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RESUMEN

Los biorreactores han sido principalmente desarrollados para la produccion de biomasa, por lo que los vasos para
el cultivo de las diferentes especies vegetales con fines de propagacion, han tenido que ser adaptados en funcién
de los requerimientos especificos de cada proceso y cultivo. De esta forma, y debido a que no existe un equipo
universal para todas las aplicaciones, los biorreactores han sido objeto de modificaciones en sus componentes en
dependencia de los requerimientos de cada especie. Se ha comprobado, ademas, que la configuracion interna del
vaso de cultivo influye de manera decisiva sobre la produccion y desarrollo posterior de los embriones somaticos.
Por lo tanto, es necesario resolver las limitaciones tecnoldgicas y estudiar el efecto de los principales parametros de
cultivo para poder emplear este tipo de tecnologia como una alternativa para la propagacion masiva de plantas. Se
han evaluado diferentes sistemas de agitacion-aireacion y se han probado disefios que generan bajas fuerzas
hidrodinamicas en el interior del vaso de cultivo, que garantizan la calidad y viabilidad de los cultivos en suspension,
asi como la formacioén y multiplicacién de los embriones somaticos. Se han estudiado para varios cultivos los
efectos que provocan los principales parametros fisico-quimicos en la propagaciéon via embriogénesis somatica a
escala de biorreactores. Ademas, se han definido metodologias y estrategias de trabajo que combinan dichos
parametros de cultivo y permiten controlar y obtener de manera estable producciones de embriones somaticos
capaces de germinar y convertir en plantas y estos resultados definitivamente permitiran llevar a escala comercial el
empleo de esta tecnologia para la propagacion in vitro de muchas especies de interés econémico.
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ABSTRACT

The bioreactors has been mainly developed for the production of biomass, for that that the glasses for the
culture of the different vegetable species with propagation ends, they have had to be adapted in function of the
specific requirements of each process and cultivation. This way and because a universal team doesn’t exist
for all the applications, the bioreactors has been object of modifications in their components in dependence of
the requirements of each species. He has also been proven that the internal configuration of the culture glass
influences in a decisive way on the production and later development of the somatic embryos. Therefore, it is
necessary to solve the current technological limitations and to study the effect of the main culture parameters
to be able to use this technology type like an alternative for the mass propagation of plants. Different systems
have been evaluated of agitation-aeration and designs have been proven that generate drops hydrodynamic
forces inside the culture glass, guaranteeing the quality and viability of the culture in suspension, as well as
the formation and multiplication of the somatic embryos. They have been studied for several cultures the
effects that cause the main physical-chemical parameters in the propagation via somatic embryogenesis to
bioreactors scale. They have been defined methodologies and work strategies that combine this culture
parameters and they allow to control and to obtain in way stable productions of somatic embryos able to
germinate and to transform into plants and these results definitively will allow to take to commercial scale the
employment of this technology for the propagation in vitro of many species of economic interest.
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INTRODUCCION A pesar de todo, el desarrollo tecnoldgico, no fue hasta

mediados de la década de los 80 que se profundizé

El cultivo a gran escala de células de plantas
comenzo6 hace aproximadamente 45 afos, cuando
fue descrito el crecimiento de suspensiones celulares
en un biorreactor de 20 litros. A partir de ese momento,
se aplicaron las técnicas de fermentacion microbiana
en estudios sobre el crecimiento cinético de las
suspensiones celulares de plantas superiores
(Tulecke y Nickell, 1959).

mas en el empleo de biorreactores para la produccion
de embriones somaticos.

En alfalfa Stuart et al. (1987) describieron la obtencién
de grandes producciones de embriones soméaticos,
pero éstos presentaron un rango de conversién muy
bajo. Por su parte, Bapat et al. (1990) hicieron
referencia a la produccion de 18 000 ES.I" en el cultivo
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de Santalum album Linn. (Sandalo), con el empleo
de biorreactores de 1.0y 7.0 litros de capacidad.

