente al sistema de flujo y
reflujo; el sistema PLANTIMA, que opera empleando el principio del RITAy ha
sido empleado para la micropropagacion de Siraitia grosvenorii, Dioscorea fordii
y Dioscorea alata (Yan et al., 2010; Yan, Litao & Li, 2013). Otros sistema de este
tipo es el biorreactor PLANTFORM; el sistema Box-in-bag, un sistema
desechable que opera bajo el principio del sistema de inmersion temporal de flujo

y reflujo; y el biorreactor WAVE, que comprende un sistema de balancin, que
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utiliza bolsas de cultivo preesterilizadas (Eibl & Eibl, 2008; Eibl & Eibl, 2006; Eibl,
Werner, & Eibl, 2009).
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Figura 10. Disefio tecnolégico de (A) RALM biorreactor, (B) SETIS sistema de
biorreactores de inmersion temporal, (C) sistema PLANTIMA, (D) PLANTFORM
biorreactor, (E) caja en bolsa, y (F) biorreactor de onda

Adaptado de (Georgiev et al., 2014).
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2.4. Disefio y construccion de Sistemas de Inmersién Temporal (SIT)

El disefio de los SIT comprende una actividad de ingenieria compleja por los
distintos requerimientos a considerar como intercambio gaseoso, volumen de
medio nutriente liquido, capacidad del recipiente, restitucion del medio nutriente,
tiempo y frecuencia de inmersiéon, ademas del monitoreo de parametros como
pH, CO2, O2, temperatura y presion interna, con la finalidad de tener un medio

ideal para un desarrollo rapido y eficiente de las plantas (Gémez, 2006).

Por otro lado, los materiales que seran utilizados para la construccién de los SIT
cumplen un papel fundamental, ya que deben cumplir ciertos aspectos como
resistencia al calor, en caso de que la esterilizacion sea con autoclave,
durabilidad, transparencia en ciertos casos y sobre todo econémicos, como es
en el caso del trabajo de Rosales Maldonado, Rodriguez De Francisco, & Gomez
Alvarado, (2003), en el cual tratando de disminuir el alto costo que conlleva la
adquisicion de un SIT comercial, construyeron un equipo con componentes que
se pueden obtener en el comercio local. Sencillamente, el sistema consta de dos
recipientes de vidrio en forma cilindrica de 250 mL, los cuales llevaran un tapon
de hule con dos orificios de 5 mm de diametro, en los que se meteran dos tubos
de vidrio de igual diametro. El disefio se semejaba al Sistema de Inmersién
Temporal de Frascos Gemelos (BIT) con un sistema de control de tiempo y
frecuencia de inmersion. El funcionamiento del mismo fue puesto a prueba
durante un lapso de dos meses sin ninguna falla, ademas de que la inversién
para la construccién del prototipo y el sistema de control fue de $489,90
aproximadamente, siendo un valor competitivo contra los SIT que se hallan en el

mercado.

En otro estudio realizado por Gémez, (2006), se disefid y construyd un prototipo
de Biorreactor de Inmersion Temporal semejante al Sistema RITA (Figura.11),
en el cual emplearon dos frascos de vidrio tipo PYREX (superior e inferior) por
su utilidad, resistencia a cambios bruscos de temperatura y por ser cristalino,
permitiendo el paso de la luz para el proceso fotosintético de las plantas. Y para
el soporte central se usé aluminio Al-6063, mangueras de caucho para el

transporte del medio y los filtros fueron disefiados a la medida y elaborados de
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una mezcla de carbén. Como resultado se obtuvo un aumento en el crecimiento
de brotes a partir de callos de Musa AAA en el prototipo en comparacion con el

medio semi-solido.
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Figura.11 Prototipo de un Biorreactor de Inmersion Temporal

Tomado de (Gémez, 2006)

La finalidad de los estudios anteriores es brindar una alternativa econémica y
eficiente para la micropropagacion de distintas especies vegetales empleando
materiales de facil adquisicion y baratos, de tal forma, compiten con el mercado
actual de los SIT y permite la implementacién de esta tecnologia en paises que

se hallan en vias de desarrollo.
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3. Capitulo 1ll. Metodologia
3.1. Disefio y construccién del SIT propuesto
3.1.1. Disefio

