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PRESENTACION

El cultivo de tejidos vegetales es unatécnica biotecnoldgica que comprende
el mantenimiento de plantas o componentes de estas en condiciones
ambientales controladas, ausencia de microorganismos asociados, nutricion
heterotrdfica y en recipientes de plastico o vidrio; que ha sido utilizado en
muchos aspectos del desarrollo agricola y la investigacion vegetal.

El establecimiento exitoso de plantas, o partes de estas, ha permitido
desarrollar técnicas alternativas de manejo agrondomico que han
revolucionado los sistemas de produccion agricola, y en algunos casos
ha posibilitado la aplicacion de ciertos métodos que sin el desarrollo de
protocolos de cultivoinvitro seriaimposible ejecutarlos. Lamicropropagacion
de plantas permite la propagacion clonal masiva de plantas en espacios
reducidos y obteniendo tasas de multiplicacion inimaginables bajo
condiciones normales de multiplicacion de propagulos asexuales, la
propagacion eficiente de plantas que no producen semillas y la oportunidad
de producir plantas sanas a partir de material infectado con contaminantes
sistémicos. El cultivo de protoplastos facilita la insercion de moléculas o
componentes en el citoplasma celular que son imposibles de introducir en
tejidos o células intactas. El cultivo de porciones caulinares, células de callo
o embriones somaticos facilita el almacenamiento de recursos genéticos
en condiciones eficientes de espacio con una mayor seguridad en contra
de deterioros naturales y amenazas ambientales. Las mismas estrategias
ofrecen la posibilidad de convertirse en fuentes alternas de generacion
de variabilidad genética en especies con dificultades para evolucionar
por métodos tradicionales de mejoramiento vegetal y la posibilidad de
regenerar plantas a partir de células de forma individual es condicién
indispensable para recuperar plantas que se originan por procedimientos
de transformacion genética.
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El presente texto ofrece una mirada integral de la ciencia del cultivo de
tejidos vegetales abarcando desde la evolucion de las técnicas de los
pioneros que iniciaron en ausencia de técnicas asépticas, pasando por las
necesidades logisticas para su implementacion actual, enfatizando en los
fundamentos bioldgicos y procedimentales de cada técnicay especificando
las ventajas y limitantes para la aplicaciéon en agricultura, con lo cual espera
convertirse en una referencia para estudiantes, docentes, empresarios y
cientificos de esta maravillosa area de la biotecnologia vegetal.

EL AUTOR
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1. PREHISTORIA E HISTORIA DEL CULTIVO DE
TEJIDOS VEGETALES

El cultivo in vitro de tejidos vegetales se define como el crecimiento
aséptico de plantas, o partes de estas, en recipientes de vidrio
o plasticos, con medios de cultivos artificiales y mantenidas en
condiciones controladas de luz y temperatura. Este conjunto de
técnicas tuvo el desarrollo mas acelerado hacia mediados del siglo
XX como resultado de los trabajos que permitieron el empleo de una
gran variedad de medios de cultivo suplementados con hormonas
sintéticas y los avances en el manejo fisiolégico de las plantas
madres. A pesar de los avances relativamente recientes, las bases
para este gran desarrollo tecnolégico comenzaron a edificarse
cientos de arios atras. En esos inicios, los pioneros del cultivo de
fefidos no contaron con insumos como técnicas microbioldgicas,
equipos precisos de medicion o suplementos sintéticos modernos,
lo cual hace mas significativo sus aportes.
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1.1 El primer cultivo de tejidos

El primer reporte conocido de un cultivo de tejidos vegetales fue
consignado por Henri-Louis Duhamel du Monceau, Agrénomo e
inspector general de lamarinafrancesa (Arditi, 2008). Ensulargaobra,
Du Monceu publicéd experimentos relacionados con la circulacion
de savia en las plantas, injertos y cicatrizacion de heridas. En una
de sus anotaciones describe como al remover un pequefio anillo
de corteza de un Olmo, se observaba el crecimiento de un tejido
amorfo que ayudaba a la cicatrizaciéon de la herida. La descripcion
que hizo Du Monceau del tejido seria mas tarde entendido como el
callo formado por masas de células indiferenciadas que crecen de
manera desorganizada e indefinida.

