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RESUMEN

Los sistemas de inmersion temporal
(SIT), son dutiles en la obtencion y
multiplicacion de plantas en ambientes
controlados, debido a que incrementan
el niamero de plantulas y disminuyen el
tiempo de multiplicacién, y los costos
de produccién. Sin embargo, los
inconvenientes es que requieren de
diferentes equipos y materiales, asi
como diversos suministros propios para
su operacién. Por esta razén, se
disefiaron dos versiones de un prototipo
de inmersion  temporal llamado
BioEdUACh construido con materiales
de bajo costo y de calidad mediana
para disminuir los costos y aumentar
los beneficios. Las evaluaciones del
prototipo se hicieron utilizando brotes
de la orquidea Laelia speciosa K.S.,
obtenidos in vitro en un medio
Murashige y Skoog (MS, 1962)

suplementado con 0.5 mg.L"' de

3Co-Director

“Asesor

Bencilaminopurina (BAP). La
evaluacion experimental incluyo tres
sistemas de micropropagacion, dos de
estos convencionales (semisélido e
inmersion parcial) y otro con inmersion
temporal por gravedad llamado BIG. El
prototipo BioEdUACh se ajust6 con
tiempos de inmersién de 1 minuto cada
1.5 horas y promovié 8 brotes por
explante sembrado en 31 dias de
multiplicacién, siendo superado por el
tratamiento semisolido e inmersion
parcial con 10 brotes en 71 dias de
cultivo. No obstante el mejor fue el BIG
con 2 minutos de inmersion cada 4
horas, con una frecuencia de inmersiéon
que promovié una tasa de
multiplicacion de 29 en 71 dias. El
prototipo de inmersion BioEdUACH,
disefiado y construido con materiales
de bajo costo, funciono eficientemente

de acuerdo al objetivo planeado.

Palabras Clave: BIG, BioEdUACH,

Laelia speciosa.



ABSTRACT

Temporary immersion systems (TISs)
are useful to obtain and reproduce
plants in controlled environments, since
they increase the number of seedlings
and decrease the development time as
well as the costs of production.
However, TISs require different
equipment and materials, as well as
various supplies for their operation. For
these reasons two versions of a
temporary immersion prototype were
designed, built with low-cost and
medium-quality materials to decrease
costs and increase benefits. The
designed prototype was named
BioEdUACh. The

evaluations were made using sprouts

prototype’s

from the Laelia speciose K.S. orchid,
which were obtained in vitro in a
Murashige and Skoog medium (MS,
1962), adding 0.5 mg.L* of

Benzylaminopurine  (BAP). The

experimental tests were performed with
three micropropagation systems: two of
these were conventional (semi-solid
and partial immersion), and the other
was with temporary immersion by
gravity called BIG. The BioEdUACh
prototype was used with 1 minute long
immersion times every 1.5 hours and
resulted in 8 shoots per explant in 31
days of development, which was
surpassed by the semi-solid and partial
immersion treatment with 10 shoots in
71 days of cultivation. However, the
best prototype turned out to be the BIG
system with 2 minutes of immersion
every 4 hours, with an immersion
frequency that promoted a 29
multiplication rate in 71 days. The
BioEdAUACh prototype,

designed and built with low cost

immersion

materials, worked efficiently in

accordance with the planned obijective.

Keywords: BIG, BioEdUACh, Laelia

speciosa.
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1. INTRODUCCION

El Cultivo de tejidos vegetales (CTV) es una herramienta biotecnoldgica, que ha
participado en la solucion de problemas basicos y aplicados en la biologia
vegetal como es la micropropagacion in vitro (Pérez et, al, 1999), esta técnica
se realiza convencionalmente empleando diferentes medios de cultivo, ya sean
de tipo solido o semisélido, para el medio de cultivo semisélido se emplean
gelificantes y el medio se distribuye en envases pequefios como tubos de

ensayo o frascos gerber.

La micropropagacion a escala comercial, se ha limitado debido a los altos
costos ocasionados por la mano de obra, la baja eficiencia bioldgica, y la falta
de automatizacién (Bello-Bello, 2014). Una alternativa es el empleo de Sistemas
de Inmersion Temporal (SIT), basados en el suministro y contacto intermitente
del medio de cultivo con los explantes depositados o sembrados, lo cual
promueve y optimiza el desarrollo de los procesos morfogénicos a gran escala,
permitiendo reducir los costos de produccién y generar un aumento de la

productividad del material propagado (Etienne y Berthouly, 2002).

Los SIT han sido empleados para el cultivo de explantes en varias especies de
interés horticola comercial; pifia (Escalona et al., 1999, 2003, Espinosa et al.,
2002, Pérez et al., 2003, Gonzalez-Olmedo et al., 2005), fresa (Hanhineva et
al., 2005, Hanhineva y Karenlampi, 2007), cafia de azUcar (Lorenzo et al., 1998,

Rodriguez et al., 2003, Mordocco et al., 2009, Caamal-Vasquez y Bello-Bello,



2014), vainilla (Ramos-Castella et al., 2014), chile habanero (Bello-Bello et al.,
2010), café (Ducos, et al., 2007, Etienne et al., 2013), platano (Castro et al.,
1999, Colmenares y Giménez, 2003, Roels et al., 2006, Noceda, et al., 2012),
papa (Jiménez et al., 1999, Teisson y Alvard, 1999), cacao (Niemenak et al.,
2008), entre otros, y de interés ornamental como la Echinacea (Welander et al.,
2014) y en orquideas de importancia econémica y ecoldgica (Young et al.,

2000, Tirado et al., 2005).

Laelia speciosa sp, es una de las especies de orquidea endémica altamente
distribuida en las montafias de México. Segun el Comité de Conservacion de la
Asociacion Mexicana de Orquideologia (2014), esta especie, ha sido de
importancia horticola y cultural, sin embargo, hoy se enfrenta a su supervivencia
a largo plazo por la destruccion de los bosques donde crece vy, principalmente,
la extraccion de plantas silvestres para el comercio ilicito. Por ello la legislaciéon
mexicana la cataloga como especie sujeta a proteccion especial (NOM-059-
SEMAR-NAT-2010) (Avila-Diaz et al., 2013) y su extraccion y comercio
requiere de autorizaciones especiales por parte de las autoridades ambientales,

una de ellas puede ser la comercializacion de plantas producidas in vitro.

El propésito de este trabajo fue disefar, construir y evaluar un prototipo de
inmersion temporal por gravedad para promover el crecimiento de biomasa
vegetal de orquidea Laelia speciosa K.S., comparado con los sistemas de
micropropagacion convencional en medio semisélido, inmersién parcial, y con
un SIT, de donde se toma la idea para el prototipo, al cual adicionalmente se le

determind la frecuencia de inmersién.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Disefiar, construir y evaluar un prototipo de inmersion temporal por gravedad

para promover el crecimiento de biomasa vegetal de orquidea Laelia speciosa

K.S.

2.2. Objetivos Especificos

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.2.4.

Disefar, construir y evaluar un nuevo prototipo de inmersion
temporal por gravedad.

Establecer cultivos asépticos de orquidea Laelia speciosa K.S. en
medio semisdlido, inmersion parcial y en biorreactores de
inmersion temporal por gravedad BIG y el nuevo prototipo.
Comparar los sistemas de micropropagacion de orquidea Laelia
speciosa K.S. (semisdlido, inmersion parcial y BIG) y determinar la
frecuencia de inmersion del BIG.

Comparar resultados obtenidos en el nuevo prototipo con los

obtenidos en el BIG, en semisélido e inmersion parcial.

2.3. Hipotesis

El sistema de inmersion temporal por gravedad (BIG) presenta mejores

resultados de micropropagacion que en medios semisélido y liquido con

inmersion parcial, y los resultados encontrados en el BIG son similares a los

obtenidos en el prototipo de inmersion temporal por gravedad construido en la

Universidad Autonoma Chapingo.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Sistemas de inmersion

Un Sistema de Inmersibn Temporal (SIT) convencional consiste en dos
recipientes interconectados. Uno se usa para mantener el medio de cultivo y el

otro para los explantes (Mulet y de la Cruz, 1999).

Los SIT se clasifican en cuatro grupos segun su operacién, estos son: de
inclinacion y balancines, inmersion completa con mecanismo de renovacion,
inmersion parcial y mecanismo de renovacion, inmersion completa con medio
neumatico y sin reposicion de medio. La eficiencia biolégica se mide por el

namero de plantulas obtenidas de cierta especie vegetal.

Para tener SIT eficientes es importante; determinar adecuadamente el tiempo
de duracion o frecuencia de inmersion, optimizar el volumen del medio de
cultivo y el volumen del contenedor, optimizar la aireacion y ventilacion forzada,
y la aclimataciéon del material obtenido (Etiene y Berthouly, 2002). Una
condicion de los SIT que favorece la eficiencia, es el desarrollo de un proceso
continuo de inmersion, que permite la provision adecuada de oxigeno y mezcla

suficiente del medio de cultivo con los explantes (Teisson et al., 1999).

El método de inmersién temporal brinda la posibilidad de absorcion de
nutrientes y otras sustancias por las plantas in vitro, durante periodos alternos
de inmersién en el medio de cultivo liquido y posterior permanencia en el

recipiente sin el medio de cultivo (aunque si con una atmésfera de una elevada



humedad relativa). Este proceso de nutricion alternativa suministra los
elementos necesarios al material vegetal e incrementa notablemente la
oxigenacién del medio interno, lo cual influye positivamente en el crecimiento y

multiplicacion de las plantas (Cruzat, 2009).

Adicionalmente, con los sistemas de inmersion temporal, se obtiene una
reduccion de costos de produccion, debido a: 1) Reduccion considerable en el
trabajo, 2) Reduccion en el area requerida de trabajo, 3) Reduccion en el
namero de contenedores usados, 4) Mejores condiciones biolégicas del material

vegetal pasado a campo. (Etiene y Berthouly, 2002).

3.1.1. Efecto de los sistemas de inmersion temporal en la calidad

Segun conversacion con Escalona en el curso internacional de biorreactores
(2014), los sistemas de micropropagacion convencional en medio semisélido y
frascos herméticos, tienen deficiencias como son: alta humedad relativa y poco
intercambio gaseoso, escaso Didxido de carbono (CO,), acumulacion de
etileno, baja luminosidad, desordenes fisiologicos y estructurales que causan

baja supervivencia y pérdidas en la aclimatacion.

Por el contrario, segun Etiene y Berthouly, (2002), las caracteristicas
morfologicas del material vegetal producido en SIT son mejores, en cuanto a
elongacion de los brotes probablemente por el volumen de los contenedores
(Monette, 1983; Krueger et al.,, 1991), la densidad de plantas obtenidas y el
peso fresco como lo comprobaron en Coffee arabiga (Etienne-Barry et al.,

1999). Algunos autores como Alvard et al., (1993) también comprobaron en



brotes de especies vegetales como Musa micropropagados en SIT la ausencia

de hiperhidricidad en los brotes y una mejor aclimatacién (Aragon et al., 2005).

3.1.2. Impacto de los sistemas de inmersion temporal en los costos de

produccién

Lorenzo et al.,, (1998) calcularon que los SIT reducen 46% los costos
comparado con el procedimiento estandar en medio semisolido. Escalona et al.,
(1999) usaron SIT para micropropagar brotes de pifia y redujeron los costos de
produccion en 20% comparado al método convencional, segun los anteriores
autores, debido a que se reduce el niumero de contenedores y los niveles de
contaminacioén. Harris y Manson (1983), usando medios de cultivo liquido con
maquinas basculantes llevo a costos mas bajos por reduccion en el volumen de
medio a 50% y de agar por 90% o mas, ademas de las ganancias en el

rendimiento, tamafo de los brotes y mejor enraizamiento.

Para hacer eficiente una produccidon a gran escala, tanto por embriogénesis
somatica como para organogénesis, la configuracion del biorreactor y su
volumen debe ser determinando de acuerdo a los requerimientos de aireaciéon

del material vegetal a propagar (Hvoslef-Eide y Munster, 1998).

Los biorreactores son un rapido y eficiente sistema de propagacion clonal, y la
automatizacion de dicho sistema de micropropagacion ha sido la respuesta
como via para la reduccién de costos (Methrotra et al., 2007), espacio, energia

y mano de obra (FAO/IAEA, 2004).



3.2. Tipos de sistemas de inmersion temporal

El RITA (récipient a immersion temporaire automatique) fue el primer prototipo
de inmersion temporal, se desarrollé en Francia, y se ha utilizado con muy
buenos resultados hasta ahora en diversas especies vegetales, por ejemplo en
vainilla con periodo de contacto de 2 min cada 4 horas (Bello et al., 2010).
Todos los nuevos prototipos son modificaciones de este inicial, con cambios en
el tipo de recipiente y mecanismo para poner en contacto el medio de cultivo
con los explantes (Martre et al., 2001, Gao et al., 2014). También se les conoce
como biorreactores de inmersion temporal pero en este trabajo se mencionaran

en ocasiones solo como biorreactores.