El disefio se realiz6 en el software AutoCAD®, el cual fue empleado para el
dibujo y modelado de las piezas. El disefio exacto de las mismas se mantiene en

reserva por temas de propiedad intelectual.
3.1.2. Construccion

La construccion del prototipo fue realizada en base al modelado previamente con
la utilizacién de impresion 3D para ciertas piezas. El material y ensamblaje del

SIT se mantiene en reserva por temas de propiedad intelectual.
3.2. Validacién del SIT propuesto
3.2.1. Obtencion del material de partida

Se obtuvieron brotes de tabaco con la finalidad de realizar multiplicacion axilar.
Se utiliz6 medio MS basal destinado al establecimiento del material vegetal. A
continuacion, empleando MS basal modificado, tal y como se observa en la Tabla
3, se generaron brotes.

Tabla 3.

Formulaciéon de los medios MS modificado con fitohormonas para la

multiplicacion de brotes de N. tabacum.

Compuesto Cantidad por L
Macroelementos 1X 100 mL
Microelementos 1X 10 mL

Hierro 1X 10 mL
6-BAP 2ml
ANA 200 pl
Agar 70

Sacarosa 309

Adaptado de (Ali, Hadi, Ali, Tariq & Khan, 2007)
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3.2.2. Disefio experimental

Se establecieron 3 tratamientos para comparar la efectividad del sistema de
inmersion temporal con respecto al cultivo convencional en medio semisalido.
Los tratamientos establecidos estan descritos en la Tabla 4. Las variables de
respuesta que se escogieron fueron el niumero de hojas y brotes de los
explantes, longitud de las hojas y la tasa de multiplicacion de los brotes después

de 17 dias, la cual fue determinada mediante la siguiente férmula:

N° total de brotes — N° de brotes al inicio

T d ltiplicacion =
asa de muttipticacton Tiempo final — Tiempo inicial

(Ecuacion 1)
Tabla 4.

Tratamientos para multiplicacion de brotes de N. tabacum en medio semi-sélido

y SIT propuesto

Tratamiento Medio
MS-AGAR MS basal + agar
MS basal + agar + 6-BAP (2 mg/L) +
MSFITO-AGAR
ANA (0,2 mg/L)
MS-LIQ MS basal
MS basal + 6-BAP (2 mg/L) + ANA
MSFITO-LIQ
(0,2 mg/L)

Se cultivaron 3 brotes axilares de N. tabacum en cada recipiente que contenia
medio semi-sdlido y 10 brotes axilares en el Sistema de Inmersion Temporal.
Para este ultimo, se definié un tiempo y frecuencia de inmersién estandar de 1
minuto cada 6 horas, tiempo en el cual las yemas fueron sumergidas. Los
tratamientos se cultivaron con un fotoperiodo que incluia 16 horas de luz y 8

horas de oscuridad. El experimento se realiz6 por duplicado.
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3.3. Evaluacién estadistica de los resultados

Una vez que se obtuvieron los datos, se realizé el analisis estadistico ANOVA
univariado, para determinar si existen diferencias significativas entre los
tratamientos realizados en la validacion del SIT, ademas de una prueba de
contraste de medias de Duncan para hallar si las medias entre los tratamientos

son significativamente diferentes. Este analisis fue realizado en SPSS V.25.
3.4. Diagramade flujo del proceso

En la Figura 12. se observa el diagrama de flujo del proceso a seguir a lo largo

de la investigacion.

Disefio del Disefio del .
reservorio del |:> soporte y Obtenciéon de
i 4 . materiales.

medio y camara andamiaje. |:: >

de cultivo.

Disefio del _

Pruebas de <::| sistema de <::| Ensamblaje del

funcionamiento. semi- sistema.
automatizacion.

Generacion del Andlisis

material vegetal:
brotes de N.
tabacum

-

Ejecucion de los
tratamientos.

=

estadistico y
procesamiento de
los resultados.

