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RESUMEN

El desarrollo de Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) para el cultivo in vitro, a fines de
la década de 1990, anuncidé nuevos métodos semiautomaticos de micropropagacion de
plantas con fines agricolas y de conservacion. Para 2005, se habian desarrollado y
probado varios sistemas y sus beneficios fueron usados con una variedad de cultivos
de importancia comercial como la cafia de azulcar, el café, el banano y el fiame. El
empleo SIT ha demostrado ser una variante mas eficiente de la micropropagacion via
organogénesis sin comprometer la estabilidad genética del material vegetal. Se ha
revisado el progreso en el campo y la adopcion de estos sistemas en afios anteriores.
Se informan mejoras en los protocolos de SIT desarrollados anteriormente para
especies econdmicamente importantes, y esto continla dando fe de sus beneficios en
comparacion con los protocolos que emplean medios de cultivo semisélidos o liquidos.
Aunque recientemente se han desarrollado protocolos en SIT para otras especies de
plantas, esta lista es limitada. Por otro lado, existe un interés cada vez mayor en esta
tecnologia para la produccion de metabolitos secundarios y estudios fisioldgicos.
Palabras claves: Biorreactor, cultivo in vitro, metabolitos secundarios,
micropropagacion

USE OF TEMPORARY IMMERSION SYSTEMS (SIT) IN THE IN VITRO
CULTIVATION OF PLANTS

ABSTRACT

The development of temporary immersion systems (TIS) for in vitro culture, in the late
1990s heralded new and semi-automated means of micropropagation of plants for
agricultural and conservation purposes. By 2005, various systems had been developed
and tested and their benefits were proven with a variety of commercially-important crops
such as sugar-cane, coffee, banana, and yam. The use of TIS has proven to be a more
efficient variant of micropropagation via organogenesis without compromising the
genetic stability of the plant material. Progress in the field and the adoption of these
systems in subsequent years has been reviewed. Improvements on previously-
developed TIS protocols for economically-important species have been reported, and
this continues to attest to their benefits when compared with protocols that employ semi-
solid or liqguid media. Though TIS protocols have recently been developed for other
species, this list is limited. On the other hand, there appears to be an increasingly great
interest in TIS technology for the production of secondary metabolites and for
physiological studies.
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INTRODUCCION

Los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) tipo Biorreactores (BIT) se desarrollaron
hace varias décadas por autores como Jiménez et al. (1999) y Escalona et al. (1999).
Estos proporcionan un ambiente mas natural para el cultivo in vitro de brotes y raices.
Ademas, brindan la posibilidad de controlar las propiedades quimicas y fisicas en el
ambiente de los recipientes de cultivo (Watt, 2012).

Esta técnica permite incrementos significativos del coeficiente de multiplicacion y la
automatizacion (Alvard et al., 1993). Varias investigaciones coinciden en la posibilidad
de emplear para la micropropagacion en diferentes especies de plantas: cafia de azucar
(Saccharum spp.), pifia (Ananas Comosus L.), platano y banano (Musa spp.), papa
(Solanum tuberosum L.).

Los SIT disminuyen los costos de produccion por mano de obra, ahorran energia,
incrementan la eficiencia productiva del proceso propagacion in vitro. Requieren de
menor espacio, lo cual propicia un aumento de las capacidades productivas de los
laboratorios comerciales (Bernal et al., 2002 y De Feria et al., 2002).

Esta revision podria ser util para los cientificos, investigadores y estudiantes que centra
su trabajo en la manipulacion in vitro y cultivos de 6rganos y tejidos vegetales. Ademas,
se muestran ejemplos recientes de la aplicacion de esta tecnologia en la propagacion in
vitro de diferentes especies vegetales de importancia econémica, la produccion de
metabolitos secundarios, proteinas recombinantes y la multiplicacion y germinacion de
embriones somaticos.