En el género Clematis se han logrado rendimientos
de hasta 500 000 ES.I"" con biorreactores de 2.0
litros capacidad y porcentajes de conversion del
95.0% (Weber et al., 1994). Sin embargo, en otros
cultivos, como por ejemplo boniato (Ipomoea
batatas L.), los resultados no han sido
satisfactorios y la formaciéon de embriones
somaticos y su posterior desarrollo se ha limitado,
probablemente debido a una desfavorable
composicion de gases en la atmdsfera interna del
vaso de cultivo y/o a la sensibilidad de este cultivo
al estrés mecanico (Bieniek et al., 1995).

Entre las plantas consideradas como modelos para
desarrollar la embriogénesis somatica hasta el
escalado en biorreactores, la zanahoria (Daucus
carota L.) ha jugado un papel fundamental, pues con
anterioridad a 1995 ya se habian descrito varios
sistemas para la produccién de embriones somaticos
(Molle et al., 1993; Jay et al., 1994; Osuga y
Komamine, 1994; Onishi et al., 1994).

Este criterio de trabajo ha permitido que en los ultimos
10 afos se propiciaran las condiciones y se avanzara
mucho mas en la produccién de plantas en
biorreactores, tanto por la via organogénica (Akita et
al., 1996; Takayama y Akita, 1996; Takayama y Akita,
1998; Ziv et al., 1998) como embriogénica (Zamarripa,
1996; Lipsky et al., 1997; Jiménez y de Feria, 1998;
Nishihira et al., 1998; Gomez et al., 1999; de Feria et
al., 2003).

Principales parametros fisico-quimicos a
monitorear y controlar en un biorreactor

El objetivo basico de un biorreactor es garantizar
optimas condiciones de crecimiento para las células
mediante una regulacion precisa de los factores
ambientales (Preil, 1991).

Los biorreactores han sido equipados con varios
sensores para la medicién y el control de la
temperatura, de la velocidad de agitacion, la
concentracion de oxigeno disuelto (DO,), el pH, el
potencial redox y la concentracién de diéxido de
carbono (CO,), etc. (Preil, 1991; Leathers et al.,
1995).

El principal inconveniente para el desarrollo de este
tipo de tecnologia radica en que no existe un disefio
de biorreactor que se adapte a todas las aplicaciones
y la mayoria de los existentes en el mercado han
sido desarrollados para el cultivo de microorganismos.
Por tanto, se hace necesario evaluar aspectos como
la configuracién interna del vaso de cultivo y diferentes
parametros fisico-quimicos que influyen de manera
decisiva en la produccion y desarrollo de los
embriones somaticos.

Formas de agitacion y efectos que provocan

Los biorreactores empleados para el cultivo de células
pueden ser clasificados de dos formas atendiendo al
sistema de agitacion utilizado (Preil, 1991).

- Biorreactores agitados por flujo de aire.

- Biorreactores con movimiento mecanico.

En los biorreactores agitados por flujo de aire, la
dispersion del gas comprimido en el fondo del vaso
de cultivo, se realiza a través de platos o discos
perforados u otros mecanismos para la distribucion
del gas, un ejemplo lo constituyen los cilindros
coaxiales que establecen corrientes de aire en el
interior del vaso y estabilizan los patrones de
circulacion del liquido y dan como resultado, un
flujo bien definido (Denchev et al., 1992). Estas
corrientes de aire dividen el vaso en dos regiones,
una gaseada y otra que sirve como lazo, ejemplo
de ello es el disefio comunmente conocido como
“airlift”, biorreactor con el cual se han obtenido
resultados favorables en la produccion de
embriones somaticos (Nishihira et al., 1998). Sin
embargo, a pesar de todos estos elementos los
vasos de cultivo agitados mecanicamente
contintan siendo el principal interés para el cultivo
de brotes y células de plantas.

En el caso del cultivo de células, hay que tener en
cuenta su sensibilidad a las elevadas fuerzas
hidrodinamicas, razén por la cual se deben emplear
impulsores tipo anclas, paletas o hélices que permitan
lograr un buen mezclado con bajos rangos de agitacion
(Leathers et al., 1995), los que sélo pueden lograrse,
si se determinan de forma experimental los efectos
que pudieran producirse al variar el numero de
cuchillas, su posicion interior y la relacion entre el
diametro del agitador y el vaso.

