6

ARTICULO ORIGINAL

LA INGENIERIA
FLECTRONICA AL
SERVICIO DE LAS

PLANTAS

El Astrolabio



‘ 7

“"DiseNO Y CONSTRUCCION DE BIOAMBIENTES
ARTIFICIALES CONTROLADOS PARA EL CULTIVO DE

TeJDOS VEGETALES IN VITRO”

Javier Escobar, 2-José Alberto Hernandez, 3Javier Enrique Cortés

" Instrumentista Industrial, Profesor Laboratorios Gimnasio Campestre

2 Licenciado en Electromecanica, Ingeniero mecanico, profesor fisica Gimnasio Campestre
¥Licenciado en Biologia, Magister en Microbiologia, Profesor Ciencias Naturales Gimnasio Campestre

[RESUMEN

La biotecnologia es una ciencia que permite la inter-
disciplinariedad y la transdisciplinariedad dentro del
trabajo pedagdgico — investigativo en donde se to-
man los seres vivos 0 sus productos para satisfacer
las necesidades de los seres humanos o para mejorar
los recursos o el ambiente que el hombre ha alterado.
De esta manera nuestro equipo de trabajo propone
una alternativa, en la que no solo aplicamos los con-
ceptos biolégicos a una especie vegetal en particular,
sino aplicamos la tecnologia para recuperar o mini-
mizar el impacto del hombre sobre especies critica-
mente amenazadas.

Para este fin es necesario controlar las variables ex-
ternas que inducen el crecimiento y la proliferacion de
las plantas en cautiverio, es asi que se construyeron
las BAC — Bioambientes Controlados que permiten
analizar las variables que rodean a una planta; La tem-
peratura, la cual involucra la transferencia de energia,
El fotoperiodo y la intensidad de luz que aumenta los
periodos de produccion de biomasa y la humedad, va-
riable controlada por la cantidad de agua contenida en
los medios, esta nos permite conservar el potencial de
evapotranspiracion del explante en el cultivo in-vitro.
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SUMMARY

Biotechnology is a science that allows interdisciplinary
and cross disciplines in the pedagogy and research
work where the living organisms and their products
are taken to meet the human needs or to improve the
environment that man has altered. In this way our re-
search crew proposes an alternative in which we do
not just apply biological concepts to a particular plant
species, but we do also apply technology to recover
orto minimize the impact of man over species critically
threatened.

For this purpose, we must monitor certain external va-
riables; which may produce growth and proliferation in
plants. The BCE (Bio Controlled Environments) analy-
zes stimulus of environment such as temperature
which involves the transfer of power, photoperiod, light
intensity that increases periods of biomass production
and moisture (variable controlled by the amount of
water contained in the medium) that allows us to re-
tain the potential evapotranspiration in the cultivation
of explants “in vitro’.

Keywords: Cultivation in vi-
tro, growth chambers, elec-
tronic circuit.
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La Biotecnologia y los cultivos “in Vitro”

En los ultimos tiempos, la biotecnologia ha propuesto
técnicas que permiten lograr mejores plantulas en for-
ma acelerada, al mismo tiempo la propagacion clonal
(micropropagacion) de especies que eran dificiles de
micropropagar por métodos comunes (estacas, aco-
dos, injertos, etc.) (Severin et al, 2003), (Villalobos,
1991).

La micropropagacion, o la propagacion clonal por
técnicas in vitro constituyen una de las posibilidades
biotecnolégicas con mayores logros en el desarrollo
de una nueva agricultura.

Una ventaja que nos proporciona la micropagacion
en comparacion con la agricultura tradicional se
muestran en el crecimiento en espacios reducidos
que permiten la produccion de centenares de plantu-
las (Severin et al, 2003).

La posibilidad para la propagacion vegetativa puede
ser pensada como una potencialidad fundamental de
las plantas debida a la totipotencia celular. El cultivo
«in vitro» de 6rganos y tejidos promueve la activacion
de la mitosis celular, induce la desdiferenciacion ce-
lular y permite la propagacion, logrando utilizar diver-
sos tipos células, érganos y tejidos de gran niumero
de especies (Villalobos, 1991), (Pierik, 1990).

Cuando se establece un cultivo a partir de un explan-
te tienen lugar procesos de regeneracion y morfogé-
nesis que desencadenan en el establecimiento de
una nueva planta.