Figura 12. Diagrama de flujo del disefio y desarrollo de un prototipo de Sistema
de Inmersion Temporal semi-automatizado para la micropropagacion masal

vegetal.
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4. Capitulo IV. Resultados y discusion
4.1 Validacion del SIT propuesto

En la presente etapa se valido el sistema con brotes de N. tabacum en medios
de cultivo con distintas formulaciones y fue comparado con el método
convencional de micropropagacion realizado en medios semisolidos durante 17
dias (Figura 13). Se observa un aumento significativo en el nimero de brotes y
hojas en el SIT, en comparacién con los medios semisoélidos. El mayor de
namero de brotes y hojas se encuentra en el tratamiento con medio liquido MS
suplementado con fitohormonas del SIT, siendo estos valores: 14+1,05 brotes y
10+0,82 hojas (Figura 14). Por otra parte, el medio semisolido MS basal present6
el menor numero de brotes y hojas siendo estos de 4,4+0,7 brotes y 4,2+0,78
hojas (Figura 15.) El analisis estadistico ANOVA determiné que existieron
diferencias significativas entre los tratamientos y la prueba de Duncan establecio
gue las medias entre las variables dependientes fueron significativamente
diferentes. Esto quiere decir que el SIT desarrollado ofrece mejores resultados

gue los obtenidos en los medios semisdlidos.

- a
-
o 15
£=
-
“
=
-]
5 b b
®
] c
o c :[ B Mximero de brotes
] Mdmero de hojas
g [
- d d

o

MS-AGAR MSFTO-AGAR MS-LIg MSFITO-LIO
Tratamiento

Figura 13. Numero de brotes y hojas en el SIT y medios semisdlidos de los

tratamientos planteados.



Figura 14. Explantes obtenidos en medios semisélidos y en el SIT.

(A) MS-AGAR
(B) MSFITO-AGAR
(C) MS-LIQ

(D) MSFITO-LIQ
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Cabe recalcar que en todos los tratamientos realizados en el SIT y en los medios
semisdlidos, no hubo contaminacién bacteriana ni fungica, debido a que el
manejo del material antes y durante el cultivo fue realizado en condiciones

asepticas.

En cuanto a la tasa de multiplicacion, se observa que la mayor tasa fue en el SIT
con medio MS suplementado con 6-BAP y ANA (Figura 15), dando como
resultado la generacion de 0,81+0,06 brotes/dia. Mientras que en el medio
semisodlido MS basal obtuvo la menor tasa de multiplicacion de 0,21+0,04
brotes/dia. Por lo tanto, el mejor tratamiento es el medio liquido MS con 6-BAP
y ANA en el SIT en comparacion a los demés tratamientos. El analisis estadistico
ANOVA determind que existieron diferencias significativas entre los tratamientos
y la prueba de Duncan establecio que las medias entre las variables
dependientes fueron significativamente diferentes. Esto quiere decir que el SIT
desarrollado ofrece mejores resultados que los obtenidos en los medios

semisodlidos.
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Figura 15. Comparacion de la tasa de multiplicacion en los medios semisélidos

y en el SIT propuesto.

En cuanto a la longitud de la hoja, la mayor se obtuvo en el tratamiento con medio
MS liquido suplementado con fitohormonas del SIT (Figura 16), siendo este valor
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de 1,94+0,23 cm. Mientras que en los medios semisélidos con MS basal se
presento la menor longitud de hojas, siendo el valor de 0,64+0,06 cm. El analisis
estadistico ANOVA determin6 que existieron diferencias significativas entre los
tratamientos y la prueba de Duncan estableci6 que las medias entre las variables
dependientes fueron significativamente diferentes. Esto quiere decir que el SIT

desarrollado ofrece mejores resultados que los obtenidos en los medios

semisolidos.
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Figura 16. Longitud promedio de las hojas de los tratamientos planteados.

Estos resultados concuerdan con lo obtenido en otras especies vegetales de
importancia. En Escalona et al. (1999) compararon la efectividad de un SIT, al
gue denominaron Biorreactor de Inmersion Temporal (BIT) o Sistema de Frascos
gemelos, para micropropagar Ananas comosus L. Merr, frente a la
micropropagacion realizada en medios semisélidos vy liquidos; donde
determinaron que los explantes cultivados en el SIT presentaron la tasa de
multiplicacion mas alta de todos los sistemas de propagacion evaluados. Asi, las
tasas de multiplicacion presentaron un incremento del 300 y 400% frente al
modelo liquido y semisdlido respectivamente, lo cual se observo en el presente
estudio, donde la tasa de multiplicacion presenté un aumento del 242,8% en
aguellos medios sin fitohormonas y del 385,7% en los medios con fitohormonas