El hecho de determinar el tipo de cuchilla impulsora
es importante pues permite una mejor mezcla y por
consiguiente una aireacion mas eficiente. Segun Preil
(1991), las cuchillas con un diametro de 1/3 del
diametro del vaso de cultivo, permiten lograr una
adecuada relacion entre la cuchilla, la velocidad de
agitacion y el mezclado. No obstante, lo importante
es saber que el tipo de cuchilla depende de las
caracteristicas del proceso que se va a ejecutar, pues
en ocasiones ocurre que el sistema no garantiza la
homogeneidad del cultivo en suspensién y se produce
el asentamiento de la biomasa en el fondo del vaso
de cultivo (Scragg, 1995).

Otro de los principales problemas para el cultivo de
células en suspension, es la formacion de grupos,
que afectan no sélo el cultivo al emplear agitadores
orbitales, sino también en algunos tipos de
biorreactores (Beck, 1987).

En dependencia del numero de células por grupo, la
morfologia de los grupos y el numero de grupos por



unidad de volumen de medio de cultivo, se puede
afectar el mezclado, el muestreo del cultivo y se limita
el empleo de algunos métodos para la estimacion
del numero de células (Preil et al., 1988).

La formacién de grupos de células puede limitarse
por la composicion del medio de cultivo, el método
de subcultivo o la alteracién de las condiciones
ambientales.

Segun Beck (1987) el sistema de agitacion
denominado “Vibromixer” caracterizado por generar
bajas fuerzas hidrodinamicas, puede controlar el
tamafo y la formacién de agregados celulares. El
mismo consiste en un disco con conos cortados y
huecos, que cuando son movidos en la direccién de
la parte ancha, causan un chorro que sera formado
al final de la parte estrecha. Si este cono es movido
arriba y abajo, se obtiene el efecto de una bomba de
propulsién continua.

Este sistema de agitacion esta conformado por un
eje y uno o dos discos montados sobre éste. Los
discos son perforados con orificios circulares
perfectos para formar en cada orificio los llamados
conos de Bernoulli.

El flujo de propulsion es inducido en la direccion de
la parte mas estrecha y el sistema se agita por un
movimiento vertical reciproco, que nunca rotay que
presenta algunas ventajas sobre los sistemas
giratorios, debido a que:

- No hay remolinos ya que no hay movimientos
rotatorios.

- No hay espuma porque no hay remolinos.

- No hay sellos rotatorios, s6lo movimiento reciproco.
- El sello estatico consiste en un diafragma periférico
y centralmente ajustado alrededor del agitador del
disco del “Vibromixer” y puede resistir hasta una
presion de 5.0 bares.

- No existen puntos de friccion, el sistema queda
herméticamente sellado.

El efecto vibratorio inhibe la aglomeracion de células
y reduce el numero de estas por agregado. En
experimentos con suspensiones de flor de pascua
(Euphorbia pulcherrima L.), el promedio de células
por agregado decrecio desde 18 a 6, al cabo de 18
dias, cuando a un biorreactor con “Vibromixer” se
inoculé con una suspension celular que se encontraba
en un agitador orbital (Preil, 1991).

Para el propdsito de la propagacion de plantas, el
“Vibromixer” puede tener amplias ventajas sobre
otros mezcladores rotatorios, fundamentalmente
para aquellas especies de plantas que tienden a
formar grupos multimeristematicos compactos y
que necesitan ser separados en pequefas
unidades, para lo cual deberé ser investigada la
calibracién de los diferentes diametros de los
orificios del disco (Preil y Beck, 1991).
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A pesar de haberse demostrado que éste sistema de
agitacion resulta adecuado para la agitacion
moderada sin causar ningun dafo celular, se
comprobd que tiene la desventaja de que al
incrementarse la viscosidad de la suspension celular,
la eficiencia de la agitacion decrece y se sabe que
este fendmeno ocurre en la especie flor de pascua
(Euphorbia pulcherrima L.) cuando la densidad celular
es aproximadamente de 6.0x10° células.ml (Preil,
1991).

