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Resumen

El uso de medios de cultivo liquidos y biorreactores para el
cultivo de tejidos vegetales tiene varias ventajas sobre el uso de
medios semisolidos, y se puede obtener una mayor cantidad
de biomasa o de brotes reduciendo los costos de produccion,
ya que los agentes gelificantes son el componente mas costoso
del medio de cultivo. Sin embargo, también conlleva algunas

dificultades, como el aumento en la frecuencia de hiperhidra-
tacion de los tejidos y el efecto cizalla. Estos inconvenientes se
reducen significativamente con el uso de biorreactores de in-
mersion temporal (BIT), cuyo uso disminuye el estrés mecanico
y permite la completa renovacion de la atmdsfera al interior del
recipiente de cultivo. Previo a la micropropagacién de una es-
pecie vegetal en biorreactores, se debe contar con un eficiente
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protocolo de propagacion in vitro en medio semisolido que permita conocer
el tipo y concentracion de reguladores de crecimiento vegetal (RCV) éptimos
para la especie estudiada, y después se implementan las mismas condiciones
en los biorreactores, omitiendo el uso de agentes gelificantes. Se efectu6 la mi-
cropropagacion de Hetheroteca inuloides y Ruta chalepensis en biorreactores
de inmersion temporal de tipo tanques gemelos; en ambas especies se logrd
un incremento en la generacién de brotes.

Cultivo de tejidos vegetales en medios liquidos

En general, para el cultivo de tejidos vegetales se emplean medios de cultivo
semisolidos; sin embargo, desde hace varias décadas se comenzé a explorar el
uso de medios de cultivo liquidos, debido a las ventajas que suponen respecto
al uso de medios semisdlidos, entre ellas:

1. Permiten que el explante tenga una mayor superficie de contacto con el
medio de cultivo, con lo que se logra un incremento en la disponibilidad
de nutrientes y reguladores de crecimiento vegetal.

2. Las sustancias exudadas por el propio explante, que en ocasiones tienen
efectos inhibitorios e incluso deletéreos en los tejidos vegetales, se dilu-
yen en el medio liquido, reduciendo su efecto negativo.

3. Hay una reduccién importante en los costos de produccidn, puesto que
se prescinde del uso de gelificantes, los cuales son el componente mas
costoso de los medios de cultivo semisolidos.

4. Permiten una regulaciéon mas precisa de factores fisicos y quimicos, son
susceptibles de ser automatizados y pueden escalarse con relativa facilidad.

Aunque se han empleado medios liquidos en recipientes de cultivo
estandar sin agitacion, en la mayoria de los casos se requiere el uso de bio-
rreactores, que segun Mamun ef al. (2015) se pueden describir simplemente
como “sistemas cerrados, estériles para la propagacion clonal de propagulos
organogénicos o embriones somaticos”. Asi pues, un biorreactor puede ser
desde un simple recipiente de vidrio o plastico en agitacion, hasta disefios muy
complejos, con componentes mas sofisticados.
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Biorreactores de inmersion permanente

Se han disefiado distintos tipos de biorreactores de inmersiéon permanente, en
los que los explantes se encuentran inmersos en el medio liquido todo el tiem-
po. Los biorreactores deben contar con mecanismos de agitacion y aireacion
para el adecuado desarrollo de los tejidos vegetales, ya que una tasa adecuada
de oxigenacidn generalmente promueve un aumento en la tasa de acumula-
cion de biomasa; también se ha observado que una agitacion adecuada brinda
uniformidad en las condiciones de cultivo, con lo que se reduce el fenémeno
de dominancia apical, aumentando la tasa de brotaciéon de yemas. Algunos
biorreactores de inmersién permanente tienen dispositivos de agitaciéon me-
canica (tanques de aireacién y tanques de tambor rotatorio, por ejemplo) y
otros, agitacién neumatica (como los de columna de burbujas y airlift). Estos
sistemas han sido empleados principalmente para el cultivo de células ve-
getales desdiferenciadas, pero también se han utilizado para micropropagar
algunas especies. Los principales inconvenientes de estos biorreactores son:

a) el efecto cizalla, que puede causar dafios considerables a los tejidos vege-
tales, especialmente a las estructuras mas delicadas, como los meristemos,
lo que los hace poco recomendables para el cultivo de tejidos organizados
y plantas completas,

b) que la mayoria de las especies vegetales de interés para el cultivo de teji-
dos vegetales son terrestres, y permanecer en condiciones de inmersion
les resulta dafino.