en 17 dias de tratamiento. Por otro lado, los autores describen que existe un
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incremento considerable en relacion al peso fresco, correlacionado con la
proliferacion de brotes, y, a pesar de que en el presente estudio, no se utiliza al
peso fresco como una variable de respuesta, podemos deducir que las
diferencias en la generacion de brotes y en consecuencia hojas a partir de los
mismos, darian como lugar un mayor peso fresco en aquellos explantes
cultivados en los SITs, frente a aquellos en relacion al medio semisélido,
describiendo un patron similar al de la Figura 13. Por otro lado, los autores
sefialan que no existe una diferencia significativa en relacion al peso seco, otra
de las variables no analizadas en el presente estudio, debido a que las hojas
generadas en el SIT, a partir de los brotes axilares son pequefias y son
generadas a partir de una region central, dando lugar a que no haya un
incremento en el peso seco, haciendo que el material vegetal no sea adecuado
para las etapas de enraizamiento y posterior aclimatacion. Esto claramente no
se observo en los cultivos llevados a cabo en el SIT disefiado, donde, tal y como
se observa en la Figura 14, las hojas presentan una adecuada morfologia y
tamarnio, lo cual supondria que el material vegetal generado podria ser apto para
las siguientes etapas de propagacion, para lo cual es ideal recalcar que el mismo
SIT propuesto no requiere de alguna adecuacion de disefio para permitir un
correcto enraizamiento, por lo que suponemos gue se facilitaria la obtencion de

una gran cantidad de material vegetal.

Tomando en cuenta el principio de funcionamiento del sistema propuesto, en
relacion al de los autores, quienes emplearon el bombeo del medio de cultivo
hacia el material vegetal, una de las posibles causas de la generacion de hojas
de pequefio tamafio, dado por el estrés generado sobre el tejido vegetal debido
a las constantes fuerzas de cizalla al recibir el medio de cultivo, frente a los
resultados obtenidos en el presente estudio empleando este nuevo disefio, que
supone la desaparicibn o reduccidén significativa de dichas fuerzas y en
consecuencia, estrés sobre el tejido. Barretto, Michoux, Hellgardt & Nixon (2017)
describieron el efecto hidrodinamico de las fuerzas de cizalla generadas por el
bombeo del medio de cultivo hacia el material vegetal, en la generacion de callos
de N. tabacum en un SIT, demostrando que, el incremento de la tasa de aireacion

y en consecuencia, el aumento de las fuerzas de cizalla disminuyeron en 50% el
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crecimiento de la biomasa fresca en cultivos de 20 dias, junto con dafio celular
significativo para los cultivos de 20 y 40 dias, indicado por una acumulaciéon de
biomasa reducida, actividad mitocondrial comprometida y desarrollo inadecuado
de cloroplastos, influyendo en el nivel de expresion de proteinas. Es por esta
razon que el sistema desarrollado en este estudio podria generar ventajas sobre
los sistemas comercialmente disponibles, que emplean aireacion, a fin de
obtener una mayor cantidad de biomasa, con plantas de calidad y

metabdlicamente productivas.

Ademas, los autores emplearon una combinacion de 6-BAP y GA, comparando
frente a medios de cultivo MS basales, cuyos resultados concuerdan con lo
obtenido en el presente estudio, en donde se empled 6-BAP y ANA, observando
gue las fitohormonas demostraron una mayor eficiencia en cuanto a la tasa de
multiplicacion, una mayor cantidad de brotes y numero de hojas, y longitud de
hojas, donde, por supuesto, los resultados obtenidos en el SIT fueron mejores
en gran medida, frente a los del medio semisdlido. EI empleo de estas
fitohormonas se ha descrito previamente para multiplicacion, puesto que las
mismas estan destinadas al desarrollo de las partes axilares y elongacion de los
brotes (Etienne & Berthouly, 2002). Asi, el 6-BAP constituye la citoquinina mas
utilizada para la micropropagacion y multiplicacion de especies vegetales varias,
gracias a su gran efectividad, puesto que este biorregulador tiende a acumularse
tanto en sus formas conjugadas como en su forma no conjugada, estimulando la
generacion de brotes, en especies de importancia, como Spathiphyllum wallisii
Regel, Xanthosoma spp., Tectona grandis Linn. F, Psidium guajava L., entre
otros (Lourdes, Pérez & Torres, 2015; Pérez et al., 2017).