El presente trabajo tuvo como objetivo actualizar sobre el estado del arte de los
diferentes tipos de Sistemas de Inmersion Temporal, su clasificacion y usos mas
frecuentes en los laboratorios de cultivo de tejidos vegetales.

REVISION CRITICA DE LA LITERATURA

Sistemas de Inmersién Temporal (SIT)

Los Sistemas de Inmersiébn Temporal (SIT) son una técnica de contacto periodico e
intermitente, donde los tejidos de las plantas son alternados por periodos de inmersion
en medio de cultivo liquido y periodos en aire (Watt, 2012). Estos son equipos
tecnoldgicos especializados, disefiados para el cultivo intensivo mediante la regulacién
de diversos factores nutricionales o fisicos (Afreen, 2006).

El sistema generalmente consta de un recipiente de cultivo y un bloque de control
automatizado. El frasco de cultivo esta disefiado para acomodar las células y tejidos
cultivados en un ambiente aséptico y asegurar su maximo crecimiento, proporcionan
oportunidades para mantener éptimas las condiciones micro-ambientales, nutricionales
y las transferencias de gases.

El blogue de control automatico puede ser computarizado, completamente automatico o
semi-automatico. EI mismo esta disefiado para supervisar y controlar las condiciones de
cultivo en el recipiente, tales como la velocidad de agitacién, temperatura, Oz disuelto y
las concentraciones de CO2, régimen de iluminacion, pH, composicion del medio
gaseoso Y el nivel del medio de cultivo liquido (Georgiev et al., 2014).

Tipos de Biorreactores de inmersién Temporal

Existen cuatro clases principales de biorreactores: de fase liquida y gaseosa,
biorreactores de inmersion temporal (BIT) y biorreactores hibridos (Georgiev et al.
2014).
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Sistemas de Inmersién Temporal (SIT)

Los SIT son simples sistemas semiautomatizados, disefiados para proporcionar el
ambiente mas natural, mejorando la absorcién de nutrientes y la transferencia de gases,
asi como un menor estrés mecénico para reducir trastornos fisiologicos y preservar la
integridad morfoldgica del rapido crecimiento de las plantas cultivadas in vitro.

Existen diferentes variantes de SIT que se han desarrollado y aplicado extensamente
en la propagacion in vitro comercial de plantas de importancia econémica (Watt, 2012).
Por otra parte, debido a su disefio simple y un funcionamiento flexible, los SIT se han
adaptado para la investigacion, produccidon de metabolitos secundarios, proteinas
recombinantes e incluso en la fitorremediacion de compuestos toxicos (Steingroewer et
al., 2013).

Tipos de Sistemas de Inmersién Temporal

Existen cuatro tipos principales de biorreactores: de fase liquida y gaseosa,
biorreactores hibridos y los Sistema de Inmersion Temporal (SIT) (Georgiev et al.,
2014). Estos ultimos seran descritos por su importancia en el desarrollo de la presente
investigacion.

Sistemas de Inmersién Temporal (SIT)

Existen diferentes variantes de SIT desarrollados y aplicados extensamente en la
propagacion in vitro comercial de plantas de importancia econémica (Watt, 2012), de
acuerdo con la clasificacion referida por Berthouly y Etienne (2005) estos pueden ser:
Sistema de Maquina Inclinadora, los Sistema de Inmersion Completa y Renovacion de
Medio de Cultivo, el Sistema de Inmersion Parcial.

Entre los diferentes tipos de Sistemas de Inmersion Parcial o Renovacion se
encuentran los Sistemas RITA® (Recipiente de Inmersion Temporal Automatico)
(CIRAD, distribuido por VITROPIC, Francia) (Watt, 2012). Los SETIS-VERTIT
desarrollados por la empresa VERVIT de Bélgica y comercializados por Duchefa,
Holanda (Georgiev et al., 2014).

