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RESUMEN.

e comienza un estudio de los efectos de las condiciones ambientales sobre la
fotosintesis, transpiraciéon y respiracion, como los procesos vinculados al
crecimiento y desarrollo en las plantas. Se explica como se comportan las distintas
variables ambientales que influyen en dichos procesos cuando las plantas son cultivadas en
ambiente ex Vitro, in vitro y dentro de los biorreactores de inmersion temporal.
Se montd un biorreactor de inmersion con el objetivo de mejorar las condiciones
ambientales donde crecen las plantas para obtener un mayor porcentaje de supervivencia y
poder hacer el estudio antes mencionado. Para ello se recuperd una tarjeta para el control de
la iluminacién y se programo un automata para gobernar el biorreactor.
Los resultados de este trabajo demuestran que con un cultivo a altas intensidades de
iluminacion y concentraciones de CO, se puede obtener un 82% de plantas competentes
para lograr un mayor porcentaje de supervivencia de plantas cuando son llevadas a casas de
cultivo.
También se compararon las plantas propagadas en el biorreactor de inmersion con las
crecidas en ambiente ex vitro, viéndose que las primeras, a pesar de tener una mejor
calidad, no alcanzan todavia los niveles de realizacion de fotosintesis que tienen las

segundas.
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INTRODUCCION.

n el mundo actual, la micropropagacion es una técnica muy utilizada para la
reproduccion acelerada de especies vegetales. Este proceso aporta una serie de
ventajas que superan las de la agricultura tradicional.
Independientemente de las ventajas existen una serie de desventajas que surgen
fundamentalmente por las condiciones ambientales existentes en los frascos de cultivo lo
que trae como consecuencia que no exista una buena adaptacion de las plantas al ser
llevadas a las casas de cultivo. Alrededor del 25% de las plantas sobrevive este cambio
existiendo, por tanto, una pérdida del 75% de las plantas que son llevadas a las casas de
cultivo.
Estas grandes pérdidas contribuyen a aumentar considerablemente el costo de produccion
por planta. Siendo una de las desventajas fundamentales que presenta esta técnica de
cultivo.
El problema cientifico es que no existe un trabajo orientado a lograr una mejor adaptacion
de las plantas en la etapa III de la aclimatizacion manejando para ello las condiciones
ambientales dentro de los frascos de cultivos para lograr una mejor adaptacion de las
mismas al ser llevadas a las casas de cultivo.

En este trabajo nos trazamos el siguiente objetivo general: Estudiar el comportamiento de

las condiciones ambientales y sus efectos en la micropropagacion de plantas. E1 mismo se
realizd en el Centro de Bioplantas situado en la Universidad de Ciego de Avila y para ello
se cumplieron los siguientes objetivos:
e Estudio del comportamiento de las variables ambientales sobre el crecimiento y
desarrollo de plantas y comprender los mecanismos de la fotosintesis, transpiracién
y respiracion en ambiente eX Vitro, in vitro y dentro de los biorreactores de
inmersion temporal.
e Realizacién de un experimento que me permita evaluar el comportamiento de las
plantas dentro de los biorreactores de inmersion temporal.
e Describir como influyen sobre la fotosintesis, la transpiracion y la respiracion las

variables ambientales.
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e Analizar en los experimentos realizados dentro de los biorreactores de inmersion
temporal, cual contribuy6 a obtener una planta de mayor calidad.
e Comparar los niveles de realizacion de fotosintesis de las plantas cultivadas en
ambiente in vitro y dentro de los biorreactores de inmersion temporal.

Para cumplir estos objetivos se montd un biorreactor de inmersion temporal en el
laboratorio de células y tejidos que radica en el Centro de Bioplantas. Se realizaron,
ademas, experimentos variando las concentraciones de CO, y la densidad del flujo de
fotones fotosintéticamente activo (FFF) (George, 1993) con que se iluminaron los cultivos
obteniendo resultados muy satisfactorios en cuanto a porcentaje de plantas competentes.
Como hipdtesis general de trabajo se plantea que una vez conocido los procesos mas
importantes relacionados con el crecimiento y desarrollo de las plantas en ambiente in vitro
y el efecto que las distintas variables ambientales producen sobre los mismos se pueden
obtener un mayor porcentaje de plantas competentes lo que es sinonimo de un mayor
porcentaje de supervivencia cuando las plantas son llevadas a las casas de cultivo.
Se pudo encontrar que hay varias variables ambientales que influyen en la fotosintesis,
respiracién y transpiracion aunque fundamentalmente hay tres que influyen sobre una
mejor adaptacion de plantas al medio ex vitro. Estas variables son la humedad relativa, la
concentracion de CO, y la FFF.
Este trabajo resulta muy novedoso porque sin la aplicacion de los biorreactores de
inmersion temporal se obtienen un 25% de plantas competentes con un 75% de plantas de
muy baja calidad que estan destinadas a morir en ambiente ex vitro (Gonzalez, 2003). Se
demuestra ahora que con la introduccion de los biorreactores de inmersion temporal se
logra mas de un 80% de plantas competentes representando esto un aumento de la calidad
de las vitroplantas y de la produccion del Centro de Bioplantas.
La tesis estd organizada en tres capitulos. En el primer capitulo se hace un estudio sobre la
situacion del tema en la actualidad y se adentra en el campo de la micropropagacion.
Ademas se tratan los fendémenos y procesos que ocurren en las plantas asi como el efecto de
las variables ambientales en los mismos. El segundo capitulo profundiza en las condiciones
de cultivo in vitro y muestra el comportamiento de las condiciones ambientales y sus
consecuencias sobre la fotosintesis, la respiracion y la transpiracion de las plantas. Ademas

se hace una explicacion del experimento que se realiza y de los medios técnicos empleados
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en el mismo. En el tercer capitulo se explican los resultados del experimento y de como se
comportaron las condiciones ambientales y sus efectos sobre la fotosintesis, la respiracion y

la transpiracion.
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1 INTRODUCCION A LA MICROPROPAGACION.
LAS PLANTAS Y SU COMPORTAMIENTO EN
AMBIENTE EX VITRO.

n este capitulo nos adentramos en el mundo de la micropropagacion o del también
llamado cultivo de células analizando sus ventajas y desventajas. Ademas se
estudian los principales procesos que ocurren en las plantas y que mas importancia
tienen para el mantenimiento de la vida, asi como el efecto que logran sobre los mismos,
las condiciones ambientales. Para comprender estos procesos se hace una explicacion de los

fendmenos que ocurren en las plantas en general y los factores que influyen en ellos.
1.1 Situacion del tema en la actualidad.

En los procedimientos de cultivo descritos hasta la década de los ochenta, no se hace
ninguna referencia al control ambiental en el desarrollo de las plantas in vitro. Sin embargo,
las tasas de crecimiento, desarrollo y muchas de las caracteristicas fisiologicas y
morfologicas de las plantas formadas in vitro estan influenciadas por el ambiente fisico,
quimico y gaseoso de los frascos de cultivo. Junto a estas condiciones ambientales tenemos
la composicion del medio de cultivo el cual es fundamental para el comportamiento de las
vitroplantas en su crecimiento.

La investigacion y el desarrollo de tecnologias vinculadas al cultivo in vitro han sido
guiada para resolver la contaminacion en los frascos de cultivo, uno de los grandes
problemas ligados a la micropropagacion. Este problema se ha resuelto con la utilizacion de
robot industriales, que actuando en las primeras etapas, logran mantener un medio aséptico
por un mayor tiempo ya que evitan la acciéon del hombre. Para que haya un buen
funcionamiento de la robotica es muy importante el desarrollo alcanzado en el tratamiento
de imagenes ya que el robot es el encargado de realizar cortes y transplantes con completa
autonomia (Cassells, 1991; Cazzulino y col., 1991; Fujita y Kinase, 1991; Gupta y col.,
1991).

Es a partir de finales de la década de los ochenta y hasta la actualidad que se han realizado

investigaciones con vista a describir el impacto de las condiciones fisicas, quimicas,
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gaseosas y del medio de cultivo en el crecimiento y desarrollo de las vitroplantas pero con
muy poco aprovechamiento de estos avances cientificos.

Se han hecho estudios sobre la temperatura, la influencia de la luz teniendo en cuenta la
FFF, ciclos de iluminacién, distribucién del espectro de iluminacién y la direccion de
incidencia de los rayos de luz, la composicion gaseosa teniendo en cuenta las
concentraciones de CO,, O,, C;Hy4, la humedad relativa, el flujo de aire, la presion y el
potencial hidrico. También se sabe de la importancia de la composicion organica e
inorganica como azucares, reguladores del crecimiento, reguladores del potencial osmotico,
pH, O, y CO, disuelto y microorganismos del medio de cultivo (Kirdmanee y col., 1994;

Kirdmanee y col., 1995; Kitaya y col., 1998).
1.2 La micropropagacion, una técnica para el cultivo de plantas.

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro de tejidos vegetales, es una técnica de
reproduccién en condiciones totalmente asépticas, en la que a partir de un pequeio
segmento inicial de tejido es posible regenerar en poco tiempo miles o millones de plantas
genéticamente iguales a la planta madre, cuando a este tejido le es aplicado un estimulo por
medio de variables fisicas y quimicas controladas en un medio de cultivo (Aceves y
Hernandez, 1997).

La Micropropagacion es una biotecnologia que se aplica a especies vegetales con el fin de
obtener una poblacidon en el menor periodo de tiempo posible. Muchas veces es sinébnimo

de cultivo de tejidos.

1.2.1 Funcionamiento de una biofabrica y las etapas de la
micropropagacion.

La produccion de plantulas a través del cultivo de tejidos es mostrado en la fig. 1.1

= Ea % 3 7
a) b) c) d) £)
Fig. 1.1 Proceso de produccion de plantulas. a) Etapa 0: Toma de explantes b) Etapa I:

Implantacion c¢) Etapa II: Multiplicacion d) Etapa III: Enraizamiento e) Etapa IV:
Aclimatizacion.
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Primeramente se selecciona la planta madre la cual debe ser sana y poseer caracteristicas
variables conformes con la variedad elegida (Castro y Gonzélez, 2000). De ella se toma un
explante, el cual puede ser una pequena porcion de células en division, yemas laterales o
preferentemente yemas apilares. Luego es colocado en un medio de cultivo para inducir y
desarrollar yemas axilares o callos. Cuando los callos son formados, brotes adventicios
pueden ser inducidas agregando apropiados reguladores del crecimiento. Los brotes
formados in vitro son transferidos a otros medios para obtener plantas con raices. Para una
rapida multiplicacion los brotes son divididos y retrasplantados en el medio inicial, el cual
permite desarrollo de brotes adventicios. Este procedimiento se puede repetir hasta obtener
millones de plantas.

Durante la division de plantulas es necesario que cada porcion tenga mas de un nodo. De
cada nodo saldra un nuevo brote, el cual a su vez puede desarrollar y convertirse en un
retono.

El proceso de la micropropagacion esta dividido en cinco etapas desde el punto de vista
biologico. Hay tres etapas que ocurren in vitro mientras que una cuarta etapa ocurre €X Vitro
en una casa de cultivo. Posteriormente se afiadié una etapa llamada cero considerada ex
vitro (Kurtz y col., 1991a).

Estas etapas son:

*Etapa 0: Toma de explantes (ex vitro). Se toma una pequefa porcion de planta la cual
puede ser de yemas laterales o yemas apilares y es colocada en un medio de cultivo para
inducir y desarrollar yemas axilares o callos. Las yemas apilares son las més usadas como
explantes primarios en la micropropagacion porque ellas estan libres de virus debido a que
todavia son muy jovenes. Siempre se trata de tener la menor contaminacién posible en los
explantes ya que si existiera contaminacion y esta se mantuviera en etapas posteriores al
agregar un medio de cultivo rico en glucosas y sacarosas se tendria que abandonar el
cultivo y volver a comenzar porque se aceleraria la reproducciéon de las bacterias
contaminantes. La contaminacion es un factor importantisimo desde el principio por ello las
plantas madres son cultivadas en casas de cultivo libres de bacterias, virus y fungi
patdgenos lograndose desarrollar varios métodos para detectar la presencia de los mismos.
*Etapa I: Implantacion (in vitro). Se comienza y establece el cultivo en un medio aséptico.

Los callos son formados y se inducen brotes agregando apropiados reguladores del
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crecimiento. Cualquier presencia de contaminacion debe ser detectada en esta etapa para
prevenir grandes pérdidas en etapas posteriores de la micropropagacion. Para llevar a cabo
la descontaminacion existen distintos métodos como aplicar calor o quimioterapia. El
método mas econdomico es evitar la contaminacion y por eso se procede a cultivar la planta
madre en un ambiente lo mas libre de contaminacion posible. Esta etapa dura
aproximadamente de tres a veinticuatro meses con al menos cuatro subcultivos.

*Etapa I1: Multiplicacion (in vitro). Durante la etapa II los brotes y nodos son divididos y
trasplantados en el medio inicial permitiendo el desarrollo de nuevos brotes, cada porcion
debe tener mas de un nodo. En esta etapa es cuando se aprecian cambios en los signos
morfologicos de los explantes y se aumentan las concentraciones de las hormonas en el
medio de cultivo para lograr una micropropagacion acelerada. Esta etapa puede durar entre
diez y treinta y seis meses dependiendo de que no se perciban grandes cambios en los
cultivos.

*Etapa Ill: Enraizamiento (in vitro). Se induce la formacion de raices y en algunas
especies la elongacion, donde plantulas pequeias alcanzan mayor tamafio. Después de
realizada la multiplicacién tenemos una gran aglomeracion de brotes los cuales seran
inducidos a producir raices in vitro, necesitando de otro subcultivo. Para algunos cultivos
esta etapa se puede llevar a cabo en las casas de cultivo. Esta etapa, generalmente requiere
de una a seis semanas.