En los sistemas de inmersion permanente es frecuente que se presenten
desordenes morfoldgicos y fisiologicos serios; el mas comun es la hiperhi-
dratacion de los explantes y brotes. Las plantas hiperhidratadas tienen una
apariencia vitrea, ya que sus tejidos estan hinchados, translicidos y deformes
como resultado de una reduccién en el contenido de clorofila y a la desor-
ganizacion, incluso desaparicion, de los cloroplastos. También se presenta
hipolignificacion, reduccién de la capa cérea de la cuticula y hay cambios
significativos en la actividad enzimadtica. Este fenémeno se puede atribuir al
estrés oxidativo que sufren los tejidos debido a la inmersiéon permanente en
el medio liquido; como resultado, se presenta un incremento en la concentra-
cion de especies reactivas de oxigeno, como perdxido de hidrégeno y radicales
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superoxido e hidroxilo, a los que se atribuyen dafos a las membranas celula-
res, degradacion de proteinas, inactivacién de enzimas y dafios al ADN.

Biorreactores de inmersion temporal

Como alternativa ante la alta incidencia de la hiperhidratacion debido a la
inmersion permanente, se planted la inmersion de los explantes en el medio
liquido de manera intermitente. Ademas de ello, el uso de sistemas de in-
mersion temporal permite la completa renovacion de la atmdsfera dentro del
recipiente de cultivo y disminuye el estrés mecdnico en comparacién a otros
tipos de biorreactores.

En muchos sistemas de inmersién temporal el medio liquido se encuentra
en un recipiente distinto al que contiene a los explantes, o bien, en un compar-
timiento distinto dentro del mismo recipiente de cultivo; el medio es bombeado
de un recipiente o compartimiento a otro por medios neumaticos. Consideran-
do que la disponibilidad de oxigeno en medios liquidos depende tanto de la
concentracion de oxigeno en la atmdsfera interna del recipiente, como del oxi-
geno disuelto en el propio medio, los sistemas de bombeo del medio liquido de
los biorreactores de inmersiéon temporal provocan una renovacion total de la
atmosfera del recipiente de cultivo, lo que impide que se presente una deplecion
de oxigeno y favorecen su disolucion en el medio de cultivo.

Sistema de tanques gemelos

El biorreactor idéneo deberia tener un disefio muy simple, con pocas aperturas
para reducir el problema de la contaminacion, y tener un bajo costo. Se han
disefiado varios sistemas de inmersién temporal; particularmente, el sistema de
tanques gemelos reportado por Escalona et al. (1999) tiene un disefio simple
que resuelve de manera eficiente todos los aspectos cruciales en el disefio de un
sistema de inmersién temporal; ademds puede ser construido a un costo muy
bajo y permite un control total sobre las frecuencias y tiempos de inmersion.
Este sistema consta de dos recipientes de cultivo conectados entre si
mediante una manguera; el primer recipiente es el reservorio que contiene
al medio de cultivo liquido, y el segundo recipiente contiene a los explantes.
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El liquido se mueve del primer al segundo recipiente al bombear aire a través
de un filtro hidrofdbico; el retorno del medio liquido del recipiente con los
explantes al reservorio se realiza del mismo modo.

El sistema de tanques gemelos puede adecuarse a las necesidades y a los
recursos disponibles, ya que puede construirse con materiales sencillos, de
bajo costo y faciles de conseguir; o si se cuenta con mas recursos, se pueden
emplear dispositivos mds sofisticados para automatizar el sistema y controlar
parametros fisicos:

* Se pueden emplear frascos de vidrio o recipientes de plastico de diferen-
tes capacidades para contener al medio y a los explantes, dependiendo de
los requerimientos de experimentacién o produccién.

* Para inyectar aire y transferir el medio liquido de un recipiente a otro se
pueden utilizar pequenas bombas de pecera para proveer la aireacion de
uno a tres biorreactores; o bien, compresores de aire para alimentar un
gran numero de sistemas, empleando electrovalvulas para controlar el
flujo de aire y las frecuencias de inmersion en distintos biorreactores.

* Para el control de los tiempos y frecuencias de inmersion se pueden
emplear temporizadores digitales sencillos; o microcontroladores pro-
gramados y controlados desde una computadora personal o desde una
tableta digital.