3.2.1. RITA®

El RITA (CIRAD, France, distribuido por VITROPIC, France), se desarrollo para
un cultivo intensivo de plantas in vitro. Consiste de un recipiente autoclaveable
de policarbonato (1 L) con dos compartimientos separados, separados por una
bandeja instalada con un soporte de malla y un tubo de plastico, montado en su
centro. Los puertos o entrada y salida de aires estan asegurados con filtros de
membrana, la entrada de aire esta conectada a una linea de aire controlada por

temporizador y una valvula solenoide de tres vias (Georgiev et al., 2014).

Los dos compartimientos, uno arriba con las plantas y otro abajo con el medio,
al aplicar presion en la parte baja del compartimiento presiona el medio a subir
(figura 1), las plantas son inmersas cuando el aire presurizado es aplicado.
Durante el periodo de inmersién se burbujea aire a través del medio, agitando

suavemente los tejidos y renovando la atmésfera en el interior del recipiente de
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cultivo, donde la sobrepresion escapa a través de la salida en la parte superior

del aparato (Teisson y Alvard, 1999).

Las ventajas de este sistema segun Georgiev et al., (2014) son la simple y
segura operacion, el compacto espacio por aparato para su acomodacion,
suministro de suficiente humedad relativa con la separacién entre propagulos y
medio liquido, la principal desventajas es la inhabilidad para renovar el medio
con los nutrientes y la falta de opciones para la ventilacion forzada y el

enriguecimiento de COx.

Figura 1. RITA®, A) periodo de exposicion, B) dislocacién de medio liquido. Aire
presurizado es aplicado a compartimiento de medio liquido es desplazado al
compartimiento del cultivo por la tuberia central, C), periodo de inmersion, D)
drenado del medio con nutrientes. Se detiene el flujo de aire presurizado y el

medio se regresa al a su compartimiento por gravedad. Fuente: Georgiev et al.,

2014.

3.2.2. BioMINT™

Fue patentado con el numero PA/a/2004/003837, Centro de Investigacion

Cientifica de Yucatan (CICY), Yucatan, México disefiado por Robert et al.,



(2006), citado por Bello-Bello et al., (2010). Este sistema de eje de balancin,
utiliza una plataforma mecénica para inclinar las cajas de cultivo en un angulo
dado, para que le medio pueda ser pasado de un extremo de la caja a otro. Las
cajas de cultivo estdn hechas de policarbonato transparente autoclaveable,
rectangulares, con una abertura de boca ancha lateral, cerrado por un gran
tapon roscado con membrana de filtro en el interior. La inclinacion de los
estantes crea pequefios frentes de onda y alternativamente sumerge y aérea
los propagulos cultivados (figura 2). La principal ventaja es que se pueden
acomodar grandes numeros de cajas en un estante y no necesita suministro de
aire, las desventajas son necesita mas costo e inversion de energia para
controlar el sistema electromecanico de la plataforma, requiere mas espacio
para operar correctamente y esto se refleja en los costos de produccién por
unidad de espacio, no tiene buena renovacion de aire, ni opciones para

ventilacion forzada o renovacion del medio de cultivo (Georgiev et al., 2014).

Figura 2. Biorreactores basculantes. Ay B) principio de biorreactores
basculantes, C y D) biorreactor BioMINT. Fuente: Georgiev et al., 2014.



3.2.3. PA-TIS enriquecido con CO;

Segun Gartenbauwissenschaften, (2010), este biorreactor es un sistema
fotoautotrofico de inmersion temporal desarrollado con base en el principio de
los frasco gemelos, como un recipiente de crecimiento, fue utilizada la
tecnologia Nalgene®. Lo componen dos partes de policarbonato. Una tapa y

una base, unidos por seis abrazaderas de aluminio.

El frasco se hizo con policarbonato autoclaveable y mangueras de silicona de
diametro 6 mm. El medio es suministrado por una entrada en la frontera inferior
de la base, conectado via tubo de silicona de diametro 10 mm a una botella con

medio y adicionalmente, otra entrada para regresar el medio.

El gas es proveido por un lado opuesto de la entrada y salida en la tapa
conectado a una manguera de silicona perforada. La distancia de las
perforaciones disminuye a lo largo de la entrada y salida a fin de superar la

perdida de presion y proveer a todas las plantas el diéxido de carbono.

Para la construccion del soporte, mangueras de 4 mm de diametro fueron
perforadas en un plato de policarbonato de (31x13 cm). Las plantas pueden ser
colocadas vy fijadas entre aquellos tubos con el fin de evitar la flotacion y de
remolino de los brotes, vigas de aluminio estabilizan al portador de los brotes
para evitar la flotacion durante la inmersion temporal. Las mangueras se
conectaron con filtros estériles (0.2 um, Midisart Sartorius), con el fin de

garantizar un cultivo estéril a la entrada y salida de aire y gas.
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3.2.4. Plantform

Este biorreactor estd hecho de policarbonato transparente con medidas
180x160x150 mm. Tiene una malla con orificios de 1 mm, colocados sobre un
controlador para el flujo, las plantas solo estan inmersas en el medio de cultivo
liquido cuando el aire es aplicado al biorreactor, tiene tres orificios
especialmente disefiados para aplicar el medio, aireacion y ventilacion
conectados a mangueras flexibles de plastico recubierto con aluminio y filtros de
0.2 um de politetrafluoroetileno (PTFE) (figura 3), el biorreactor y los filtros son
autoclaveables a 121 °C por 20 minutos. Para mas informacién se puede

revisar la pagina www.plantform.se. (Welander et al., 2014).

Figura 3. Izquierda: Biorreactor Plantform. A) interior del contenedor, B) cesta,
C) soporte de la cesta, D-F) entrada/salida para el intercambio gaseoso.
Derecho: Conexiones de bombas de aire para el biorreactor y unidad de control.
Fuente: Welander et al., 2014.

3.2.5. Plantima®

Plantima (A-Tech Bioscientific Co., Ltd., Taiwan), es un SIT de pequefio
tamafio, neumatico y por gravedad, de policarbonato autoclaveable (figura 4),
operado con el sistema del RITA y ha sido usado para micropropagacion de

plantulas, tienen las ventajas de ser apilados uno sobre el otro para ahorrar
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espacio, bajos costos de inversién pero como el RITA tiene la desventaja de
tener muchos componentes internos, no tiene renovacion de medio, no tiene
ventilacion forzada ni enriquecimiento de CO, (Georgiev et al., 2014), (Yang et

al., 2011).

Figura 4. Esquema Biorreactor Plantima®. Fuente: Georgiev et al., 2014.

3.2.6. WAVE Biorreactor™

WAVE Biorreactor'™, es un sistema mecéanico, de plastico biocompatible,
preesterilizado de un solo uso. Sus ventajas son; disefio simple, es una
tecnologia escalable a nivel comercial, cuando esta completamente
automatizado tiene sensores de pH y oxigeno disuelto, dioxido de carbono y
temperatura, es facil de manipular, mantiene alta humedad relativa en la
camara de cultivo, y requiere bajos costos de mano de obra (figura 5). Sus
desventajas; requiere especializado y costoso control del médulo de balanceo
de la plataforma, bajo diametro de inoculacion, no hay suficiente separacion
entre los explantes y el medio liquido, igual tiempo de inmersion y periodo de
exposicién, no hay renovacion del medio y por ultimo tiene altos costos de

inversion (Georgiev et al., 2014).
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Figura 5. Esquema Biorreactor WAVE™. Fuente: Georgiev et al., 2014.

3.2.7. B.I.B®

El B.I.B (Bioreactor of Immersion by Bubbles), desarrollado por Soccol et al.,
(2008) es usado para producir muchas especies de plantas ormanetales y
forestales. Fue hecho con vidrio Cylindrical Blindex®, tiene dos
compartimientos, dividido transversalmente por una placa porosa de 170 a 220
um. La parte inferior tiene 3.5 cm de alto con la entrada de aire, la parte
superior tiene 24.5 cm de alto y todos estos compartimientos estan sobre
tripodes de 2 a 5 cm de alto cada uno, con angulo de 120°. Todos los
componentes internos estan hechos en acero inoxidables, todo el biorreactor
mide 28 cm de alto y 90 mm de diametro pero puede ser adecuado de acuerdo
a las necesidades (figura 6). El equipo trabaja con un sistema interconectado
con mangueras flexibles de goma, todos los tejidos vegetales reciben aire y la

solucion nutritiva por burbujas (Newton-Scheidt et al., 2009).
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Figura 6. Disefio y operacion del biorreactor con sistema de burbujas, A)
periodo de exposicion, B) periodo de inmersién. El aire es suplementado y con
el medio en la parte inferior se forman las burbujas, los explantes estan
expuestos a este ambiente gaseoso. Fuente: Georgiev et al., 2014.

3.2.8. Modelo mexicano

En México se desarroll6 un sistema de inmersion temporal econémico en el
estado de Nuevo Ledn. Mediante el uso de vasos, valvulas y temporizadores
gue regulan los ciclos diarios de inmersion, con pocos insumos y a un bajo
costo. El sistema es muy sencillo para su fabricacion y fue construido en su
totalidad con componentes que se pueden comprar en el comercio local, con
excepcion de los filtros. Consiste en dos recipientes de 250 ml, de vidrio en
forma cilindrica con boca ancha, cada uno lleva un tapén de hule al que se le
hacen dos orificios de 5 mm en los que se introducen dos tubos de vidrio
también de 5 mm. Uno de ellos hasta el fondo del recipiente saliendo 8 cm por
encima del tapdn y el otro se introduce hasta que queda al ras de la parte
inferior del tapon, y sale 8 cm en la parte superior del tapon. Mediante una
manguera de plastico, flexible y transparente se conectan los dos recipientes,

por los dos tubos que no llegan al fondo de los recipientes e introduce aire por
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medio de un compresor, primero en uno Yy luego en el otro, el medio nutritivo en
forma liquida cuando la presion aumenta en el interior del recipiente hace que el
liquido que se encuentra dentro de él suba por el tubo de vidrio y pase hacia el
otro recipiente (principio de Pascal) cuando el liquido ha pasado al otro

recipiente, se invierte el proceso (Rosales et al., 2003).

3.2.9. MATISO

El MATIS© es un biorreactor construido de policarbonato transparente, de 290
mm de diametro y 180 mm de alto, vacio pesa 1.1 Kg (figura 7). Puede contener
3200 ml, el flujo de aire minimo requerido para la inmersién es 2 a 5 L.min, la
capacidad optima de plantas por MATIS es 1000, y se puede autoclavear hasta

50 veces.

Los beneficios del producto son: alta transparencia para un optimo paso de la
luz, disefio horizontal para una mejor propagacion de plantas y transmision de
luz, es equipo compacto con mayor volumen de medio de cultivo y facil uso,
resiste altas temperaturas, soporta el autoclaveado, alta resistencia a los
impactos y el respaldo de la experiencia de los fabricantes en la industria de

biorreactores de inmersion temporal.
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Figura 7. Biorreactor MATIS. A) sala de cultivo in vitro, B) plantulas de café
después de 6 semanas, C) ilustracion de las piezas del biorreactor. Fuente: Cid-
plastiques.

3.2.10. SETIS ™

Compuesto por dos niveles; el primero, nivel de cultivo (5.6 L) con tapa de 8 cm,
y el segundo, nivel de medio (4 L) con tapa de 5 cm. El nivel de cultivo esta en
la parte superior del nivel con el medio, haciendo el sistema muy compacto y
facil de usar. Los niveles contienen dos conectores, las tapas de 8 y 5 cm estan

cerradas con empaques para un cerrado perfecto.

El nivel de cultivo dispone de 432 cm?, con alta capacidad para una éptima
distribucion del material vegetal. Ensamblado externamente tiene las siguientes

medidas 308x180x250 mm, la base mide 240x180 mm.

Requiere una posicién horizontal para un éptimo drenaje, la inclinacion del nivel
con explantes permite el drenaje del medio por gravedad. Un maximo de 3 litros
de medio de cultivo es drenado en aproximadamente 5 min, la presion de aire

con la que trabaja es de 0.1 - 0.3 bar.
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La capacidad del biorreactor depende de la especie vegetal, pero estd en un
rango de 300 a 1200 plantas por biorreactor. Todos los componentes estan
localizados en el frente del biorreactor (figura 8), simplificando el acceso una

vez colocados en el anaquel, (Ficha técnica SETIS, Duchefa Biochemie B.V).

Figura 8. Biorreactor SETIS. Fuente: Duchefa Biochemie B. V., y Vervit.

3.2.11. BIT®

También llamado frascos gemelos, es uno de los primeros biorreactores de
inmersion parcial desarrollados, consiste en dos contenedores conectados entre
si por una U de manguera de silicona. Uno de los contenedores hace la funcién
de camara para el cultivo y la otra como tanque de almacenamiento de medio.
El contenedor del cultivo tiene un material de soporte para los explantes. Cada
contenedor esta conectado a una linea presurizado de aire, controlado por dos
temporizadores independientes, conectados a valvulas solenoides de tres vias.