De igual forma, en el estudio se empleé ANA, una auxina destinada a la
micropropagacion, que usualmente ha sido empleada con el 6-BAP para formar
parte de formulaciones de medio de cultivo ideales para la generacion de brotes,
asi como también para la generacion de callos, ya que ha permitido generar
brotes de color verde claro en especies como Echinocereus cinerascens,
Crambe orientalis L. var. orientalis L., entre otras (Ceylan, Ozdemir & Biilbdil,
2017; Elias et al., 2015).
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En relacion con la respuesta obtenida, se debe tomar en cuenta al genotipo del
tabaco empleado. A pesar de que no se sabe la variedad utilizada en el presente
reporte, un estudio llevado a cabo por Ali et al. (2007), en el que se emplearon
las variedades K-399 y SPTG-172 para la formacion de callos y posterior
regeneracion de plantas, demostrdé que a pesar de que la variedad SPTG-172
fue capaz de generar callos mas rapido que la variedad K-399, esta ultima fue
capaz de regenerar brotes, en un numero significativamente mayor que la
variedad SPTG-172. Esto hace necesario, determinar diferencias entre los
cultivares disponibles en el pais, a fin de establecer si existen diferencias

significativas en la generacion de plantas durante las etapas de multiplicacion.

Adicionalmente, Escalona, et al. (1999) mencionan, que en relacion al analisis
del pH del medio de cultivo, los resultados que presentaron, pueden deberse a
la asociacion del pH con el punto de equilibrio cuando el material vegetal es
adicionado al sistema, lo cual facilita significativamente la disponibilidad de los
lones, ya que el SIT limita el movimiento de los iones cuando existe un cambio
brusco de pH; frente al medio semisodlido, donde el efecto del pH esta relacionado
con el agente gelificante (Escalona, et al., 1999). Asi, a pesar de que en el
presente estudio no se evalud el efecto del pH en la multiplicacién del material
vegetal, este parametro puede ser evaluado a futuro. Cabe mencionar que, como
se compararon medios basales frente a medios con fitohormonas, el efecto del
pH, especialmente en el SIT pudo haber facilitado la disponibilidad de estas,
frente a los sistemas semisolidos, lo cual sera analizado a futuro. Finalmente,
los autores sefialan que obtuvieron una tasa de multiplicacion mayor cuando el
radio de medio de cultivo por explante, en el SIT, fue de 200 mL, mientras que,
para valores superiores a dicho radio, los valores del peso fresco, seco y tasa de
multiplicacion se vieron comprometidos. En el presente estudio, se emplea un
radio de 36 mL por explante, lo cual podria ser una variable para evaluar con
miras de optimizar las condiciones de cultivo para N. tabacum en el sistema

evaluado.

Paralelamente, Stanly, Bhatt & Keng (2010), evaluaron diferentes sistemas de
cultivo, entre los que estaban sistemas semisolidos, liquidos y SIT para la

micropropagacion y generaciéon de brotes de Curcuma cedoaria y Zingiber
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zerumbet, empleando medios de cultivo basales suplementados con 6-BAP y
AIB. En este estudio se empled un sistema reusable Nalgene® modificado,
donde se utilizaria el bombeo de aire filtrado con la finalidad de realizar el
desplazamiento del medio de cultivo hacia el compartimento superior que
actuaba como camara de cultivo. Los resultados demostraron que, para ambas
especies, los SITs fueron capaces de generar diferencias significativas frente a
los medios semisdlidos, sin embargo, no fueron capaces de generar diferencias
significativas frente a los medios liquidos. En ambos sistemas, las plantas
generadas poseian alturas similares, no obstante, cuando se trataba de hojas,
las mismas eran mucho mas grandes en el SIT y en el medio liquido que aquellas
hojas provenientes de los medios semisélidos, concordando con lo obtenido en
el presente estudio. Tanto el cultivo realizado en el SIT como en el medio liquido
dieron lugar a una significativamente mayor cantidad de brotes frente a los
obtenidos en medio semisdlido, lo cual se ajusta con los resultados del presente
estudio. Resulta, por otro lado, interesante resaltar que los autores compararon
la concentracion de sacarosa empleada, donde demostraron que los medios
suplementados con 30 g/L de sacarosa (concentracion empleada en el presente
estudio) utilizados en los SITs, dieron lugar a un mayor nimero de brotes por
explante para ambas especies, frente a 15 g/L de sacarosa. En relacion a los
medios liquidos, los cuales no presentaron diferencias significativas frente al
peso fresco, seco y numero de brotes, lo cual también ha sido reportado por
Aragon al. (2010). Esto debe ser incluido en futuras investigaciones, en la medida
en la que en el presente estudio no se incluyeron a los sistemas liquidos,
tomando en cuenta los resultados reportados por los autores. En Stanly, Bhatt &
Keng, (2010) establecieron que las plantas generadas poseian morfologia similar
en todos los sistemas, lo cual se ajusta a lo obtenido, demostrando que el SIT
propuesto no genera complicaciones morfolégicas durante el desarrollo de cada
uno de los explantes. Los autores relatan que obtuvieron cerca de un 10% de
hiperhidricidad tanto en el SIT como en el sistema liquido, lo cual no encaja con
lo observado en el presente estudio, donde tanto en el SIT como en los medios
semisélidos, ninguno de los explantes presenté hiperhidricidad. Esto nos permite