Las potencialidades de los cultivos «in vitro» de teji-
dos aislados son obvias en la propagacion de vege-
tales. Ademas, el uso de las técnicas de cultivo «in
vitro» resulta esencial para la mejora genética y bio-
tecnoldgica de plantas.

En la propagacion «in vitro», ademas de las condicio-
nes de asepsia, es importante resaltar el control de
los factores fisicos del medio: humedad, luz y tempe-
ratura. Para desarrollar esta técnica es importante di-
sefar camaras de crecimiento de plantas, en las que
se puede controlar estos factores. Las camaras
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deben estar totalmente separadas, de manera que
no sean influenciadas por los factores fisicos presen-
tes en el medio externo, y el fotoperiodo es manipula-
do por la accién de tubos fluorescentes. Los citados
parametros estan controlados desde un cuadro de
mandos situados en el exterior (Severin et al, 2003),
(Villalobos, 1991).

El cultivo de tejidos consiste esencialmente en aislar
una porcion de la planta (explante) y obtener asi cé-
lulas, tejidos, 6rganos, que se cultivan en condicio-
nes asépticas, en un medio de cultivo de composi-
cion quimica definida, y que se colocan en condicio-
nes ambientales controladas de luz, fotoperiodo,
temperatura y humedad, adecuadas a la fisiologia de
la planta.

Camara de crecimiento

Una camara de crecimiento es un dispositivo de vi-
drio, plastico o madera en la que se cultivan plantas,
a una temperatura diferente a la exterior.

En la jardineria antigua espafiola, el invernadero se
llamaba estufa fria. La cual aprovecha el efecto pro-
ducido por la radiacioén solar que, al atravesar un vi-
drio u otro material traslucido, calienta los objetos que
hay detras; estos, a su vez, emiten radiacién con una
longitud de onda mayor que la solar. El cristal usado
para un invernadero trabaja como medio selectivo de
la transmision para diversas frecuencias espectrales,
y su efecto es atrapar energia dentro de la camara,
que calienta el ambiente interior. Esto puede ser de-
mostrado abriendo una ventana pequena cerca de
su parte superior. La temperatura cae considerable-
mente. Este principio es la base del sistema de en-
friamiento automatico auto ventilacion.

En ausencia de un recubrimiento el calor absorbido
se eliminaria por corrientes convectivas y por la emi-
sion de radiacion infrarroja (longitud de onda superior
a la visible). La presencia de los cristales impide el
transporte del calor acumulado hacia el exterior por
conveccion y obstruye la salida de una parte de la
radiacion infrarroja. El efecto neto es el de acumula-
cion de calor y aumento de temperaturas del recin-
to  (http://www.tienda-ejemplo.com/epages/tienda-
ejemplo. sf/es ES)

Un invernadero solar funciona dejando pasar la ra-
diacion solar y atrapando la energia de esa radiacion



para aumentar y mantener la temperatura interna so-
bre la del exterior. Las BAC tienen la caracteristica de
permitir las variaciones de luz (fotoperiodo), para es-
timular fuertemente el crecimiento de la planta, de la
humedad dandole una mayor estabilidad y la tempe-
ratura que es una variable esencial para la multiplica-
cion de la células. El disefio original de estas camaras
permite la adaptacién de microambientes para dife-
rentes especies de plantas.

Variables fisicas controlables

Temperatura

Es un pardmetro termodinamica que caracteriza el es-
tado de un sistema teniendo en cuenta la presencia
de calor, o transferencia de energia. El incrementoen
la temperatura logra estimular en las plantas su cre-
cimiento.

Foto periodo

Los efectos del foto periodo en las plantas son habi-
tualmente intensos. Las respuestas a la duracion dia-
ria de la luz de diversos fendmenos del crecimiento
y desarrollo (germinacion, estolonizacion, bulbacion,
elongacion de tallos, floracién, etc.) estan ya clara-
mente establecidas; sin embargo, estas respuestas
son complejas y en la mayoria de los casos estan
asociadas a otros factores ambientales, como la tem-
peratura, o propios de la planta, como su estado de
desarrollo. Desde el punto de vista de la produccion,
en la mayoria de las hortalizas la respuesta foto pe-
riodica mas importante es la floracion, ya sea para la
obtencion del producto horticola o para la produccion
de las semillas de la especie (T. Zamudio, 2005).