*Etapa IV: Aclimatizacion (ex vitro). Es la adaptacion a nuevas condiciones climaticas de
una plantula, la cual es movida a un nuevo ambiente. Este proceso siempre tiene lugar bajo
la guia activa del ser humano. En este momento la plantula ya esta lista para ser llevada a
una casa de cultivo donde se han desarrollado varias técnicas para llevar a cabo este
proceso. Podemos citar llevar a cabo la aclimatizacion en una habitacidon con condiciones
ambientales controladas, incubadoras cubiertas de plastico en las casas de cultivo o
mantener una niebla en toda la casa de cultivo. Las plantulas son transplantadas

manualmente en la casa de cultivo (Kurtz y col., 1991b; Sagawa y Kunisaki, 1990a).
1.2.2 Las ventajas y desventajas de la micropropagacion.

Por la via de la agricultura tradicional se tiene el inconveniente de que el cultivo de plantas

es muy lento. Ademas para una mayor multiplicacién es necesario un mayor espacio. Otras
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dificultades son plagas, enfermedades y fendmenos climatolégicos que pueden llegar a
diezmar la poblacion de plantas (Gonzalez, 2004a)

Ante estos problemas surge la necesidad de recurrir al cultivo in vitro. A diferencia de las
técnicas tradicionales de cultivo, esta poderosa herramienta permite la propagacion de
grandes volumenes de plantas en menor tiempo; asi como el manejo de las mismas en
espacios reducidos. Por otro lado, la técnica es de gran utilidad en la obtencidon de plantas
libres de patdgenos; plantas homocigotas, en la produccion de plantas en peligro de
extincion, en estudios de ingenieria genética, etc.

No todo es perfecto, como resultado del ambiente in vitro, las plantas desarrollan una
anatomia y fisiologia diferente a la de las plantas cultivadas en condiciones de campo o
casas de cultivo. Los desoérdenes afectan todos los organos de la planta aunque no todos
tienen el mismo peso sobre el comportamiento ex Vitro.

Algunos de estos desordenes se enumeran a continuacion:

e Por la alta humedad relativa en los frascos, las plantulas no necesitan restringir el
intercambio de gases trayendo como consecuencia el retraso en el crecimiento de la
cuticula y de las ceras epicuticulares.

e Estomas redondos en lugar de ser elipticos, levantados con respecto a la epidermis y
con paredes mas finas lo que explica su incapacidad para cerrarse bajo condiciones
que normalmente lo provocarian.

e Presencia de cloroplastos achatados y desprovistos de almidon en algunas especies.

e El contenido de clorofila es variable y depende de la FFF. En general las plantulas
presentan un contenido total de clorofila semejante al de las plantas ex vitro bajo
similares FFF, pero debido a la poca funcionalidad de las mismas al ser llevada las
plantulas a condiciones ex Vitro solo muy pocas realizan su funcion bioldgica.

e Existe carencia de tejidos vascular funcional, con pobre conexion entre el tallo y el
sistema radical lo que frecuentemente restringe la toma de agua. Las raices
contienen granos de almidon, abundantes espacios intercelulares y son
generalmente hipertréficas con una longitud muy grande y tejido vascular primario;
mientras que las células de las raices ex vitro presentan células mas uniformes y

compactas, con tejidos vasculares primarios y secundarios.
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e A causa de la hiperhidratacion se producen desordenes morfoldgicos y un
crecimiento distorsionado. Se afecta ademas la fotosintesis, la transpiracion y el
intercambio de CO;, y O,, procesos de gran importancia para la calidad y
supervivencia de las vitroplantas.

e Las plantas realizan escasa fotosintesis producto de la baja concentracion de CO,
durante la incidencia de la luz en los frascos de cultivo cerrados.

e Escaso transporte de nutrientes y de agua debido a la gran humedad relativa en los
frascos de cultivo (Sagawa y Kunisaki, 1990b).

A pesar de estos inconvenientes la micropropagacion es una forma viable para dar solucion
a las necesidades actuales. Se trabaja en lograr que las plantulas tengan un comportamiento
lo més semejantes al de las plantas cultivadas en el campo o casas de cultivo. Para ello se
incluye una etapa de aclimatizacion ex vitro donde la plantula realiza un proceso de
adaptacion a las condiciones imperantes en el campo como son los niveles de concentracion
de CO,, porcentaje de humedad, temperatura y la FFF, factores ambientales que mas
afectan la supervivencia y la fotosintesis neta de las plantas junto a la deshidratacion debida
a la pérdida de agua foliar y restringida toma de agua por las raices.

Mientras las plantulas cultivadas tienen mayor calidad, mejor serd su adaptacion y por tanto
mayor sera el porcentaje de supervivencia. Las plantas micropropagadas al ser llevadas a la
etapa de aclimatizacion, presentan en las primeras semanas una supresion de la fotosintesis,
fotoautotrofia incompleta y tasas de crecimiento negativas, excesiva transpiracion producto
de la dificultad en la toma de agua y de nutrientes llegando a producirse un retado en el
crecimiento o la muerte de las plantas. La necesidad de una etapa de adaptacion larga es
otro de los inconvenientes que presenta el cultivo in vitro. Este proceso de adaptacion se
puede adelantar en la etapa de enraizamiento si se logra alcanzar a niveles de laboratorio las
condiciones ambientales lo mas parecida a las de una casa de cultivo.

Este trabajo muestra una explicacion del comportamiento de cada variable en el proceso de
la micropropagacion y entra en el campo de los birreactores de inmersion temporal, dando
una explicacion detallada del comportamiento de estas variables particularmente en el

cultivo de Eucalyptus Urograndis (E. Grandis Hill ex Maiden x E. urophylla).
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1.3 El comportamiento de las plantas en ambiente ex vitro.

En este epigrafe son tratados los fendémenos de 6smosis, difusion en los gases y los solutos,
el potencial hidrico, asi como una explicacion detallada del proceso de la fotosintesis,

transpiracion y respiracion en las plantas en ambiente ex vitro (Vazquez y Torres, 1981).
1.3.1 Las relaciones hidricas de las células.

Para interpretar las relaciones hidricas de las células y los tejidos vegetales, es necesario

conocer la dindmica de este proceso y el significado de la difusion y de la osmosis.
1.3.1.1 La difusion.

El CO; y el O; penetra a las plantas por los estomas, y el agua, los cationes y los aniones de
las sales inorganicas pasan desde el suelo a través de las raices. Las sustancias procedentes
del medio, no solo penetran en la planta sino que también salen al exterior. En las hojas y
otros organos aéreos se desprenden grandes cantidades de vapor de agua hacia la atmosfera
y bajo ciertas condiciones se produce desprendimiento de CO; y O, que pasan de la planta

a la atmoésfera. Todo este movimiento es en parte debido al proceso de la difusion.
1.3.1.2 La difusion de los gases.

Todos estamos familiarizados con la dispersion de los gases. Ejemplo es en un local
cerrado abrimos un frasco de perfume en poco tiempo podemos sentir el olor caracteristico
en todo el local. Tal dispersiéon molecular se debe en parte a la difusion aunque en este caso

intervienen también las corrientes de aire.
1.3.1.3 Los factores que influyen en la difusion de los gases.

Los factores que influyen en la difusion de los gases son:

a) Densidad del gas. La velocidad relativa de difusion de diferentes gases es inversamente
proporcional a la raiz cuadrada de sus densidades relativas. Se entiende como densidad
relativa al peso de un volumen determinado de gas, comparado con el peso de igual
volumen de hidrogeno. Ejemplo el hidrogeno difundira cuatro veces mas rapido que el
oxigeno.

b) Temperatura. Aumento de la temperatura incrementara la velocidad de difusion lo que
se debe en parte al aumento de la actividad cinética de las moléculas de las sustancias.

c) Gradiente de difusion. En general cuanto mayor es la diferencia de presion de difusion

entre dos regiones, con mas rapidez se realiza la difusion. Sin embargo, en su velocidad no
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influyen solamente las diferencias de las presiones de difusion, sino también la distancia
que deben atravesar las moléculas al difundirse. Estos dos factores son componentes de lo
que pudiera llamarse gradiente de presion de difusion.

d) Concentracién del medio en el cual se produce la difusién. Cuando mas concentrado
esté el medio, es decir, cuanto mayor sea el nimero de moléculas por unidad de volumen
que hay en el medio en el cual se deben desplazar las moléculas en difusion, mas lenta sera

la velocidad de difusion.
1.3.1.4 La difusion de los solutos.

La disolucién de moléculas de solutos en liquidos ocurre producto de la difusion de estos

solutos en el medio liquido.
1.3.1.5 Los factores que influyen en la difusion de los solutos.

Los factores que influyen en la difusion de los solutos son:

a) Temperatura. Al igual que en los gases, aumentos de la temperatura determinan
incrementos en la velocidad de difusion, lo que se debe al aumento de la actividad cinética
de las moléculas de las sustancias de difusion.

b) Gradiente de presion de difusién. En general cuanto mayor es la diferencia de presion
de difusion entre dos regiones, con mas rapidez se realiza la difusién. Sin embargo, en su
velocidad no influyen solamente las diferencias de las presiones de difusion, sino también
la distancia que deben atravesar las moléculas al difundirse. Estos dos factores son
componentes del gradiente de presion de difusion. La velocidad de difusion es directamente
proporcional a las diferencias de presiones de difusion ye inversamente proporcional a la
longitud de las distancias de difusion.

c¢) Concentracién del medio en el cual se produce la difusién. Cuando mas concentrado
esté el medio, es decir, cuanto mayor sea el nimero de moléculas en difusién, mas lenta
sera la velocidad de difusion.

d) Tamafio y masa de la particula de difusion. Las moléculas pequefias o los iones
difunden mas rapido que las de mayor tamafio. Por ejemplo un ion hidrégeno difunde mas
rapido que una molécula de glucosa. También la masa de las particulas influye. Una
particula de mayor masa difunde mas lentamente que una particula de menor masa.

e) Solubilidad. Cuando mas soluble sea una sustancia en un liquido, con mas rapidez

difundira a través de el.
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1.3.1.6 La difusion de los liquidos. La 6smosis.

Cuando hablamos de 6smosis nos referimos al movimiento de un solvente que va de una
region de mayor presion de difusion a la otra de menor presion de difusion de las moléculas
del solvente, o también podemos referirnos al movimiento del agua de una zona de menor
concentracion de solutos osmoticos a otra zona de mayor concentracion de solutos
osmoticos. Se entiende por solutos osmoticos aquellas sustancias que presentan avidez por
el agua y son solubles en ella. La 6smosis es muy parecida a la difusion, y el tnico factor
que la diferencia es la presencia de una membrana semipermeable.

La 6smosis tiene gran importancia para las plantas y no puede ser subestimado. El agua se
mueve hacia el interior de las células y dentro de ella hacia los diferentes orgéanulos

mediante 6smosis.
1.3.1.7 El potencial hidrico.

El potencial hidrico o acuatico es la fuerza con que un cuerpo es capaz de absorber agua del
ambiente. Esta representado por la suma de todas las fuerzas que son capaces de atraer agua
al interior de las células. El potencial hidrico sirve para indicar el estado de turgencia de las
células. Un valor bajo (valor absoluto) del potencial hidrico nos indica que la planta ya ha
tomado agua en gran medida y le queda poca fuerza para succionar mas agua. A medida
que la célula estd mas turgente (mas llena de agua), menor serd la posibilidad de tomar
agua. Mientras que si el valor del potencial hidrico esta muy alto (valor absoluto), nos
indica que la célula estd vacia y tiene gran fuerza para tomar agua. Asi el potencial hidrico
nos muestra el déficit de agua o tension (stress) en las células de las plantas y sus tejidos.

Se considera que el potencial hidrico es un valor por debajo de cero para la mayoria de las
plantas y debe estar representado por un nimero negativo, que significa succion o tension.
Un potencial hidrico positivo puede ser producto de alta humedad del suelo y transpiracion
nula.

El potencial hidrico de las hojas varia durante el dia. Alcanza su valor maximo en horas
avanzadas de la tarde por efecto de la pérdida de agua producto de la transpiracion y la
acumulacioén de solutos por la fotosintesis. El minimo valor se presenta en horas de la
mafana (madrugada) cuando la absorcion de agua sobrepasa las pérdidas por transpiracion

y se reducen los solutos osmoticos por circulacion y consumo.
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1.3.1.8 Los factores que afectan el potencial hidrico.

Los factores que afectan el potencial hidrico son:

a) Temperatura. La temperatura incrementa el potencial hidrico al aumentar la capacidad
de las sustancias osmoticas y los coloides para atraer agua. El potencial hidrico de una
planta aumenta con el aumento de la temperatura. Indirectamente la temperatura afecta la
pérdida de agua por la transpiracion y la absorcion de agua por las raices.

b) Concentracion de solutos osmoticos y coloides absorbentes. El tipo y la cantidad de
sustancias no acuosas en un sistema ejercen considerable efecto en el potencial hidrico de
este. De la cantidad de azucares, sales minerales, 4cidos organicos y compuestos coloidales
de las células dependera la fuerza de succion (potencial hidrico). La concentracion de
solutos osméticos depende de la intensidad de la fotosintesis y del gasto que se realiza en el
proceso de crecimiento, asi como la absorcion de sales minerales por las raices.

c) Disponibilidad de agua. A mayor contenido de agua en las células, menor sera el
potencial hidrico. La variacion de este contenido es producto de la transpiracion y la toma
de agua por las raices. Si la planta pierde agua se reduce el contenido acuoso en las células
y el potencial hidrico aumenta. De igual forma una escasez de agua en el suelo incrementa

directamente el potencial hidrico del suelo e indirectamente el de la planta.
1.3.1.9 Los estomas.

La superficie de las hojas presenta un nimero considerable de pequefiisimos poros
microscopicos denominados estomas. Los estomas sirven de vias para el intercambio
gaseoso entre los espacios intercelulares de las hojas y la atmosfera que las rodea. Estos
pequefios poros se encuentran unas veces abierto y otras veces cerrados. La cantidad de
estomas por hoja puede variar por especie como se muestra en la tabla 1.1. A pesar de la
gran cantidad de estomas son tan pequefios que incluso abiertos ocuparian el 1 o 2% del
area de la hoja total.

Tabla 1.1 Distribucion promedio de los estomas en las hojas de varias especies.

