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Resumen

La especie Vanilla planifolia G. Jackson, tiene un alto valor comercial en la industria alimentaria, en
la farmacéutica y la cosmética. Los sistemas de inmersién temporal o biorreactores permiten una
propagacion in vitro mas rapida y controlada en condiciones de laboratorio. Sin embargo, debido a
los altos costos de los biorreactores comerciales, por ejemplo, el modelo Rita®, uno de los mas
utilizados para la micropropagacion de varias especies vegetales, se buscan alternativas mas
econdmicas. Se realizé la multiplicacion in vitro de vainilla en dos tipos de biorreactores de
inmersioén temporal, con el objetivo de evaluar la eficiencia de un biorreactor mecanico sin inyeccion
de aire en comparacién con un biorreactor tipo Rita® que utiliza la inyeccién de aire; llevandose a
cabo la investigacion entre los afios 2023-2024. Se utilizé el sistema de cultivo en semi solido como
testigo. Después de 30 dias de cultivo se analizaron las variables fisiolégicas: niumero de brotes,
numero de hojas, longitud de brotes e indice de crecimiento; asi como, la cuantificacion de variables
bioquimicas como contenido total de clorofilas a y B, contenido de fenoles y carbohidratos. Los
resultados obtenidos indicaron que, el biorreactor BSA fue estadisticamente igual (p< 0.05) al
biorreactor Rita® en las variables niumero y longitud de brotes. Ambos resultaron estadisticamente
diferentes (p< 0.05) al sistema semi sélido en la mayoria de las variables evaluadas. Esto sugiere
que el uso de un biorreactor mecanico sin la inyeccion de aire puede ser usado como una alternativa
por su bajo costo para la micropropagacion de diversas especies.
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Introduccion

La reproduccion de especies vegetales es, sin duda, clave para el desarrollo humano. Tratando de
cubrir las demandas solicitadas tanto en nimero de especies como en la reduccién de costos, se ha
abordado la micropropagacion a gran escala utilizando sistemas de inmersion temporal (SIT), esta
técnica realiza inmersiones periédicas y semiautomatizadas basadas en la alternancia de ciclos
de inmersion temporal del tejido vegetal cultivado en medio liquido (Georgiev et al., 2014).

Es decir; los biorreactores de inmersion temporal operan mediante ciclos de inmersién y emersion,
por medio de un compresor se inyecta aire al biorreactor y al entrar en contacto con el medio
liquido este rocia los brotes. Este ciclo se repite varias veces, creando un ambiente ideal para el
crecimiento eficiente de los brotes. Generalmente el periodo de inmersién es corto, de tan sélo unos
minutos, mientras que el periodo de exposicion es mas prolongado. La duracién de las inmersiones
depende en su gran mayoria de la especie con la que se esté trabajando. En estos sistemas se
permite una mayor disponibilidad de todos los componentes del medio.

Un sistema de inmersion temporal (SIT) se ha destacado como un recurso para facilitar la
micropropagacion de diversas especies agricolas y forestales (Etienne et al., 1997), aumentar
el indice de multiplicacién y reducir el tiempo necesario para este proceso. Ademas, ofrece
importantes ventajas al disminuir la manipulacién manual intensiva, reducir costos de produccién
y mejorar la calidad del material vegetal (Etienne y Berthouly, 2002).

El biorreactor tipo Récipient & Immersion Temporaire Automatique (Rita®) por sus siglas en francés,
desarrollado a finales de los afios 90's, es el mas utilizado. A partir del cual, se han desarrollado
varios modelos, que se pueden dividir en dos categorias: biorreactores abiertos que cuentan con
inyeccion de aire, como son: frascos gemelos (Escalona et al., 1999), Plantima® (Wu et al., 2018),
Setis™ (Lotfi y Werbrouck, 2020), por mencionar algunos. Por otro lado, estan los biorreactores
cerrados que no utilizan inyeccién de aire, como el We Vitro by Magenta® y el biorreactor nacional
BioMint™ (Robert et al., 2006).