Intensidad de luz

Cantidad de energia emitida bien por una fuente de
luz natural (ej. el sol) o bien por una artificial que en
nuestra camara de crecimiento colabora con el pro-
ceso de fotosintesis de las plantas y asi garantizar
que el proceso sea el adecuado.

Cuando se tienen ambientes controlados es de suma
importancia que los valores de temperatura interior, lu-
minosidad y humedad permanezcan constantes o por
lo menos dentro de unos rangos permisibles.

El control de la luminosidad se puede realizar de varias
maneras, la primera consiste en la elaboracion de un

circuito con un sensor foto luminico que permite cuan-
tificar la luz dentro del ambiente mediante un decodifi-
cador digital, la segunda es conociendo el valor de la
potencia o intensidad de los bombillos que se utilicen
dentro del recinto junto con la altura o distancia de los
mismos a las plantas u organismos que se encuentren
al interior, esta luminosidad se puede variar mediante
la utilizacién de un circuito sencillo acoplado con un
potenciémetro el cual regula el paso de corriente que
llega a los bombillos.

La importancia de controlar la temperatura dentro de
una camara de crecimiento se debe a que, en el caso
de las plantas cualquier variacion de esta afecta di-
rectamente el desarrollo de la misma, por esta razén
se deben conocer varios términos relativos a la tem-
peratura. Se define como temperatura 6ptima aquel
valor que permite la mayor tasa de crecimiento, los
valores en el que se registran crecimientos se deno-
minan rangos de tolerancia y para aquellos valores en
los cuales no se registra crecimiento se conocen como
limites de tolerancia o temperaturas criticas, en estos
valores las plantas pueden tener dafos irreversibles
0 incluso morir. Los valores estandar de temperatura
dentro de una camara de crecimiento dependen del
tipo de organismo que se encuentre dentro de ella'y
pueden variar de acuerdo con el desarrollo en el que
se encuentren, para el caso de una planta su tempe-
ratura critica es mas alta si se encuentra en estado
vegetativo a la que tendria en estado de adormeci-
miento.

Para el control de la temperatura dentro de una ca-
mara de crecimiento lo mejor es la utilizacion de un
termémetro y un termostato programable. Este siste-
ma consiste en un termoémetro que permite visualizar
el valor de la temperatura, gracias a un sensor térmico
que se coloca dentro del ambiente a controlar. El sen-
sor se conecta a un circuito controlador que permite
observar en los displays (visualizadores digitales) el
valor actual de la temperatura.

Los circuitos electrénicos funcionan por lo general con
un 5 voltios, por lo cual es necesario la utilizacion de
un montaje electronico que permita la conexion de
estos a una fuente de 120 voltios, estos montajes se
conocen como rectificadores o reguladores de voltaje
y permiten obtener voltajes entre 5y 12 voltios. El con-
sumo nominal de corriente es inferior a los 400 mA.
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Figura 1. Diagrama de bloques para un sistema controlador de
temperatura.
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La metodologia utilizada es la embriogénesis so-
matica, que consiste en el desarrollo de embriones
a partir de células somaticas (no reproductoras). En
este proceso se dan etapas semejantes a las de la
reproduccion sexual. Los embriones somaticos son,
no obstante, entidades independientes y semejantes
a los digoticos. Por esto, la regeneracion de plantas
a través de dicho proceso es el mecanismo idéneo
para cualquier tipo de investigacion y de aplicacion
biotecnolégica tales como los experimentos de trans-
formacion genética o el aislamiento de protoplastos.
Inicialmente, se procede a la induccién de callos o
proliferaciones celulares indiferenciadas, constituidos
por células totipotentes (proembriones somaticos).
Se originan luego los embriones somaticos. Estos se
colocan luego, en medios de cultivo que permitan la
regeneracion de plantas. Las plantulas regeneradas
son posteriormente climatizadas a condiciones ex
vitro, y luego, transferidas a condiciones de inverna-
dero, para completar su desarrollo. (Severin, 2003),
(Serrano, 1991).
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MATERIALES Y METODOS

ESTUDIO DE MATERIALES Y CARACTERISTICAS
DE LOS BIOAMBIENTES — BAC.