Este disefio simple es seguro y favorable para muchos laboratorios.

Una desventaja de este sistema es la automatizaciébn completa, pues necesita

dos temporizadores y dos valvulas solenoides de tres vias (figura 9), la falta de
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conocimiento de la renovaciéon de los nutrientes del medio, ventilacion forzada

y suplemento de CO..

Figura 9. Esquema explicativo de funcionamiento del biorreactor BIT.A) reposo,
B) inmersion, C) vaciado. Fuente: Georgiev et al., 2014.

3.2.12. BIG

El biorreactor de inmersion temporal por gravedad (BIG) tiene el mismo
principio de los frascos gemelos o Biorreactor de inmersién temporal (BIT)
(Escalona et al., 1999). Aun no ha sido patentado debido probablemente a que

es el mas econdmico, de facil construccion y funcionamiento.

Descrito por Georgiev et al., (2014) como biorreactor de flujo y reflujo, es una
simplificacion de los frascos gemelos, consiste en dos frascos, uno grande que
cumple la funciéon de camara de siembra y otro pequefio como tanque de
almacenamiento del medio de cultivo, interconectados por su parte externa. En
la camara de siembra las plantas estan sobre esponja de poliuretano que

mantiene suficiente humedad (85-90%). La ventaja de este sistema son; simple
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construccién, automatizacion simplificada, y bajo consumo de energia (figura
10). Sus desventajas principales son la distribucion no uniforme de la luz que
incide en las plantas, la ausencia de ventilacion forzada y el enriquecimiento de

CO:s.

Figura 10. Sistema BIG, A) periodo de exposicién, B) dislocacion de medio
liquido, C) periodo de inmersion, D) drenado del medio. Fuente: Georgiev et al.,
2014.

En el colegio de posgraduado Campus Cordoba, se tiene este sistema, que
para experimentacion en este caso consiste en dos frascos de vidrio de 1L, con
tapa de policarbonato y empaque, ubicados en dos diferentes niveles uno
encima de otro conectados externamente con manguera de silicona recubierta
con aluminio de 10 mm de didmetro, en la parte superior esta el frasco de los
explantes, en la parte inferior el frasco con medio cultivo. La tapa del frasco con
medio tiene dos entradas, una para la entrada de aire presurizado por filtro (0.2
um) y la otra para el flujo del medio a los brotes durante la inmersion temporal y

regreso al frasco al finalizar la inmersion por gravedad, el aire sobre presurizado

sale por un filtro en la parte superior del frasco con explantes.
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3.3. Luz LED en la micropropagacion

Son la mas reciente tecnologia en ingresar al campo de la agricultura en
ambientes controlados (Salgado y Garciglia, 2000). Debido a su elevadisima
eficiencia en la transformacion de energia eléctrica en luminica, con una casi
nula disipacion de radiacion en forma de calor, promete tener un gran potencial

reduciendo los costos totales de iluminacion (Aguirre, 2001).

La tecnologia LED (Ligth Emitting Diode) presenta una energia muy eficiente en
comparacion con otros productos convencionales de iluminacion. Los LEDs
necesitan menos cantidad de energia para operar y son capaces de producir
mayor luz si los comparamos con el resto de la iluminacién artificial, ya sean

bombillas incandescentes o lamparas fluorescentes.

Tras la exposicion a LED, plantas cultivadas in vitro han demostrado mejoras
significativas en el crecimiento y la morfogénesis. En particular con luces, rojo y
azul, se ha observado que una mezcla de LEDs azules y rojos dan mayor
crecimiento a las plantas porque existen conjuntos moleculares diferentes a las
clorofilas que utilizan radiaciones distintas, son los fotomodulares o
fototransmisores que conforman el fitocromo, amplio conjunto de pigmentos
sensores que controlan muy diferentes procesos de desarrollo de las plantas de
los cambios operados en su entorno ambiental, optimizando su crecimiento, con
un aumento de peso fresco y seco, en comparaciéon con LEDs monocromaticos
(Nhut et al, 2000; Duong et al, 2003; Kim et al, 2004; Poudel et al, 2008; Shin et

al, 2008, Li et al, 2010).
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3.3.1. Ventajas y desventajas de la luz LED

Algunas de las principales ventajas en LEDs son:

e Reduccién en el consumo de energia, puesto que, son mas eficientes y
producen gran cantidad de luz, en comparacién con la iluminacion
incandescente.

e Durabilidad (Giron, 2012, Folta et al., 2005).

e Presenta la misma intensidad de color desde el primer momento de uso
hasta el dltimo, lo que no ocurre con las demas tecnologias
convencionales, donde existe una degradacion con el paso del tiempo.

e Es posible hacer ajuste en la intensidad de color.

e No contienen mercurio.

e Presentan un tamafio compacto.

Los focos incandescentes generan energia luminosa al hacer pasar electricidad
por un filamento, generalmente de carbono, dentro de un vacio creado por una
bombilla de cristal. Al producir luz por medio de energia caldrica, la vida util de
este tipo de focos es relativamente corta en comparacién con tecnologias como
los focos ahorradores fluorescentes y las lamparas LED.

Por su parte, las lamparas LED funcionan utilizando diodos luminiscentes, los
cuales se agrupan para conseguir una mayor intensidad. Debido a sus
caracteristicas y a que no utilizan materiales incandescentes, este tipo de
lamparas tienen una vida Gtil mucho mayor, ademas de requerir una cantidad

muy pequeia de electricidad para operar.
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Algunos inconvenientes 0 desventaja que tiene esta tecnologia es la inversion
inicial, porque son dispositivos muy costosos. Pero esta inversion puede ser

amortizada sin pasar mucho tiempo por la durabilidad (Girén, 2012).

3.3.2. Espectro electromagnético en el desarrollo vegetal

La luz o radiacion visible (regién del espectro electromagnético comprendido
entre los 380 y 760nm) es fundamental para el crecimiento de las plantas. Los
vegetales presentan sensibilidad a la radiacion muy diferente de la del ojo
humano (con maximo de sensibilidad a 555nm), y sus fotosensores en las
regiones del espectro electromagnético comprendidas desde el UV hasta los
740nm, controlan varios aspectos de su crecimiento y desarrollo (Giron, 2012).

Analizando el espectro, desde la longitud de onda mas corta a la mas larga de
la luz visible corresponde al color violeta, azul, verde, amarillo, naranja y rojo. El
color rojo y azul estimulan y regulan el proceso de crecimiento de la planta,
también se promueve la formacion de la clorofila en la superficie de las hojas
para absorber energia y convertirla en energia quimica en el proceso de la
fotosintesis. La funcion principal del color verde consiste en regular el desarrollo
vegetativo, el periodo de floracion y la apertura de estomas en las hojas (Girén,

2012).

3.4. Cultivo de tejidos vegetales

Se le denomina cultivo de tejidos vegetales (CTV) segun Pérez et al., (1999), al

conjunto de técnicas que permiten el establecimiento, mantenimiento y
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desarrollo de cualquier parte de una planta, desde una célula hasta un

organismo completo, bajo condiciones artificiales, asépticas y controladas.

Los principios basicos del CTV fueron definidos a principios del siglo XX por
Haberlandt (1902), estos primeros trabajos tuvieron limitaciones debido a tres
factores, el primero de ellos era el desconocimiento de los requerimientos
nutricionales de los tejidos vegetales cultivados in vitro; el segundo, era el uso
frecuente de tejidos vegetales maduros y bien diferenciados para iniciar los
cultivos, y finalmente el tercer factor que retardo el desarrollo de las técnicas de
CTV fue la ignorancia de la existencia de fitohormonas o reguladores de

crecimiento (Pérez et al., 1999).

3.5. Micropropagacién

Debido a la totipotencia o habilidad que tienen las células vegetales de
convertirse en una planta nueva, el balance hormonal, permite la multiplicacién
masiva, el éxito también consiste en escoger un tejido adecuado de una planta
seleccionada y esperar que las plantas hijas sean idénticas o que mantengan
las caracteristicas originales. Considerando la ventaja de que es una

produccion no estacional (Abdelnour-Esquivel y Vicent, 1994).

Se llama micropropagacion a la propagacion asexual de plantas utilizando las
técnicas de cultivo de tejido in vitro. Es una de las aplicaciones de técnicas que
componen la llamada biotecnologia vegetal, se debe a su enorme productividad

al compararsele con las técnicas tradicionales de propagacion (figura 11).
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Planta madre cultivada Cultivo in vitro
ex vitro Plantas “hijas”

Figura 11. Esquema general de cultivo de células y tejidos vegetales.
El proceso de cultivo in vitro empieza con la escision de una pequena porcién
de tejido de la planta, el cual implica la eliminacion de microorganismos
contaminantes y su plantacién en un medio de cultivo. La parte de la planta que
se usa para iniciar el proceso se llama explante (De Bartolini y Lallana, 1995),
los nuevos brotes o callos que producen este explante por proliferacion son
divididos en propagulos, que se vuelven a cultivar para su multiplicacion,
finalmente se desarrollan nuevos tallos y raices, de manera que se obtienen
nuevas plantas (Hartmann y Kester, 2001). El éxito o fracaso del cultivo in vitro
depende de; eleccion del explante, eleccion del medio, condiciones de cultivo y

condiciones asépticas.

Una clasificacion general de los sistemas de micropropagacion y de cultivo de
tejidos y células es la siguiente: cultivo de callo (Martre et al., 2001),
suspensiones de células y cultivos de protoplastos (Hartmann y Kester, 2001).

Donde callo se conoce como el conjunto de células procedentes de la
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desorganizacién de un tejido o una suspension de células, también puede
resultar como respuesta a una herida o corte (De Bartolini y Lallana, 1995), el
callo presenta células no diferenciadas que conservan el poder de dividirse. Las
suspensiones celulares consisten de células libres y microagregado de células
en medio liquido en movimiento, los protoplastos son células sin pared
pectocelulésica solamente membrana citoplasmatica (Abdelnour-Esquivel y

Vicent, 1994).

Las cinco etapas basicas de la micropropagacién son: la seleccion de la planta
donadora, el establecimiento o iniciacién de los cultivos, la multiplicacién de
brotes, la fase de crecimiento exponencial por hormonas, el crecimiento y

enraizamiento, y finalmente la fase de aclimatacion.

Las principales desventajas que tiene la micropropagacion son: la inversion
inicial en el laboratorio y los requerimientos de personal con un alto nivel de
capacitacion; en cuanto al costo de produccion no es elevado. Pueden
obtenerse precios bastante competitivos, sobre todo en la produccion de
especies de alto valor o de aquellas que son de dificil propagacién por métodos

tradicionales como los ornamentales, frutales y forestales.

3.5.1. Embriogénesis somatica (ES)

La ES se refiere a la formacién de un embridon somatico, es decir, a partir de
células somaticas que no son el producto de la fusion de gametos (De Bartolini
y Lallana, 1995). Esta terminologia fue utilizada por Tokin en 1963 para describir

la formacion de un individuo a partir de una o varias células somaticas.
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Este fendmeno no debe confundirse con la organogénesis (Abdelnour-Esquivel
y Vicent, 1994). Sin embargo, es importante resaltar que la embriogénesis
somatica puede acompanarse de un fendmeno Illamado callogénesis o
formacion de un callo (figura 12); lo anterior es el resultado de la totipotencia

(Abdelnour-Esquivel y Vicent, 1994).

i ﬁ Organogénesis %‘
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. directa
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Figura 12. Morfogénesis in vitro. Fuente: Curso internacional de biorreactores,
2014.

3.5.2. Medio de cultivo

Los tejidos vegetales cultivados in vitro, salvo muy raras excepciones, no son
autoétrofos, ya que su tasa fotosintética estd muy disminuida, razén por la cual
requieren de la adicion de carbono organico, ademas de sustancias organicas
gue en condiciones normales la planta es capaz de producir como por ejemplo

la tiamina (Pérez, et al., 1999).

En la actualidad se han desarrollado una gran cantidad de medios de cultivo,
por ejemplo: MS (Murashige y Skoog, 1962), medio B5 (Gamborg, 1968), medio

NN (Nitsch y Nitsch, 1969) (Pérez, et al., 1999), que cumplen los requerimientos
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nutricionales necesarios de los tejidos cultivados in vitro. Todos los medios
estan compuestos por: macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg y S), micronutrientes
(Mn, B, Cu, Mo, Co, 1), fuentes de carbono (sacarosa), vitaminas, fuentes de
nitrégeno organico, complejos organicos, reguladores de crecimiento,
gelificantes y otros elementos. Actualmente uno de los medios de cultivo més

utilizado es el MS (Murashige y Skoog, 1962).