Estableciendo un protocolo de micropropagacion
en sistemas de inmersion temporal

Antes de implementar un protocolo de micropropagacion de una especie ve-
getal en biorreactores, se debe desarrollar un protocolo de micropropagacion
en medio semisolido para determinar las mejores condiciones de cultivo para
lograr la propagacion masiva in vitro; una vez que se conozcan el medio de
cultivo apropiado, asi como el tipo y concentraciéon de reguladores de creci-
miento vegetal adecuados, estas condiciones se replican en los biorreactores
de inmersidn temporal; en otras palabras, se emplea una composicion idéntica
del medio de cultivo, excepto que no se le agrega gelificante. De este modo la
unica variable que se introduce de manera inicial es el uso de los biorreactores
y del medio liquido, y se podra observar en un primer momento si con el siste-
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ma de inmersion temporal se consiguen resultados similares en comparacion
al medio semisélido.

Como ya se ha sefalado, el tiempo y frecuencia de inmersién son para-
metros fundamentales que varian entre especies (Tabla 2.1), y pudieran estar
relacionados con los requerimientos hidricos de las plantas en su ambiente na-
tural. Estos pardmetros se deben determinar para cada especie; como punto de
partida es aconsejable referirse a los datos de especies lo mas cercanamente em-
parentadas que estén disponibles, o bien, con requerimientos hidricos similares.

Tabla 2.1. Ejemplos de los tiempos y frecuencias de inmersion empleados en algunas especies

vegetales para su propagacion in vitro en sistemas de inmersion temporal.

Tipo de Inmersion
Especie Referencia .
biorreactor Tiempo Frecuencia
Especies herbaceas
Dianthus caryophyllus L. Thi et al., 2019 TIS Plantima ® 30s 8h

Guarianthe skinneri
(Bateman) Dressler et W. E.  Leyva-Ovalle et al., 2020 Tanques gemelos 2 min 4h
Higging

Jeffersonia dubia (Maxim.)

Benth et Hook Jeong y Sivanesan, 2016 TIS Plantima ® 30s 30 min
Hibridos de Saccharum spp. Martinez-Rivero et al., 2020  Tanques gemelos 4 min 3h
Musa AAA x Grand Naine  Bello-Bello et al., 2020 Tanques gemelos 4 min 4h
Especies lefiosas
g::li:) l;’;lf ?rl;?lg({:' Bulbarela-Marini et al., 2019 RITA © 5 min 4h
Prunus avium L. Godoy et al., 2017 Tanques gemelos 3 min 8h
5 ;;;Zi;favg;fs% Zlmju . Akdemir et al, 2014 RITA * 24min  16h
Salix viminalis Regueira et al., 2019 RITA °® 1 min 4h
Vaccinium corymbosum Arencibia et al., 2018 Tanques gemelos 3 min 8h

Al registrar y analizar las respuestas de los explantes cultivados en siste-
mas de inmersion temporal, se debe poner especial atencion a la proporcion
de brotes hiperhidratados; para disminuir este problema una de las primeras
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alternativas a las que se puede recurrir es reducir el tiempo de inmersion, la
frecuencia de inmersién o ambos. Al bombear el medio del recipiente que
contiene los explantes al recipiente que funciona como reservorio, siempre
quedara una pelicula de liquido sobre las plantas, lo que no siempre resulta
positivo para los cultivos vegetales; asi que otra estrategia que ha funcionado
en algunas especies como Olea europaea y Rhodiola crenulata, por mencionar
un par de ejemplos, es administrar lo que se conoce como ventilacién adicio-
nal o ciclos secos, que consiste en bombear solo aire al recipiente que contiene
alos explantes, en periodos intercalados con las inmersiones en medio liquido.
Esto permite reducir la pelicula de medio liquido que queda sobre los explan-
tes, asi como renovar con mas frecuencia la atmdsfera interna del biorreactor.

Una vez que se conocen los tiempos y frecuencias de inmersion apropia-
dos para la especie estudiada, se pueden evaluar distintas concentraciones de
RCVs, pues como se ha mencionado, la disponibilidad y por lo tanto eficacia
de los mismos es mayor en medios liquidos que en medios semisélidos, y en
principio cabe la posibilidad de obtener resultados equiparables o mejores con
menores concentraciones de RCV, aunque esto se debe verificar experimental-
mente para cada especie.