Especies Estomas / cm”
Haz Envés

Tomate (Lycopersicum esculentum) 1200 13000

Platano (Musa Paradisiaca) 0 27300
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1.3.1.10 Los factores que afectan el movimiento de los estomas.

La apertura y cierre de los estomas esta vinculado con el contenido osmético de las células
oclusivas. Por otra parte, la variacion del contenido osmotico de las células oclusivas
depende en gran medida de la influencia de algunos factores externos entre los que se
encuentran:

a) Luz. En general se mantienen abiertos cuando estan expuestos a la luz a menos que otros
factores pasen a ser limitantes. En medio oscuro permanecen cerrados. La FFF necesaria
para que los mismos se abran es muy inferior a la que necesita para la realizacion adecuada
de la fotosintesis.

b) Déficit de agua. Regularmente en las horas del mediodia de las regiones tropicales y en
el Ecuador, la velocidad de transpiracion supera a la velocidad de absorcion de agua en la
planta. Esto provoca una disminucion de la turgencia de las células provocando el cierre de
los estomas.

c¢) Concentracion de CO,. La presencia de CO, en la camara subestomatica es uno de los
factores que determinan la apertura y cierre de los estomas. Estos se encontraran cerrados si
la concentracion de CO, dentro de la camara subestomatica es igual a la que existe en la
atmosfera. Si disminuye la concentracion de CO; traeria como consecuencia la rapida
apertura de los estomas y un aumento de la misma provocaré un cierre de dichos poros. Es
posible tener abierto los estomas incluso en condiciones de oscuridad y solamente con
reducir la concentracion de CO; en la atmoésfera. Igualmente en condiciones de buena FFF
los estomas se cerraran si ocurre un aumento de la concentracion de CO,.

d) Temperatura. Temperaturas excesivamente altas y excesivamente bajas tienden a

provocar el cierre de los estomas.

1.3.2 Los procesos internos de las plantas (fotosintesis,
respiracion y la transpiracion)

La fotosintesis, la transpiraciéon y la respiracion son tres procesos importantes que
contribuyen al crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas. Es indispensable,

para lograr una buena adaptacion de las plantas, cuando son llevadas a las casas de cultivo

(de la etapa III a la etapa IV) lograr tener controlados estos procesos. Ellos son
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dependientes del ambiente cercano a las plantas. Por lo tanto, estos elementos son

importantes para optimizar la productividad con un minimo uso de energia.
1.3.2.1 La fotosintesis.

A la propiedad de las plantas de asimilar CO, atmosférico y convertir la energia luminosa
en energia quimica se le denomina fotosintesis. Este es el proceso que mas influye en la
supervivencia de las plantas de hay su importancia.

Los elementos necesarios para llevar a cabo la fotosintesis son: luz, clorofila de las plantas,
CO, atmosférico, algunos elementos minerales y agua. Los productos finales del proceso
son los carbohidratos, que se utilizan posteriormente en la sintesis de las demas sustancias
organicas, 0 como combustible para la respiracion.

Para la sintesis de los carbohidratos se gasta energia en forma de ATP (trifosfato de
adenosina), compuesto que se forma en el proceso de la fotosintesis como consecuencia de
la energia liberada por los electrones de la clorofila excitados por la luz en su retorno a los
niveles energéticos correspondientes. Este complejo proceso se lleva a cabo en los
cloroplastos, donde la energia radiante es convertida en energia quimica (fase luminosa) y
el CO; es reducido para formar carbohidratos (fase oscura).

La fotosintesis es un proceso mediante el cual el CO, atmosférico se transforma en materia
organica con la participacion de la energia aportada por un fotoén de luz a la clorofila, y que
se lleva a cabo en la unidad fotosintética o cuantosoma.

El proceso de la fotosintesis tiene dos fases fundamentales. La fase luminosa y la llamada
convencionalmente oscura. En la primera se absorbe energia luminosa y tiene como
productos finales el ATP y el NADPH,, y en la segunda se fija el CO, atmosférico, con la
participacion de los productos finales de la primera fase, para producir carbohidratos.

En la fase luminosa ocurren dos series de reacciones principales: la fotorreaccion 1 y la
fotorreaccion II.

La fotofosforilacion ciclica (fotorreaccion I) propicia el salto de los electrones de la
clorofila activada, que en su retorno al lugar de origen ceden la energia para formar ATP.
La fotofosforilacion aciclica (fotorreaccion I y II) propician que los electrones de la
clorofila activada y los protones procedentes de la fotdlisis del agua puedan llegar hasta la
formacion del NADPH, sin retornar a su punto de origen, pero con saltos energéticos

suficientes como para producir ATP.
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Cuando la planta presenta escasez de CO, o de agua, solo realiza la fotofosforilacion ciclica
y acumula la energia en forma de ATP para procesos de sintesis posteriores.

Para que se realice la fotofosforilacion aciclica se requiere la presencia de CO, y que ocurra
normalmente el ciclo de Calvin (C3); de lo contrario el NADPH, permanece en su estado
reducido y no acepta electrones.

La fotosintesis esta muy influida por varios factores ambientales, algunos de los cuales
forman parte directamente del proceso, como son el CO, atmosférico, la luz, la nutricion
mineral, la temperatura entre otros.

Cuando ocurre la fotofosforilacion ciclica se produce solamente la fotorreaccion I, en la
cual trabaja la clorofila a y el centro reactivo P-700. Gracias a la energia de los fotones, los
electrones son expulsados de la clorofila a y llegan hasta un potencial de -430 mV
aproximadamente, es decir, a un nivel energético de casi 900 mV.

Los electrones que salen expulsados de la clorofila a son interceptados por un sistema
redox: la ferrodoxina (FD), un fuerte reductor con un potencial normal de -432mV.

Desde la FD los electrones pueden ser trasladados a un componente intermedio, el FAD,
pero si este se encuentra reducido (FADH,) no acepta los electrones y en este caso
(fotorreaccion I) son transferido a la vitamina K o al flavinmononucledtido (FMN). Si han
sido captados por la vitamina K, son cedidos al citocromo f de este a la plastocianina (PC)
y de esta al P-700. Si han sido captados por el FMN, primero son transferidos al citocromo
be de este al f, y asi de igual manera hasta la PC que tiene un potencial energético casi igual
al P-700, al que cede todos los electrones rapidamente. De esta manera, se construye de
nuevo la estructura normal de la clorofila y los electrones vuelven a su lugar de origen.

En la fotorreaccion I se produce ATP en el salto de los electrones de la vitamina K al
citocromo f, y en el salto del citocromo b al citocromo £, por lo cual este recorrido ciclico
del electron con produccion de ATP se le ha denominado fosforilacion ciclica.

En ninguna de las dos vias seguidas por el electron, ya sea la de la vitamina K o la del
FMN, se necesita descomponer agua. No se producen protones ni tampoco se libera
oxigeno molecular.

La fosforilacion ciclica es un proceso independiente, vinculado unicamente a la
fotorreaccion I. Solo se produce ATP en los cloroplastos con aprovechamiento de la energia

solar. No necesita agua ni tampoco requiere de la participacion del CO, atmosférico. Esto
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quiere decir que las plantas verdes pueden producir ATP como unidades de energia quimica
transportables, también en condiciones de escasez de agua o de CO; (cierre de los estomas).
El ATP producido de esta manera se puede aprovechar para otro proceso de sintesis
metabdlica.

En la fotorreaccion II intervienen los pigmentos de la periferia de la unidad fotosintética
(pigmentos II) donde participan las clorofilas a y b, junto con los aportes de los
carotenoides. La fotorreaccion II comienza con la fotdlisis del agua, que se origina por la
atraccion que ejerce la clorofila activada (oxidada) sobre la molécula de agua a causa del
choque con los fotones de la luz.

Al igual que en la fotorreaccion I, la energia de los fotones expulsa electrones de la
estructura de la clorofila y deja una carencia de cargas negativas, es decir, un exceso de
cargas positivas. Para remplazar los electrones perdidos de la clorofila, se extraen
electrones del agua, la cual esta siempre presente en los cloroplastos funcionales. Esta
atraccion hace descomponer la estructura molecular del agua y da lugar a la liberacion de
protones y de oxigeno molecular. El oxigeno molecular proviene de la descomposicion del
agua y en este proceso juega un papel fundamental el manganeso como centro activo de
una enzima que participa en dicho proceso.

A nivel de agua molecular los electrones tienen un potencial energético de +810 mV,
aproximadamente. La energia de los fotones les agrega un potencial de -800 mV. De esta
forma, los electrones expulsados de la clorofila de la fotorreaccion II llegan a un potencia
de 0 mV aproximadamente, donde son interceptados por las plastoquinonas (PQ).

Las PQ son hidrogenasas del tipo de las quinonas, es decir necesitan electrones y protones
para su reduccion; es por eso que se interceptan, como paso transitorio, los electrones del
agua en este sistema redox. Tienen un potencial de 0 mV. Desde las PQ los electrones se
trasladan sin los protones hacia el centro reactivo de la fotorreaccion I (P-700). Este
traslado se realiza a través de varios compuestos intermedios: el citocromo bs, con un
potencial aproximado al nivel de las PQ; el citocromo f, con un potencial mucho mas bajo,
cerca del nivel energético del P-700 y la PC con un potencial casi igual al P-700.

Desde la PC, los electrones pasan a la clorofila de las unidades fotosintéticas, y de esta
manera se reconstruye la estructura normal de la clorofila, la que puede entrar de nuevo en

la fotorreaccion 1.
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Los protones procedentes de la fotorreaccion II son interceptados finalmente por el FAD,
junto con los electrones procedentes de la fotorreaccion I. desde el FAD, el hidrogeno se
traslada al NADP y lo reduce a NADPH,, que se puede utilizar como portador de energia
quimica en cualquier reduccion metabodlica. La accién coordinadora de las dos
fotorreacciones no solamente libera protones como fuente de energia quimica, sino que
también da lugar a la formacion de ATP durante el traslado de los electrones desde el
sistema de fotorreaccion II al sistema I, aprovechando el gradiente energético entre los
potenciales redox de las PQ y las PC. La PQ se encuentra a un potencial de 0 mV, mientras
que el P-700 tiene un potencial de +400 mV, es decir, que entre los 2 sistemas redox existe
un gradiente de -400 mV, o sea, un AG=-19 kcal/mol.

Considerando que la formacion de ATP desde ADP y fosfato inorganico consume unas
8kcal/mol, se puede aprovechar el gradiente energético mencionado arriba para formar, por
lo menos, una molécula de ATP por cada electron que pasa por esta trampa energética. Este
tipo de fotofosforilacion se llama aciclico porque exige un flujo continuo de electrones
desde el agua, a través de las dos fotorreacciones, hasta la FD y de esta al NADP.

Ahora bien, cuando los electrones de la fotorreaccion I no son interceptados por el NADP,
por encontrarse este totalmente reducido o cuando no hay suministro de electrones desde la
fotorreaccion I, se efectiia solamente la fotorreaccion 1. Generalmente ambas reacciones
pueden ocurrir a la vez. En la fig. 1.2 podemos ver el esquema completo de las
fotofosforilacion.

Tedricamente se necesita un foton para expulsar un electron, o sea, 4 fotones para liberar
una molécula de oxigeno. Pero los 4 electrones liberados solamente se utilizan para
remplazar otros 4 electrones expulsados por fotones durante la fotorreaccion 1. Es por ello
que se necesitan aproximadamente 8 fotones en total para liberar una molécula de oxigeno
como producto de las fotorreacciones I y II. Ademas, se producen 4 protones como
unidades de energia quimica, los cuales dan lugar a la reduccion del NADP y a la
formacion de 2 complejos de NADPH,.

Ademés de la formacion de NADPH, se aprovecha el gradiente energético entre los
potenciales de la PQ (0 mV) y el P-700 (+400 mV) para producir ATP.

Sin tener en cuenta las sustancias intermedias de las fotofosforilaciones, el balance total

sera:
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Fotofosforilacion aciclica:

2NADP +2ADP +2Pi + 2H,0 22, 5 NADPH, +2ATP +0,
Fotofosforilacion ciclica:

ADP +2Pi—H=C 5, ATP + H,0

i
500 - 2H+ /’M

-200 1

200 1

400 1

600 1

d2H+ I Luz

00 1| T |+— 0

4
Luz 1202
Fig. 1.2 Esquema completo de la fotofosforilacion.

El resultado de las fotorreacciones I y II, analizadas anteriormente, es la produccion de
energia quimica utilizable en forma de ATP y de NADPH,, compuestos ambos que
podemos considerar que son la premisa fundamental para que el CO, atmosférico pueda
quedar fijado en forma de compuestos organicos carbonados, esencialmente azlcares
(hexsosas). El ATP y NADPH; son la llamada energia de asimilacion, sin la cual no es
posible la conversion del CO; (sustancia inorganica) en compuestos organicos.

A partir del CO, atmosférico, con la ayuda de la energia de asimilacion, se produce una
molécula compleja de seis atomos de carbonos (azucar simple). Estos procesos quimicos
para los cuales se invierte energia se denominan reducciones. Por ello, a la fijacion de CO,

se le debe llamar reduccion de COs.
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La reaccion del CO, en el proceso fotosintético no es una reaccion sencilla entre dos
compuestos quimicos, sino que se realiza mediante un complicado sistema de muchos
pasos individuales en forma de una cadena ciclica, en la cual participan, por lo menos, unas
15 reacciones particulares. Esa via seguida por el CO; en su reduccion fue propuesta por
Calvin hace 50 afnos aproximadamente. Este investigador dejo bien esclarecido el proceso
ciclico que sufre el CO; en las algas y las plantas verdes, el cual ha sido comprobado ya en
todos los vegetales terrestres. Dicho proceso se denomina ciclo de Calvin o ciclo de fijacion
del CO,.

Esta parte del proceso fotosintético, o sea, la transformacion del CO, en hidratos de
carbonos, es puramente bioquimica y no requiere la luz directamente, se trata de una
reaccion oscura. El hecho de que solo se produzca durante las horas de luz solar, se debe a
que requiere de la energia de asimilacion (ATP y NADPH,) producida en la fase luminosa
y de ahi que ambas fases, la luminosa y la oscura, se produzcan simultaneamente durante el
dia.