establecer que el sistema desarrollado permitiria obtener material vegetal de
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gran calidad, reduciendo la pérdida de biomasa cultivable, razén por la cual,
resultaria necesario evaluar al material vegetal obtenido del cultivo in vitro en las

etapas de enraizamiento y aclimatacion, a fin de analizar la viabilidad en campo.

En otro estudio, Adelberg & Toler (2004) compararon un SIT Rocker frente al
sistema semisolido para la micropropagacion de C. esculenta (L.) Schott
‘Fontanesii’ y A. macrorrhizos G. Don. En concordancia con lo conseguido en el
presente estudio, el SIT demostré generar plantas de mayor densidad, con un
mayor numero de hojas, las cuales poseian un mayor tamafio y peso seco
relativo, frente a aquellas que fueron cultivadas en medio semisoélido. Asi,
debemos recalcar que Etienne & Berthouly (2002) describen que dicho
comportamiento se atribuye a la carencia de impurezas generadas del agar,
mejor disponibilidad de agua y envases mas grandes, resaltando esta ultima
caracteristica del disefio desarrollado, al ser facilmente escalable.
Conjuntamente, Adelberg & Toler (2004) en su estudio establecen que
observaron que las tasas de multiplicacion fueron superiores cuando la densidad
de explantes era minima, en relacion a cuando la densidad del cultivo era alta,
cuyo parametro no se evalud en el presente estudio, pero que representaria otro
factor a analizar posteriormente. Asimismo, en la medida en que la densidad de
explantes aumentaba, los autores sefialaban que se incrementa la competencia
por los solutos, espacio y luz dentro del recipiente, factores que resultarian
ideales para ser evaluados en una optimizacion futura. En dltimo lugar, los
autores resaltan la idealidad de la renovacion del medio de cultivo, a fin de
eliminar la constante transferencia de medio de cultivo al sistema, lo cual resulta

un punto clave a desarrollarse para el disefio final del SIT de este estudio.

En otro estudio, Yan, Yang & Li (2011) demostraron que la utilizacién de un SIT
PLANTIMA permitia la obtencién de material vegetal de calidad frente a las
plantas obtenidas en medio semisélido y liquido. En el estudio se evaluaron los
tres sistemas para la micropropagacion de Dioscorea fordii y Dioscorea alata,
empleando un medio de cultivo MS basal suplementado con 6-BAP y ANA en las
mismas concentraciones utilizadas en el presente estudio. Los resultados
demostraron que la longitud de los brotes, hojas y la tasa de multiplicacién fue

significativamente mayor en los SITs, en relacion con los medios liquidos y



60

semisdlidos, ajustadndose a lo obtenido en el presente estudio. Por otra parte, los
autores sefialan que la adecuacion de los SIT con ventilacion, en este caso,
renovacion de la atmaosfera, permitio obtener mejores resultados, contribuyendo
a una mejor formacién de brotes y raices. Siendo una adecuacion a incluirse en
el sistema disefiado y, en consecuencia otro factor a tomar en cuenta durante la
optimizacién, ya que tal y como establecen Etienne & Berthouly (2002), la
inclusion de una correcta ventilacion permite generar plantas con un aparato
respiratorio y fotosintético mejorado, que influye durante las etapas ex vitro.
Finalmente, los autores enraizaron varias plantas generadas en los SITs, para lo
cual establecieron que, de haber una correcta oxigenacién del medio de cultivo
liguido en el sistema, se obtendrian mejores resultados para dicha etapa,
haciendo que este punto sea necesario en el disefo final del SIT propuesto y
tomando en cuenta que en el presente disefio se puede incluir facilmente el

control de dicho parametro.