Este tipo de tecnologia se ha convertido en una opcién poco accesible debido a sus altos costos
y uso de instalaciones especializadas. Por lo tanto, se requieren desarrollar nuevos prototipos de
biorreactores que usen tecnologia mas econémica para satisfacer la demanda.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar un biorreactor mecanico sin inyeccion de aire,
disefiado para ser mas accesible al utilizar materiales de bajo costo, frente al biorreactor Rita” que
opera con inyeccién de aire. Para la evaluacion se utilizaron brotes de vainilla (Vanilla planifolia
G.Jackson) establecidos in vitro, cuya importancia de propagacion ha sido descrita y se determiné
su eficiencia frente al biorreactor Rita® en comparacién con el medio semi sélido durante la etapa
de multiplicacion.

Materiales y métodos

Material vegetal

Para la evaluacion se llevo a cabo la multiplicacion in vitro de vainilla, se utilizaron segmentos
nodales de vainilla con una longitud aproximada de 4 cm, previamente establecidos in vitro en
medio semi solido.

Medio de cultivo

El medio de cultivo liquido para la multiplicacién MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado
con 0.2 mg L™ de BA (Benciladenina), 0.02 mg L™ de Ana (acido naftalenacético) y 30 g L™ de
sacarosa, mientras que para el medio de cultivo semisélido se agregé 7 g L™ de agar Sigma” como
agente gelificante mas 1 g L™ de carbén activado. El pH de los medios fue ajustado a 5.7 antes
de la esterilizacion.
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El medio se esterilizé en una autoclave a 1.5 kg cm™ de presién a 121 °C durante 20 min. Los
cultivos fueron incubados a 24 +2 °C y se mantuvieron bajo luz Led a 55 umol m” s™, con un
fotoperiodo de 16:8 h luz/oscuridad. En un cuarto de incubacién, dicho protocolo fue desarrollado
en el laboratorio de biorreactores del PREGEP-Fruticultura.

Tratamientos

Se evalud el comportamiento del biorreactor mecanico BSA comparandolo con un biorreactor
comercial Rita® y un testigo en medio semisélido (SS). La evaluacién se llevé a cabo durante
dos subcultivos sucesivos de treinta dias, con tres repeticiones por tratamiento. Se utiliz6 una
frecuencia de Inmersién de dos min cada cuatro horas durante 30 dias para todos los tratamientos
de inmersién. Para el tratamiento testigo los explantes estuvieron en contacto con el medio
gelificado durante todo el experimento.

Biorreactor mecanico BSA (T1). Es un recipiente con cuerpo de vidrio cilindrico tipo Pyrex, que
consta de una tapa hermética de plastico de polipropileno, Incluye un filtro de aire de 0.2 um que
permite la respiracién del material vegetal. Su mecanismo de inmersién opera mediante un sistema
mecanico que es controlado por un motor a pasos, el cual, al accionarse, sumerge los explantes
en el medio de cultivo que se encuentran en una plataforma de plastico en reposo.

Biorreactor Rita® (T2): (Récipient & Immersion Temporaire Automatique). Las caracteristicas se
describen en Etienne et al. (1997).

Testigo en medio semisdlido SS (T3): consta de un frasco de vidrio que contiene los explantes
gue estan en contacto constante con el medio de cultivo semisdlido. Las especificaciones de cada
tratamiento se observan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas de los tratamientos (T) utilizados para la evaluacion (volumen total, volumen de medio,
numero de explantes por biorreactor y volumen del medio por explante).

Tipo de biorreactor Volumen total del Volumen del medio NGm. de explantes Volumen de medio
recipiente (ml) de cultivo (ml) por repeticion por explante (ml)
T1BSA 1700 500 14 35.71
T2 Rita® 940 350 10 35
T3 testigo SS 455 100 10 10

Variables evaluadas

Después de 30 dias de cultivo con las condiciones descritas anteriormente fueron:

Variables fisiologicas

Numero de brotes por biorreactor, nimero de hojas por explante, longitud de brotes e indice de
crecimiento de material vegetal IC=