El ciclo de Calvin se puede dividir para su estudio en cuatro fases fundamentales:
carboxilacion, reduccidn, sintesis de hexsosas primarias y regeneracion de la ribulosa
difosfato.

En la carboxilacién, como aceptor del CO, actiia un azucar de 5 atomos de carbono, la
ribulosa-1,5-difosfato y el producto inmediato de la reaccién es un acido B-cetonico
inestable, que se desdobla rapidamente en dos moléculas de 4cido 3-fosfoglicérico (AGP).

Ribulosa —1,5 — difosfato + CO, + H,0 — Acidof — cetonico(inestable) — 2 AGP

El 4cido 3-fosfoglicérico formado cuenta con 3 atomos de carbono y es una sustancia
oxidada de bajo nivel energético.

En la reduccion, a continuacion el acido 3-fosfoglicérico se reduce a una triosa difosfatada
para lo cual se requiere ATP y NADPH,. Esta reaccion en la que el grupo carboxilo del
acido 3-fosfoglicérico se reduce a un grupo carbonilo (grupo funcional del aldehido) y

ocurre como en la reaccion siguiente.

AGP + ATP — Acidol — 3 fosfoglicerico + ADP
Acidol - 3 fosfoglicerico + NADPH, — GAP + NADP
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Al contrario del acido 3-fosfoglicérico, el gliceraldehido-3-fosfato (GAP) es una sustancia
reducida de alto nivel energético y representa el punto de partida para toda las demas
reacciones de sintesis.

Después ocurre la sintesis de hexsosas primarias donde el gliceraldehido-3-fosfato (GAP)
se transforma, en parte, en dihidroxiacetona-fosfato y la unién de ambas triosas conduce a
la formacion de fructuosa-1,6-difosfato, que es la primera hexsosa que aparece en el
proceso de asimilacion de CO..

GAP + Dihidroxiacetonafosfato — Fructuosa — 1,6 — difosfato

Y por ultimo la ribulosa difosfato, que sirve de aceptor de CO,, tiene que generarse, pues
de lo contrario la reaccion se detendria rédpidamente. La trayectoria seguida para la
generacion de la ribulosa es similar a la hexsosas en el ciclo de la pectosa-fosfato, pero en
direccion opuesta.

En este trabajo solo hablamos de plantas que realizan solamente el ciclo de Calvin o C3 las
cuales representan el 92% de las plantas existentes en el mundo y ademas las plantas in
vitro tienen una tendencia comportarse como si fueran C3 (Gonzalez, 2004b).

La férmula global del proceso de la fotosintesis se puede resumir:

6CO, +12H,0 —crfla_, ¢ 4 O, +6H,0 + 60,

1.3.2.2 Los factores que influyen en la actividad fotosintética.

La fotosintesis, al igual que otros procesos bioldgicos, esta sometida a las condiciones del
ambiente. Dicho proceso solo se realiza entre determinados intervalos de temperatura, de
iluminacion, de humedad y de concentracion de CO,. La parte bioquimica de este proceso
solo puede realizarse dentro de los limites que permitan el trabajo de las enzimas, mientras
que la parte fisica estd en dependencia también de los limites en que se produce este trabajo
enzimatico, pues no podemos separar ambas partes de este sistema, ya que una influye en la
otra. De acuerdo con lo planteado, cada factor relacionado con la fotosintesis existira en la
categoria de minimo, 6ptimo y méaximo, es decir, que habrd una temperatura minima donde
la fotosintesis se realice, una temperatura Optima donde sera maxima la actividad
fotosintética y una temperatura maxima, por encima de la cual no se producira la
fotosintesis. De igual manera ocurrira con la luz y la concentracion de CO,.

Cuando los factores del ambiente interrumpen la fotosintesis por encima de un maximo o

por debajo de un minimo, se les llama factores limitantes.
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Los factores que influyen sobre la fotosintesis no pueden ser estudiados por separado
puesto que la influencia de uno estard en dependencia de las condiciones en que se
encuentren los otros factores. Si los demas factores se mantenian constantes, el factor
fluctuante influiria sobre la actividad fotosintética, desde un minimo (por debajo de la cual
no ocurre la fotosintesis) hasta un 6ptimo, mas alla del cual no aumenta la fotosintesis, si
no que se mantiene constante. A partir de este momento son otros factores los que actuaran
como limitantes del proceso fotosintético. Si alguno de los factores aumenta en cantidad, la
actividad fotosintética aumentara produciéndose otro Optimo para el primer factor y este
Optimo continuara hasta que otro factor se haga limitante.
a) Luz. La luz influye en la fotosintesis desde tres puntos de vista: calidad, duracion y FFF.
Calidad. Se ha observado que la fotosintesis es mas activa cuando se ilumina la planta con
longitudes de onda entre 400 y 700 nm. Cuando estudiamos el espectro de absorcion de los
pigmentos que intervienen en el proceso de la fotosintesis vemos que cada uno tiene su
propio espectro de absorcion. La mayoria de los pigmentos no absorbe en mayor cuantia la
longitud de onda verde por lo que la hoja presenta su color caracteristico. Si observamos la
figura del espectro de absorcion de algunos pigmentos fotosintéticos vemos que,
independientemente que se refleje el verde este es absorbido por algunos pigmentos, por lo
que se llega a la conclusion de que es necesario para la realizacion del proceso fotosintético
en condiciones Optimas, una iluminacion con luz blanca.
En la fig. 1.3 se muestra el espectro de absorcion de algunos pigmentos fotosintéticos.
100 .
a0
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Fig. 1.3 Espectro de absorcion de algunos pigmentos fotosintéticos. a) Bacterioclorofila b)
Clorofila a c) Clorofila b d) Carotenos e) Ficoeritrina f) Ficocianina.
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Duracioén. El proceso de la fotosintesis puede mantenerse normalmente en la mayoria de
las plantas durante largos periodos de exposicion a la luz, sin que se observen ningin efecto
dafiino notable para las plantas. Todo parece indicar que cuando la planta esta expuesta a un
periodo largo de luz, tiene mas posibilidades de realizar mayor cantidad de fotosintesis; no
obstante, los periodos prolongados de iluminacion pueden traer otras consecuencias
secundarias al estado fisiologico de la planta, ya que el periodo de iluminacién puede ir
acompafiado a altas temperaturas, lo cual suele ocasionar una pérdida prolongada de agua
en la planta y afectar su balance hidrico y el valor de la actividad fotosintética.

FFF. La intensidad de la fotosintesis guarda una relacion directa con la FFF, dentro de
determinados intervalos, cuando no existe ningun otro factor limitante. Si iluminamos una
planta con una luz de baja FFF, el resultado sera la fijacion de cierta cantidad de CO, y el
desprendimiento de cierta cantidad de O,.

Si el FFF es muy poca, la cantidad de CO; fijado en la fotosintesis serd menor que la
cantidad de CO, desprendido en la respiracion. Cuando la FFF aumenta se llega a alcanzar
un punto en el que el cambio fotosintético de gases se equilibra, es decir, la cantidad de
CO; fijado en la fotosintesis serd igual al CO, desprendido en la respiracion. En este punto
el intercambio neto de gases es nulo, por lo que recibe el nombre de punto de
compensacion. A medida que la FFF va aumentando, la cantidad de CO, absorbido va
siendo mayor que la cantidad de CO, desprendido, de manera que en un intervalo
considerable, el valor del intercambio fotosintético de gases va aumentando
proporcionalmente a la FFF, pero cuando esta alcanza un valor suficientemente elevado, su
incremento no va acompanado del aumento correspondiente de actividad fotosintética; en
este caso la planta ha alcanzado el punto de saturacion luminosa. La fig. 1.4 muestra el
comportamiento antes descrito en la grafica de saturacion de la luz.

Cuando la planta esta luminicamente saturada, nuevos incrementos en la FFF no van
acompaniados del aumento correspondiente de la actividad fotosintética y otro factor (la
concentracion de CO; o la temperatura) puede estar, en este caso, limitando la fotosintesis.
El valor de la fotosintesis se mantendrd estacionario hasta tanto no se eleve el factor
limitante. En la fig. 1.5 se observa el efecto del aumento de la actividad fotosintética a

distintas temperaturas.
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Fig. 1.4 Incremento de la intensidad fotosintética por variacion de la FFF. En el punto de
compensacion la fotosintesis y la respiracion estan equilibradas.

Se observa que la actividad fotosintética no se incrementa con la FFF a partir de cierto
valor. Pero al aumentar la temperatura desde un valor menor hasta un valor mayor se
obtiene un incremento de la actividad fotosintética sin variar practicamente el punto de FFF
donde ocurre la saturacion. En este caso se demuestra que la temperatura actiia como factor
limitante de la fotosintesis. La FFF en esta experiencia era suficiente para activar los
electrones de la clorofila; sin embargo, las reacciones enzimaticas de la fotosintesis se
producian con gran lentitud a menor temperatura y no lograban su maxima velocidad hasta

tanto no se aumento la temperatura.
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Fatasintesis

BEE

Fig. 1.5 Efecto de distintas temperaturas sobre la intensidad de la fotosintesis.

b) Concentracion de CO,. En el aire atmosférico existe una concentracion

aproximadamente de 0,03% (350 ppm), en cantidades relativamente constante, pero en
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aumento a partir de la revolucion industrial. A esta concentracion se realiza, en mayor o
menor, grado, el proceso de la fotosintesis de las plantas verdes, dependiendo en gran
medida de las condiciones en que se encuentren los demas factores influyentes.

En la fig. 1.6 se representa la intensidad de la fotosintesis bajo diferentes FFF con
variaciones en las concentraciones de CO,. Se observa que el valor de la fotosintesis no
aumenta con el incremento de la concentracion de CO, (en condiciones controladas) en el
intervalo estudiado; sin embargo, va aumentando considerablemente cuando se eleva el

valor de la FFF. Esto nos indica que la luz es un factor limitante en la fotosintesis.

—+— 20 tmicro mol m=2 571

—a— 250 micro mol m-2 5-1

Fotosintesis

'/ I T T T T T T T T T 1

Incremento concentracidn de (2002

Fig. 1.6 Influencia de la concentracion de CO; sobre la intensidad de la fotosintesis, bajo
diferentes FFF.

c) Temperatura. La fotosintesis al igual que todos los procesos vitales, queda limitada
entre ciertos extremos de temperatura que corresponden a los tolerados por los compuestos
proteicos, los cuales suelen estar entre 0 y 60°C, con algunas variaciones, en dependencia
de la especie vegetal.

La temperatura puede acelerar o retardar las reacciones bioquimicas de la segunda fase del
proceso fotosintético y aun en condiciones en que el CO, sea escaso. Si hay buena
iluminacién y buen abastecimiento de agua, generalmente un incremento de la temperatura
dentro de cierto intervalo vital acelera la fijacion del CO, atmosférico.

Aunque las oscilaciones térmicas no afectan de forma directa la primera fase de la
fotosintesis (fotoquimica) porque esta fase depende de la FFF, el hecho de que se vea

retrasada o acelerada la segunda fase (oscura o bioquimica) por efecto de la temperatura,
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transciende a su vez en la primera fase. Por ejemplo, cuando se produce una elevacion tal
de temperatura que provoca la marchitez incipiente o temporal de la planta, con el
consiguiente cierre de los estomas, se limita con ello la entrada del CO, atmosférico y se
retardan las reacciones de la segunda fase de la fotosintesis; esto provoca que el NADPH,
permanezca en parte reducido y no acepte los electrones de la ferrodoxina, limitando con
ello la fotofosforilacion aciclica. Es decir, que la temperatura afecta de forma indirecta la
segunda fase de la fotosintesis al afectar la primera. Este efecto térmico no afecta la
fotofosforilacion ciclica, que solo depende de la FFF. Si la elevacion de la temperatura
provoca la desnaturalizacion de la enzimatica, entonces si se veran limitadas ambas fases y
el proceso de la fotosintesis en su totalidad.

En resumen podemos decir que la temperatura influye favorablemente en la fotosintesis,
dentro de cierto intervalo cuando su elevacion induce una mayor actividad de las enzimas,
principalmente las fijadoras de CO,, pero ocasiona efectos desfavorables cuando su
elevacion provoca el cierre estomatico, de manera tal que se limita la entrada del CO,
atmosférico, y la fotofosforilacion ciclica. Por otra parte temperaturas muy bajas retardan
las reacciones bioquimicas y muy altas provocan la desnaturalizacion de las enzimas.

El tiempo que ha estado una planta a una temperatura elevada determinada influye también
en la fotosintesis. Se ha observado que plantas sometidas mayor tiempo a una temperatura
mayor presentan un punto de saturaciéon menor que plantas sometidas a igual temperatura
pero en un menor tiempo. Este hecho esta estrechamente ligado al efecto que provoca la
temperatura sobre las enzimas (teoria de inactivacion enzimatica a altas temperaturas).

d) Agua. En la fotosintesis se emplea menos del 1% del agua que absorbe la planta; por
consiguiente, parece probable que los efectos indirectos del agua sobre este proceso son
mas pronunciados que sus efectos directos. Dicho de otra forma, la deficiencia de agua
como materia prima, rara vez o nunca es el factor limitante de la fotosintesis. Sin embargo,
la reduccioén en el contenido hidrico de las hojas se traduce cominmente en disminucion de
la actividad fotosintética. Los efectos del déficit de agua son causados primeramente por la
disminucion en la hidratacion de los cloroplastos y otras partes del citoplasma y segundo
por el cierre de los estomas.