Los efectos de la agitacion deben ser determinados
para lograr condiciones 6ptimas, especialmente en
cultivos con células sensibles al movimiento y en
cualquier biorreactor deberan ser evitados los dafios
por agitacién (causado por altas velocidades de
agitacion) y la limitacién de oxigeno (favorecida por
las bajas velocidades de agitacion), debido a que
ambos factores son determinantes en el rendimiento
final de biomasa y la produccion total de embriones
somaticos (Jiménez y de Feria, 1998).

Medicion y control de la concentraciéon de
oxigeno disuelto en el medio de cultivo

La concentracion de oxigeno disuelto (DO,) en el
medio de cultivo, ha sido descrita como uno de
los parametros mas importantes y de mayor
influencia, no soélo sobre la multiplicacién y
diferenciacién de suspensiones celulares, sino
también en la formacion de brotes. Hasta el
presente, se han estudiado y analizado diferentes
efectos y comportamientos que se producen al
variar las concentraciones de disponibilidad de
este gas en el medio de cultivo.

Kessell y Carr (1972) demostraron al trabajar con
suspensiones celulares de zanahoria (Daucus carota
L.) que existe una concentracion critica de DO, por
debajo de la cual se limita la multiplicacion celular y
se favorece la diferenciacion de los embriones
somaticos en plantas.

En suspensiones celulares de flor de pascua
(Euphorbia pulcherrima L.) cultivadas en Enlermeyers
agitados a 90 r.p.m., se determind que después del
primer dia de realizado el subcultivo existia un valor
de 70% de DO,, que esta concentracion decrecio al
32% alos cuatro dias y a un 14% después del octavo
dia de cultivo, debido fundamentalmente al incremento
de la biomasa (Beck, 1987).

Durante estos estudios, Beck (1987) comparé
ademas, el crecimiento de suspensiones celulares
durante 18 dias de cultivo continuo a concentraciones
constantes de DO, (30 y 90%) y observo que el
numero de células por mililitros se incrementd desde
1.0x10%hasta 2.5y 7.3 x105, respectivamente. Segun
Preil et al. (1988) la multiplicacion de esta especie
en biorreactores fue inhibida drasticamente al emplear
concentraciones por debajo del 10% de DO,
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En cuanto a la produccion de embriones, Kessel y
Carr (1972) so6lo lograron regenerar embriones
somaticos de zanahoria cuando utilizaron 16% de
DO,, mientras que Carman (1988) logré incrementar
el numero de embriones de Triticum vulgare Willd.
(Trigo) al utilizar también bajas concentraciones de
DO,. Sin embargo, Stuart et al. (1987) produjeron
102 000 ES.I" de alfalfa con un 78% de DO,y no
obtuvieron embriones somaticos con 21%, mientras
que Jay et al. (1992) al utilizar una concentracién de
100% obtuvieron un rendimiento de 600 000 ES.I"" de
zanahoria (Daucus carotaL..) y s6lo lograron 170 000
al trabajar con una concentracion del 10%.

Okamoto et al. (1996), observaron que en arroz (Oryza
sativa L.) con 60% de DO, se logr6 una regeneracion
de plantas mas eficiente que con concentraciones
superiores (80 y 100%) o inferiores (21 y 40%). Por
su parte, Mavituna y Buyukalaca (1996), al trabajar
la embriogénesis somatica en pimiento (Capsicum
annuum cv. Ace), describieron como el consumo de
oxigeno fue mayor en las etapas iniciales de
multiplicacién con respecto al momento de la
maduracion de los embriones somaticos. Estos
resultados evidenciaron que existe una estrecha
relacion entre la disponibilidad de oxigeno disuelto
en el medio de cultivo y el grado de desarrollo de los
embriones somaticos en suspension.

de Feria et al. (2003), demostraron que las elevadas
concentraciones de oxigeno disuelto (80%)
favorecieron la produccion total de embriones
somaticos de Coffea arabica cv. Catimor 9722
(cafeto), pero limitaron el desarrollo posterior de estos
embriones somaticos hasta la etapa de torpedo, que
son en realidad los embriones con mayores
posibilidades de germinar y convertirse en plantas.
Este resultado se alcanzd al trabajar con
concentraciones inferiores (50%). Las investigaciones
realizadas permitieron obtener hasta 73 000
embriones somaticos por litro de medio de cultivo.