3.5.3. Reguladores de crecimiento vegetal

También conocidos como hormonas vegetales o fitohormonas, los reguladores
del crecimiento vegetal (RCV) son compuestos organicos sintetizados por la
propia planta, que en muy pequefias cantidades alteran el crecimiento o los
patrones de desarrollo de los cultivos vegetales. Se clasifican en cinco grupos
basicos dependiendo de su estructura quimica y su efecto fisioldgico: auxinas,

citoquininas o citocininas, giberilinas, acido abcisico y etileno.

El uso de los RCV en CTV, mediante el manejo de tipos, concentraciones y
combinaciones de estos compuestos en un medio de cultivo, se pueden
manipular hasta cierto grado los patrones de desarrollo de los tejidos y obtener
las respuestas deseadas como son: la formacién de tejidos callosos, brotes,

embriones somaticos y raices.

Las sustancias hormonales criticas en el cultivo de tejidos son las auxinas y las
citocininas. Estas intervienen en la elongacién y division celular, formacion de
brotes y raices y en la germinacion de semillas (Abdelnour-Esquivel y Vicent,

1994).

27



3.5.4. Las auxinas

Las auxinas son un grupo de compuestos derivados comunmente de triptéfano,
sintetizadas por lo general en los apices, y que intervienen en el crecimiento y

diferenciacion celular (Pérez, et al., 1999).

De acuerdo con Evans et al., (1981), citado por Abdelnour-Esquivel y Vicent
(1994), en la mayoria de embriogénesis somatica, la induccién requiere una
concentraciéon alta de auxinas o equivalente: AIA (Acido indolacetico); ANA
(Acido naftalenacetico); 2,4-D; 2,4,5-T; picloram (4-amino-3,5,6-trichloropicolinic

acid); dicamba.

3.5.5. Las citocininas

Las citocininas son generalmente derivadas de la adenina y son sintetizadas en
tejidos jovenes y raices. Poseen propiedades que las hacen muy utiles para el
cultivo in vitro de tejidos vegetales, estimulan la divisién celular y rompen la

latencia de las yemas axilares haciéndolas brotar (Pérez, et al., 1999).

Las citocininas Benciladenina (BA), Bencilaminopurina (BAP), la kinetina y la
zeatina son a veces utilizadas en el medio de induccién de la embriogénesis
somatica. Sin embargo, son ellas mucho mas utilizadas en la fase de
diferenciacién y maduracion del embrion somatico (Abdelnour-Esquivel y Vicent,

1994).

Segun Pérez, et al., (1999), junto con las auxinas, las citocininas regulan la

division celular. Debido a lo anterior el balance entre estas dos hormonas de
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crecimiento es determinante para el patron de desarrollo que siga el tejido, la
respuesta esperada del tejido ante el balance auxinas/citocininas se muestra en
la figura 13, no obstante, pueden presentarse variaciones notables entre

especies y tejidos.

Auxinas Citocininas
Rizogénesis
Embriogénesis
Callogénesis
Brotes adventicios

Brotes axilares

Figura 13. Concentracion de Auxinas y Citocininas y respuestas generadas
en el cultivo in vitro. Fuente: Curso internacional de biorreactores, 2014.

3.6. Orquideas

La palabra orquidea (del latin orchis) aparecio por vez primera menciona en un
manuscrito del filésofo griego Theophrastus (371-285 a.C). El nombre significa
testiculo y hace alusién a los pseudobulbos de algunas especies y al uso
medicinal que se le asignaba a esta flor como afrodisiaca y potencializadora de
la fertilidad. Con el tiempo, la palabra orchis derivo en Orchidaceae, término con
el que se designd a las familias mas numerosas del reino vegetal con
proximamente 25000 a 35000 especies. Su diversidad se ve ampliada dado
gue, por ser un grupo muy joven en la evolucion de las plantas, presentan gran

facilidad para dar hibridos exitosos no solamente entre especies del mismo
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género, sino también intergenéricos (se estima que hay aproximadamente

30.000 hibridos registrados) (Freuler, 2007).

La familia Orchidaceae se divide en dos grupos, dependiendo del tipo de
crecimiento basico que presenten: simpodial y monopodial. Las orquideas
simpodiales, como los géneros Cittleya, Drendrobium, Cymbidium, Miltonia,
Ocidium, Lycaste y Paphiopedillum, se caracterizan por tener retofios
individuales de crecimiento finito. De los tallos rastreros llamados rizomas,
brotan retofios que se desarrollan en otros tallos y hojas, y que al madurar
producen flores. Los tallos de muchas orquideas simpodiales, se convierten a
menudo en oOrganos de almacenamiento llamados pseudobulbos, que varian
mucho de tamafio y forma. Las orquideas monopodiales, en cambio, tienen un
tallo central cuyo extremo crece continuamente, produciendo hojas alternadas e
inflorescencias entre las hojas. Otro aspecto variable de las orquideas es el de
la fragancia de las flores. Los olores son mezclas complejas de sustancias
guimicas que se pueden producir en diferentes partes aromas en distintas horas
del dia o la noche. Aparentemente esto ocurre para atraer un mayor namero y

espectro de polinizadores (Murguia, 2007).

La familia orchidaceae constituye uno de los grupos de plantas mas diversos,
con alrededor de 25 mil especies a nivel mundial (Chase et al., 2003; Dressler,
2005). Las orquideas se distribuyen en todos los continentes (excepto la
Antéartida) pero su mayor diversidad se concentra, en las regiones tropicales.

México, situado en el limite norte del tropico americano, alberga una notable
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cantidad de orquideas y han sido registrados en el pais alrededor de 1260 y

170 géneros (Hagsater et al., 2005).

Muchas de las especies de orquideas estan gravemente amenazas debido a la
indiscriminada deforestacion, los incendios forestales y los saqueos de dichas
especies para fines comerciales; esto ha provocado que numerosas especies
de orquideas estén desapareciendo de los bosques naturales (Tiza, 2010).
Actualmente se realizan estudios que permitan la propagacion masiva de estas
orquideas ya sea para la liberacion de nuevos hibridos comerciales o para la

recuperacion de las poblaciones naturales (Bayman, 2011).

Las orquideas estan distribuidas desde el nivel del mar hasta grandes altitudes.
Son de habito epifito, por lo cual sus raices largas y suculentas estan adaptadas
para vivir expuestas al aire 0 inmersas en materia organica gracias a que

poseen un tejido acumulador de agua denominado velo.

3.6.1. LaeliaspeciosaK.S.

Laelia: nombre genérico que ha sido nombrado por "Laelia”, una de las virgenes
vestales, o por el nombre romano de "Laelius", perteneciente a una

antigua familia romana.

speciosa: epiteto latino que significa "llamativa"

Nombre comudn: Flor de mayo 6 Flor de Corpus.

Laelia speciosa K.S., fue descrita por (Kunth) Schitr.y publicado en Die

Orchideen 233. 1914 (cuadro 1).
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Cuadro 1. Clasificacion cientifica Laelia speciosa K.S.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Epidendroideae
Tribu: Epidendreae
Subtribu: Laeliinae
Alianza: Cattleya
Geénero: Laelia
Especie: L.speciosa

Laelia speciosa es una de las orquideas americanas mas bellas y la orquidea
de mayor importancia cultural en México. Aunque otras orquideas mexicanas,
como Laelia anceps subsp. dawsonii, son mas importantes en la horticultura
mundial, la "flor de Corpus"” es, al menos en el centro de México, la orquidea

por antonomasia.

Junto con unas cuantas especies de orquideas mas, L. speciosa aparecio
ilustrada y descrita en el "Rerum Medicarum Novae Hispaniae Thesaurus" de
Francisco Hernandez, durante la primera mitad del siglo XVI, por lo que fue una
de las orquideas americanas primero conocidas en Europa, mucho antes de la
aparicion del sistema linneano de clasificacién (Halbinger y Soto, 1997, citado

por Soto y Solano, 2007).
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3.6.1.1. Habitat

La flor de corpus se establece entre los 1250 y los 2500m de altitud, en los
estados de Zacatecas, Guanajuato, Jalisco, Michoacén, Estado de Meéxico,
Morelos, Puebla, Querétaro, Tlaxcala, e Hidalgo. Las localidades situadas a
menor altitud corresponden a sitios en Tamaulipas y San Luis Potosi, en el
limite norte de su distribucion del lado del Golfo de México. Su habitat no es de
ninguna manera continuo, sin0 que se presentan poblaciones aisladas,
distantes unas de otras. Se desconoce cudl es el factor determinante para esta
distribucion en parches. Sin embargo, muchos sitios donde se encuentran
poblaciones comparten la presencia del bosque achaparrado de Quercus
deserticola, la abundancia sobre las ramas de liquenes de Parmelia, y la
cercania de lagos extensos. En el Este de México Laelia speciosa esta en

bosques achaparrados y secos con humedad atmosférica alta.

Es muy raro encontrar especimenes litofiticos. Las plantas epifitas tienen una
gran preferencia por establecerse sobre Quercus deserticola. Dentro de esta
especie de encino, las orquideas se encuentran en ramas gruesas y delgadas,
pero no en las ramillas, ni en las ramas de la parte mas externa de las copas;
tampoco estan sobre los troncos y fustes. Una gran proporcion de las plantas
crece sobre capas de liguenes crustaceos del género Parmelia (Hernandez,

1992; Soto, 1994, citado por Soto y Solano, 2007).

3.6.1.2. Reproduccién

Laelia speciosa es una orquidea que no se autopoliniza pero es autocompatible.

Los datos disponibles indican que esta especie no ofrece recompensa a sus
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polinizadores y se supone que debe operar un mecanismo de polinizacion por

engano.

Al igual que muchas otras orquideas epifitas, esta especie tiene un periodo de
crecimiento activo durante la temporada lluviosa de junio a octubre. La floracién
se presenta principalmente en mayo y junio (abril-julio), con el racimo
emergiendo del nuevo brote en desarrollo. Las capsulas tardan en madurar
aproximadamente un afo y las semillas se dispersan durante la temporada de

secas, en marzo y abril (Hernandez, 1992; Soto, 1994).

3.6.1.3. Conservacion

Laelia speciosa es una orquidea en donde se evidencia la necesidad de una
estrategia de conservacion in situ reforzada con una estrategia de conservacion

ex situ que puede generar algunos recursos economicos.

Se ha sugerido que para que cualquier programa de manejo y/o conservacion
pueda ser exitoso, se debe eliminar la extraccion de plantas directamente de la
naturaleza, por el dafio que hacen a las poblaciones y porque mientras exista,
nadie podria competir con los precios ridiculamente bajos a los que se ofrecen

las plantas en las ciudades (1 a 10 pesos por segmento florido).

Existen numerosos clones en cultivo con caracteristicas horticolas
sobresalientes, muy superiores al promedio de las plantas silvestres, que deben
ser seriamente considerados en cualquier programa de propagacion (Soto,
1994). Varios de estos clones han sido premiados por la Asociacion Mexicana

de Orquideologia, A.C. Uno de los problemas que debe contemplar cualquier
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programa de propagacién a partir de semillas es la gran lentitud en el
crecimiento de las plantas, que necesitan unos 10 afios para florecer en cultivo

adecuado (Halbinger y Soto, 1997 citado por Soto y Solano, 2007).

3.6.1.4. Importancia econémica

La importancia de estas plantas radica en su potencial econdmico dentro de las
plantas ornamentales. Se trata de las especies mas selectas, y tienen
relevancia entre las plantas con flores por su valor en la produccién de flor de
corte, alcanzando un precio muy alto en el mercado internacional, su cultivo y
coleccion tiene gran importancia economica en elmundo (Winkelmann et al.,

2006).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. BioEdUACh

Se disefié y construy6 un Prototipo de Sistema de Inmersion Temporal llamado
BioEdAUACh, este es semiautomatizado debido a que algunas labores
mecanicas que se pueden hacer manualmente se hacen mediante actuadores y
un controlador con el accionamiento de una persona. Se desarroll6 en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento de Fitotecnia en la
Universidad Autonoma Chapingo. El prototipo esta basado en el funcionamiento
del sistema de inmersion por gravedad BIG, con materiales disponibles en el

mercado de bajo costo.

El proyecto del BioEdUACh esta constituido por el biorreactor y la estructura

metalica con todo su equipo auxiliar:

Biorreactor

El biorreactor esta conformado por; dos frascos plasticos de 500 ml, de 13 cm
de alto y 7.5 cm de diametro (uno para el medio de cultivo y otro para los
explantes), cada frasco tiene dos fitting de doble oring de 3/8” y un filtro milipor
de 2 um, dos tramos de manguera de 10 mm de diametro y 12 cm de largo para
el frasco con medio de cultivo, guata de 2 cm de espesor como soporte para los

explantes y 25 cm de manguera de 2" que conecta los dos frascos.
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Estructura auxiliar

La estructura auxiliar se construyé también con materiales econdmicos
disponibles en el mercado, tiene una estructura metalica de dos niveles
acondicionado con un sistema neuméatico y otro de iluminacién con luces
fluorescentes y luces LED, tecnologia en iluminacién utilizada en la agricultura

actualmente, conectandose a corriente alterna con intensidad de 120 V.