1.2 La teoria celular y totipotencia

Los trabajos realizados por Matthias Schleiden relacionados con la
observacion microscopica de tejidos vegetales, le permitio formular
la teoria celular (Schleiden, 1838). En su tesis, conceptud que la
célula vegetal constituia la unidad basica, comun y estructural de
todas las plantas. Posteriormente, Theodor Schwann formularia
la misma teoria relacionada con animales, unificando las bases
celulares en ambos organismos (Schwann, 1939).

El concepto de totipotencia, derivado de la teoria celular, afirma
que toda célula contiene la informacién suficiente y necesaria para
regenerar otras células e incluso el organismo entero. Este concepto
influyé notablemente en los trabajos cientificos sucesivos, los cuales
orientaron todos sus objetivos en la busqueda de probar la teoria celular.

1.3 El primer cultivo in vitro

El primer cultivo de tejidos vegetales utilizando un medio de cultivo
como sustrato y desarrollado dentro de recipientes de vidrio, fue obra
del botanico aleman Gottlieb Haberlandt (Gautheret, 1985) (Figura
1). El experimento consistio en el aislamiento de células individuales
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de tejidos foliares del parenquima empalizade, seguido del
establecimiento de las mismas en medios de cultivo suplementados
con glucosa. A pesar de las condiciones tecnolégicas de la época,
Haberlandt mantuvo sus cultivos libres de contaminacion y observo
un aumento en el volumen de las células, pero la division de las
mismas no se llevé a cabo y con el tiempo murieron.

Figura 1. Busto de Gottlieb Haberlandt en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de
la Universidad de Ciencias Agricolas en Bengaluru, India.

Al final de su vida profesional, y dejando a un lado su pensamiento
dogmatico, Haberlandt humildemente reconocié la seleccion
equivocada de sus tejidos (células individuales altamente
diferenciadas) y enfatizd6 en la necesidad de conocer los
requerimientos nutricionales de las células para poder inducir la
division y multiplicacion de estas.

1.4 Crecimiento de tejidos in vitro

El primer avance en la proliferacion de tejidos vegetales en
condiciones in vitro fue fruto del trabajo de W. J. Robbins y Kotte de
forma separada, pero en periodos de tiempo simultaneos (Robbins,
1922; Kotte, 1922).

Ambos investigadores establecieron meristemos radicales de
plantas de maiz en condiciones in vitro, basandose en la posibilidad
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de que los tejidos meristematicos crecieran con mayor rapidez que
otros tejidos. Al principio, los tejidos crecieron en presencia de
medios suplementados con extracto de levaduras, glucosa y otros
compuestos nitrogenados; sin embargo, con el tiempo el crecimiento
disminuy®, se presentd un deterioro progresivo y fenolizacion que
finalmente causo la muerte de los mismos.

Las evaluaciones posteriores determinaron que la falta de
transferencias a medios frescos y el uso de una especie
monocotiledona de naturaleza recalcitrante al cultivo in vitro
contribuyeron a evitar el crecimiento indefinido de los tejidos
establecidos.

1.5 Cultivo indefinido

Tomando como base el trabajo de Robbins y Kotte, Phillip White
logro el primer cultivo indefinido de tejidos en condiciones in vitro
(White, 1934).

Habiendo analizado los reportes de sus antecesores, White cambid
deespeciey, enlugarde maiz, utilizd meristemos radicales detomate,
los cuales transfirié de forma peridédica a medios de cultivo nuevos
de la misma formulacion. Esta estrategia le permitié alcanzar el éxito
que fue esquivo a sus predecesores, reafirmando la necesidad de
las transferencias periddicas a medio nuevo y la dificultad de trabajar
in vitro con especies monocotiledoneas.

Resulta interesante anotar que el trabajo de White en el Instituto
Rockefeller consistid en encontrar las condiciones para perpetuar
la infeccion de virus vegetales en tejidos in vitro, lo cual obtuvo
exitosamente. Sin embargo, en varias oportunidades noté la
presencia de tejidos sanos obtenidos a partir de otros infectados.
Las observaciones mas detalladas, le permitieron constatar que al
aislar y cultivar solamente la zona meristematica del apice radical,
los nuevos tejidos crecian sin la presencia del virus, y para conservar
la infeccidon era necesario tomar dicha zona asociada con mayor

16



cantidad de tejido proximal (basal). Esta observacion fue la base
para explicar mas tarde la técnica de cultivo de meristemos utilizada
para la eliminacion de particulas virales y otros patdégenos sistémicos.