El material seleccionado para la elaboracién de las
BAC fue el Madeflex, que es una lamina formada
por particulas de madera, aglomeradas mediante la
adicion de resinas especiales de termofraguado y la
aplicacién de procesos de alta presion y temperatura.
Algunas de las caracteristicas de esta madera son:
resistencia a altas temperaturas, bajo costo y la faci-
lidad de manipulacion.

Figura 2. Adecuacion de los materiales de fabricacion de la BAC

DISENO Y CONSTRUCCION DE LOS
BIOAMBIENTES - BAC

Las paredes internas de la incubadora fueron pintadas
con pintura de aceite de color blanco con la finalidad
de reflejar la luz. Se instalaron dos lamparas de luz
blanca, en el piso una de 40w y en el techo una de
60 w con el fin de iluminar toda la bandeja de creci-
miento y mantener la temperatura en un rango de 20
a 30 grados centigrados. Se elaboré una bandeja de
policarbonato transparente, la cual se ubico a la mitad
de la altura total de la BAC y es la que sirve como so-
porte a los frascos de crecimiento. Se pinté el exterior
con pintura de agua y selladas las uniones con colbén
madera para evitar la pérdida de temperatura.



Diseno de los sistemas de control

Para el control de la intensidad luminica se utilizaron
bombillas de 40 y 60 w de luz blanca lo cual permite
un promedio de 55 lumens, para el foto periodo se uti-
lizd un temporizador o timer con un rango de 12 horas
de activacién y 12 horas desactivado. La humedad se
asume constante dado que los frascos estan tapados
y las BAC estan selladas lo cual garantiza unos para-
metros de humedad dentro del rango normal el cual
también se controla con los sistemas de recirculacion
de aire.

El control de temperatura es un poco mas complica-
do ya que el sistema debe medir la temperatura real
dentro de la BAC y a su vez tener un circuito que ac-
tive el sistema de enfriamiento en el momento que la
temperatura suba del rango establecido.

Figura 3. Predisefio del circuito controlador de temperatura

Inicialmente se consulté sobre sensores de tempera-
tura analdgicos y se seleccionaron 2 tipos de senso-
res los cuales eran de facil aplicacion. Estos sensores
fueron:

Termistor eléctrico: conocido también como resisten-
cia variable dependiente de la temperatura, este ter-
mistor sensa la temperatura dentro de la BAC y ge-
nera una sefal de bajo voltaje, el cual es amplificado
y comparado con un voltaje inicial. Si la temperatura
aumenta en el sensor se enciende un led rojo (Li) in-
dicando este suceso, y si la temperatura desciende se
enciende un led amarillo (L2). Este sistema se conoce
como un termdmetro por comparacion.
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A continuacién se esquematiza el circuito utilizado y
su funcionamiento.
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Figura 4. Diagrama electronico utilizado en la BAC 1

El circuito integrado que se utilizé fue el LM358, el cual
es un amplificador operacional doble y de uso comun,
algunas de sus caracteristicas operacionales son:

Voltaje 5 Vce
Corriente 1.2 mA
Corriente Max. 60mA
Temperatura de operaciéon | 0°C—70°C
Disipacion de potencia 500 Mw

Tabla 1. Rango de operaciones del amplificador LM 358

Este circuito amplificador funciona comparando los
voltajes de entrada provenientes del sensor y un vol-
taje preestablecido por las resistencias de control. El
funcionamiento de este sistema en bastante sencillo,
una vez alimentado con 9 V se esperan varios minu-
tos mientras que el sensor adopta la temperatura in-
terna de la BAC, luego con los potenciometros PI, P3
y P4 se establecen los valores de voltaje de control y
con P4 se estabilizan los voltajes de entrada. El cir-
cuito comienza a funcionar cuando el led 3 (bombillo
verde) se enciende y la diferencia de voltaje entre los
pines 3 y 6 del amplificador es de +1- 200 mV esto
se controla con Pl y P3. De igual forma a la salida del
L3 se adiciona un amplificador de corriente, para la
activacion del sistema de ventilacion, el cual entra en

Investigacién y Ciencia del Gimnasio Campestre
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funcionamiento cuando Li (bombillo rojo) se encienda
esto indicara que la temperatura interna de la BAC
aumenté. Cuando la temperatura nuevamente dis-
minuya hasta el valor preestablecido el sistema de
ventilacion se desactivara y el Li se apagara encen-
diéndose nuevamente el L3. Dado que dentro de la
BAC se estaran gestando procesos térmicos es de
esperar que la temperatura no descienda del valor
base preestablecido.