El sistema neuméatico se equipd con un compresor, filtros de aire, regulador de
presion, valvula solenoide y mangueras de 6 y 10 mm. En las figuras 14ay 14b

se muestra los esquemas de disefio del BioEdUACHh.

Compresor de aire
Manguera neumatica de 10 mm
Filtros milipor 5y 0.01 um
Regulador de presion
Vélvula Solenoide
Maniflod

Manguera neumatica de

: 6 mm

8. Filtros milipor 0.2 um

2 9. Frascos medio de cultivo
10. Manguera de plastico 74"
11.Frascos explantes

Nogs~owbdE

Figura 14.a. Esquema del sistema neumatico del prototipo BioEdUACHh.
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Centro de carga
Interruptores
Temporizador
Relevador
Transformador
Elevador

Lampara germicida
Lamparas LED calida
. Lamparas halégenas
0. Luces LED’s

(=1
BooNoa~wdNE

Figura 14. b. Esquema del sistema de iluminacion del prototipo BioEdAUACh.

El temporizador activa cuatro estaciones en los tiempos de inicio programados
(programas A y B), comienza en secuencia la activacion, de la estacion 1 a la 4,
cuando una estacion se apaga se enciende la siguiente y termina hasta que la
ultima se apaga. Cada estacion puede tener dos horas de inicio, una por cada
programa, para un total de 8 horas de inicio del proceso de activacion o ciclos,
gue inician en orden segun la hora de inicio y siempre desde la estacion 1,
como se puede observar en el siguiente diagrama de tiempos o estados (figura
15). Este diagrama es una manera de caracterizar un cambio en el sistema,
donde los objetos que lo componen cambian su estado como respuesta a un

suceso o al tiempo.
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Programa A: Al, A2, A3y A4.

Al A2 A3 A4

Programa B: B1, B2, B3y B4.

Estaciones: E1, E2, E3, EA4.

E1ly E4 — Electrovalvula,
I I E2 —Lampara Germicida,

B1 B2 B3 B4 E3 — Luces LED.

Figura 15. Diagrama de estados del temporizador.
En el Biorreactor la seccion superior donde estan los frascos con los explantes
(0.4 m de altura), se instaldo luces LED’s que es la ultima tecnologia en
iluminacion para la agricultura con siete colores posibles (rojo, verde, azul, cian,
morado, amarillo y blanco), asi como sus combinaciones. Para aumentar la

intensidad luminica se decidi6 cubrir tres de los costados con cartulina blanca.

La seccion donde se ubican los frascos con el medio de cultivo (0.2 m de altura)
se cubrié con cartulina color negro debido a que de esta forma la luz no afecte
los componentes quimicos del medio de cultivo, y para no utilizar vidrio color
ambar como se utiliza en algunos laboratorios para preservar soluciones

guimicas.

La relacion entre los distintos tipos de longitudes de onda utilizadas en el
experimento de Navarro (2013), indica que, con una correcta proporcion de

luces LED de color rojo y el azul, los requerimientos de las plantas son
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satisfechos. Por esto, para el BioEdUACHh, se utiliz6 fotoperiodos de luz LED de

colores, de una hora cada 4 horas, con proporcién 50-50% de luz roja-azul.

En una primera version del prototipo se utilizaron materiales adicionales que se
muestran en la figura 16, que fueron modificados para la version donde se

tomaron las lecturas de micropropagacion.

V|

Figura 16. Prototipo biorreactor, Vista; a) frontal del Nivel inferior y superior (1m
de alto cada uno), b) lateral.

4.2. Funcionamiento del BioEdUAChH

Para las pruebas con explantes de orquidea (Laelia speciosa K.S.) en el
BioEdUACh se programé el tiempo de inmersion y fotoperiodos en unidades de

minutos controlado desde un temporizador con dos instrucciones (A y B), para
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cuatro estaciones que tiene disponibles, con tiempos de activacién 1 hasta 240

minutos (4 horas).

En la operacioén del prototipo, el aire sale del compresor, pasa por filtros de 5y
0.01 um, un regulador de presion con mandmetro, una electrovalvula solenoide

y llega al maniflod donde se distribuye a los biorreactores.

El aire antes entrar a los frascos que contienen el medio de cultivo pasa por un
filtro milipor de 0.2 um para evitar que se contamine el medio y la micro
atmosfera de los frascos. El nivel inferior, donde se encuentran estos frascos,
se irradia con una lampara germicida, limitando el desarrollo de algas en el

medio de cultivo o cualquier otra fuente de contaminacion externa.

Es importante que los frascos con medio de cultivo se mantengan en posicion
horizontal (acostados) sin que el fondo quede levantado, para que todo el medio
de cultivo pase a los explantes y no se ahogue el filtro milipor de la entrada de

aire (figura 17).

Figura 17. Frasco para medio de cultivo en posicion; a) vertical, b) vista frontal y
C) posterior.
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El aire ingresa a presion al interior de los frascos mediante una manguera
colocada desde la tapa hasta el fondo, y sale por otra manguera conduciendo el
medio de cultivo liquido la cual se conecta a una manguera exterior que lo lleva

a los frascos con explantes.

Los frascos que contienen los explantes se deberan colocar verticalmente
(figura 18), quienes son los que reciben el medio de cultivo para los tejidos
vegetales de la manguera proveniente de los frascos con el medio, en los
frascos de explantes se colocd una guata o material absorbente similar a la

esponja de poliuretano como soporte alternativo para los explantes.

Figura 18. a) Frasco para explantes, b) guata (0.5 y 2 cm), esponja (3 cm).

Después que ingresa todo el medio de cultivo a los explantes y estos estan
completamente inmersos, ingresa solo el aire quien genera un burbujeo que los
agita suavemente. El aire sobre presurizado sale del sistema por un filtro milipor
de 0.2 um que funciona como valvula de alivio de presién ubicado en la tapa del

frasco con explantes.
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4.3. Establecimiento de los cultivos asépticos en el BioEAUACh

Se siguié la metodologia propuesta por Ramos-Castella et al., (2014), en
vainilla con la hormona reguladora de crecimiento BAP (Bencil amino purina) y

medio MS.

Cuadro 2. Medio Murashige and Skoog (MS, 1962) concentracion 10X, 200ml.

SOLUCION A

KNO3 38.09g

NH4NO3 33.0g
SOLUCION B

MgS0O4 6 MgS04.7H20 36906749

MnSO4.H20 0.338¢g

ZnS04.7H20 0.172 g

CuS04.5H20 0.0005 g
SOLUCION C

CoCL26H20 6 CoCL2.2H20 Un grano

Kl 0.0166 g

CaCL2 6 CaCL2.2H20 6.6408.80¢g
SOLUCION D

KH2PO4 349

H3BO3 0.124 g

Na2Mo4.2H20 0.05¢g
SOLUCION E

FeS04.7H20 0.54 ¢

Na2EDTA 6 Na2EDTA.2H20 0.74960.82g
SOLUCION F

Glicina 0.04 g

Mio-inositol 20g

Acido nicotinico 0.010g

Piridoxina HCL 0.010g

Tiamina HCL 0.002 g

Fuente: (Caamal y Bello, 2014).

43



Se emplearon brotes obtenidos in vitro de flor de mayo (Laelia Speciosa, sp.),
de 0.5 cm de altura (Bello-Bello et al.,, 2015) del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos de la Universidad Auténoma Chapingo, que inicialmente se
establecieron como semillas, y se han subcultivado en medio de multiplicacion

con MS (Murashige y Skoog, 1962).

Para el establecimiento aséptico de los cultivos primero se deben seguir los
reglamentos convencionales de laboratorio. Los frascos se deben lavar con
detergente y ocupando una esponja para fregar, retirar el detergente con
abundante agua a presion, luego se sumergen en solucion de hipoclorito de
sodio al 0.05%, se escurren, y se introducen a bolsas de plastico hasta la
siembra. Para autoclavear los filtros milipor se cubre en sus dos extremos con
papel aluminio, teniendo precaucion que la parte mas brillante del papel este
hacia el interior y se autoclavean junto con el medio de cultivo y las pinzas o

material metalico como porta cuter (figura 19).

Figura 19. BioEdUACHh, a) abertura de orificios a los frascos con calor, b) lavado
y escurrimiento de todos los componentes, c¢) autoclaveado de los fitting y filtros
0.2 pm.

Se debe sembrar previo a la siembra en los biorreactores de inmersion temporal

en inmersioén parcial por minimo 48 horas en frascos gerber con 5ml de medio
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de cultivo liquido (Cuadro 3), esto, para seleccionar los mejores explantes que
se van a pasar al biorreactor, teniendo en cuenta principalmente que estén

libres de contaminacién y vigorosos.

Cuadro 3. Medio de cultivo liquido.

Reactivo Concentracion
MS 10 ml.L™
BAP (Bencil Amino Purina) 0.5mg.L"
Sacarosa 30g.L"
pH 5.740.1

*Sales Murashige Skoog (MS), soluciones Colpos, Campus Cdérdoba (Caamal y Bello,
2014).

Todo el proceso de siembra se realiza en campana de flujo laminar (figura 20),
con mecheros de alcohol, se debe tener abierto muy poco tiempo los frascos
solamente para introducir rapidamente el medio de cultivo y los explantes. Se
ponen en los extremos de manguera de 10mm por el extremo mas grueso de
los filtros de 0.2 um y se deja el extremo de tamafio jeringa libre para acoplar al

prototipo los biorreactores ya instalados.

Figura 20. Camara de siembra del Laboratorio de Cultivo de tejidos,
Departamento de Fitotecnia, Universidad Autbnoma Chapingo.
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Segun Abdelnour-Esquivel y Vicent, (1994), el medio de cultivo para la
micropropagacion de vainilla se agrega 30 g.L, las sales minerales y vitaminas

MS, se ajusta el pH a 5.8, se adiciona 7 g.L™" de agar.

Se establecieron 5 BioEAUACh con 20 explantes por frasco y 12.5 ml de medio
de cultivo liquido por explante, se utiliz6 periodos de inmersién de 1 minuto
cada 1.5 horas (figura 29). En otros trabajos Se han probado periodos de
inmersion de hasta 20minutos cada 2 horas en banano (Musa acuminata),
(Alvard et al., 1992). En anturio inmersiones de 3 minutos cada 3 horas (Lara et
al, 2004), 1 minuto cada 12, 6 y 4 horas para Pérez et al., (2013), en

alcornoque.

Otros autores han utilizado inmersiones de 15 minutos cada hora en orquidea
joya (Anaectochilus formosanus) utilizando el sistema de inmersion temporal
por gravedad BIG, (Wu et al., 2007). Zhu et al., (2005) utilizaron periodos de

inmersion de 3-5 minutos cada 1.5 horas con RITA® en rizomas de manzana.

Con base en los convenios entre instituciones COLPOS y la Universidad
Auténoma Chapingo se hicieron pruebas de los sistemas de micropropagacion
en medio semisolido, inmersion parcial y SIT en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos del Campus Cordoba. Con la participacion del doctor Jericé Jabin Bello

Bello encargado del laboratorio y experto en SIT en México.
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4.4. Establecimiento de los cultivos asépticos en el COLPOS

Se establecieron en el laboratorio de cultivo de tejidos del Colegio de
Posgraduados, Campus Cordoba, en frascos gerber con medio semisdlido
(20ml) e inmersion parcial (5ml), 3-5y 10 explantes por frasco respectivamente,
suplementados con BAP (Bencil Amino Purina, Sigma ®) (Sanka-Thomas et al.,
2008) (cuadro 3). Cinco frascos gerber en medio semisoélido con phytagel (2.5

g.L1) y 30 frascos gerber en inmersion parcial como se explicé anteriormente.

El medio de cultivo liquido se esterilizo en autoclave por 20 minutos a 120°C y
1.2 Kg/cm?. El medio semisélido se le agrego phytagel y se disolvié en plancha

de calentamiento y agitacion (figura 21).

Figura 21. Preparacion de medios de cultivo.

45. Instalacion de biorreactores BIG

Se instal6é un Sistema de Inmersién Temporal por gravedad (BIG) en frascos de

vidrio de 1 L (18 cm de alto y 9 cm de diametro), con tres repeticiones, cada una
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con 500 ml de medio de cultivo, y 50ml por explante. Cada biorreactor de
gravedad consta de: 2 frascos de vidrio de 1 L y tapas de policarbonato con
empaque, 4 fitting de doble o-ring, 2 filtro milipor de 0.2 pm, manguera flexible
de silicona recubierta con aluminio y 1 esponja del diametro del frasco y 2 cm

de alto.

Una vez armados los biorreactores equipados se embolsan en dos bolsas de
plastico y esterilizan en autoclave por 20 minutos a 120°C y 1.2 Kg/cm?, los

filtros se cubren con papel aluminio en las entradas (figura 22).

Figura 22. Instalacién, a) biorreactores BIG equipados y b) autoclave.