1.6 Micropropagaciéon

La primera aplicacion comercial de las técnicas de cultivo de
tejidos resultd de la publicacion de Ernest Ball relacionada con la
propagacion sostenida de plantas in vitro (Ball, 1946). El trabajo
consistié en la identificacion de meristemos apical y axilar como los
explantes ideales para desarrollar una planta completa. Este avance
vino a convertirse en el método de micropropagacion a partir de
explantes con meristemos pre-existentes, el cual es el mas utilizado
en la micropropagacion comercial moderna para la produccion
masiva de plantas en condiciones in vitro.

1.7 Cultivo indefinido de callo

Losavancesmassignificativosenelcultivode callosfueron publicados
de forma independiente y simultanea por Pierre Nobercourt, Philip
White y Roger Gauthereth (Nobercourt, 1938; Gautheret, 1939; White,
1939). Nobercourt utilizd explantes consistentes de discos de raices
de zanahoria, mientras que White estableci6 tejidos originados en
tumores de un hibrido de Nicotiana glauca x Nicotiana langsdorffii.
Ademaés de utilizar explantes de zanahoria, Gauthereth utilizé tejido
cambial de diversas especies y observé el dinamico crecimiento
de éstos. Con el fin de mejorar las posibilidades de supervivencia
y subcultivo de los tejidos adiciond por primera vez una hormona
aislada (acido indolacético) al medio de cultivo, lo cual incremento
la proliferacion del callo inducido e inicié una nueva era en el cultivo
de tejidos vegetales in vitro.

1.8 Cultivo de meristemos y Agrobacterium tumefaciens

Los avances logrados por White en sus experimentos con raices de
tomate, fueron las bases del trabajo realizado por Georges Morel
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quien fue uno de los primeros investigadores en trabajar in vitro con
especies como orquideas y vid (Morel, 1963).

Morel desarrolldé los métodos practicos de aislamiento y cultivo de
meristemos apicales para la obtencion de plantas sanas a partir de
material parental infectado con virus, especialmente en orquideas.
Para la época en que se realizaban estos estudios, una enfermedad
caracterizada por la formacion de tumores (agallas) en la corona de
los tallos, y considerada en su momento un cancer vegetal, centré la
atencion de muchos investigadores. Gracias a sus estudios, Morel
fue el primero en descubrir la presencia de opinas, unos metabolitos
sintetizados por Agrobacterium tumefaciens, en los tumores
desarrollados en las plantas y considerar el término transformacion
para explicar dicho fenémeno (Petit et al., 1970).

1.9 Citocininas y organogénesis

La adicion de agua de coco en los medios de cultivo y su efecto en
la proliferacion de los tejidos vegetales cultivados in vitro, interesé de
manera particular a varios investigadores. Inicialmente se demostro
el efecto inductor de crecimiento y multiplicacion celular de la
adenina en los tejidos vitro (Skoog y Tsui, 1948) y posteriormente,
fue aislada la kinetina a partir de extractos de levadura sometidos a
altas temperaturas mediante el autoclave (Miller et al., 1955).

El aislamiento previo de las auxinas, y ahora de las citocininas, dieron un
impulso significativo al crecimiento de los tejidos en condiciones in vitro,
demostrandose de forma experimental la influencia de las proporciones
de auxinas y citocininas en la formacién de érganos y crecimiento de
callo a partir de cultivos de tabaco (Skoog y Miller, 1957).

1.10 Medios de cultivo
El desarrollo de formulaciones que proporcionaran el medio de
cultivo ideal para el crecimiento de los cultivos aislados y cultivados

en condiciones in vitro fue un tema de gran actividad investigativa a
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partir de la segunda mitad del siglo XX. Esto permitio el desarrollo de
varias formulaciones para diferentes propdsitos, la mayoria de estas
basadas en cantidades relativamente bajas de sales.

Murashige y Skoog (1962) estudiaron de forma detallada los
requerimientos minerales de cultivos celulares de tabaco, obteniendo
una formulacién con mayores cantidades de sales. El alto contenido
de NO, y NH, permitié que los tejidos tuvieran tasas de crecimiento
hasta 25 veces superiores a las obtenidas hasta ese momento con
otras formulaciones. En la actualidad, el medio de Murashige y Skoog
es el mas utilizado en el cultivo de tejidos vegetales a nivel mundial.

1.11 Embriogénesis somatica

El primer reporte difundido acerca de la formacién de embriones a
partir de células somaticas en condiciones in vitro fue publicado por
F. C. Steward, en el Congreso Botanico de Kiev en 1958, mostrando
la formacién de embriones a partir de suspensiones celulares de
zanahoria (Steward et al., 1958).