Este sistema como se dijo anteriormente permite el
control de la temperatura, pero no da el valor de la
temperatura interna de la BAC. El circuito hace parte
de la BAC 1.

LM 35: este sensor térmico es utilizado en circuitos
acoplados a conversores analogico/digitales y permi-
te sensar la temperatura de una manera muy precisa
y trasladar este dato a un sistema de visualizacion
como puede ser una pantalla LCD o un display.

El LM 35 opera entre 0-99 °C y entrega un voltaje en
milivoltios que es directamente proporcional al valor
de la temperatura sensada. Este sistema un poco
mas complejo en su desarrollo necesita de un con-
trolador programable, una memoria programable, un
sistema amplificador, una pantalla LCD y un decodi-
ficador de 7 segmentos si el sistema de visualizacion
es en displays.

El voltaje entregado por el sensor es amplificado uti-
lizando para esto nuevamente el amplificador opera-
cional LM358. La sefial amplificada llega al micro-
controlador y a la memoria donde se compara con
valores preestablecidos. Luego la sefial es enviada a
la pantalla LCD en el cual se lee el valor de la tempe-
ratura sensada.

A continuacion se esquematiza el circuito utilizado
para este sensor y se explica su funcionamiento.
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Figura 5. Diagrama electronico utilizado en la BAC 2
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El microcontrolador en este caso un PIC16F870 debe
ser programado antes de conectarse al sistema, para
esto se consulté sobre programacion y se utilizé un
programa base para conversion analogo/digital y lec-
tura de datos, de igual forma la memoria interna del
PIC también se debe programar para que sea com-
patible, esta guarda los valores con los que operara
el sistema, de tal forma que cuando la temperatura
llegue a un maximo se activara el relé del ventilador
bajando la temperatura. De igual forma que en el cir-
cuito anterior es de esperarse que la temperatura no
descienda del valor base minimo preestablecido.

Los valores maximos y minimos del sistema se obtie-
nen mediante los pulsadores Pi, P2, P3, P4 y se vi-
sualizan en la pantalla LCD.

El circuito se alimenta con 12 Vcc y el consumo de
corriente maximo es de 300 mA.

[RESULTADOS

Figura 6. Construccion de las bases de las BAC

Se eligio trabajar con el madeflex, que por su consti-
tucion permite la conservacion de la temperatura, es
de facil manipulaciéon y no presenta flexibilidad a los
movimientos. Cada incubadora fue disefiada para
mantener 30 frascos de vidrio de 100 ml de volumen
total, a lo cual se le puede afiadir 30 ml de medio de
cultivo necesarios para tres semanas de crecimiento.
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Figura 7. Impermeabilizacién y pintura BAC2

Se sellé cada hendija con colbon y masilla para evi-
tar fugas de calor, el interior se pinté con pintura de
aceite de color blanco, que nos permite conservar la
temperatura, la humedad y nos refleja la luz en todas
las direcciones, puntos necesarios para mantener en
condiciones similares a todas las plantulas.

Cada union de las partes de la estructura debia co-
rresponder estrechamente, ya que con el uso de poca
energia se debia mantener la temperatura del am-
biente.

El circuito controlador de temperatura por compara-
cion se armoé en una baquelita universal de i2x12 y
se ubico en la parte superior izquierda de la BAC 1.
La calibracion de este circuito se realizé con un ter-
mometro ambiental de 0~ C a 1000 C el cual tuvo una
fluctuacién de 250 C a 28~ C, siendo la menor tempe-
ratura en las horas de la noche y la maxima al medio
dia. Los datos fueron correlacionados con un termo-
metro de maximos y minimos.

Adicionalmente se tuvo en cuenta para la calibracion,
la temperatura a la que habitualmente se encuentra la
especie vegetal (Pasiflora adulterina), esta temperatu-
ra puede ser variada segun sea la especie de estudio.
El fotoperiodo, es determinado segun sea la necesi-
dad por una toma para 110 Vcc.

La humedad es constante y depende del medio de
cultivo. El sistema de calefaccion y el sistema de ven-
tilacién se instalaron en la parte inferior central de la
misma y se activaron en su momento gracias al relé
del circuito controlador.