La eficiencia de las enzimas va ligada con la hidratacion del citoplasma, la cual inhibe la

intensidad en todos los procesos vitales; entre ellos el de la fotosintesis que es uno de los
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mas sensibles a la deshidratacion, puesto que causa dafos a la estructura micromolecular de
la unidad fotosintética.
Por otra parte cuando se cierran los estomas producto del déficit de agua decrece la
absorcion de CO; y por consiguiente una disminucion de la actividad fotosintética.
e) Concentracion de O,. Concentraciones de O, por encima del 21% puede inhibir la
fotosintesis en la planta. Las causas son:
e El oxigeno es utilizado en la respiracion proceso que compite con la fotosintesis
para la obtencion de algunas sustancias intermediarias importantes.
e El oxigeno puede competir con el CO, por la obtencion de hidrogeno y sufrir una
reduccion en lugar del COs.
e El oxigeno puede reaccionar con la clorofila en estado triplete haciendo que esta
regrese a su estado normal, por lo que se inhibe el proceso fotosintético.
f) Nutricion mineral. La deficiencia de algunos minerales puede provocar alteraciones en
el proceso fotosintético.
La deficiencia de minerales constituyentes de la clorofila como son el nitrégeno y el
magnesio, puede ocasionar trastornos en la formacién de este pigmento. Por otra parte el
cobre es un importante componente en un compuesto encargado del transporte de
electrones. El fosforo inorganico (Pi) es necesario en la formacion de ATP producido en los
cloroplastos durante la fotosintesis. El manganeso forma parte de las coenzimas que

intervienen en la fotolisis del agua.
1.3.2.3 La transpiracion.

La pérdida de agua desde los 6rganos aéreos en forma de vapor de agua se conoce como
transpiracion y es una consecuencia natural de las caracteristicas anatdmicas fundamentales
de las plantas.

El agua que las raices toman del suelo ascienden a todo lo largo del tallo y es cedida al aire
en forma de vapor desde las hojas u otros 6rganos aéreos a través de los estomas, las fisuras
cuticulares y las lenticelas. La transpiracion cuticular y lenticular se consideran
despreciables en comparacion con la transpiracion estomatica.

Solo una pequefia porcion de agua absorbida por las plantas es empleada en sus procesos
metabolicos, por lo general mucho menos del 1%. La mayor parte del agua absorbida por

las raices se pierde en la transpiracion desde las hojas.
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Un aumento de la transpiracion trae como resultado un aumento de la absorcion de agua a
través de las raices. Este fenomeno se puede ver mejor en el caso de que halla escasez de
agua en el suelo. También se logra una mayor absorcion de sales minerales. La
transpiracion también ayuda a que la temperatura en la superficie de las hojas no aumente

considerablemente.

1.3.2.4 Los factores que influyen sobre la intensidad de la

transpiracion.

Los factores que influyen sobre la transpiracion son:

a) Luz. Con la luz se regulan los estomas y a su vez la transpiraciéon. Con los estomas
abiertos se producira transpiracion. Si los estomas estdn cerrados no se podré realizar la
transpiracion y ningun otro factor podra influir sobre la transpiracion.

b) Humedad relativa. La humedad relativa no es mas que el cociente entre la cantidad de
vapor de agua que contiene el aire y la cantidad maxima que es capaz de contener a la
misma temperatura.

Cuando la humedad relativa interna y externa a la hoja estan igualadas no ocurrird la
transpiracion. El agua siempre fluird de un punto de mayor a uno de menor humedad
relativa. En el interior de las hojas la misma se encuentra practicamente al 100% y en el
exterior generalmente esta sobre el 80% por lo que aumentando la humedad relativa en la
atmosfera tiende a disminuir la transpiracion.

c) Temperatura. Aumentos de la temperatura provocan aumentos en la transpiracion.
Altas temperaturas hacen disminuir la transpiracion indirectamente ya que provoca el cierre
de los estomas.

d) Velocidad de los vientos. Cuando aumenta la circulacion de aire se produce un
desplazamiento de las capas de vapor de agua en la superficie de las hojas por lo que la

transpiracion se ve acelerada a medida que la velocidad de los vientos es mayor.
1.3.2.5 La respiracion.

La respiracion es un proceso comun a todos los seres vivos y consiste esencialmente en la
oxidacioén enzimdtica de sustancias de reservas, tales como glicidos, proteinas y lipidos,
con la consiguiente liberacion de energia necesaria para los procesos de sintesis de la

materia viva, el transporte de productos organicos y la absorcion de nutrientes minerales
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entre otros. Se manifiesta externamente como la absorcion de O, y el desprendimiento de
CO,, la oxidacion de sustancias alimenticias (disminucion de la masa seca) y la liberacion
de energia.

Solamente una porcion de la energia liberada es usada para formar compuestos del tipo
ATP. El resto de la energia se pierde en forma de calor sin practicamente ninguna utilidad
para el organismo. La energia liberada en el proceso respiratorio es requerida por otros
procesos como el transporte de sustancia de células a células, la acumulacion de sales
minerales, la maduracién de los frutos, etc. A su vez, la respiracion necesita del sustrato
producido en la fotosintesis, de las sales minerales absorbidas por las raices y del traslado
de solutos organicos.

La funcién principal de la respiracion es la liberacion de energia susceptible de ser
empleada (ATP) a costa de un consumo de ADP y Pi. La energia quimica cedida al ATP
puede ser empleada para llevar adelante reacciones de sintesis, con lo cual se libera ADP y
Pi.

Como se menciona arriba, en la respiraciéon ademas de consumir energia, se pierde masa.
La ecuacion siguiente es la ecuacion general de la respiracion.

C(H,,0, +60, —» 6CO, + 6H,0 +energia

Cierta parte de los azlcares producidos en la fotosintesis es dedicada a la sintesis de
sustancias mas complejas, tales como las proteinas, la celulosa, las pectinas y otras que
pasan a formar parte del citoplasma, las paredes celulares y las membranas citoplasmaticas
de nuevas células, para todas las cuales se requiere energia liberada en el proceso

respiratorio.

1.3.2.6 Los factores que influyen sobre la intensidad de la
respiracion.

Los factores que influyen sobre la intensidad de la respiracion se relacionan a continuacion:
a) Temperatura. Dentro de ciertos limites, el aumento de temperatura da como resultado
un aumento de la actividad respiratoria. Como las reacciones de respiracion, al igual que la
mayoria de las reacciones bioquimicas, estdn reguladas por encimas, los limites de

temperaturas dentro de los cuales pueden tener lugar son muy estrechos. La intensidad

respiratoria se hace de dos a cuatro veces mayor por cada aumento de temperatura de 10°C,
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siempre dentro de un intervalo de temperatura caracteristico para cada especie. La
intensidad respiratoria de los tejidos en activo crecimiento se incrementa fuertemente con
aumento de la temperatura dentro del intervalo bioldgico de 0 a 45°C. Las temperaturas
muy elevadas pueden reducir la actividad respiratoria por desnaturalizacion de las encimas;
igualmente a temperaturas proximas a 0°C la intensidad respiratoria se hace muy baja.

El hecho de que la actividad respiratoria se reduzca a temperaturas altas después de cierto
periodo de tiempo, se explica por una inactivacion progresiva de las encimas a medida que
aumenta la temperatura, y porque otros factores se hacen limitantes: el oxigeno no tiene
acceso con suficiente rapidez a la célula como para mantener tan alta actividad respiratoria,
la provision de material oxidable es insuficiente para mantener alta la actividad respiratoria,
etc.

b) Concentracion de O,. La respiracion como proceso aerobio, requiere indudablemente
de la presencia de oxigeno para llevarse a cabo. Este gas es el Gltimo aceptor de electrones
de la cadena respiratoria hacia el cual se mueven los electrones que van cediendo la energia
necesaria para la sintesis de ATP. Sin oxigeno no se realiza esta parte del proceso
respiratorio que es la que mayor cantidad de energia pone a disposicion de las células de los
organismos aerobios.

A medida que la concentracion de O, del medio crece, aumenta la liberacion aerobia de
CO, y se reduce la produccién anaerobia (fermentacion) de CO,.

La alta concentracion de O, incrementa la liberacion de CO, por respiracion, tanto en la
zona radicular como en las partes aéreas. En estas ultimas resulta extremadamente dificil
que la concentracion de O, se reduzca de forma natural, a valores tan bajo que se inhiba la
respiracion. Por el contrario, se ha comprobado que las altas concentraciones de O, de la
atmosfera incrementan la produccion de CO, de las hojas de plantas de ciclo C3 que se
encuentran expuestas a la luz. Este incremento provoca una pérdida innecesaria de
sustancia que reduce la asimilacion neta de dichas plantas y las hace menos productivas.
Esto se debe a que ocurre otro proceso llamado fotorrespiracion. La fotorrespiracion es
siempre mucho menor que la respiracion por lo que se puede despreciar.

c) Concentracion de CO,. La influencia del CO, en la respiracion depende de su
concentracion y el periodo de exposicion entre otras. Altos valores de concentracion de

CO; en la atmosfera pueden llegar a reducir la intensidad respiratoria pero es muy dificil
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que en la atmdsfera se produzcan estos aumentos. Es en el suelo donde la concentracion de
CO; puede llegar a alcanzar valores del 10% y a la vez disminuir la concentracion de O,
por tanto es en la raices donde la concentracion de CO; provoca sus mayores efectos.

d) Concentracion de sales inorgénicas. Un aumento de las sales inorganicas provoca que
aumente la respiracion ya que las plantas tienden a acumularlas en contra del gradiente de
concentracion con un gasto de energia producida por el proceso respiratorio.

e) Disponibilidad de sustratos respiratorios. Cuando aumenta el contenido de alimentos
solubles en las células vegetales regularmente se produce un incremento de la actividad
respiratoria hasta un cierto punto en el cual otro factor se hace limitante. Esto puede
demostrarse midiendo la respiracion de hojas etioladas (hojas que crecen en la oscuridad) y
hojas que han estado expuestas a la luz.

La actividad respiratoria de las hojas de plantas que han estado expuestas a la luz es
superior a la de aquellas que permanecieron en la oscuridad, lo que indica que la cantidad
de sustrato respiratorio producido en la fotosintesis actia sobre la velocidad de la
respiracion.

1.4 Breve resumen del capitulo.

En este capitulo hemos entrado en el mundo de la micropropagacién como una técnica para
el cultivo en gran escala de plantas tanto ornamentales, frutales, etc. Se han analizado las
ventajas y las desventajas de la misma siendo los desoérdenes que presentan las plantas
producto de las condiciones ambientales de cultivo la principal causa de los altos
porcentajes de muertes en el proceso de adaptacion de las plantas a la vida en las casas de
cultivo. Las variables ambientales que mas ligado estan a estos desordenes son la humedad
relativa y la concentracion de azticares en el medio de cultivo.

Para saber como poder influir en una mejor adaptacion de las plantas a las condiciones
reales estudiamos fenémenos como la difusion de sélidos, gases y la osmosis como un tipo
de difusion de liquidos asi como los factores ambientales que pueden influir en ellos.
Ademas, hemos conocido como es que las plantas cultivadas en ambiente ex vitro, es decir,
las que normalmente conocemos, realizan la fotosintesis, la respiracion y la transpiracion
siendo estos procesos de los que la planta depende cuando es llevada a las casas de cultivo

para sobrevivir. También, se han analizado los factores ambientales y condiciones del
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medio que influyen sobre la realizacion de estos procesos para comprender que ocurre en el
cultivo in vitro y posteriormente con los biorreactores de inmersion temporal.

En el proximo capitulo se hace un estudio del comportamiento de la fotosintesis, la
respiracion y la transpiracion en el cultivo in vitro y como se comportan las variables
ambientales en esa forma de cultivo. También se hace una pequefia introducciéon a los
biorreactores de inmersion temporal y se disefla un experimento para estudiar el
comportamiento de las variables ambientales en este nuevo método de cultivo y su

influencia sobre los procesos anteriormente mencionados.
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2 LAS PLANTAS Y SU COMPORTAMIENTO EN
AMBIENTE IN VITRO.

n este capitulo vemos como se comportan las condiciones ambientales en el
cultivo in vitro y su efecto sobre la fotosintesis, la respiracion y la transpiracion de
las plantulas.
También se da una explicacién del funcionamiento de los biorreactores de inmersion
temporal, asi como el equipamiento utilizado para su montaje y un esquema con las

conexiones empleadas.

2.1 Las variables de una planta y su comportamiento en

ambiente in vitro.

Como hemos analizados hasta ahora en las plantas influyen muchos factores ambientales
que desde el punto de vista de control son consideradas variables. En este capitulo
pretendemos dar una explicacion de como se comportan en el cultivo in vitro. Las variables
de entrada de mas importancia debido al efecto que producen sobre los procesos que
ocurren en las plantas son: FFF, concentracion de CO,, humedad relativa, temperatura,
composicion del medio de cultivo y la circulacion del aire. Hay que aclarar que la
capacidad fotosintética, la respiracion y la transpiracion son variables de salida de todo el

proceso en general que es el crecimiento de las plantas.
2.1.1 La composicién del medio de cultivo.

En el proceso de la micropropagacion convencional las plantulas son cultivadas bajo la
presencia de azucares (C,H2,0,) en los medios de cultivos. Las plantulas, en la etapa de
aclimatizacion, crecen sin la presencia de estas sustancias en el sustrato. En otras palabras
se puede decir que las plantulas en las primeras etapas tienen un comportamiento
mixotrofico con tendencias al heterotrofismo y en la etapa de aclimatizacién su
comportamiento es autotréfico. Las plantulas con comportamiento heterotrofico y
mixotrofico necesitan de nutrientes orgadnicos como azucares los cuales son utilizados como
fuente de energia y de carbono para su crecimiento. Las plantas autotroficas requieren una

fuente de energia inorganica como la FFF, CO,, agua y minerales siendo capaces mediante
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la fotosintesis de producir los compuestos organicos. Mixotrofismo significa parte
autotrofismo y parte heterotrofismo.

Dentro de los componentes del medio de cultivo tenemos sustancias inorganicas y
organicas. Los reguladores del crecimiento, minerales, y deméas componentes del medio
estan definidos segun el protocolo de propagacion para cada especie independientemente de
que a diario surgen nuevos reguladores del crecimiento. Sin embargo en el medio de cultivo
también encontramos sustancias carbonadas dando lugar a que el comportamiento de las
plantas sea fotomixotrofico con tendencias al heterotrofismo. Este medio rico en glucosas
es el causante principal, junto con la disminucidn de la concentraciéon de CO; y bajo FFF de
que las plantas realicen muy poca fotosintesis (Kosai y col., 1986; Murai y col., 1992).