Peso fresco final-Peso fresco inicial
Peso fresco inicial

Variables bioquimicas

Cuantificacion de clorofilas a y B: segun la metodologia propuesta por (Lichtenthaler (1987). Este
proceso consiste en extraer los pigmentos vegetales utilizando un solvente organico, como la
acetona y luego medir la absorbancia de las soluciones extraidas a longitudes de onda especificas
con un espectrofotdmetro. En este experimento, se utilizaron 0.1 g de brotes frescos de vainilla in
vitro, los cuales se pulverizaron con acetona y se midié la absorbancia a 645 nm para la clorofila a
y a 661 nm para la clorofila {.
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Cuantificacion de fenoles: se usé la metodologia de (Singleton y Rossi, 1965) con Folin-Ciocalteu.
Este método indica que el reactivo Folin-Ciocalteu se reduce en presencia de compuestos fendlicos
lo que genera un cambio en el color que puede ser cuantificado mediante espectrofotometria.

Para el experimento se utilizaron 0.1 g de muestra fresca, pulverizada con alcohol, a la que se le
agreg6 Folin-Ciocalteu y carbonato de calcio (CaCO,) hasta obtener color azul. La absorbancia
se midi6 a 760 nm para determinar la concentracion total de compuestos fendlicos y evaluar su
capacidad antioxidante.

Cuantificacion de carbohidratos: se utilizo la metodologia de Whitman et al. (1971). Se pes6 1 g de
hojas frescas y se traté con reactivo antrona en acido sulfarico para formar un compuesto verde,
cuya absorbancia se midié a 660 nm.

Otra parte del estudié de traté en cuantificar la concentracion de CO, al tiempo cero, el cual
es el inicio del periodo de multiplicaciéon y posteriormente se realizaron evaluaciones cada 15
dias hasta el final del periodo. Se utiliz6 un monitor de CO, Telaire 2001 (Figura 1) que mide
la temperatura y el CO, de forma simultanea en un lapso maximo de 30 s. Ambos tipos de
biorreactores estuvieron en las mismas condiciones de incubacion descritas anteriormente. Se
aseguré que el aire acondicionado estuviera apagado y que no hubiera personas en el cuarto de
incubacion durante las lecturas.

Figura 1. Conexion de medidor telaire hacia el biorreactor por medio de una manguera de silicona.

Se esperaron 10 min para estabilizar el medidor antes de registrar las lecturas. Luego, se tomaron
mediciones cada minuto durante 2 h para observar el comportamiento del gas en los
biorreactores.

Diseifo experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar (DECA) considerando a un biorreactor
como repeticion (R) y un explante como unidad experimental (10XR), se utilizaron tres
repeticiones por tratamiento (T) y los resultados fueron analizados utilizando el andlisis de
varianza (p< 0.05). La normalidad de los datos se determiné con una prueba Shapiro-Wilk.

En caso de existir diferencias significativas, se aplicé una prueba de comparacién de medias de
Tuckey (p< 0.05). Los datos fueron analizados por medio del paquete estadistico RStudio® para
Windows. El experimento completo se repiti6 dos veces en el tiempo por medio de subcultivos
sucesivos. En la Figura 2 se observan los distintos tratamientos evaluados.
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Figura 2. Esquema de los biorreactores evaluados. A) biorreactor BSA; B) biorreactor tipo Rita’ y C) testigo en SS.

Resultados y discusion

NuUmero de brotes y hojas

Se observo que los dos tratamientos resultaron estadisticamente diferentes al testigo, no hubo
diferencias significativas entre ellos. En los sistemas de inmersion temporal, los explantes tienen
contacto constante con nutrimentos y reguladores en el medio liquido, mientras que en el medio
semisélido solo los reciben de la base del explante (Etienne y Berthouly, 2002). Se aprecia que
la frecuencia de inmersién fue igual en ambos tratamientos; sin embargo, hubo diferencias en
el volumen total del recipiente entre ellos, el biorreactor Rita® tiene un volumen de 940 ml y se
agregaron 350 ml de medio de cultivo (35 ml/explante), mientras que el biorreactor BSA su volumen
total es de 1 700 ml y su volumen de medio agregado fue de 500 ml (36 ml/explante).