Las pruebas de temperatura se hicieron con dos ter-
mometros ambientales, uno de temperatura fija para
estandarizar la temperatura deseada y el otro de maxi-
mos y minimos para observar los rangos de fluctua-
cion de la misma. De igual forma el circuito electrénico
implementado garantiz6 una temperatura constante
de 270C dentro de la BAC activando en su momento
el sistema de ventilacion.

Investigacién y Ciencia del Gimnasio Campestre
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CONCLUSIONES

Se elaboraron 3 BAC, las cuales tienen una capaci-
dad de 30 frascos cada una, cada frasco contiene
30ml del medio de cultivo y un volumen total de
[OOml.

Polietileno

T4 cm

\

54 cm
35cm

Figura 8. Dimensiones de la BAC.

El area total interna de cada BAC es de 0.131 m?, el
volumen de cada medio de cultivo es de 0.000117 m?
para un total de 0.0035 m3.

La iluminacién que llega a los medios de cultivo es
de 65 lumens en la parte superior y 45 lumens en la
parte inferior para un promedio de 55 lumens sobre
el medio de cultivo.

Sensor de
temperatura

Luz blanca
60 W - 65
. A LUMENS

Lamina
Cribada
Luz blanca

-, : . 40W-40A
. " 45 LUMENS

k Extractor

Figura 9. Disefio del interior de la BAC
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Se desarrollaron 2 circuitos eléctricos, el primero un
circuito controlador de temperatura por compara-
cion ubicado en la BAC 1, este permite mantener la
temperatura entre valores de 220C y 290C lo cual ga-
rantiza las condiciones de los explantes. En la BAC
2 y BAC 3 se utilizé un circuito eléctrico que ademas
de controlar los sistemas de ventilacion y calefaccion
nos indica el valor de la temperatura real dentro de la
BAC en todo momento.

Figura 10. Circuito eléctrico por comparacion BACI

Los 2 circuitos desarrollados tienen la posibilidad de
graduarse a diferentes temperaturas con lo cual se
podrian desarrollar diferentes tipos de especies ve-
getales.

-La temperatura de las BAC se ve afectada por: la
temperatura ambiente de la sala donde se situe, el
calor generado por las fuentes de luz de que dispone
y el calor generado por los circuitos electrénicos.

El control de la temperatura a la que se desarrolla
el cultivo “in Vitro” se efectia mediante un sistema
de refrigeracion-calefaccion controlado a través de
un circuito termo-sensible conectado a un extractor.
El sistema de refrigeracion-calefaccién debe estar



correctamente dimensionado a fin de conseguir que la
temperatura de la zona de cultivo se mantenga dentro
de los limites deseados.

Se caracterizaron las condiciones de funcionamiento
respecto de la temperatura de las camaras de cultivo
teniendo en cuenta:
La homogeneidad de temperatura: es decir la va-
riacion de la temperatura en diferentes zonas de la
camara, se logré mediante la recirculacion de aire
dentro de la camara, utilizando para esto un extrac-
tor de aire conectado a una fuente de 12 Vcc.

La estabilidad de la temperatura: es decir, una me-
dida de la variacién de la temperatura de las BAC a
lo largo del tiempo.

Figura 11. Estandarizacion de las variables de trabajo

Esta temperatura se caracterizd en 26°C.

Todas las camaras disponen de un programador que
permite regular la temperatura a la que esta la camara
en cada momento.

La temperatura a la que esta expuesto el explanto cul-
tivado “in Vitro” afecta a la mayoria de procesos fisio-
l6gicos y por consiguiente es un factor fundamental a
controlar.

En general, cada especie tiene un intervalo de tem-
peraturas en el que se produce el crecimiento 6ptimo.
Este intervalo puede variar en funcién del genotipo, del
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organo del que se ha obtenido el explanto, de la época
del afio, de la edad de la planta madre, del fotoperio-
do, etc. Una complicacién adicional se produce por el
hecho de que puede existir interaccién entre la tem-
peratura optima de crecimiento y otros factores como
la luz, la composicion del medio (en algunos casos se
ha comprobado que se obtiene mayor rendimiento ha-
ciendo fluctuar la temperatura segun el fotoperiodo).
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