La publicacion acerca de la embriogénesis somatica causé gran
controversia por tratarse de la primera vez que se conocia del
desarrollo de embriones fuera del saco embrionario, considerado
como el ambiente Unico para el crecimiento embriogénico.
Posteriormente, se pudo comprobar que la formaciéon de embriones
somaticos fuera del saco embrionario habia sido previamente
lograda por Stevenson (1956) y Mahershwari y Rangaswamy (1956)
a partir de tejidos nucelares de citricos.

1.12 Se prueba la teoria celular
La demostracion de la teoria celular y el efecto de totipotencia,

convertida en casi una obsesion, fue esquiva hasta pasada la
primera mitad del siglo XX.
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La errébnea concepcion inspirada en los trabajos de Haberland
donde se considero la posibilidad de que células aisladas pudieran
dar origen a una planta completa fue descartada, promoviendo
nuevas estrategias que permitieron identificar el origen de una nueva
planta a partir de una célula en particular sin ser necesario que esta
se encontrara en completo aislamiento. Vasil y Hildebrandt (1965),
utilizando células del hibrido Nicotiana glutinosax Nicotiana tabacum,
utilizaron un sistema de separacién mediante una membrana que
evitaba el contacto directo de la célula individual con un grupo
de células, sin evitar que los exudados de una y otra entraran en
contacto (separacion sin aislamiento). Este método determiné que
el efecto de vecindad entre las células era determinante y que la
totipotencia era una realidad incompatible con el aislamiento celular.

20



2. EL LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos es la parte de la biotecnologia aplicada a la
propagacion de plantas y estudio de los sistemas celulares vegetales
en condiciones de estricto control de las condiciones ambientales,
por lo que debe desarrollarse en sitios que garanticen ciertas
condiciones ambientales denominados laboratorios.

Ellaboratorio de cultivo de tejidos es una localidad en la cual se busca
modificar las condiciones normales de luz, temperatura y humedad,
y prevenir la presencia de agentes contaminantes. Adicionalmente,
debe estar dotado con una serie de equipos y herramientas para ser
utilizados en la preparacion de medios de cultivo, desinfestacion de
materiales y crecimiento de plantas, 6rganos o tejidos vegetales.

El proceso global que se lleva a cabo en un laboratorio de cultivo
de tejidos consta de una secuencia jerarquica de operaciones que
se articulan para ejecutar un proceso global, en el cual la eficacia y
eficiencia dependen de la coordinacion con que se desarrollen cada
una de las etapas o fases del mismo. Es por esto, que las dreas o
secciones en las cuales se encuentra organizado un laboratorio de
cultivo de tejidos deben estar distribuidas de tal forma que el flujo de
las actividades se desarrolle con el proposito de alcanzar una mayor
eficiencia de cada una de las actividades y del proceso en general.
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2.1 Areas del laboratorio

Area de direccion

Es el area destinada a la realizacion de actividades administrativas y
académicas, donde se encuentran ubicadas preferencialmente las
personas que dirigen el laboratorio y los investigadores asociados.

El area administrativa debe estar dotada de mobiliarios de oficina,
equipos de computo y sala de juntas; debe estar conectada con el
area experimental, pero no ubicarse dentro de ésta, ya que en algun
momento es posible contar con la presencia de personal ajeno a las
actividades propias del laboratorio.

Area de lavado y limpieza

La limpieza inadecuada de los recipientes y utensilios, asi como la
disposicion deficiente de los desechos, constituyen algunas de las
principales fuentes de contaminacion en las operaciones del cultivo
de tejidos. Para favorecer una asepsia adecuada, todo laboratorio
debe contar con un drea definida pararealizar la limpieza de utensilios
y herramientas, y contar con un sistema eficaz para la disposicion
final de los materiales que puedan generar contaminacion.

El area de lavadoy limpieza debe tener paredes y mesas construidas
con materiales rigidos y lisos (enchapes, acero, etc.) para prevenir la
acumulacion de microorganismos, tener un suministro permanente
de agua, contar con lavaderos y drenajes, recipientes cerrados para
la disposicion de desechos, contar con sitios que permitan el secado
de la cristaleria y demas materiales lavados.