Estudios muestran que el volumen de medio por explante es crucial en la micropropagacion en
SIT. En banano (Musa spp.), se observé que 30 ml de medio por explante tuvo la mayor tasa de
multiplicacion (Roels et al., 2005) en portainjertos de uva (Vitis vinifera) utilizando un biorreactor
air-lift tipo globo, se duplic6 la brotacién al utilizar 65 ml de medio por explante en comparacion
con 25 ml con diferentes frecuencias de inyeccién de aire como son: 50, 100, 150 y 200 ml min™
(Jin et al., 2013).

Este fendmeno puede deberse a la eliminacion de componentes gaseosos como el didxido de
carbono y el etileno, en mayores volimenes de aireacion (Gao y Lee, 1992). En los biorreactores,
la aireacién influye en la transferencia de oxigeno, la turbulencia y la recirculacién del medio (Wu
et al., 2018).

En la Figura 3 se muestran los brotes de vainilla multiplicados en los diferentes tratamientos
(biorreactores y semisélido). Se aprecia que hubo variaciones en el crecimiento y desarrollo de
hojas y tallos con diferentes grados de brotacion.

elocation-id: €3804 7

—_—


https://doi.org/10.29312/remexca.v16i6.3804

s

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v16i6.3804

Figura 3. Vista de tratamientos evaluados en la multiplicacidn in vitro de vainilla. A) biorreactor BSA; B)
biorreactor Rita ° y C) testigo SS.

Longitud de brotes

Se observd que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, la longitud
varia entre 1.2 y 1.34 cm. Segun Debabrata et al. (1997) la densidad de inoculacion es un factor
clave que influye en el crecimiento de los cultivos durante la micropropagacion. Hahn y Paek
(2005) encontraron que 80 nudos de crisantemo inoculados en biorreactores de columna de 10 L
con volumen con 4 L de medio, fue la mejor densidad para el crecimiento y su multiplicacién. Jin
et al. (2013) mencionan que los resultados dependen del volumen del biorreactor; por ejemplo, en
vid se demostré que la densidad del in6culo afectd la micropropagacién, donde la densidad de
inoculacién de 50 y 65 explantes en un biorreactor tipo globo de 5 L, fueron éptimas para el
crecimiento de las plantulas y mayor biomasa.

Cuantificacion de clorofilaay B

Los resultados obtenidos demuestran que no existieron diferencias significativas (p< 0.05) entre
los tipos de biorreactores, se observa que en cuanto a la cuantificacion de clorofila a el
tratamiento con biorreactor BSA con 0.09 mg g-1 PF y el biorreactor Rita® con 0.07 mg g-1 PF;
sin embargo, estos fueron estadisticamente diferentes con el testigo (0.042 mg g-1).

Para el caso de la cuantificacién de la clorofila B los resultados observados indican que no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos, incluyendo el testigo. Esto indica que en todos los
tratamientos se presentaron las condiciones para el desarrollo de los brotes de vainilla durante la
multiplicacion in vitro a pesar de que los biorreactores utilizados tienen diferentes caracteristicas.

Por otro lado, existen estudios donde se han utilizado biorreactores de inmersién temporal y se ha
demostrado que hay diferencias en la cuantificacion de clorofilas, por ejemplo, en fiame (Jova et
al,, 2011) o en manzano (Dewir et al.,, 2006) indicando que el aumento en los pigmentos
fotosintéticos presentes en el biorreactor de elevacion por aire tipo globo de 5 L y con 2 L de
medio, pudo deberse a la cantidad de aire suministrado de forma externa y a la alta disponibilidad
de los nutrientes (Roels et al., 2005).

El intercambio de gases probablemente provocé una mayor actividad fotosintética; por ejemplo,
Aragén et al. (2005) demostraron que el SIT tiene una influencia positiva en el proceso de
fotosintesis durante la micropropagacion de banano, en el caso de vainilla se reporté que hubo
mayor contenido de clorofilas en el biorreactor de flujo y reflujo en comparacion con el biorreactor
de inmersion temporal (BIT®) y el Rita®. Por otro lado, Dewir et al. (2006) encontraron en
manzano que los brotes cultivados en biorreactores de inmersién temporal mostraron un mayor
contenido de clorofila a y B que los brotes cultivados en un sistema continuo.
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Cuantificacion de carbohidratos

En los dos sistemas evaluados (SIT) y semi solido (SS) se proporcion6 la misma cantidad de
sacarosa al medio de cultivo (30 g L™); sin embrago, el contenido de carbohidratos en los brotes
de vainilla, registrado al final del cultivo (30 dias), fue mayor en los sistemas de inmersion
temporal y significativamente diferente (p< 0.05) al testigo (SS).