Sistemas RITA®

Los RITA® (recipiente de inmersion temporal automatico) (CIRAD, distribuido por
VITROPIC, Francia) se desarrollaron para el cultivo intensivo de brotes in vitro de cafia
de azucar (Saccharum spp.), platano y banano (Musa spp.) y café (Coffea canephora
cv. Robusta). El sistema consta de un recipiente de polipropileno autoclavable de 500
ml, con dos compartimientos, separados por una bandeja instalada con un soporte de
malla y un tubo de plastico montado en su centro (Watt, 2012).

Biorreactor de Inmersion Temporal — BIT (Botellones iguales)

Es de los primeros de SIT desarrollados (Escalona et al. 1999). EI mismo consiste en
dos frascos iguales (de boca ancha, botellas o jarras), conectados entre si por un tubo
en U (vidrio o plastico) o de silicona. Uno de los contenedores tiene la funcién de un
compartimiento del cultivo, mientras que el otro recipiente es utilizado como frasco de
almacenamiento del medio de cultivo (Watt, 2012).
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SETIS -VERVIT

Se basa en dos recipientes: el superior con los explantes y una capacidad de 6 Ly el
inferior con medio de cultivo y una capacidad de 3 L. El drenaje es por gravedad y
permite soplado adicional. El mismo se desarrollé por la empresa VERVIT de Bélgica y
comercializados por Duchefa, Holanda (Georgiev et al., 2014).

Termo-Foto-Biorreactores

Este biorreactor consiste en dos recipientes de vidrio Pyrex conectados por uniones de
acero inoxidable y tubos. El recipiente superior es la camara de cultivo. Esta equipado
con una chaqueta de agua para un control preciso de la temperatura y una fuente
integral de luz UV, montados en la tapa superior (Sequeida et al., 2012).

Sistema de Inmersién por Burbujeo

El biorreactor de inmersion por burbujas (BIB) utiliza una estrategia de -cultivo
totalmente nueva, basada en la inmersion temporal de los brotes in vitro en espuma en
lugar de medio liquido, donde se emplea como detergente Tween 20 (Stanly et al.,
2010).

Usos de los Biorreactores de Inmersién Temporal

Propagacion in vitro

Los BIT se han utilizado para reducir el componente de mano de obra e intensificar el
uso de medios de cultivo en estado liquido en la propagacion in vitro de plantas.
Ademas, se ha logrado incrementar los coeficientes de multiplicacion respecto al medio
de cultivo semisdlido en multiples especies de plantas por ejemplo en cafia de azlcar
(Saccharum spp.) (Lorenzo, 2000; Bernal et al. 2002; Martinez et al. 2020); en platano
(Musa spp.) (Aragon et al. 2010); en eucalipto (Eucalyptus globulus L.) (Gonzélez et al.
2011); en fame (Discorea spp.) (Jova et al. 2012); en arandano (Vaccinium
corymbosum L.), (Arencibia et al. 2013); en pifia (Ananas comosus L.Merr) (Aragén,
2015); en anthurium (Anthurium andreanum L.) (Alamilla-Magafia et al. 2019); en
hibrido de durazno (Prunus persica x P. amygdalus) (Delfino et al. 2020); vainilla
(Vanilla planifolia Jacks. Ex Andrews.) (Ramirez-Mosqueda y Bello-Bello, 2021); en
pitahaya (Hylocereus undatus.) (Bello-Bello et al. 2021).

La tecnologia de inmersion temporal tipo BIT consiste en baterias de dos recipientes
traslicidos, ademas de mangueras de silicona esterilizables, filtros hidrofébicos de 0,2
um, electrovalvulas, un compresor de aire y un interruptor horario programable. Con lo
cual se garantizara el suministro de aire y nutrientes a intervalos de tiempo regulados,
cuya frecuencia se establece segun la especie vegetal (Escalona et al. 1999).

El flujo de aire permite el burbujeo del medio de cultivo que provoca un movimiento
desordenado de los brotes in vitro y renueva la atmésfera dentro del frasco, lo cual evita
la acumulacién de gases téxicos. El retorno del medio de cultivo liquido al frasco
reservorio evita la muerte de los tejidos por asfixia, asi garantiza la utilizacion
economica y eficiente de los nutrientes (Sengar et al. 2011).