Segun Archambault et al. (1995), al utilizar
concentraciones de DO, iguales o superiores al 60%,
se producen altos volumenes de biomasa no
diferenciada y que por el contrario, con bajas
concentraciones (10-20%) ocurre una lenta
diferenciacion de los grupos celulares embriogénicos
en suspensiones de zanahoria (Daucus carota L.).
Estos autores plantearon que las bajas
concentraciones de DO,, produjeron una limitacion
en la formacion de biomasa no diferenciada (< 5.0%)
y una mayor produccién y mas normal de embriones
somaticos con una disminucion de la germinacion
precoz.

Al emplear elevadas concentraciones de oxigeno
disuelto (80%) se logro, en el cultivo de la cafia de
azucar (Saccharum spp.hibrido), reducir el tiempo de
multiplicacion de las suspensiones celulares y
aumentar la biomasa fresca respecto al proceso

desarrollado a escala de agitador orbital (de Feria,
2002). Sin embargo, se observo un efecto negativo
de estas condiciones sobre el proceso de desarrollo
de los embriones somaticos. Este autor establecio
una estrategia en dos etapas para de control del
oxigeno disuelto y se obtuvo por primera vez a escala
mundial con esta tecnologia, la produccion de 32 000
embriones somaticos por litro de medio de cultivo y
demostrd, ademas, que el pH puede ser utilizado
como un indicador del proceso de histodiferenciacion
de suspensiones celulares embriogénicas de cafia
de azucar (Saccharum spp.hibrido).

La determinacion de la concentracion de DO, en el
medio de cultivo liquido, indica la cantidad disponible
para el metabolismo celular. Este gas es poco soluble
en agua y su contenido es rapidamente consumido
por las células, por lo tanto debe ser suministrado
continuamente para prevenir su decrecimiento por
debajo de la concentracion critica, pues se ha
demostrado que para muchos cultivos en suspension,
el oxigeno influye de manera determinante sobre la
actividad metabdlica de las células (Preil, 1991).

Estudios realizados con banano (FHIA-18) permitieron
definir una estrategia de trabajo que combiné
diferentes concentraciones de oxigeno disuelto con
el control del pH, con lo cual se obtuvo un 31% de
embriones somaticos maduros y se alcanzaron
producciones de hasta 140 000 embriones somaticos
por litro de medio de cultivo en sélo 18 dias de trabajo
con los biorreactores, resultado sin precedentes a
escala mundial (de Feria, 2002).

La cantidad de DO, disponible es medida por
electrodos que deben ser calibrados después de la
esterilizacion y antes de la inoculacion del biorreactor.

Elnivel de DO, puede ser controlado de varias formas,
pero la mas comun es al regular la velocidad de
agitacion y el flujo de aire (Kessell y Carr, 1972), pues
cuando solo se hace énfasis en uno de estos dos
elementos se obtiene una menor precision, que si se
trabajara combinando ambos factores (Preil, 1991).

Una de las variantes utilizadas para el suministro de
gases, han sido las unidades mezcladoras de aire,
N,, O,y CO,, que permiten realizar un mejor y mas
eficiente trabajo para mantener la concentracién de
DO, durante el cultivo de células vegetales (Beck,
1987; Preil, 1991; Jay et al., 1992).

La mezcla de gases puede llegar de varias formas al
interior del vaso de cultivo. Segun Leathers et al.
(1995) los sistemas basados en la aireacion directa
en el medio de cultivo (burbujeo) mediante “sparger”
de acero inoxidable con una porosidad de 10 mm
son los mas frecuentemente empleados para el cultivo
de células de plantas. Sin embargo, tienen como
limitante el dafio que causan a las células por la
energia liberada durante el rompimiento de las



burbujas y la pérdida de las propias células por el
arrastre que se produce al formarse espuma en la
superficie del vaso (Teng et al., 1993).