En presencia de azlicares en el medio de cultivo, las plantulas absorben los alimentos por la
raices y no necesitan de la fotosintesis para la formacion de glucosas. Sucede que en
ambiente ex Vitro el suelo no tiene presencia de azucares y si hay una atmdsfera enriquecida
de CO,; y alto FFF pero al no tener las plantulas la capacidad de realizar la fotosintesis no
pueden aprovechar esta situacion llegando a morir. La concentracion de azucares del medio

como hemos visto es fundamental.
2.1.2 La iluminacion.

La iluminacién es uno de los factores ambientales que mas influyen en la fotosintesis de las
plantas por formar parte del proceso. Como hemos visto hasta ahora hay que considerar tres
puntos a la hora de hablar de la iluminacion. Ellos son la calidad, duracion y la FFF con
que se ilumine el cultivo.

a) Calidad. La FFF utilizada en ambientes in vitro presenta algunas ventajas con respecto a
la FFF solar. La FFF proveniente del sol nos da una iluminacién que va desde los 300 nm
hasta los 3000 nm aproximadamente mientras que para la fotosintesis solo se necesita desde
400 nm hasta 700 nm aproximadamente.

En la actualidad lo mas utilizado son las ldmparas fluorescentes. Estos tipos de luces nos
brindan una FFF donde esta presente todo el espectro de frecuencias por lo que los distintos
pigmentos pueden ser excitados. También se utiliza la FFF proveniente del sol pero antes es
filtrada en una piscina, colocada en el techo de la cdmara de cultivo, de sulfato de cobre

donde en dependencia del nivel de la piscina sera la longitud de onda que deje pasar. Aqui
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se filtra fundamentalmente las longitudes de onda del infrarrojo que son las que mas calor
aportan y no son utilizadas en el proceso de la fotosintesis.

b) Duracion. La duracion de la iluminacion (fotoperiodos) actualmente puede variar desde
cuatro horas de iluminacion y dos horas de oscuridad, o sea con una relacion
iluminacion/oscuridad de 8/4, 12/6 y 16/8, obteniéndose siempre muy buenos resultados en
cuanto a niveles de realizacion de fotosintesis en el caso de 4/2. Esto tiene su explicacion
producto de que en cuatro horas de iluminacién ya la planta acab6 de consumir todo el CO,
(mediante la fotosintesis) que estuvo liberando en el periodo de oscuridad mediante la
respiracion y por tanto la concentracion de CO; disminuy6 y paso a ser el factor limitante
que no deja que la planta realice la fotosintesis en todas sus posibilidades. Solo realizard la
fotosintesis con el CO; que se libere de la respiracion.

Si se tuviera una mayor concentracion de CO, durante el periodo de iluminacion y con una
FFF suficiente se puede aumentar el tiempo de exposicion de las plantas a la FFF trayendo
como consecuencia una menor dependencia de las fuentes de carbono que hay en el
sustrato, es decir, alejarlas del comportamiento heterotréfico y acercarlas al
comportamiento autotréfico influyendo en la capacidad de realizacion de fotosintesis de las
plantas.

c) FFF. La FFF es el factor de mas importancia y el que mas dificultades presenta. Basta
decir que a pleno mediodia la FFF proveniente del sol llega a alcanzar valores cercanos a
los 2000 pmol m™s™ y a nivel de laboratorio la mayoria de los protocolos de propagacion
establecen 80 pmol m™ s, independientemente de que la FFF a la cual las plantas en
cultivo alcanzan la saturaciéon luminosa estd muy por encima (El eucalipto, especie
analizada en este trabajo se satura a una FFF de 600 pmol m™ s aproximadamente). Para
conseguir este valor (80 pmol m™s™) se utilizan varias lamparas fluorescentes colocadas en
el estante lo mas cerca de los frascos de cultivo, garantizando de que no haya un aumento
considerable de la temperatura, producto de que a mayor distancia menor sera la FFF que
llegue al frasco de cultivo. También influye el orden que tengan los frascos de cultivo
debajo de las ldmparas. Como se ha analizado, una de las causas de bajo realizacion de
fotosintesis, es la baja FFF con que se realizan los cultivos. Baja realizacion de fotosintesis
conlleva a que las plantas, en ausencia de azucares en el medio, no pueden elaborar las

glucosas necesarias para ser consumidas en la respiracion y por tanto mueren.
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2.1.3 La concentracion de CO..

Varios autores han descrito el comportamiento de las concentraciones de CO, dentro de los
frascos de cultivo para un sin namero de especies vegetales (Fujiwara y Kosai, 1994a). En

la fig. 2.1 se muestra el caso de la especie Ficus lyrata.
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Fig. 2.1 Cambios en la concentracion de CO, dentro del frasco de cultivo de Ficus lyrata. El
periodo oscuro es a partir de las 6 horas hasta las 14 horas. El fotoperiodo es desde la 0
hora hasta las 6 horas y desde las 14 horas hasta las 24 horas. Fue cultivada con un FFF de
65 pmol m™? s y a una temperatura de 25°C.

Concentracidn de 202
(ppm)

Se puede generalizar que en un ambiente cerrado la concentracion de CO, se mantiene la
mayor parte del tiempo en el punto de compensacion (10—80 ppm), por debajo de 350 ppm
que es la concentraciéon de CO, que nos encontramos en la atmdésfera. Durante el periodo
oscuro se produce un aumento lineal de la concentracion de CO; en el frasco de cultivo.
Este aumento puede llegar hasta valores de 3000-9000 ppm en dependencia de la especie
tratada. Cuando comienza el fotoperiodo ocurre una drastica disminuciéon de la
concentracion hasta alcanzar el punto de compensacion. Esta disminucion dura cerca de dos
o tres horas a partir que comienza el fotoperiodo. Esto es explicado ya que las plantulas
tienen la habilidad de hacer fotosintesis y al cabo de las dos horas ya han consumido todo el
CO; que se encontraba en el frasco de cultivo y entra en un equilibrio entre la fotosintesis y
la respiracion. También ocurre que la fotosintesis neta es restringida por los bajos niveles
de CO; lo cual fuerza a la planta a tener un comportamiento fotomixotrofico y alta FFF no
producird un aumento en la fotosintesis neta por los bajos niveles de concentracion de CO,
como ya se habia explicado anteriormente.

Bajo condiciones de baja concentracion de CO, dentro del frasco de cultivo la realizacion

de fotosintesis en las plantulas es cerca de cero por lo que se produce un balance negativo
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de CO; en las plantulas. Esto significa que los niveles de realizacion de fotosintesis durante
el tiempo de iluminacién es menor que los niveles de respiracion en la oscuridad.

La baja concentracion de CO; revela la capacidad de las plantas para realizar fotosintesis
siendo esto de gran interés para el cultivo de plantulas en régimen fotomixotréfico con
tendencias al autotrofico. En el cultivo autotréfico no hay azlcar o se encuentra en
pequefias cantidades en el medio de cultivo por tanto el crecimiento y el desarrollo de la

plantula depende solamente de los niveles de realizacion de fotosintesis.
2.1.4 La humedad relativa.

En todo momento la humedad relativa dentro del frasco de cultivo se encuentra cerca del
100%. Esto se explica debido a que el medio de cultivo es liquido y al estar las plantas
constantemente realizando la transpiracion se mantiene la atmdsfera interior del frasco de
cultivo casi completamente saturada para la temperatura que se encuentre. La alta humedad
relativa es la causante de muchos trastornos fisiologicos en las plantas. Estos trastornos
estan vinculados directamente con los mecanismos encargados de realizar la transpiracion.
Esto no es conveniente porque al ser llevada la planta a la etapa IV de aclimatizacion,
donde la humedad relativa esta cerca de 70-80%, y heredar de etapas anteriores estas
dificultades se produce una deshidratacion en muy poco tiempo lo cual trae como
consecuencia la muerte de las plantulas. Otra consecuencia de estos problemas es que se
necesite una etapa de aclimatizacion larga para garantizar la supervivencia cuando las

plantas son llevadas al campo abierto.
2.1.5 La temperatura.

Las diferentes fuentes de calor que existen en el cultivo in vitro son principalmente las
fuentes de FFF, y para combatir este aumento de temperatura se usan acondicionadores de
aire en las camaras de cultivo. Los circuitos eléctricos vinculados al encendido de las
lamparas no se toman en cuenta ya que estos son colocados fuera de la camara de cultivo.
La iluminacion y la temperatura tienen una estrecha relacion producto de que si acercamos
las lamparas a los frascos de cultivo la FFF que llegara serd mayor pero también serd mayor
el aumento de la temperatura en el interior y exterior del frasco de cultivo. Esto no es
conveniente por el efecto directo de la temperatura sobre la actividad enziméatica como se

analiz6 en el primer capitulo.
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Independientemente de esto, con un sistema de acondicionador de aire se logra mantener la
temperatura dentro de los frascos de cultivo en 25 °C, temperatura considerada como
Optima para muchas especies incluida el eucalipto. Es necesario aclarar que la temperatura
dentro del frasco de cultivo y la de la camara de cultivo no es la misma. Adentro del frasco

de cultivo la temperatura es mayor entre 1 y 2 °C.
2.1.6 La circulaciéon del aire dentro del frasco de cultivo.

En ambiente in vitro el aire dentro del medio de cultivo no circula independientemente de
que haya conexion con el medio exterior a través de filtros colocados a la boca de los
frascos de cultivo. Esto contribuye a un aumento de la humedad relativa cerca de la planta
debido a que el vapor que sale de las plantas por la transpiracion se queda cerca de la

misma llegdndose a formar gotas de agua en las hojas de las plantas.
2.1.7 La fotosintesis.

La fotosintesis es un proceso de una importancia enorme para la supervivencia de las
plantas en cualquier lugar. Las condiciones ambientales de baja FFF, baja concentracion de
CO,, alta humedad relativa, escaso intercambio de gases con el medio ambiente y altas
concentraciones de azucares en el medio de cultivo influyen de forma directa en la baja
capacidad de realizacion de fotosintesis ya que las plantas cultivadas in vitro y ex vitro
presentan la misma cantidad de clorofila, es decir, no hay diferencia en la cantidad de
sistemas para realizar la fotosintesis pero hay escasez de la materia prima utilizada en el
proceso y ademas se le puede unir a esto que obtienen las glucosas ya elaboradas del
sustrato. Se pudiera influir en sentido de aumentar la capacidad de realizacion de
fotosintesis en las plantas disminuyendo la concentracion de azucares en el medio de
cultivo. Otro sintoma que se puede observar provocado por la ausencia de fotosintesis es
que existe un balance negativo de COs,.

En ambiente in vitro las plantas no mueren debido a que obtienen la fuente de carbono del
medio de cultivo, no como normalmente lo deberian de hacer que es a través del CO, que

se encuentre en el ambiente y pasar a fijarlo a través de la fotosintesis.
2.1.8 La transpiracion.

Las condiciones in vitro de cultivo ayudan a que los niveles de transpiracion sean bajos. La

alta humedad relativa y el bajo potencial hidrico influyen de forma que la transpiracion es
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disminuida y los 6rganos que se encargan de regularla como las estomas, raices y el sistema
conductor estén atrofiados. Como hemos analizados anteriormente los estomas presentan la
caracteristica de que son redondos y no elipticos como deben de ser. Otra causa que
provoca que la transpiracion sea disminuida es que no hay una buena conexion entre los
vasos conductores (xilema) que se encargan de transportar los minerales y el agua
absorbidos por las raices. Los granos de almidon en las raices también conducen a que la

absorcion de agua en las raices se vea disminuida.
2.1.9 La respiracion.

La respiracion in Vvitro no presenta variaciones con respecto a la que ocurre en ambiente ex
vitro. Esto es debido a que independientemente de que las plantas no producen el sustrato
respiratorio por el mecanismo de la fotosintesis si lo obtienen a través de la toma de
azucares del medio de cultivo. Ademas la concentracion de O, dentro del frasco de cultivo
se mantiene practicamente igual a la que existe en el ambiente (21%). Para que haya
cambio significativo en la respiracion se debe bajar la concentracion de O, al 10%.

(Fujiwara y Kosai 1994b).
2.2 El montaje del biorreactor de inmersion temporal.

Un biorreactor de inmersion temporal consiste en un sistema a lazo abierto que, gobernado
por un automata MASTER-K10S1 de la firma LG, permite realizarle bafios periodicos, con
un medio de cultivo determinado, a plantulas. Estas plantulas han sido cultivadas usando la
técnica de la micropropagacion y pasaron la etapa Il dentro del BIT. La fig. 2.2 ayudara a
comprender su funcionamiento.

Para lograr los bafios se monta un frasco con el cultivo y otro frasco solo con el medio de
cultivo como se muestra en el anexo B. Estos frascos son conectados mediante tuberias de
silicona con filtros hidr6fobos de 0.2 um a la entrada de cada frasco para evitar cualquier
tipo de contaminacion. Se utilizé un botelléon de CO, para enriquecer la concentracion de
CO; en la atmosfera dentro del frasco de cultivo. Ademads, una bomba de aire y una
electrovalvula de 5 vias y 3 posiciones (SMC SY5420-5DZ-01F) que permite cambiar la
configuracién de las conexiones segliin necesite para bombear el liquido de un frasco a otro.
Todas las operaciones son gobernadas por el automata, cuyo programa podemos encontrar

en el anexo C el cual se encarga de conocer que tiempo tiene que mantener sumergida la
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plantula en el medio y que tiempo en la atmésfera de CO,. Los datos de la valvula estan en

el anexo D.
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Fig. 2.2 Diagrama del BIT incluyendo autdmata, valvula, filtros, tuberias, cables y frascos
de cultivo.
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2.3 Un circuito para el control de la FFF.

El circuito que se muestra en el anexo E logra suministrar a las plantulas hasta un FFF de
800 umol m™ s'. En el experimento realizado con el BIT solo se suministrd un FFF

maximo de 250 pmol m? s™'. En la fig. 2.3 se muestra un diagrama simplificado de los
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distintos bloques en los que se puede dividir el circuito para una mejor comprension de su
funcionamiento.