Protocolos
Protocolo 2.1

Protocolo para la propagacion en biorreactores tipo tanque gemelo de Hethe-
roteca inuloides y Ruta chalepensis; plantas herbaceas muy empleadas en la
medicina tradicional. Para poder recuperar y validar estos conocimientos
ancestrales, es necesario revisarlos con un riguroso enfoque cientifico. Para
realizar estudios posteriores, es muy util contar con sistemas de propagacion
in vitro que permitan obtener una gran cantidad de material vegetal en poco
tiempo, ademas de que, en caso de encontrar compuestos de interés, posterior-
mente estos mismos sistemas de cultivo in vitro podran facilitar la busqueda
de estrategias para incrementar la producciéon de metabolitos secundarios, por
ejemplo, la adicién de elicitores al medio de cultivo.
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1. Cultivos in vitro de H. inuloides y R. chalepensis.
El medio de cultivo basal empleado fue MS, segtin la férmula original de
Murashige & Skoog (1962). Los medios empleados fueron:

* Control: Medio basal adicionado con 8 g L' de agar.
* Para H. inuloides: tratamiento 1 (medio basal) y tratamiento 2 (Medio
adicionado con 1 mg/L de acido indolacético).
* Para R. chalepensis: tratamiento 1 (medio basal) y tratamiento 2 (M
adicionado con 0.1 mg/L de benciladenina).
3. Biorreactores tipo tanques gemelos, con recipientes de vidrio de 1 L de
capacidad (Fig 1).

Bomba Bomba
de aire de aire

c@//_\l\@c

Figura 2.1. Esquema de biorreactor de inmersion temporal de tipo tanques gemelos.

El recipiente A es el reservorio del medio de cultivo; el recipiente B contiene a los explantes.
El aire bombeado al recipiente A pasa a través de un filtro hidrofébico (C), presuriza el
interior de A y empuja el medio liquido al recipiente B, a través de una manguera que conecta
ambos recipientes (D). Al finalizar el tiempo de inmersion, se bombea aire al recipiente B

para forzar al medio a regresar al recipiente A.

Todos los medios y los biorreactores fueron esterilizados en autoclave a
1.2 kg/cm? y 121 °C por 20 min.
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1. Todas las manipulaciones de BITs y explantes se llevaron a cabo en cam-
pana de flujo laminar, para garantizar condiciones axénicas.

2. A partir de los cultivos previamente establecidos in vitro de ambas espe-
cies, se obtuvieron segmentos nodales con al menos una yema.

3. En cada biorreactor se colocaron 100 ml de medio, segtin el tratamiento
correspondiente, y cinco explantes.

4. Las condiciones de cultivo consistieron en una temperatura de 25 + 2 °C
con un fotoperiodo 16 h luz / 8 h oscuridad, bajo lamparas fluorescentes
de luz blanca. En el caso de los experimentos en biorreactores, se utilizo
una inmersion de 5 min cada 3 h.

5. Después de 60 d de incubacion se registrd el nimero de brotes por explante.

6. El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPrism®; se
efectud el test de Kruskal-Wallis (P < 0.05) y para comparar las medias
se utilizo el test de Dunn.

El empleo de biorreactores de inmersion temporal tuvo un efecto positivo en
la propagacion masiva de ambas especies (Fig. 2.2). En H. inuloides hay una
diferencia estadisticamente significativa entre el uso de biorreactores y el uso
de medios semisolidos; en este caso, no hubo diferencia significativa entre
afadir o no AIA al medio de cultivo (Fig. 2.2). En el caso de R. chalapensis el
uso de medio sin reguladores en biorreactores, o en sistemas tradicionales, no
supone una diferencia estadisticamente significativa; sin embargo, adicionar
BA al medio de cultivo, y al emplear biorreactores, hay un incremento en el
promedio de brotes generados.

En ninguna de las dos especies se presento hiperhidratacion de los brotes
ni de los explantes, por lo cual consideramos que el tiempo y frecuencia de
inmersion que se utilizaron son los adecuados.

73



ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Hetheroteca inuloides Ruta chalepensis
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Tratamientos Tratamientos
Figura 2.2. Promedio de brotes por explante en H. inuloides y R. chalepensis.
Letras iguales indican que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre
los tratamientos segun el test de Dunn con un nivel de significancia de a=0.05.
Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico

BA: benciladenina

BIT: biorreactor de inmersion temporal
RCV: reguladores de crecimiento vegetal
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