4.6. Comparaciéon de sistemas de micropropagacion

Se compararon los tres sistemas de micropropagacion: semisélido, inmersién
parcial y SIT en BIG, midiendo las siguientes variables fisiologicas; altura de los

explantes, considerando un explante como un conjunto de nuevos brotes,
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namero de nuevos brotes por explante (tasa de multiplicacion), longitud de los

brotes, nimero y longitud de raices.

Se sembraron; 5 frascos gerber con medio de cultivo semisoélido, 30 frascos
gerber con explantes en inmersiéon parcial (Venkatachalam y Bhagyalakshmi,

2008) y 3 biorreactores de inmersién temporal por gravedad BIG.

4.7. Determinacién de frecuencia del BIG

Con la finalidad de determinar la frecuencia de inmersién adecuada, tres
frecuencias fueron evaluadas (cada 4, 6, y 8 horas), con un tiempo de inmersién
de 2 minutos (figura 23). Tres repeticiones por frecuencia, con 500ml de medio

de cultivo por biorreactor y 5ml por explante.

Figura 23. Biorreactores instalados en frecuencias de 4, 6 y 8 horas.

4.8. Comparaciéon del BioEdAUAChHh con los otros tratamientos

Se compararon los cuatro sistemas de micropropagacion (semisoélido, inmersién
parcial y BIG) que se establecieron y evaluaron previamente en el Colegio de

Posgraduados, Campus Cordoba durante 71 dias, con 5 repeticiones del
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BioEdUACH (figura 24), establecido en el laboratorio de Cultivo de tejidos de la
Universidad Auténoma Chapingo, durante 31 dias y midiendo las variables

fisiolégicas; nimero de nuevos brotes, longitud de los brotes.

Figura 24. Sistema de micropropagacion con BioEdUACH.

4.9. Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar, los datos fueron analizados
con un analisis de varianza (ANOVA), prueba de Tukey (P<0.05) con el
programa SPSS 11.5 para programas de Windows (SPSS Inc., Chicago, IL).
Las condiciones del cultivo fueron 24+2 °C, 505 % de humedad relativa, y luz

fluorescente permanente.

4.10. Comparacién de precios BioEdUACh y BIG

Se realiz6 una comparacion de los costos de instalacion de cada uno de los dos
biorreactores de inmersion temporal, con todos los elementos constitutivos sin
incluir la estructura auxiliar. A la vez, fue estimado un estudio econémico
exploratorio proyectado a 5 afios con 100 biorreactores BioEdUACh con una
tasa de multiplicacion esperada de 20 explantes nuevos de Laelia speciosa K.S.

por explante sembrado. La proyeccidon financiera incluyd inversiones fijas,
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diferidas, costos de operacion, y parte de éstos, el capital de trabajo. La tasa de
actualizacion estimada fue del 15% considerando el nivel de inflacion de 5% y

un premio al riesgo de 10%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. BioEdUACh

La primera versién del prototipo que se disefid y construyd, no funciono por
varias razones; el prototipo no tenia aislamiento total de la pecera donde se
almacené el medio de cultivo, por lo que en la prueba que se le realizé el medio
se contamino, adicional a eso se le dio un recorrido excesivo al medio, con paso

por bomba, filtros de paso 1 y osmosis inversa y lampara UV.

Otras desventajas detectadas motivo por el cual no se utilizO este prototipo
fueron: la preparacion de un volumen grande de medio de cultivo y contenerlo
todo en un solo recipiente, facilitando que se contamine todo el medio, las
cribas al parecer resultaron ser muy grandes para el tamafio de los explantes y
no se filtr6 debidamente el aire que entraba a las cribas. Y finalmente el costo
de construccién fue elevado, porque esta compuesto por muchas partes como

se muestra en la figura 25a.

La segunda version del BioEdUAChH, disefiado y construido con materiales
sencillos comerciales con su estructura metélica y aditamentos, ubicado en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento de Fitotecnia de la

Universidad Autbnoma Chapingo como se muestra en la figuras 25b y 26.
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A

Figura 255. BioEdUACh, a) primera version b) segunda version.

02/v0/5102

Figura 26. Prototipo de inmersion temporal, a) BioEAUACh b) sistema
neumatico, c) sistema de iluminacién.

Los tiempos programados para las cuatro estaciones del temporizador (figura
26) se presentan en el cuadro 4 y 5, y se muestran en la figura 27. El
temporizador se debe conectar a una fuente de voltaje de corriente alterna,

tiene una pila de litto CR2032 para mantener el programa en la memoria
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durante cortes de electricidad. Cada hora de inicio de los programas Ay B con
las cuatro estaciones, comienza con la estacién 1 y sigue sucesivamente hasta

la 4, teniendo dos tiempos de inmersion uno al final y otro al final de cada ciclo.

4
Figura 27. Control de activacién, a) temporizador, b) estaciones y c) relevador.

Cuadro 4. Tiempos de funcionamiento de las estaciones del temporizador.

Estacion 1 Estacion 2 Estacion 3 Estacion 4
Electrovglvula Lampara germicida Luz LED roja y azul Electrovglvula
solenoide solenoide
1 min 1 min 60 min 1 min

Cuadro 5. Horas de inicio de los programas del temporizador y de inmersion.

Dia Noche
Al - 2:45 am 3:47am B1 - 2:45 pm 3:47pm
A2 -5:45 am 6:47 am B2 - 5:45 pm 6:47 pm
A3 - 8:45 am 9:47 am B3 - 8:45 pm 9:47 pm
A4 -11:45 am 12:47 am B4 - 11:45 pm 12:47 pm

Figura 28. 4 Estaciones del temporizador, a y d) valvula solenoide, b) [Ampara
germicida para el medio de cultivo c¢) luz LED roja y azul.

54



La intensidad de iluminacién obtenida durante el fotoperiodo con ldmparas
fluorescentes, combinadas con LED’s célida, tira LED’s azul y roja fue 2480

Luxes, adecuado para la micropropagacion in vitro.

El sistema neumatico equipado y en orden de funcionamiento se ilustra en las
siguientes fotografias (figuras 29 y 30). El regulador de presion a la entrada de

aire en el prototipo se fij6 en 5 psi (Lb.pulg™).

Figura 29. BioEdAUACHh, a) vista lateral, b) conexidn del sistema neumaético, c)
frasco con medio de cultivo.

Figura 30. Frasco con explantes, a) entrada por fitting, b) fitting, c y d) salida del
aire por filtro milipor.

5.2. Establecimiento de los cultivos asépticos en el BioEdUACh

La preparacion de los frascos para el medio de cultivo y explantes fue hecha

manualmente como se presenta en la siguiente figura.
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Figura 31. Frascos para medio de cultivo y explantes, a) sin instalar, b)
instalados y con explantes.

Después de 31 dias de multiplicacion de los explantes de orquidea Laelia
speciosa K.S., se comprob6 que funciona mejor la esponja convencional de
poliuretano que la guata como soporte para los explantes, debido a que la guata
es mas porosa y los explantes se anclan, evitando el movimiento con la
inmersién y el burbujeo, que estimula la generacibn masiva de brotes y
favoreciendo por el contrario la dominancia apical que no es recomendable
porque ocasiona un numero menor de nuevos brotes. Con 8,4873% 0,35405
nuevos brotes y longitud de brotes en milimetros 9,5238+0,41177 (Media *

Error estandar) (figura 32).

Figura 32. Explante de BioEdAUACh después de 31 dias de multiplicacion
(escala 1cm).

56



Debido al sobredimensionamiento de los orificios para los fitting en los frascos
con explantes se presentdé contaminacion como se muestra en la siguiente

figura.

Figura 33. Frasco con explantes, a) orificio para fitting sobredimensionado, b)
fugas, c) contaminacion.

Cabe resaltar también, que las condiciones externas al BioEdUACh no fueron
las mejores, porque tanto las paredes, el piso y el techo no era blancos ni lisos
(figura 34), por lo que no se garantizaba la asepsia que se necesita para poner
alli los BioEdAUACh, que por su funcionamiento no son sistemas completamente
cerrados ya que tienen un filtro de salida de aire en la parte superior por el que

también pueden contaminarse.

Figura 34. Ambiente exterior al BioEdUACh.
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Para la contaminacion que se presentd se recomienda utilizar la esterilizacion
con luz UV, nanoparticulas de plata u otros métodos de desinfeccion que no
perjudiquen a los explantes, asi como mejorar las condiciones externas del
lugar donde esta el gabinete y hacer los orificios mas pequefio (7mm) para los

fitting de los frascos con explantes.

La duracion de inmersion en medio de cultivo liquido de los explantes es quizas
el valor de mayor atencién en los SIT para las especies propagadas in vitro
(Alvard et al.,, 1992). Debido a esto, se deben hacer cambios en la

programacién del BioEdUAChH si se desea probar en otra especie de interés.

5.3. Establecimiento de cultivos asépticos en el COLPOS y comparacion

de los sistemas de micropropagacion

Primero se evaluaron los tres sistemas de micropropagacion establecidos en el
Colegio de posgraduados, Campus Cordoba; semisolido, inmersion parcial y

sistema de inmersion temporal por gravedad BIG con explantes de Laelia

speciosa K.S., durante 71 dias (figura 35).

Figura 35. Micropropagacion a) semisélido, b) inmersion parcial, c) BIG.
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Los explantes sembrados del mismo tamafo (0.5 cm) en los diferentes
tratamientos, al pasar 31 dias ya mostraban diferencias claras (figura 36),
siendo el mejor el tratamiento BIG por tener los mejores resultados en los
parametros medidos, y el peor fue el tratamiento de frascos gerber en medio de
cultivo semisélido, solidificado con phytagel®. Estos resultados son similares a
los encontrados por Ramos-Catella, et al., (2014) en vainilla y sistema de
inmersion temporal RITA® y Bello et al., (2010) con sistema de inmersion
temporal BioMINT™ en chile habanero y andlisis de estadistico para diferencias

significativas t-Student, P<0.05.

Figura 36. Explantes de Laelia speciosa K.S., después de 31 dias de
multiplicacion in vitro; a) medio semisélido, b) inmersién parcial, y c) BIG.
(Escala 1cm).

Newton-Scheidt et al., (2009), trabajando con pifia (Ananas comosus L. Merril)
encontraron que el sistema de micropropagacion en medio semisélido fue
inferior en su tasa de multiplicaciéon a dos sistemas de inmersion, RITA® y
B.1.B®, Noceda et al., (2012) en platano (Musa AAB) y Castro et al., (1999) en

banano tuvieron el mismo resultado.

La tasa de multiplicacion del BIG fue de 28,7857+ 3,68570a brotes nuevos por

explante sembrado, presentando diferencias significativas en el analisis
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estadistico ANOVA con una via, Tukey y P=0.5, mientras la de inmersion
parcial y medio de cultivo semisolido fue muy similar con 10,3333+1,29352b y
9,5714+2,09145b respetivamente, 2.8 veces menos brotes por explante
sembrado aproximadamente (cuadro 6). Comprobando que el sistema de
inmersién temporal, para este caso con tiempo de inmersién de 2 minutos y
frecuencia de 4 horas (figura 37 y 38) ayuda a potencializar la tasa de

multiplicacion en la micropropagacion in vitro.

Cuadro 6. ANOVA de sistemas de micropropagacion.

Longitud

Numero de de Longitud Numero de Long!tud
. de brotes . de raices
Tratamiento brotes explantes (M£EE) raices (M£EE)
(M£EE) (M£EE) = (M£EE) -
mm mm mm

Semisolido 9.57+2.09b 18.86+2.19b 6.85+0.28c 0.71+0.13b 3.77+0.44b
Inmersién

ol 10.33£1.29b 21.22+1.13b 8.86+0.26b 1.16+0.18ab 7.22+0.40a
parcia

BIG 28.79+3.69a 28.50+1.93a 11.20+0.16a 1.57+0.09a 4.38+0.17b

M= Medias, EE=Error Estandar. Medias con letras diferentes son significativamente
diferentes (Tukey, P<0.05).

Figura 37. Explantes después de 71 dias fases de multiplicacion y primera
parte de las fases de elongacion y enraizamiento en BIG (escala 1cm).
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Figura 38. Brotes después de 71 dias de multiplicacion en BIG (escala 1cm).

Para la longitud del explante, longitud de brotes y numero de raices, se
conservd el mismo orden que en la tasa de multiplicacion, con mejores
resultados para el BIG, seguido la inmersion parcial y por ultimo el sistema
semisoélido, aunque la inmersion parcial se clasifico en los dos grupos
1,1640+0,18217ab en el numero de raices, en la ultima variable morfologica, la
longitud de raices el mejor tratamiento fue el de inmersion parcial
7,2197+0,403452, con respecto a 4,3836+0,17003b del BIG y 3,7701+0,43770b

del medio semisoélido.