En el Cuadro 2 se observan los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos, donde se puede
observar que no existe diferencias significativas entre los tratamientos de inmersion temporal (BSA
y Rita®); sin embargo; si existe diferencia entre los biorreactores y el testigo, esto significa que
la respuesta en los biorreactores con o sin inyeccién de aire sigue siendo mas eficiente que el
sistema semisolido (agar).

Cuadro 2. Evaluacion de las variables morfoldgicas y bioquimicas del cultivo in vitro de vainilla (Vanilla planifolia)
en dos tipos de biorreactores de inmersion temporal y el testigo en sistema semisélido.

Tratamiento NB? NH2 LB3 (cm) Ic* Ca®(mg C B¢ (mg FT7 (mg CH? (mg
g* PF) g* PF) g* PF) g* PF)
T1BSA 23.662 2.92 1.32 5.816° 0.09% 0.03382 0.02022 9.762
T2 Rita® 20.33% 2.62 1.342 8.5662 0.07392 0.04032 0.01192 10.3842
T3 testigo SS 12¢ 1.90 1.22 5.34b 0.042° 0.02892 0.01192 4.2031°

Letras iguales dentro de columnas no hay diferencias estadisticas p< 0.05 de acuerdo con la prueba de Tukey. 1)
ndmero medio de brotes/ biorreactor; 2) nimero medio de hojas/explante; 3) longitud medio de brotes/ explante; 4)
indice de crecimiento/ biorreactor; 5) contenido de clorofila o/biorreactor evaluado mediante la metodol ogia de
Lichtenthaler (1987); 6) contenido de clorofila 3/biorreactor evaluado mediante la metodol ogia de Lichtenthaler (1987);
7) contenido de fenol es total es/biorreactor evaluado mediante la metodol ogia de Singleton y Rossi (1965) y 8)
contenido de carbohidratos/biorreactor evaluado mediante la metodol ogia de Whitman et al. (1971).

Aunque no hay muchos estudios acerca de la cuantificacién de carbohidratos, hay registros donde
se observé que las plantulas de pifia asimilaron mejor los nutrientes, donde se obtuvieron 275 mg
g™ de carbohidratos a diferencia del cultivo convencional en sistema semisélido, donde se obtuvo
un resultado de 16.8 mg g™ (Escalona et al., 2003).

En este estudio, no hubo diferencia significativa entre los diferentes biorreactores probados, incluso
se observa que el contenido de carbohidratos fue muy similar entre el biorreactor Rita® (10.384
mg g PF) y el biorreactor BSA (9.76 mg g™ PF). Estos resultados sugieren que los sistemas de
inmersién temporal, promueven que en los tejidos, se lleve a cabo mayor fotosintesis, aunado a
gue en estos sistemas existe también mayor contenido de clorofilas y de acuerdo con Arencibia
et al. (2013) quienes mencionan, que dado que la fotosintesis es un proceso complejo en el que
intervienen una serie de factores ambientales que determinan la asimilacion del carbono, por lo
gue una concentracién de CO, de 550 ppm por volumen de recipiente, podria ser 6ptimo para el
mejor desarrollo de los tejidos cultivados in vitro.

El método de inyeccion de aire en los biorreactores tiene un impacto significativo en el crecimiento
de las plantas. Segun Trauger et al. (2022), en sus estudios realizados con cacao y fiame,
demostraron que la inyeccion de aire con un 40% de oxigeno aumenté la respuesta de los brotes,
comparado con aquellos cultivados sin aireacién. Este método favorece una mejor oxigenacion y
un desarrollo de los brotes.