La aireacion libre de burbujas mediante tubos de
silicona o polipropileno es la que mejor simula el
ambiente dentro de un Erlenmeyer y evita los
problemas antes mencionados. Las especificaciones
del tubo (longitud, diametro, grosor de la pared) deben
ser adaptadas de acuerdo con los requerimientos de
cada especie vegetal, en funcién de la cantidad de
biomasa y/o embriones somaticos que se produzcan
en el biorreactor (Luttman et al., 1994; Moorhouse et
al., 1996).

Todos estos resultados permiten concluir que
fundamentalmente el tipo de biorreactor empleado,
su volumen de trabajo, la composicién del medio de
cultivo, el flujo de aire, el procedimiento que se emplee
para calibrar los electrodos de oxigeno, asi como la
forma en que se controla la concentracion de DO,
son parametros importantes que influyen en los
rangos de transferencia de oxigeno y hacen que un
experimento difiera de otro. Esta es una buena razén
para esperar resultados contradictorios y profundizar
en el estudio de este parametro y su influencia sobre
el comportamiento de los cultivos en suspension en
funcién de la fase en que éstos se encuentren dentro
del proceso de histodiferenciaciéon. No obstante, esta
conclusién no anula la idea de que la concentracion
optima de DO,, para cada proceso en particular, varia
entre las diferentes especies vegetales.

Medicién y control del pH en el medio de cultivo

Los primeros estudios sobre las variaciones del pH
en suspensiones celulares se desarrollaron desde
hace algunos afios (Martin y Rose, 1976; Wetherell
y Dougall, 1976). Segun los resultados obtenidos por
estos autores, estas variaciones, parecen estar
relacionadas con el balance entre los iones de amonio
(NH,") y el nitrato (NO,’) en el medio de cultivo durante
el ciclo de desarrollo celular.

Martin y Rose (1976), demostraron que en
suspensiones celulares de boniato, el consumo
de amonio fue menor a pH 4.8 que a un valor de
5.6. Un comportamiento similar en el consumo de
este ion fue descrito por Jay et al. (1994), para la
diferenciacién de embriones somaticos en
zanahoria (Daucus carota L.), al observar que a
pH bajo (4.3) el consumo del amonio fue menory
las células sélo utilizaron hasta los 20 dias de
cultivo el 42% del total inicial, mientras que a un
pH mas elevado (5.8) las células consumieron el
78% en igual periodo de tiempo.

La medicion del pH parece ser indispensable para
cualquier cultivo en suspension celular y el mismo
varia cuando se producen alteraciones en el ambiente
interno del frasco y las condiciones de cultivo.
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Los electrodos para realizar las lecturas de pH son
esterilizables y el control de este parametro a escala
de biorreactores se realiza cuando la sefal del
controlador activa una bomba peristaltica, la cual
adiciona acido o base en dependencia de la desviacion
con respecto al valor fijado previamente, llegando a
ser la precision del control de 0.01 unidades de pH
(CHEMAP AG, 1991).

También se ha demostrado en numerosos
experimentos que el desarrollo y la maduracion de
los embriones somaticos puede favorecerse mediante
la regulacion del pH en el medio de cultivo y que en
este caso el valor puede diferir claramente del pH en
un cultivo no controlado.

Es significativo, que pese alo planteado por Fujimura
y Komamine (1979), con respecto a que la regulacion
del pH podia ser una via alternativa en el cultivo de la
zanahoria (Daucus carota L.) para la sincronizacion
de las suspensiones celulares sin la utilizacion de
procesos de filtracién y centrifugacion, hayan tenido
que pasar varios afios para que se produjeran
resultados en tal sentido.

Smith y Krikorian (1990), al trabajar la
diferenciacién de células de zanahoria, pero en un
medio de cultivo semisélido libre de reguladores
del crecimiento, obtuvieron que con un pH cercano
a 4.0 se mantuvo la proliferacion y multiplicacién
de proembriones y sélo cuando el pH fue ajustado
a un valor de 5.8, se desarrollaron los restantes
estados de la embriogénesis somatica para este
cultivo.