En los BIG también se observé organogénesis indirecta o presencia de callo,
tejido adn indiferenciado (figura 39). Por el tiempo que duro el experimento se
alcanz6 la multiplicacion, y adicionalmente la primera parte de las fases de
elongacion y enraizamiento. En préoximos experimentos se debe medir
adicional a los parametros fisioldgicos medidos, el contenido de clorofila y
carotenoides para tener otro parametro importante de comparacion entre los
sistemas que va a influir mucho en las fases ex vitro de aclimatacion y

establecimiento en campo.
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Figura 39. Explantes de BIG, a) in vitro, b) organogénesis somética directa e
indirecta.

En el Colegio de Posgraduado se han realizado otros trabajos de investigaciéon
con sistemas de inmersion temporal, principalmente con el RITA, por ejemplo

Vazquez, (2014) y Méndez (2014).

5.4. Determinacion de frecuencia del BIG

Se sembraron 9 BIG en tres frecuencias de inmersion diferentes; cada 4, 6y 8
horas, con el mismo tiempo de inmersion 2 minutos. La mejor frecuencia fue la
de cada 4 horas por tener la mejor tasa de multiplicacion y longitud de raices
(2,6970+£0,30922 y 4,4000+0,74833 respectivamente), sin embargo, el
tratamiento de cada 6 horas, presentd los mejores resultados en longitud del
explante y de los nuevos brotes (12,0000+0.49441a y 9.1774+0,36325a), en
cuanto al numero de raices no hubo diferencias significativas entre los tres
tratamientos, sin embargo la que fue mayor en el tratamiento de cada 6 horas

1,4706+0,15141 (cuadro 7, figura 40).
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Cuadro 7. ANOVA frecuencia de inmersion.

Longitud de Longitud Longitud
Numero de Numero )
_ explantes de brotes i de raices
Tratamiento brotes de raices
(M£EE) en (M£EE) en (M£EE) en
(M+EE) (M+EE)
mm mm mm

Cada 4h 2.70+0.31a  11.52+0.46ab  8.01+0.28b 1+0.00 4.40+0.75a
Cada 6h 1.69+0.14b 1200+0.49a 9.18+0.36a 1,47+0.15 2.69+0.20b
Cada 8h 2.36+0.25ab 10.45+0.39b 7.28+0.26Db 1+0.00 2.20+0.20b

M= Medias, EE=Error Estandar. Medias con letras diferentes son significativamente
diferentes (Tukey, P<0.05).

En Vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) evaluando las frecuencias de
inmersion cada 4, 8 y 12 horas, no encontraron diferencias significativas entre
los tres tratamientos usando el sistema RITA®. En chile habanero (Capsicum
chinense Jacq.), el mejor resultado fue con 2 minutos cada 8 horas usando el
sistema BioMINT™ (Bello-Bello et al., 2010b). Sanka-Thomas et al., (2008)

obtuvieron buenos resultados con inmersiones de 1 minuto cada 6 horas.

5 B f ¥
¥ ¥ 1Y « ¥

Figura 40. Brotes después de 25 dias de multiplicacion en frecuencias; a) cada
4 horas, b) cada 6 horas, c) cada 8 horas (escala 1cm).

Mordocco et al., 2009, evaluaron cafia de azUcar con inmersiones de 1 minuto

cada 6, 12, 24 y 48 horas, pero no encontraron diferencias significativas en los
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tratamientos de cada 12, 24 y 48 horas con tasas de multiplicacion muy bajas
1.262+30, 1.449+17 y 1.292+12 respectivamente, durante seis semanas en
RITA®. El mejor resultado con explantes de Citrus deliciosa fue 1 minuto cada 4

horas (Cabasson et al., 1997).

El tiempo de inmersién y la frecuencia pueden ser los parametros mas
importantes en la micropropagacion de biorreactores, la densidad de explantes
es otro factor que no ha sido investigado ampliamente. Se propone continuar
este trabajo, comprobando la mejor densidad de siembra en la mejor frecuencia

gue ya fue determinada.

El experimento de Ramos-Castella et al., (2014), encontr6 que el mejor
tratamiento de tres evaluados (25, 33.3 y 50 ml por explante) en vainilla (Vanilla
planifolia Jacks ex. Andrews) fue el de 25ml. En banano (Musa spp.), Roels et
al., (2005) encontraron que 30 ml de medio por explante obtuvo un maximo en
la tasa de multiplicacion, Castro et al., (1999) solo evaluaron 50ml por explante,

para 5, 10 y 15 explantes.

Se propone hacer otras investigaciones y comprobar los lineamientos de la
micropropagacion de orquidea Laelia speciosa K.S., para generar un manual
gue expligue un procedimiento comprobado que dé éxito con esta especie y
gue contribuya a que se produzca comercialmente, asi como se ha hecho por

ejemplo en cafia de azUcar (Saccharum spp.), (Caamal y Bello, 2014).
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5.5. Comparacién del BioEAUACh con los otros tratamientos

Los resultados del prototipo de inmersién temporal BioEAUACh fueron
aceptables debido a que solo estuvo 31 dias, mientras los tratamientos
semisolido, inmersion temporal y BIG, tuvieron un tiempo de funcionamiento de

71 dias. Los resultados se presentan en el cuadro 8 y la figura 41.

Cuadro 8. Comparacion de los cuatro sistemas de microrpopagacion.

_ Numero de brotes Longitud de brotes (M+EE)
Tratamiento

(M£EE) en mm
Semisolido 9.5714+2.09145b 4.5652+0.34906¢c
Inmersion parcial 10.3333+1.29352b 9.1818+1.21220ab
BIG 28.7857+ 3.68570a 11.714340.55267a
BioEdUACh 8.4873+ 0.35405b 9.5238+0.41177a

M= Medias, EE=Error Estandar. Medias con letras diferentes son
significativamente diferentes (Tukey, P<0.05).

Este resultado indica que los fotoperiodos de luz roja y azul ayudaron a la
aceleracion de las dos variables medidas, a saber, numero de brotes y longitud
de los mismos, aunque en otros experimentos realizados en el laboratorio con
lampara fluorescente roja (370 — 730 nm) se observé una mayor turgencia pero

un menor numero de brotes en comparacion con la luz fluorescente blanca.

Sin embargo se presentdé contaminacién de los explantes, debido a que el
orificio para el fitting del frasco con explantes no tuvo la medida adecuada.
Cabe resaltar que no se observo hiperhidricidad en ninguno de los dos sistemas

de inmersién temporal.
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Figura 41. Explantes de Laelia speciosa K.S., después de 31 dias de
multiplicacion in vitro; a) Medio semisélido, b) inmersion parcial, ¢) BIG, y d)
BioEdUACNH, (escala 1cm).

5.6. Comparaciéon de precios BioEdUACh y BIG

En este trabajo se evaluaron 5 biorreactores, pero el prototipo actualmente tiene
disponibilidad para 5 mas y escalamiento de hasta 100. No se estimé la
depreciacion por el uso de los componentes del prototipo. Para el escalamiento
se necesitarian mas biorreactores (con todos sus componentes), ademas de
maniflod para las distribuciones y manguera de 10 y 6mm para el suministro de

aire.

El costo total del nuevo prototipo, desglosado en el costo individual de cada una

de sus componentes principales se describe en el cuadro 9.
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Cuadro 9. Componentes principales del BioEdUACh.

Componente V?"OT Cantidad  Subtotal
unitario
Unidad de acondicionamiento: Filtros de
5umy 0.01um y regulador de presion 1.500 1 1.500
Fitting autoclaveable con doble oring 40 20 80
Manguera neumatica de 10mm 45 35 157.5
Manguera neumatica de 6mm 25 35 87.5
Manguera plastica V4" 2.5 15 3.75
Vélvula solenoide de 3 vias y 2 posiciones 950 1 950
Manifold para manguera neumética 275 1 275
Tapon para conexion rapida de 10mm 20 1 20
Tapon para conexion rapida de 6mm 15 5 75
Compresor 24 Litros, 2HP 1319 1 1319
Temporizador (costo aprox) 700 1 700
Relevador 918.10 3 2754.3
Tira de 300 LED’s RGB x 5m 857.76 1 857.76
Control remoto para tira de LED’s RGB 379.32 1 379.32
Luces fluorecentes 28W T5 110.51 2 221.02
Luz célida, ldAmpara de contacto x 3 542.24 5 903.73
Filtros milipor de 0.2 x 50 40.38 20 80.76
Frasco de plastico de 500ml con empaque 10 10 100
Total $10.464.64

El compresor de aire (figura 42) tiene las caracteristicas que se describen en el

cuadro 10.

Figura 42. Compresor de aire TOOLCRAFT Modelo TC3555.
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Cuadro 10. Parametros del compresor de aire TOOLCRAFT Modelo TC3555.

Parametro Cantidad
Voltaje 127V
Frecuencia 60Hz
Velocidad 3400 rpm
Capacidad 24 L
Presién 113 PSI/ 8 Bar
CFM 6.3
Cabezal Lubricado
Peso 25.5Kg
Potencia 2HP / 1500W

El compresor es de capacidad suficiente para la cantidad de frascos utilizados
con la posibilidad de escalarlo a un numero mucho mayor de frascos. El sistema
neumatico tiene acople rapido de mangueras, que facilita su instalacion y

mantenimiento.

Los elementos del BIT son los mismos que se utilizan para el BIG, pero el BIT
necesita dos electrovalvulas ($950 pesos mexicanos cada una), el BIG y el
BioEdUACH utilizan la gravedad y requieren una sola electrovalvula, razén por
la cual los costos son menores. Sin embargo, en el BioEAUACh los precios de
los frascos, los filtros milipor y la manguera son mas econdémicos (cuadro 11),
pero cabe mencionar que el volumen de los frascos es inferior también para el
BioEdAUACh, aunque, se espera que esta diferencia en volumen no arroje una
diferencia significativa en el coeficiente de multiplicacion entre los dos, cuando

la propuesta de biorreactor ya sea un sistema validado.
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Cuadro 11. Comparacion de precios entre BioEdUACh y BIG.

BioEAUACh BIG
Material uiri?;::?o Cant. Sl;:glto Material UF;'lri?;:’iOO Cant. Subtotal
Frasco de Frasco de
plastico 10 2 20 vidrio de 15 2 30
de 0.5L 1L
Fitting de O-ring
doble o- 40 4 160 Paratapa 15 2 30
ring de
plastico
Filtro
milipor de  40.38 2 go.76 Conector 35 2 70
0.2um pasamuro
(I;/I:nguera O-ring
L 2.5 1 2.5 pasa 4 2 8
plastico muro
de V4"
Abrazader
ade 4 8 32
muelle
Filtro
milipor de 90 2 180
0.2um
Manguera
de silicon 44, 0.6 108
recubierta
de platino
Total 263 458

Fuente: Empresas; Tecniproductos Orizaba, S.A de C.V, y Consultoria en disefio e

innovacién tecnolégica CODITEC.

Se seleccionaron frascos de 500 mL de plastico debido a que es mas

econdmico, no hay riesgo de que se rompa y ocasione dafio a las personas, es

transparente permitiendo el paso de la luz y su volumen como tamafo, son

adecuados para el desarrollo de los tejidos vegetales.

Las inversiones en activos fijos y activos diferidos son de un monto de $

104.712, los cuales se invertirdn en el primer afio del plan de negocios. En el

transcurso de la vida util del proyecto se ha calculado un presupuesto de
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reinversiones de $ 6.400 y el valor de rescate de los conceptos de inversion y

reinversion al término de 5 afios es de $ 21.052 (Anexo 1, cuadro 1).

Los costos de operacion incluyen los costos variables y los costos fijos. En los
primeros se considera el monto proveniente del costo total de insumos por cada
biorreactor, en funcién del programa de escalamiento, 40% primer afio, 60%
segundo afio, 80% tercer afio, 100% cuarto y quinto afio. Los costos fijos
incluyen los gastos de administracion, como parte de los costos fijos, consisten
en la contratacion de un técnico especializado y un ayudante en general (Anexo

1, cuadro 2)

La estructura auxiliar; el sistema neumatico y de iluminacion se le proyecta una
vida util de 7 afios pero se recomienda solo usarlo por 5 afios. Las cosas que
duran solo un afio como son las lamparas fluorecentes, debido a que se deben

estar cambiando se consideran costos variables.

Los costos para el funcionamiento de un sistema de inmersion temporal se
pueden dividir en mano de obra, energia y reactivos. Los costos se elevan por
la mano de obra por eso se eligidé automatizar al mayor grado posible para
disminuirlos, es decir utilizar un prototipo semiautomatico que demanden menor
mano de obra y medio de cultivo liquido para eliminar los ingredientes
gelificantes y aunque no hizo parte de este trabajo se puedan esterilizar con
compuestos quimicos, por ejemplo nano particulas de plata, para prescindir

también del autoclave.
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Se estimé ciclos de multiplicacion de explantes de Laelia speciosa K.S. de 45
dias, con 20 explantes por biorreactor, 12.5 ml de medio por explante y una
tasa de multiplicacion de 25 plantulas por explante sembrado que es similar al

observado en el BIG.