El detector de cruce por cero, formado por T1 y T2, se utiliza para sincronizar el diente de
sierra el cual se forma por la carga y descarga del capacitor de 0.1 pF. En la base de T3
obtenemos el diente de sierra. El bloque del punto de ajuste estd formado principalmente
por el potenciometro P1 que es utilizado para regular la FFF, el potencidémetro P2 y P3 que
lo que hacen es regular la FFF maxima y minima respectivamente. Los transistores T3, T4,
TS5, T6 esta puesto de forma tal que funcionan como comparador. Al tener a la entrada del
comparador un voltaje de referencia y un diente de cierra, a la salida tengo una especie de
modulacion por ancho de pulso. En dependencia de si la salida del comparador esté en
estado alto o bajo estara oscilando o no el oscilador de bloqueo formado por T7.

El oscilador de bloque es el encargado de disparar los tiristores el cual cuenta con

protecciones para dV/dt y dl/dt. La limpara utilizada para la iluminacion es de halogeno

(220 Vac).

Detector de | |Generador de
cruce por cero|  |diente de sierra

Funto de .
ajuste Cizcllador
de bloqueo
Disparo
de tinstores
Potencia

Fig. 2.3 muestra el diagrama simplificado del circuito de control de la iluminacion.

2.4 La concepcion del experimento.

El experimento montado persigue hacer un estudio del comportamiento de las plantas de
eucalipto ante distintas condiciones ambientales. Se mont6d cuatro cultivos de eucalipto

mostrandose en la tabla 2.1 las condiciones de cultivo.
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Tabla 2.1 Caracterizacion de los experimentos.

Cultivo. Concentracién de CO, (umol mol™). FFF (umol m™s™)
A 350 80
B 1200 80
C 350 250
D 1200 250

Para lograr las condiciones de atmoésfera enriquecida de CO, se utilizé el BIT mencionado
anteriormente y para garantizar altos FFF se utilizararon lamparas fluorescentes y de
halégeno controlando la FFF que estas emitian mediante el circuito de control explicado
anteriormente.
El ntimero de explantes por frasco fue de trece, el tiempo de inmersion tres minutos y el
periodo de la inmersion fue cada 8 horas. Los niveles de sacarosa al 3.0% para todos los
tratamientos experimentales.
Durante el desarrollo del experimento se empled un fotoperiodo de 16 horas. La FFF, la
concentracion de CO,, los niveles de realizacion de fotosintesis al igual las mediciones de
temperatura, concentracion de CO,, humedad relativa, FFF se midieron mediante el sistema
CIRAS-2 de la firma PP-System mostrado en el anexo F.
Al finalizar la etapa de III de enraizamiento (21 dias), luego de lavadas las plantulas
cuidadosamente con abundante agua comun, las mismas se clasificaron en tres categorias
segun lo establecido por Castro (2001) en base a su longitud:

e 2.0 cm. pequefias.

e 2.1 a3.1 cm. medianas.

e >3.1 cm. grandes.
Al final se hizo una comparacion de los niveles de realizacion de fotosintesis de las plantas
cultivadas in vitro y las que son cultivadas ex vitro. Para ello se tomaron plantas jovenes de
eucalipto con seis meses de edad y plantas cultivadas en ambiente in vitro las cuales fueron

cultivadas a una concentracion de 1200 pmol mol™ y un FFF de 250 pmol m™s™.

2.5 Instrumento de medicién CIRAS 2.

Como se ha mencionado anteriormente, todas las mediciones se hicieron con el equipo

CIRAS 2 de la firma PP-System y la cubeta universal PLC6 del mismo equipo.
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Este instrumento esta especializado en la medicion de fotosintesis y transpiracion. Para ello
consta con una variedad de sensores localizados en la cubeta PLC6 los cuales con los
controles implementados en el CIRAS 2 permiten realizar esta actividad. Algunos de estos
sensores son:
1. Un sensor infrarrojo de temperatura adaptado en la base de la cubeta para medir la
temperatura de la hoja.
2. Dos sensores, en miniatura, de FFF localizados dentro de la cubeta cerca de la
superficie de la hoja.
La cubeta también ayuda a eliminar los problemas relacionados con el célculo del 4rea de
las hojas necesario para hallar la fotosintesis porque incluye una cdmara con un area
especifica donde se coloca la hoja.
Existen ademads controles dentro de la cubeta como son:
1. Control automatico de temperatura. Ayuda a mantener la temperatura de la hoja
entre 10 y 25 °C ya que como hemos visto la temperatura influye en la fotosintesis.
2. Control automatico de la FFF. Esto posibilita ir ajustando los valores de la FFF
desde 0 hasta 2000 pmol m™ s valores tipicamente utilizados para generar
automaticamente la curva de la saturacion de la FFF (fotosintesis vs. FFF). Todo lo
necesario para el control esta dentro de la cubeta y no necesita de accesorios.
El equipo se encarga de trazar la grafica de la saturacion de la FFF y del CO,. El trazado de
estas graficas es muy lento durando aproximadamente una hora y debe hacerse antes del
mediodia para evitar posibles errores. Para trazar la grafica de saturacion de la FFF se
coloca en la cubeta una hoja de la planta y de forma automatica se realiza la medicion. Para
ello la cubeta presenta ldmparas las cuales va ajustando a las distintas FFF, espera un
tiempo hasta que la planta se ajusta los nuevos niveles de FFF y entonces es que acepta un
valor como valido. En el eje de las ordenadas tenemos los niveles de CO, absorbidos por la
planta producto de la fotosintesis (valores positivos) o liberados producto de la respiracion
(valores negativos). Después de realizada las mediciones se procede a pasar los datos para

una computadora personal a través del puerto RS-232 de la computadora.
2.6 Breve resumen del capitulo.

En este capitulo estudiamos el comportamiento de las plantas en ambiente in vitro asi como

las condiciones ambientales en que se lleva a cabo este cultivo.
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Se menciona que variables como humedad relativa presenta valores muy altos con respecto
a los que la planta encuentra en ambiente ex Vitro trayendo como consecuencia que la
transpiracion se vea disminuida en ambiente in vitro y cuando las plantas son llevadas a
ambiente ex vitro mueren por la gran pérdida de agua.

Ademas de la humedad relativa se ve como la concentraciéon de CO, y la FFF presentan
niveles tan bajo en comparacion con los del ambiente ex vitro que los dos resultan ser
factores limitantes para la realizacion de la fotosintesis de las plantas siendo este proceso de
una gran importancia para la supervivencia de las plantas.

Se explico mas adelante, como funciona el biorreactor de inmersion temporal y los
experimentos disefiados para evaluar el comportamiento de las plantas cultivadas dentro del
mismo.

En el proximo capitulo se explican como se comportan las distintas variables ambientales
cuando se emplean los biorreactores de inmersion temporal asi como el comportamiento de
la fotosintesis, la respiracion y la transpiracion de las plantulas. También se daran los

resultados de los experimentos realizados.
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3 EL COMPORTAMIENTO DE LAS PLANTAS
PROPAGADAS EN LOS BIORREACTORES DE
INMERSION TEMPORAL.

n este capitulo se hace un estudio de coémo se comporta fundamentalmente la

fotosintesis de las plantas asi como la respiracion y la transpiracion.

Ademés se veran los resultados de la introduccion de los biorreactores de
inmersion temporal en la etapa III de la micropropagaciéon analizando el tamafio alcanzado

por las plantas propagadas.

3.1 Comportamiento de las variables con el uso de los

biorreactores de inmersion temporal.

El empleo de los biorreactores de inmersion temporal dentro de la etapa III en la
micropropagacion contribuye a acercar mas las condiciones in Vvitro a las condiciones ex
vitro. Esta es la ventaja fundamental de los biorreactores de inmersion temporal lo que
tributa a una mejor adaptacion de las plantulas cuando pasan a la etapa IV donde se adaptan

a las condiciones ambientales reales.
3.1.1 La composicion del medio.

En los experimentos se utilizéo un 3.0% de sacarosa en el medio de cultivo lo cual atento
con la posibilidad de que las plantas tuvieran un mayor comportamiento fotomixotréfico
con tendencias al autotrofismo. En teoria con una menor concentracion de sacarosa en el
medio de cultivo se deben obtener mayores niveles de realizacion de fotosintesis y como
beneficio adicional una disminucién de la contaminacion ya que la sacarosa en el medio de

cultivo tiende a aumentar la contaminacion y por tanto la pérdida de frascos de cultivo.
3.1.2 La iluminacion.

Con la introduccion del circuito que posibilita controlar la FFF se logra aumentar dicha
variable. En estos momentos se vuelve un factor menos limitante para la realizacion de la
fotosintesis y por tanto permite un mejor desarrollo y mayor crecimiento de las plantulas

como se mostrarda mas adelante. Una mayor realizaciéon de fotosintesis y por ende una
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mayor fijacion de CO, siempre traerd unido un aumento del tamafo de las plantas ya que
ese CO; fijado pasa a formar parte del cuerpo de la planta. La inica inconveniencia de este
aumento es con relacion al incremento de la temperatura hasta 27 °C lo que no permitié que
se hiciera el cultivo a una mayor FFF como 300 umol m™® s o hasta cerca del punto de
saturacion (600 umol m™”s™). Es valido aclarar que este punto para el cual se satura no debe
ser sobrepasado porque entonces empezaria a ocurrir un proceso irreversible para las
plantas que conduce a la muerte de las mismas. Este proceso es la fotoinhibicion.

La fotoinhibicion ocurre producto de que se produce mas energia en la fase luminosa de la
que se puede utilizar para la asimilacion del CO; y por tanto este aumento de energia hace
que se destruyan los mecanismos que actian en la fotosintesis. Este proceso no es visible al
momento sino que se hace visible con el tiempo y lo podemos ver porque las hojas se

tornan amarillas y la planta muere.
3.1.3 La concentracion de CO..

El cultivo se encuentra, como hemos visto, la mayor parte del tiempo, en una atmosfera que
presenta la concentracion de CO;, que se desee. El botellon de CO, es el encargado de
lograr concentraciones de CO, por encima de las 350 ppm llegando hasta 1200 ppm. La
fotosintesis que realizan las plantas tiende a consumir el CO, que se encuentra dentro del
frasco de cultivo, por tanto, para lograr mantener la concentracion de CO;, constante se
bombea aire constantemente dentro del frasco de cultivo cuando no estdn sumergidas en el
medio de cultivo. La ventaja de esto es que nunca se produce un balance negativo de CO,
en el crecimiento de las plantas, teniendo las mismas el CO, necesario para la realizacion

de la fotosintesis.
3.1.4 La humedad relativa.

Para analizar el comportamiento de la humedad relativa hay que ver que sucede en dos
momentos diferentes. En el momento en que las plantas estan sumergidas en el medio de
cultivo la humedad relativa como es de esperar esta al 100%. Sin embargo, el mayor tiempo
y cuando las plantulas estan rodeadas solo del aire la humedad relativa disminuye como

promedio hasta cerca del 89% aproximadamente.
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3.1.5 La temperatura.

En este caso con el aumento de la FFF en ciertos experimentos se registro un pequefio
aumento de la temperatura a 27 °C dentro del estante donde se encontraban los frascos de
cultivo. En el momento de aumentar la FFF debemos introducir un sistema de refrigeracion
para controlar la temperatura. El aumento de la temperatura fue el factor que impidié que

los cultivos se pudieran iluminar con una FFF mucho mayor.
3.1.6 La circulacion del aire.

En el sistema ocurre que aumenta la circulacion del aire en el momento que no se esta
sumergido en liquido. Esto es importantisimo para mejorar el comportamiento de las
plantas en ambiente in vitro porque se produce un mayor desplazamiento de las moléculas
de agua liberadas por la transpiracion que antes quedaban cerca de los estomas
contribuyendo a que existiera un bajo potencial hidrico. Ahora, al existir menos agua en los
alrededores de los estomas aumenta el potencial hidrico de las células lo que permite una
mayor transpiracion y por tanto la planta desarrolla los mecanismos vinculados al control
de la transpiracion. Esto trae como consecuencia una mejor adaptacion en la etapa IV con
una disminucion del tiempo de estancia en esa etapa y un alto porcentaje de supervivencia

ya que disminuyen las pérdidas de plantas por deshidratacion.
3.1.7 La fotosintesis.

La fotosintesis que realizan las plantas en los biorreactores de inmersion temporal se ha
comportado de distintas formas en correspondencia con las condiciones de iluminacion y
de concentracion de CO, con que se cultivaron las plantas.

El comportamiento de la fotosintesis cuando termino la etapa III se puede analizar mediante
el estudio de las curva de saturacion a la luz que se muestran en la fig. 3.1.

En el experimento A, donde la concentracion de CO; estuvo igual a la concentracion del
ambiente, el FFF es un factor limitante para el desarrollo de la actividad fotosintética
quedandose, la capacidad de realizar fotosintesis, por debajo de los demas experimentos.
Esto es debido a que no se produce el ATP necesario en la fase luminosa para ser utilizado
en la fase oscura en el ciclo de Calvin y asimilar el CO, atmosférico.

En el experimento B se pudo verificar un pequeno aumento de la fotosintesis producto de

que la concentracion de CO, en el ambiente fue mucho mayor a la que existia en el
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experimento A. La fotosintesis fue restringida en esta ocasion por la débil iluminacién con
que se cultivaron las plantas.

El experimento C arroj6 que al aumentar la iluminacion manteniendo la concentracion de
CO; en los niveles de la atmosfera la actividad fotosintética de las plantas tuvo un aumento
considerable pero otra vez se vio restringida por una variable ambiental. En este caso fue la

concentracion de CO; la que propicid la restriccion a la actividad fotosintética.

.;\:J“ 149 —a— Fxzp A

._E 12 1 _a ExpB

5 109 | @ Epc

'_g 51 —+—Ezp D

s ©

E

B 2

£ .
:_,g -2 A 4% 102 153 195 395 592 Y92 1200 1608 2001
e

-4 -

Flyjo de fotones fotosinteticos (rcro ol m-2 s‘lj

Fig. 3.1 Curva de saturacion de la luz para los distintos experimentos. Las condiciones de
los experimentos se muestran en la tabla 2.1.