El sistema BSA mostré que, a pesar de no requerir la inyeccion de aire, este puede ser una opcién
efectiva. Como resultado de las lecturas de CO, (Cuadro 3) llevadas a cabo, se puede observar
que en el biorreactor BSA hay en promedio una concentracion de 404 ppm en comparacion con la
evaluacion final, donde hay una concentracion de 378 ppm.
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Cuadro 3. Lecturas de CO, del Biorreactor RITA y biorreactor BSA.

RITA® DO (ppm)* D15 (ppm)? D30 (ppm)3 BSA DO (ppm)* D15 (ppm)? D 30 (ppm)3

Inicio lectura# 590 530 560 Inicio lectura# 402 468 360
Ajuste lectura# 533 500 520 Ajuste lectura# 359 346 364
Inicio inmersion# 892 800 900 Inicio inmersion# 340 351 282

Fin inmersion# 980 1001 987 Fin inmersion# 355 360 285
Tiempo de alta 930 900 945 Lectura estable# 426 408 378

concentracion

(10 min)®

Lectura estable® 330 320 350

1) concentracion de CO, en ppm al dia 0 de la multiplicacion, promedio de seisinmersiones en 24 h; 2) concentracion
de CO, en ppm al dia 15 de la multiplicacion, promedio de seis inmersiones en 24 h; 3) concentracion de CO, en ppm a
dia 30 de lamultiplicacién, promedio de seisinmersiones en 24 h; 4) lecturainicial a momento de conectar el medidor;

5) lectura estable después de 10 min deiniciado €l proceso; 6) lecturaal inicio delainmersion; 7) lecturaal final dela
inmersion después de 2 min de inmersion; 8) concentracion de CO, que se mantiene después de 10 min de lainyeccion

deairey 9) lecturad fina estable promedio de seisinmersiones en 24 h.

Esto indica que conforme avanza el tiempo, la concentracion de CO, disminuye, esto puede
deberse a un aumento de la cantidad de material vegetal que hay dentro del biorreactor, indicando
gue la concentracion de CO, disminuye a medida que crecen los explantes, recordando que no
hay inyeccion de aire directamente, pero si hay toma de aire a través del filtro de 0.2 um que ayuda
a su absorcién continua, aunque en menor medida que en el Rita®, donde hay inyeccién de aire
a través del compresor.

En cambio, en el biorreactor Rita® la concentracién promedio de CO, es mayor a la del biorreactor
BSA. Se observé que en Rita®, la inyeccién de aire provoca un aumento considerable en la
concentraciéon de CO,.

Las lecturas por dia comienzan con un promedio de 333 ppm. Aunque al final de cada ciclo, las
estabilizaciones de las lecturas son mas bajas que en el biorreactor BSA, es evidente que la
inyeccion de aire contribuye a una mayor multiplicacién de explantes, alcanzando un promedio de
870 ppm al inicio de la inyeccién y 989 ppm al final de cada inmersion, hasta que la concentracion
de CO, se estabiliza nuevamente dentro del biorreactor. Por otro lado, en el biorreactor BSA la
concentracion de CO, se mantiene relativamente estable durante la mayor parte del tiempo, incluso
durante los periodos de inmersion.

Conclusiones

Se demuestra que existié una eficiencia similar entre los biorreactores Rita” y el biorreactor BSA
durante la multiplicacién in vitro de vainilla y ambos fueron superiores al testigo cultivado en agar.
El biorreactor BSA mostré un potencial prometedor en la multiplicacién de brotes. Es fundamental
continuar con la optimizacion de este sistema mediante investigaciones adicionales basadas en
los resultados obtenidos con el objetivo de acercarse cada vez mas a los estandares establecidos
por los biorreactores comerciales. Esto beneficiara tanto a la comunidad cientifica como a los
productores al obtener plantas a un costo menor.

Las mediciones de CO, muestran que el intercambio gaseoso dentro de la atmosfera del biorreactor
juega un papel crucial en el rendimiento. Se observa un aumento en la concentracién de CO, en
el biorreactor Rita® después de cada inyeccion, lo que podria representar una ventaja al actuar
como una forma de fertilizacion con CO,. Asimismo, se recomienda realizar mas repeticiones de
los experimentos realizados en este estudio para obtener resultados mas sélidos y precisos.
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