Para el costo de la energia se recurrid a la Comision Federal de Electricidad
(CFE) (Anexo 1, cuadros 3 y 4). Sus componentes se pueden comprar en el
comercio local, con excepcion de los filtros, y fitting. Los precios de los reactivos
para el andlisis econdmico se tomaron de cotizaciones de las empresas
Reymon del 2015, y Ferandelh, S.A. de C.V de 2012 incrementadas un 30%

para tener un costo actual aproximado (Anexo 1, cuadro 5).

Los ingresos de la empresa estaran constituidos por venta de plantulas de
orquidea Laelia speciosa K.S. después de la etapa de multiplicacion, se estima
comercializar el 100% de la produccidbn generada. Los volumenes de

produccion y venta se estiman en el Anexo 1, cuadro 6.

El capital de trabajo se estima en un 90% de los costos totales de produccion
en virtud de la disponibilidad de recursos para la operaciéon del sistema. La
ventaja para el comprador radica en mejorar el precio de manera consolidada y
la garantia en la comercializacion para la recuperacién del capital invertido. Del
capital de trabajo calculado, se gestionara el diferencial de la aportacion de

capital (Anexo 1, cuadro 7).

71



El estado de resultados o estado de pérdidas y ganancias presenta numeros
negros en los 2 afios de operacion del plan de negocios; por tratarse de una

institucién del estado (Anexo 1, cuadro 8).

El flujo de fondos (Anexo 1, cuadro 9) muestra los resultados finales de la
actividad desde el inicio de sus inversiones hasta la recuperacion del valor de
rescate y el capital de trabajo bajo el escenario del cierre, con el fin de realizar
la evaluacion de los indicadores financieros. Los resultados de la evaluacion
financiera indican que el prototipo es rentable y por tanto, las inversiones
realizadas se recuperan, la propuesta de producir y operar dicho prototipo SE
ACEPTA a una tasa de actualizacion del 15%. La interpretacion de los

resultados es la siguiente:

Cuadro 12. Indicadores de la evaluacion econdmica.

Indicador Valor Interpretacion

Durante la vida util de 5 afios del plan de negocios, se
espera una ganancia a valor actual de $ 29.378.00; es
decir, se recuperan las inversiones y se obtiene dicho
monto. La decision es: si el VAN es igual o mayor a

Valor Actual Neto
(VAN) atasade $ 29,378

15% . ;
cero, el plan de negocios se acepta. Si es menor de
cero, se rechaza.

Por cada peso que se invertiria en el plan de negocios
Relacion es espera recuperar el peso y obtener una ganancia de
Beneficio/Costo $1.06 6 centavos a valor actual. La decision es: para que el
(B/C) plan de negocios se acepte la relacion B/C debe ser

mayor a uno.
Por cada cien pesos invertidos en el plan de negocios,
se espera una ganancia de 21 pesos, 39 centavos. El
plan de negocios se acepta porque la TIR es mayor a la
tasa de actualizacion. A la tasa del 21.39%, se
recuperan todas las inversiones durante la vida atil de 5
anos.

Tasa Interna de
Rentabilidad 21.39%
(TIR)

Después de evaluar nuevamente el prototipo y comprobar su funcionalidad,

puede hacerse un estudio econdmico completo, utilizando el coeficiente de
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multiplicacion de la especie y los costos reales, con el fin de determinar su
rentabilidad. Por lo anterior se estimaron las inversiones fijas, diferidas y costos
de operacion y un programa de produccién y venta, con un escalamiento de 100

biorreactores (100%) en 5 afios pero sin incluir mercadeo del producto.

El analisis econdmico que se realiz6 con las observaciones anteriormente

explicadas se presenta en el Anexo 1.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se disefi6 y construyd el prototipo BioEAUACh con materiales disponibles en el
mercado el cual podra ser construido o adquirido por los usuarios en forma mas
econémica que el BIG y BIT de acuerdo a la comparacién de precios de

instalacién mostrada.

Se hicieron mejoras a una primera version del prototipo con un sistema
neumatico para que no se contaminara el cultivo facilmente. El cual mejoro su
operacion y dio resultados aceptables, pero se deben hacer mas pruebas de

funcionamiento con tiempo mayor esperando mejor respuesta de los tejidos.

Los resultados del BIG son mejores que los del BioEdUACh debido a que los
parametros medidos (tasa de multiplicacion y longitud de brotes de Laelia
speciosa K.S.) son mayores en el BIG. Se recomienda aislar El BioEdJUACh
mejorando las condiciones ambientales necesarias para el cultivo in vitro

presentes en el laboratorio.

La mejor frecuencia es cada 4 horas con un tiempo de inmersién de 2 minutos
en BIG con explantes de Laelia speciosa K.S. La frecuencia de cada 6 horas
presentd los mejores resultados en la longitud de los brotes, por lo que se
recomienda utilizar la frecuencia de cada 4 horas para multiplicacién y la de 6

para la fase de elongacion.

Se comprobd que los SIT es el mejor método de micropropagacion vegetal en la

actualidad de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo.
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ANEXOS

Anexo 1. Analisis econdmico del BioEdAUACh con Laelia speciosa K.S., proyectado a 5 afios.

Cuadro 1. Inversiones, reinversiones y valor de rescate ($).

DEPRECIACION o o P&'ﬁﬁg;ggfg&? PER
VIDA VIDA ANUAL VALOR | VALOR , ULT :

CONCEPTOS INVERSIONES | -nica | Econemica RES | REP. PERIODOS ADO. UDSEO RESCATE

VALOR | % 1|12| 3 4| 5
ACTIVOS FIJOS 35972 5864
Biorreactor 22.315 7 5 3188 14 | 6376 | 15939 1 5 6376
(Prototipo)
Filtros milipor
0.2um (40 und) 1600 3 2 533 33 | 533 1067 1067 1067 | 5 1 1067
Fitting
autoclaveable de 3200 3 2 1067 | 33 | 1067 | 2133 2133 2133| 5 1 2133
doble O-ring (80
und)
Tiras Led's 858 6 5 143 17 | 143 715 1 5 143
Autoclave 8000 20 15 400 5 | 2000 | 6000 1 5 6000
Acondicionamiento 8000 15 12 533 7 1600 6400 1 5 5333
de laboratorio
ACTIVOS
DIFERIDOS 1000
Gastos de 5000 1000
instalacion
TOTAL 48972 6864 3200 3200 21052
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Cuadro 2. Presupuesto de costos de operacion ($).

CAPACIDAD (%)

CONCEPTOS . Gosto ! 2 3 4 >
un(i)tztr?o Cantidad 40% 60% 80% 100% 100%
O e ABLES DE 8712 8712 13068 | 21602 | 21779 | 21779
Explante 1,4 800 1120 1120,0 1680 3360 2800 2800
?"nf)”guera deplasticode " | 5 g 40 100 100,0 150 300 250 250
Frasco de pléastico de 0,5L 10 80 800 800,0 1200 2400 2000 2000
Energia (mes) 330 12 3959 3958,8 5938 7918 9897 9897
Lampara fluorescente 110,51 2 221,02 221,0 332 663 553 553
Lampara Led luz calida 542,24 3 1627 1626,7 2440 4880 4067 4067
Lampara germicida 110,51 1 110,51 110,5 166 332 276 276
Filtros de 5pm 100 1 100 100,0 150 300 250 250
Filtros de 0,01um 100 1 100 100,0 150 300 250 250
Reactivos (L) 71,8 8 575 575 862 1149 1437 1437
COSTOS FIJOS 96000 96000 96000 96000 96000 96000
Tecnico especializado (mes) 5.000 12 60000 60000 60000 60000 60000 60000
Ayudante en general (mes) 3.000 12 36000 36000 36000 36000 36000 36000
COSTOS TOTALES DE OPERACION | 104712 109068 117602 117779 117779
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Cuadro 3. Consumo de energia eléctrica en KW/mes y costo $.

) ) ) Consumo (KW/mes)
Concepto hr/dia | Wattios Cantidad | Consumo (KW/mes) 5 3 4 5
Lampara fluorescente 24 28 4 80,64 120,96 161 202 201,6
Lampara Led luz calida 24 25 6 10,8 16,2 22 27 27
Tirade Led’s 8 45 1 10,8 16,2 22 27 27
Lampara germicida 0,4 15 2 0,36 0,54 1 0,9 0,9
Control luces Led’s 8 140 1 33,6 33,6 34 33,6 33,6
Regulador AC-CC 8 20 1 4,8 4,8 5 4,8 4,8
Compresor 1 1500 1 45 45 45 45 45
Temporizador 24 14 1 10,08 10,08 10 10,08 10,08
Electrovalvula 0,5 4,5 1 0,068 0,068 0 0,068 | 0,068
Relevador 0,16 60 3 0,864 0,864 1 0,864 | 0,864
Autoclave 1 1000 1 30 30 30 30 30
CONSUMO TOTAL 227 278 330 381 381
COSTO $ 330 470 609 749 749

Cuadro 4. Descripcion de costos por consumo de energia.

Concepto KW Costo Subtotal
Bésico 100 1 69

Intermedio 50 1 52

Excedente 77 3 210

TOTAL 330
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Cuadro 5. Costo de reactivos por ciclo de multiplicacion para 40%.

Concepto L $ Cantidad $/L
MSen L 0,01 686,4 10 0,6864
BAP (mg/L) en Kg 0,0005 5830 1 2,915
SOLUCION F (200ml) gr $ gr $/L
Glicina 0,04 671 500 0,05368
Mio-inositol 2 1700 50 68
Acido nicotinico 0,01 3.367 25 1,3468
Piridoxina HCL 0,01 3.367 25 1,3468
Tiamina HCL 0,002 4283 250 0,034264
Kg/L $ K
Concepto 9 9 $IL
sacarosa 0,03 12 1 0,36
TOTAL 71,83

Cuadro 6. Programa de produccion y venta de Laelia speciosa K.S. después de la etapa de multiplicacion.

1 2 3 4 5
Producto Precio unitario $ Cantidad Total
40% 60% 80% 100% 100%
Explante Laelia
speciosa K.S.. 5 16000 80000 | 80000 | 120000 | 160000 | 200000 | 200000
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Cuadro 7. Presupuesto de capital incremental de trabajo* ($)

CAPACIDAD (%)
CONCEPTOS 40 60 80 100 100
1 afio 2 afo 3 afo 4 afio 5 afo
COSTOS DE OPERACION 104712 109068 117602 117779 117779
CAPITAL DE TRABAJO 94241 98161 105841 106001 106001
CAPITAL INCREMENTAL DE
TRABAJO 94241 3920 7681 160 0
Capital de trabajo= 90% de los costos de operacion
Cuadro 8. Estado de resultados ($).
PERIODO DE ANALISIS DEL PROYECTO
CONCEPTOS 40 60 80 100 100
1 2 3 4 5
INGRESOS TOTALES 80000 120000 160000 200000 200000
EGRESOS TOTALES 111576 115932 124466 124643 124643
Costos de operacion 104712 109068 117602 117779 117779
Costos variables 8712 13068 21602 21779 21779
Costos fijos 96000 96000 96000 96000 96000
DEPRECIACION DE ACTIVOS FIJOS 5864 5.864 5.864 5.864 5.864
AMORTIZACION DE ACTIVOS DIF DIFERIDOS 1000 1000 1000 1000 1000
UTILIDAD BRUTA -31576 4068 35534 75357 75357
I. S. R. (280%) 0 0 0 0 0
P.T. U. (10%) 0 0 0 0 0
UTILIDAD NETA DISPONIBLE -31576 4068 35534 75357 75357
DIVIDENDOS 0 1 2 3 4
UTILIDADES NO DISTRIBUIDAS -31576 4067 35532 75354 75353
PUNTO DE EQUILIBRIO (%) 1,35 0,90 0,69 0,54 0,54
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Cuadro 9. Flujo de fondos.

CAPACIDAD (%)

CONCEPTOS 40 60 80 100 100
1 2 3 4 5

COSTOS CON EL PROYECTO 247.925 112.988 | 128.482 | 117.939 | 120.979
Inversiones 48.972
Reinversiones 0 0 3.200 0 3.200
Costos de operacion 104.712 109.068 | 117.602 | 117.779 | 117.779
Capital incremental de trabajo 94.241 3.920 7.681 160 0
I.S.R. 0 0 0 0 0
PTU. 0 0 0 0 0
BENEFICIOS CON EL PROYECTO 80.000 120.000 | 160.000 | 200.000 | 327.053
Ingresos totales 80.000 120.000 | 160.000 | 200.000 | 200.000
Recuperacion del capital de trabajo 106.001
Valor de rescate 21.052
Subsidios
FLUJO DE FONDOS -167.925 7.012 31.518 82.061 | 206.074

INVERSION INICIAL DEL PROYECTO

TASA DE ACTUALIZACION = 15%

$29,377.95

VALOR ACTUAL NETO: VAN (15%)

21.39%
TASA INTERNA DE RETORNO: TIR

$1.06

RELACION BENEFICIO/COSTO: B/C
VALOR ACTUAL DE LOS $542,459
BENEFICIOS

$513,081

VALOR ACTUAL DE LOS COSTOS
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