Por otra parte, en un estudio llevado a cabo por Aragoén et al. (2010) se demostré
en BITs, que a parte de los factores previamente descritos, la combinacion de
una alta intensidad de luz y una alta concentracion de diéxido de carbono durante
el cultivo con los SITs, dieron como lugar un alto porcentaje de plantas
competentes que, comparadas con el tratamiento control, que poseia una baja
intensidad de luz y una baja concentracién de diéxido de carbono, presentaron
una mejor recuperacion del almidoén en los tallos, accion que resulta de suma
importancia para la supervivencia de las plantas durante las fases de elongacion
y endurecimiento. Esto representa una guia a tomar en cuenta para las
siguientes fases de disefio y optimizacion del mismo. Asi, junto con una
adecuada concentracion de sacarosa, las capacidades metabdlicas de las
plantas mejorarian, tanto para las etapas de endurecimiento y crecimiento, como
para un subsecuente empleo de estas como sistemas para la produccion de
metabolitos secundarios de importancia, incluyendo al Molecular Farming, como
también para especies que acumulen grandes cantidades de almidén y que
resulten de importancia alimentaria, en donde nuestro sistema, presenta las

caracteristicas de disefio adecuadas para ser empleado.



61

En otra investigacion, encajando con lo obtenido en el presente estudio, Bello-
Bello et al. (2010) emplearon un sistema BioMINT™ para la multiplicaciéon y
elongacion de brotes de Capsicum chinense Jacq., donde se obtuvieron cerca
de 25 brotes por explante en 21 dias de cultivo, comparado con los 15 brotes
generados en medio semisolido, lo cual representd una diferencia significativa.
Los brotes y las hojas elongaron mas rapido en SIT que en los sistemas
semisolidos, donde los mejores resultados se obtuvieron con una frecuencia de
inmersién de 8h y un tiempo de inmersion de 2 min, difiriendo de los tiempos y
frecuencias de inmersion empleados en el presente estudio, y en consecuencia
se establece como factor a analizar en una optimizacion posterior. Para finalizar,
los autores sefialan que la inclusion de ventilacion permitiria la eliminacion
parcial o total del etileno generado por el material vegetal, y que influye en el
crecimiento de los explantes, lo que represent6 una clara desventaja, por lo que
la inclusion de un sistema de renovacién de atmésfera se posiciona como

necesaria.

Un estudio realizado por Scherer et al. (2013), en el que se comparan dos SITs,
el BIT y el RITA, destinados a la micropropagacion de Ananas comosus var.
comosus, demostraron generar tejidos con un color verde claro, sin
hiperhidricidad y consistentes, frente a aquel material vegetal obtenido mediante
medios semisolidos, el que se encontraba oxidado e hiperhidratado. Segun los
autores, esto esté relacionado a los niveles de hipoxia, que generan diferentes
respuestas celulares, incluyendo una fase de adaptacion seguido de condiciones
de alto estrés, tal y como establece Etienne & Berthouly, (2002). Los resultados
obtenidos en el presente estudio, asi como también en los otros estudios
mencionados explicarian la razon, por la que los medios semisolidos representan
una desventaja considerable frente a los SITs. Asi, dentro del estudio, para la
generacion de peso fresco, el RITA fue el que obtuvo mejores resultados. Los
autores establecen que es debido a que el RITA ofrece un ambiente menos
hamedo, lo que causa un estrés osmoético, comparado con el BIT y los sistemas
semisdlidos, y en consecuencia podria explicar la obtencién de resultados
favorables en el presente estudio, tomando en cuenta que la inmersién de los

explantes fue llevada a cabo durante un corto tiempo en comparacion con el



62

resto de estudios y que, gracias al disefio del sistema propuesto, el ambiente es
mucho menos humedo, por lo que suponemos que esto representa una ventaja
sobre los sistemas comercialmente disponibles.. Por consiguiente, en las fases
de aclimatacion, todas las plantas obtenidas a partir de los dos SITs no
presentaron diferencias en la supervivencia, obteniendo un 92% de biomasa
viable, parametro que, como se habia mencionado antes, podria ser comparado

con plantas generadas en el SIT establecido.