Area de preparacion de medios de cultivo

La preparacion de medios de cultivo requiere del uso de equipos
como balanzas, platos giratorios y potenciémetros, utensilios como
beakers, tubos de ensayos, espatulas y barras giratorias, € insumos
como sales, hormonas y reactivos.
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Ciertos equipos, como el potenciometro, deben ser calibrados
diariamente, y anexo al sitio donde se ubica cada equipo debe
encontrarseimpresoel protocolo que debe seguirse parasuutilizacion
y el manual del fabricante para resolver cualquier inquietud. Los
utensilios deben mantenerse limpios, guardados en sitios cerrados
y ordenados en grupos comunes, mientras que 10s insumos y
reactivos se deben almacenar en sitios cerrados protegidos de las
altas temperaturas e impermeables a la alta humedad relativa.

Es conveniente ubicar los insumos y reactivos en vitrinas cerradas y
ordenarlos alfabéticamente, teniendo en cuenta que acidos y bases
deben almacenarse separadamente; igualmente, los compuestos
higroscopicos deben ubicarse en sitios secos distantes de los
demas productos. Debido a los costos y las cantidades utilizadas,
para los compuestos que requieran de refrigeracion (reguladores
de crecimiento, antibidticos, etc.) es preferible adquirirlos y
almacenarlos en pequefias cantidades para evitar pérdidas que se
puedan presentar por fallas en el fluido eléctrico o por vencimiento
de viabilidad.

Con el fin de mantener un control permanente de las existencias y
evitar pérdidas o insuficiencias, algunas veces con repercusiones
graves en los procesos, €s necesario llevar un registro de inventario
que indigue no solamente las cantidades existentes de cada uno de
los productos sino también sus caracteristicas fisico quimicas vy el
sitio de almacenamiento.

Area de esterilizacion

Esta es el area donde se encuentran los equipos destinados a
reducir significativamente los contaminantes potenciales del medio
de cultivo y explantes. Aunque algunas veces se utiliza filtracion,
normalmente la esterilizacién de medios y utensilios se lleva a cabo
en autoclaves, que generan altas temperaturas (120 °C) y presiones
(1.1 PSI) que son imposibles de soportar por los organismos vivos,
complementado con colocacion previa en estufa de secado (1 a 3
horas a 200 °C) de todos los elementos de vidrio y metalicos.
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El area de esterilizacion debe tener una buena ventilacion para
contrarrestar las altas temperaturas generadas por el autoclave, en
el laboratorio contar con espacios suficientes que permitan la libre
movilidad y estar adecuada con mesas construidas con materiales
resistentes al calor intenso.

La adopcion de un plan de mantenimiento preventivo que permita
detectar de forma temprana fallas en conexiones eléctricas, fugas
de agua o presion, y deterioro de partes, es indispensable para
tener un buen funcionamiento de los equipos y reducir los riesgos
de accidentes laborales.

Area de produccion

Esta es la zona del laboratorio donde se llevan a cabo las labores de
establecimiento de explantes y subcultivos que tienen como objetivo
la multiplicacion de plantas o tejidos vegetales.

Las tasas de produccion en cultivo de tejidos son una resultante de
la seleccion de un explante en condiciones fisiologicas 6ptimas, el
suministro de un medio de cultivo adecuado durante los estados de
establecimiento y multiplicacion, y la presencia de un ambiente libre
de contaminantes. Para cumplir con este Ultimo requerimiento, el
area de produccion debe estar dotada con camaras de flujo laminar,
las cuales proveen un ambiente de trabajo limpio como resultado de
la filtracion del aire que expulsa (Figura 2).

Ademas de la desinfestacion superficial del explante inicial, las
labores normales y rutinarias que se desarrollan en el area productiva,
como son la apertura de recipientes, transferencias a medios frescos
y manipulacion directa de los tejidos, son las que presentan el mayor
riesgo de contaminacion el material vegetal in vitro. Es por esto que
el area de produccion debe ser una de las secciones con la mayor
restriccion para el transito de personas ajenas a las actividades que
se realizan en esta area, y donde los protocolos de las técnicas
estériles deben seguirse mas estrictamente para lograr un buen
funcionamiento.
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Figura 2. Esquema de una camara de flujo laminar.

El area de produccion también debe estar dotada con recipientes
para el depdsito de desechos, sitios para colocar de forma
momentanea los recipientes desde donde se transfirieron los
cultivos, instalaciones eléctricas que permitan uso de equipos como
balanzas y microscopios, y tener un espacio suficiente que facilite el
desplazamiento y la rapida evacuacion.