Investigaciones realizadas por de Feria et al. (2003)
permitieron observar una estrecha relaciéon entre
el momento de aparicién de los embriones
somaticos y el incremento gradual de los valores
de pH en el medio de cultivo, lo cual convirtié a
este parametro en un posible indicador del proceso
de histodiferenciacion de las suspensiones
celulares embriogénicas de cafeto.

También con el cultivo de la zanahoria Jay et al.
(1994), observaron que a pH 4.3 los embriones
somaticos no se desarrollaron mas alla del estado
de corazoén, mientras que, a valores de 5.8 los
embriones somaticos maduraron y dieron lugar a
plantas mas desarrolladas con grandes raices y
cotiledones verdes individualizados. Shigeta et al.
(1996), confirmaron, ademas, que en suspensiones
celulares embriogénicas de este cultivo, la
presencia de embriones somaticos y su estado
de desarrollo durante el cultivo en suspension, se
relacion6 con determinados valores de pH en el
medio de cultivo. Ellos observaron como en cuatro
tratamientos con valores diferentes de pH inicial,
los rangos finales oscilaron entre 5.1y 5.2, lo que
corrobord algunos criterios sobre la relacién que
existe entre el pH y la presencia de embriones
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somaticos en sus distintos estados de desarrollo
durante un cultivo en suspension.

Por su parte, Jiménez y de Feria (1998), observaron
durante el proceso de embriogénesis somatica en
cafia de azucar (Saccharum spp. hibrido) como este
parametro decrecio durante los primeros 13 dias de
cultivo desde 5.5 hasta 4.71 y se mantuvo oscilando
alrededor de ese valor durante cuatro dias, momento
en el cual comenzé a incrementarse gradualmente y
coincidié también con la aparicion de los embriones
somaticos en el medio de cultivo, hasta alcanzar un
valor de 5.2 al finalizar este (25 dias).

También se ha encontrado que los cambios de pH en
el medio de cultivo pueden afectar la calidad celular
de los cultivos. Autores como Rajkai et al. (1995)
estudiaron el desarrollo de suspensiones celulares
de Rubia tinctorum L. en agitador orbital y
biorreactores y encontraron dafios celulares asociados
con los cambios del pH, pues comprobaron que al
renovar el medio de cultivo este se incrementaba
hasta 5.8 para descender nuevamente a 4.4 y
estabilizar de esa manera las condiciones de cultivo.
Por tal motivo sugirieron como una posible variante
para disminuir los dafios celulares, ajustar el pH del
medio de cultivo destinado para la renovacion, al valor
en que éste se encontraba al momento de ser
renovado.

Segun todos estos resultados, la medicién y el
manejo del pH podrian ser un pardmetro a tener en
cuenta cuando se trabaje de forma masiva con
suspensiones celulares para obtener un numero
considerable y eficiente de embriones somaticos bien
desarrollados, no sélo de zanahoria sino también en
otras especies. Por otra parte, este manejo podria
convertirse en una herramienta que podria ayudar en
la optimizacion y la sincronizaciéon de la
embriogénesis somatica, teniendo en cuenta las
dificultades que se presentan actualmente para lograr
sincronizar el desarrollo de los embriones somaticos
por otras vias (Jay et al., 1994).

CONCLUSIONES

Disefary poner en practica sistemas de agitacion-
aireacion con los cuales se logren generar bajas
fuerzas hidrodinamicas y se evite la formacion de
espuma en el interior del vaso de cultivo, garantizaran
la calidad y viabilidad de los cultivos en suspensioén,
asi como la formacién y multiplicacion de los
embriones somaticos. Si unido a esto se estudian y
controlan los efectos que sobre la propagacion via
embriogénesis somatica tienen diferentes parametros
fisico-quimicos, se podra entonces, definir metodologias
y estrategias de trabajo a escala de biorreactores que
combinen dichos parametros de cultivo y posibiliten
monitorear, controlar y obtener de manera estable
producciones de embriones somaticos capaces de
germinary convertirse en plantas.
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