Para culminar, Vidal, Blanco & Cuenca (2015), realizaron una comparacion entre
el RITA, PLANTFORM™ vy BIT para la multiplicaciéon axilar de Castanea sativa x
C. crenata y C. sativa x C. mollisima. Los resultados demostraron que aquellos
explantes cultivados en PLANTFORM™ por cinco semanas generaron brotes lo
suficientemente largos para enraizamiento, mientras que los explantes apicales
y nodales cultivados tanto en PLANTFORM™ como en RITA dieron lugar a
brotes cortos que pueden ser empleados para mantenimiento. Adicionalmente,
para la mayoria de los clones se observaron tasas de multiplicacién y un nimero
de brotes mayor en comparacion con los medios semisélidos, correspondiendo
con lo obtenido en el presente estudio. Asimismo, se reportd que varios
explantes presentaron hiperhidricidad, la cual fue reducida mediante el empleo
de frecuencias y tiempos de inmersion menores. Esto, representa por tanto una
ventaja por parte del SIT desarrollado frente a los sistemas descritos, ya que los
explantes generados no tuvieron hiperhidricidad y presentaron un desarrollo

Optimo en un corto periodo, frente a los otros sistemas y especies.

Este es un estudio preliminar para este nuevo Sistema de Inmersién Temporal,
gue ha demostrado resultados prometedores, que concuerdan con, 0, mejoran a
lo obtenido con otros sistemas en otras especies vegetales. Resulta necesario
desarrollar ensayos con otras especies vegetales de importancia, optimizando
los pardmetros discutidos previamente a fin de obtener resultados 6ptimos y de
relevancia. Adicionalmente, el presente trabajo promueve la generacion de
tecnologia nacional, siendo esta, en un futuro, una posible competencia con

aquellos SITs establecidos en el mercado.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

Se desarroll6 un prototipo funcional y semi-automatizado de un Sistema de
Inmersion Temporal que permite la micropropagacion masal de especies

vegetales.

El correcto manejo del material vegetal como del equipo desarrollado dio lugar a
gue no exista contaminacion en ninguno de los tratamientos llevados a cabo
durante el experimento, lo cual resalta la capacidad de realizacion del mismo sin

ninguna dificultad de tipo bacteriana o flngica.

El presente estudio demostro que el empleo del nuevo prototipo de SIT aumento
de manera significativa el crecimiento y desarrollo de brotes de N. tabacum en
comparacion con los medios semisolidos, ya que el sistema ofrece una adecuada
distribucion de los nutrientes al material vegetal, junto con un intercambio
gaseoso ideal del explante con el microambiente, aspecto relevante en el disefio
del SIT.

A parte de los resultados obtenidos en relacion al sistema, se observo que la
adicion de fitohormonas, como el 6-BAP y ANA, influyeron de manera
significativa en la multiplicacion, donde los mejores resultados en relacion al
namero de brotes y hojas, tasa de multiplicacion de los brotes y longitud de hojas,
se evidenciaron en los tratamientos que contenian medios suplementados con
dichas fitohormonas. Esto, por tanto, recalca la importancia del uso de

biorreguladores en la obtencion de grandes cantidades de biomasa viable.

El prototipo de SIT generado representa un punto de partida para futuras
investigaciones, destinadas a la integracion de otros parametros de disefio y para
la optimizacion de las condiciones de cultivo de diferentes especies vegetales de
importancia, debido a que el disefio en el sistema propuesto resulto ser

modificable y amigable con el usuario.
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5.2. Recomendaciones

Se recomienda establecer un disefio experimental a fin de optimizar las

condiciones de cultivo de N. tabacum en el SIT desarrollado.

Una vez validada la funcionalidad del SIT propuesto, se recomienda realizar

pruebas con otras especies de importancia a nivel nacional.

Se recomienda modificar y adecuar el disefio del SIT desarrollado, a fin de incluir
nuevas funcionalidades y prestaciones como la renovacion de atmosfera y medio

de cultivo, control de pH, entre otros.

Se recomienda la manipulacion del SIT y del material vegetal en condiciones
aseépticas, a fin de evitar la contaminacion bacteriana y fungica.
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