Santana et al. (2014) realizaron cambios tecnoldgicos al proceso de propagacion de la
cafia de azucar (Saccharum spp.) como son: la automatizacion de los BIT, uso de
biovalvula que regula todas las funciones y luz tipo LED para incrementar la eficiencia,
rentabilidad, disminucion de costos del proceso y ofrecieron un modelo que sirve a otros
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sistemas productivos de plantas in vitro en condiciones de aclimatizacion, a escala de
Biofébrica o laboratorios comerciales.

Otros factores que se deben tener presente al utilizar los BIT como método de
propagacion in vitro en cafa de azucar (Saccharum spp.) son: la densidad de inéculo, la
produccion de brotes, la calidad final de las plantas con el incremento significativo de
los coeficientes de multiplicacion (Bernal et al. y De Feria et al. 2002).

Se han utilizado también para la multiplicacion y germinacion de embriones somaticos
en diferentes especies como el café (Coffea canephora cv. Robusta), llegando a
producir mas de 600 000 plantulas (Ducos et al. 2007) y en banano (Musa spp.) cv.
FHIA-18 (AAAB) para la germinacion de los embriones somaticos (Gomez et al. 2002).

Produccién de proteinas recombinantes

Uso de plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) fundamentalmente para
la produccion de determinadas proteinas de interés farmacéutico (Huang y McDonald,
2012).

Produccion de metabolitos secundarios en BIT

La comercializacion de la tecnologia de plantas in vitro podria ser considerada como
una alternativa mas para el suministro sostenible de valiosos fitoquimicos en un futuro
préximo (Georgiev y Weber, 2014; Georgiev et al. 2014). Puesto que la biosintesis de
algunos metabolitos secundarios en plantas puede implicar la participacién de varias
vias biosintéticas. Durante los ultimos afios, la mayor atencion se ha centrado en el
cultivo de brotes in vitro y raices transformadas para la producciéon de metabolitos
secundarios (Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplos del uso de los distintos tipos de BIT en la produccion de biomasa con
metabolitos secundarios en diferentes especies de plantas.

Tipo de Tipo de
Especie material . Tipo de SIT Autores
metabolito
vegetal
Digitalis purpurea L. brotes cardendlidos BIT Pérez-Alonso
et al. (2009)
Digitalis lanata L. brotes cardendlidos BIT Pérez-Alonso
et al. (2012)
Leucojum aestivum brotes galantamina BIT Schumann et
al. (2012)
Datura stramonium Raices hyosciamine RITA® Georgiev et al.
transformadas (2008)
Beta vulgaris Raices betalanina RITA® Paviov y Bley
transformadas (2008)
Leucojum aestivum brotes galantamina RITA® Ivanov et al.
(2012)
Pancratium brotes alcaloide RITA® Georgiev et al.
maritimum (2013)
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Harpagophytum Raices Iridoide Sistema  de Ludwing-
procumbens transformadas Inmersion por Muller et al.
Burbujeo (2008)
Panax ginseng Raices ginsenoside  Biorreactores Palazon et al.
transformadas Tipo Wave (2003)
Nicotiana tabacum Raices geraniol Biorreactores Ritala et al.
transformadas Tipo Wave (2014)
Deschampsia brotes fenoles Termo-Foto- Sequeida et al.
antarctica Biorreactores  (2012)
Saccharum spp. brotes fenoles SIT Arencibia et al.
(2012)
Saccharum spp. brotes fenoles SIT Bernal (2019)

CONCLUSIONES

La revision bibliografica realizada permite la actualizacién del uso de los distintos tipos
de Biorreactores de Inmersion Temporal para la propagacion in vitro de plantas,
produccion de proteinas recombinantes y metabolitos secundarios.
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