En el experimento D, donde las condiciones ambientales de concentracion de CO, y FFF
fueron mayores con respecto a los restantes experimentos, la actividad fotosintética fue
superior en todos los casos. Esto estuvo dado ya que las limitaciones impuestas por las
variables ambientales de concentracion de CO; e iluminacidon fueron menores que en los
demds experimentos propiciando un comportamiento mds autotréfico con una mayor
realizacion de fotosintesis.

Como podemos ver se demuestra la posibilidad de actuar sobre la fotosintesis mediante el

control de las distintas variables ambientales con que se cultivan las plantas.
3.1.8 La transpiracion.

Con la utilizacién de los biorreactores de inmersion temporal se debe aumentar en teoria la
transpiracion en las plantas. Cuando las plantas no estan bafiadas, que es el mayor tiempo,
ocurre que disminuye la humedad relativa y el potencial hidrico se ve aumentado

favoreciendo el aumento de la transpiracion en ese momento y por tanto los mecanismos
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vinculados a la transpiracion van perfecciondndose para evitar que cuando sean llevadas a
la aclimatizacion mueran producto de la deshidratacion. Estos valores no pudieron ser

medidos.
3.1.9 La respiracion.

Con la introduccion de los biorreactores de inmersion temporal no ocurren cambios
significativos en la respiracion de las plantulas. Esto es debido a que no hay escasez de
sustrato respiratorio ya que las plantulas lo obtienen ya sea mantienen mediante la
fotosintesis o mediante la absorcion del medio de cultivo de glucosas. El unico cambio que
ocurre y no es de gran importancia es que se puede enriquecer el ambiente de CO, al llevar
la concentracion de CO, a 1200 ppm en dos de los experimentos contribuyendo a que
disminuya la concentraciéon de O, dentro del frasco de cultivo. Ese aumento de la
concentracion de CO; hace que la misma ahora sea de 0.12% en vez de 0.035% que existia
anteriormente, sin embargo la concentracion de O, disminuye solo del 21% al 20%
aproximadamente, siendo este cambio entonces muy pequeiio como para que haya una
disminucién considerable de la respiracion en comparacion con el cambio que experimentd

la concentracion de CO,.
3.1.10 Otras variables.

En este epigrafe se introducen otras variables que permiten conocer el grado de crecimiento
y desarrollo de las plantas. Estas variables tendran mayor o menor peso en dependencia de
la especie que se estudie. Las nuevas variables que dan una medida de la calidad de las
plantas son:

1. Tamafo.
Largo de las raices.
Area de las hojas.
Color de las hojas.
Grosor del tallo.

Masa seca V.

A o

Masa fresca @,

' La masa seca se calcula después de haber secado y triturado la planta en hornos destinado para tales efectos.
? La masa fresca se calcula a partir de la planta viva.
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Para cada especie en estudio puede que una o varias de estas sean de mayor importancia y
para otras especies puede que no sean tan determinantes como ejemplo tenemos las
especies de platano, boniato y el tabaco donde lo determinante es el grosor del tallo, el
largo de las raices y el area de las hojas respectivamente.

Para nuestro caso particular, el eucalipto, lo mas importante es el tamafio que han alcanzado
las plantas para ser considerabas como plantas competentes. El término plantas
competentes se refiere a aquellas plantas que por sus condiciones tienen altas posibilidades
de sobrevivir en ambiente ex Vvitro. En este trabajo se consideran plantas competentes

aquellas que estan clasificadas entre plantulas grandes y plantulas medianas.

3.2 Determinacion del tamafio de las plantas propagadas en los

biorreactores de inmersion temporal.

Los resultados que se observan en la fig. 3.2 muestran el comportamiento del tamafio de las
plantulas de eucalipto propagadas en los biorreactores de inmersién temporal bajo distintas

condiciones ambientales.
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Fig. 3.2 tamafio de las plantas propagadas en los biorreactores de inmersion temporal.

En la fig. 3.2 se observa que los mayores porcentajes de plantulas competentes para la
aclimatizacién se obtienen en aquellos tratamientos con altos niveles de iluminacion y altas
concentraciones de CO,. La combinacion del experimento D fue el que mas plantas
competentes aportd con un 83%. Lo contrario sucedid en los tratamientos con bajos niveles
iluminacion y de baja concentracion de CO, como el experimento A, donde el porcentaje de
plantulas competentes fue de 54%. Este porcentaje es una muestra de la importancia de lo
que significaria la introduccion masiva de este sistema porque si anteriormente en el cultivo

in vitro tradicional se obtenian solo un 25 a 30% de plantas competentes ahora este valor se
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ha duplicado y hasta triplicado con solo aumentar las concentraciones de CO, y la
iluminacion.

Se puede observar la importancia que tiene la iluminacion con que se hayan cultivado las
plantulas. Comparando el experimento B y C donde se obtienen un 58% y un 61%

respectivamente de plantas competentes.

3.3 Comparacién entre los niveles de realizacion de fotosintesis

in vitro y ex vitro.

En la fig. 3.3 se puede observar la actividad fotosintética en la grafica de saturacion de a luz
en plantas cultivadas en casa de cultivo con 6 meses de edad y plantulas crecidas en

condiciones in vitro utilizando los biorreactores de inmersion temporal.
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Fig. 3.3. Curvas de saturacion a la luz de la evolucion fotosintética de CO, (CO, 350 ppm,
temperatura 25 °C) en plantulas de eucalipto in vitro y con plantas jovenes. 1- punto de
compensacion de la luz; 2- punto de saturacion de plantulas in vitro; 3- capacidad fotosintética
maxima en plantas in vitro; 4- punto de saturacién de plantas adultas; 5- capacidad fotosintética
maxima en plantas jovenes y 6- FFF necesarios para alcanzar la saturacion de la luz.

En la fig. 3.3 se puede observar como las plantas jovenes alcanzan los mas altos valores de
realizacion fotosintética 17.7 umol CO, m™ s, mientras que en las plantulas in vitro el
maximo de actividad fotosintética fue de 11.7 pmol CO, m™s™. Por otro lado, el punto de
compensacion de la luz (donde la fotosintesis = respiracion) en ambos estados es muy

similar (40 pmol m™s™), asi como los puntos de saturacion de la luz en ambos estadios de
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desarrollo, los cuales fueron muy cercanos a los 600 pumol m? s, lo que indica la
adaptacion del aparato fotosintético en las plantulas in vitro. Es conocido que el punto en
que cada especie alcanza la saturacion es para una misma FFF, es decir, cada especie se
satura con una FFF que es caracteristico de la especie aunque las plantas cultivadas in vitro
presentan un pequefio corrimiento.

Los resultados alcanzados demuestran que las plantas in vitro presentan una diferencias en
cuanto a la capacidad fotosintética maxima que registraron ambos grupos de plantas,
presumiblemente por las razones antes expuestas.

Es deseado que las plantas cultivadas in vitro presenten niveles de realizacion de
fotosintesis similar a los niveles que realizan las plantas cultivadas en ambiente eX Vvitro con
el objetivo de garantizar un crecimiento y desarrollo que al final redunde en una
disminucion de los desérdenes mencionados en el primer capitulo. Esto garantizaria un
mayor porcentaje de supervivencia de las plantulas a ser llevadas a la etapa IV de

aclimatizacion ex vitro.
3.4 Breve resumen del capitulo.

Este capitulo es el mas importante porque en el se analizan los efectos producidos sobre las
plantulas por los biorreactores de inmersion temporal. Ademds se estudia el
comportamiento de las variables ambientales y sus efectos sobre procesos de vital
importancia para la supervivencia de plantas en el cultivo de eucalipto.

Se muestra, segin los resultados que las plantas cultivadas a altas FFF y altas
concentraciones de CO, presentan un mayor crecimiento y mayores niveles de realizacion
de fotosintesis lo que las acerca mas a las plantas cultivadas en ambiente ex vitro. Estos
aumentos son en un rango determinado porque una FFF muy por encima del punto de
saturacion podria traer dafios irreparables como la fotoinhibicién que provocaria la muerte
de las plantas.

Ademas en condiciones de baja FFF y bajas concentraciones de CO, se obtuvieron un
mayor porcentaje de plantas competentes que sin el empleo de los biorreactores de

inmersion temporal lo que da una importancia del empleo de este método de cultivo.
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CONCLUSIONES.

a micropropagacion es una biotecnologia que se ve favorecida por el empleo de los
biorreactores de inmersion temporal obteniendo resultados muy satisfactorios en
cuanto al porcentaje de supervivencia de las plantas y la calidad de las mismas.
Se analizaron las ventajas y las desventajas de la misma siendo los desérdenes que
presentan las plantas, producto de las condiciones ambientales de cultivo, la principal causa
de los altos porcentajes de muertes en el proceso de adaptacion de las plantas a la vida en
las casas de cultivo. La humedad relativa y la concentracion de azicares en el medio de
cultivo son las variables ambientales que mas influyen en dichos desérdenes.
Las plantas dependen de la respiracion, la transpiracion y la fotosintesis principalmente
para sobrevivir cuando son llevadas a las casas de cultivo por tanto se analizaron los
factores ambientales que mas influyen en la realizacion de estos procesos en el ambiente ex
vitro para comprender posteriormente que ocurre en el ambiente in Vvitro y en los
biorreactores de inmersion temporal.
Se menciona que en ambiente in Vitro la humedad relativa presenta valores muy altos con
respecto a los que las plantas encuentran en ambiente eX Vitro trayendo como consecuencia
que la transpiracion se vea disminuida en ambiente in vitro y cuando las plantas son
llevadas a ambiente ex Vvitro mueren por deshidratacion.
Ademas la concentracion de CO; y la FFF presentan niveles tan bajos en comparacion con
los que se alcanzan en ambiente ex vitro que los dos son factores limitantes para la
realizacion de la fotosintesis siendo este proceso determinante para la supervivencia de las
plantas en ambiente ex Vitro.
Seglin los resultados, las plantas cultivadas a altas FFF y altas concentraciones de CO;
presentan un mayor crecimiento y mayores niveles de realizacion de fotosintesis lo que las
acerca mas a las plantas cultivadas en ambiente ex Vitro. Se debe tener cuidado hasta que
valores aumentar la FFF para evitar la fotoinhibicion.
Ademas en condiciones de baja FFF y bajas concentraciones de CO, se obtuvieron un
mayor porcentaje de plantas competentes que sin el empleo de los biorreactores de

inmersion temporal lo que da una importancia del empleo de este método de cultivo.
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Se demostré que los biorreactores de inmersion temporal son de gran importancia ya que
ellos se introducen un nuevo campo que es la experimentacion sobre la base de la
modificacion de las condiciones ambientales en que se cultivan las plantas para obtener una

mayor produccion de vitroplantas.
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RECOMENDACIONES.

ara finalizar podemos recomendar para trabajos futuros:
1. Realizar estudios mas profundos de la influencia de la luz en la fotosintesis,
como el caso de que la luz sea pulsante y a determinadas frecuencias.

2. Realizar estudios disminuyendo la concentracion de sacarosa hasta un 1% y hasta
0% con vistas a lograr un comportamiento puramente autotréfico.

3. Introducir un sistema de refrigeracion que permita una mayor iluminacion
manteniendo la temperatura sobre los 25 °C.

4. Se hagan estudios relacionados con el ultrasonido y su posible influencia en el
crecimiento y desarrollo de las raices y los tallos.

5. Realizar el montajes de mas biorreactores de inmersion temporal en el Centro de
Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila y que este sea usado de forma
masiva en la propagacion de plantas de eucalipto.

6. Se perfeccione el sistema montado afiadiéndole sensores de iluminacion,
concentracion de CO,, temperatura, humedad relativa y presion para poder hacer un
analisis mas detallado en el tiempo de cada una de estas variables.

7. Se estudie el comportamiento de la fotosintesis, la respiracion y la transpiracion en
otras especies y asi poderlas propagar utilizando la técnica del biorreactor de

inmersion temporal.
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ANEXOS.

A Glosario.
ADP: Adenosin-difosfato.

FFF: Densidad del flujo de fotones fotosintéticamente activo. El flujo de fotones
fotosintéticamente activo es el que se encuentra entre 400 y 700 nm de longitud de onda.
ATP: Trifosfato de adenosina.

NADPH,: NADP reducido.

FD: Ferrodoxina.

FADH,: FAD reducido.

FMN: Flavinmononucleotido.

FAD: Flavin-adnin-dinucleétido.

PC: Plastocianina.

PQ: Plastoquinona.

NADP: Fosfato de nicotinamida-adenin-dinucledtido.

AGP: Acido 3-fosfoglicérico.

GAP: gliceraldeihido-3-fosfato.

Pi: Fosfato inogénico.
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B Frascos de cultivo.
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C Autdmata y su programa.

Autémata

maSrer-Kiosi @w

Programa
TOOOS
0| [ TON TO00 01800 M
TOOO0 FOO10
o (O—
TOOO0
5 | [ TOM TO001 01800 k-
TOn01
1w | [ TOM Tooz 01300 M
TOOO0 FO014
o (—
TOO02
16 I [ TON T003 48000 H
TO003
20— | [ TON Tood 43000
TOO04
24— | [ TOM TO005 48000 H
TOONS
28— | [ TOM TO06 48000 H
TOO06
32 I [ TOW T007 48000 H
TOOO7
21— | [ TON TO008 48000 H
40 | END |-




Trabajo de Diploma Anexos

D Vélvula tipo SMC SY5420-5DZ-01F.

Forma de pedido

Accionamiento Tipo de Simbolo. | Voltaje. Salidas. Caudal ©

manual. valvula y (Factor Cv).
funcioén.

Accionamiento | 5/3 centro | ... | 24 Vce. Roscadas 412 Nl/min.

manual por a escape. BA P EE G1/8. (0.42)

pulsador sin

enclavamiento.

®Los datos de caudal se dan a una presion de alimentacion de 6 bar y con una caida de
presion de 1 bar al paso por la valvula.

Curvas de caudal.
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00 400 i1111] £00
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E Circuito para el control de la FFF.
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F Instrumento de medicion CIRAS 2
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