Area de crecimiento
Es el area destinada a permitir el crecimiento y desarrollo de los
tejidos después de haber sido establecidos en los medios de cultivo.

Una vez subcultivado, el material vegetal debe ser colocado en
condiciones ideales de luz y temperatura proporcionadas por
sistemas controlados de iluminacion y aire acondicionado. A pesar
de que los cultivos en periodo de crecimiento deben ser disturbados
lo menos posible, es preciso realizar monitoreos permanentes con
el fin de identificar problemas y eliminar cultivos contaminados para
evitar la diseminacion de microbios, por 10 que el disefio de esta
area debe garantizar el facil desplazamiento del personal.
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2.2 Medidas de seguridad

Un laboratorio de cultivo de tejidos, ademas de ser un sitio disefiado
para el manejo de componentes vegetales in vitro y la generacion
de nuevos conocimientos, es a la vez un sitio donde se encuentran
depositados equipos que funcionan con altas temperaturas y altas
presiones, reactivos inflamables y materiales que mal manejados
representan grandes riegos para el funcionamiento y la salud humana.

Para disminuir los riegos de accidentes y facilitar la evacuacion en
caso de presentarse alguna emergencia, se deben tomar las debidas
precauciones que permitan no solo un mejor flujo de las operaciones
sino también una rapida evacuacion por parte del personal que en él
se desempefia. Para cumplir con este propdsito, las areas de trabajo
y operaciones deben disefiarse de tal forma que permitan procesos
continuos con el menor grado de interferencia posible.

Como medida de seguridad importante, cada area del laboratorio
debe contar con al menos dos vias de salida para el personal. Las
salidas de emergencia deben estar debidamente senalizadas vy
ser construidas en materiales que permitan su visualizaciéon aun en
ausencia de luz.

Todo laboratorio debe contar con kits de primeros auxilios y extintores
de incendios. Para cada equipo se debe colocar en forma escrita, y
claramente visible, el protocolo de manejo, disponer de canecas de
deposicion de residuos en sitios estratégicos, almacenar los vidrios
rotos y materiales cortantes en recipientes separados y debidamente
rotulados, y realizar mantenimientos preventivos periddicos a los
equipos.

En horas no laborales, se deben mantener apagadas las luces y
€quipos que no se encuentren en uso, y €s preciso para el buen
funcionamiento del laboratorio, restringir la entrada y circulacion de
personas ajenas a las actividades del mismo.
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2.3 Equipos, utensilios y reactivos basicos necesarios

Equipos:

Autoclave

Horno microondas
Estufa de secado
Medidor de pH

Plato giratorio

Céamaras de flujo laminar
Micropipetas

Balanzas

Termodmetro

Destilador o filtro de agua
Microscopio

Agitador orbital

Medidor de humedad
relativa

Aire acondicionado

Utensilios:

Cristaleria

Pinzas quirurgicas
Espatulas
Guantes

Barras magnéticas
Soportes
Marcadores
Bisturis

Cuchillos

Tabla de cortar
Tijeras
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Reactivos:

Sales minerales
Reguladores de
crecimiento

Acidos

Bases

Agentes gelatinizantes
Vitaminas

Azucares
Reguladores osmoticos
Antibidticos

Hormonas
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3. TECNICA ESTERIL EN CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Laasepsiaesunacondicionnecesariaparaeléxito delestablecimiento
y desarrollo de los cultivos vegetales en condiciones in vitro.

Las condiciones del ambiente en el que se encuentran los cultivos,
como son los altos niveles de humedad relativa dentro del recipiente,
facil disponibilidad de nutrientes en el medio, ausencia de agentes
antagonicos y falta de aireacion, favorecen el crecimiento rapido
de cualquier indculo microbiano, por esta razon, la presencia de
una minima cantidad de agentes contaminantes puede terminar
causando la pérdida parcial o total del tejido vegetal cultivado.

Aunque las contaminaciones por microbios pueden aparecer en
cualquier fase del proceso de cultivo de tejidos, estas son mas
frecuentemente causadas por fallas en la manipulacion durante
el proceso de establecimiento de los explantes en el medio. Una
contaminacion en condiciones in vitro puede resultar en una
colonizacion rapida que sea evidente en pocos dias después de
establecido el cultivo o puede tener una manifestacion lenta que
puede detectarse en varios dias e incluso meses despues del
establecimiento del explante.
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3.1 Tipos de contaminantes en el cultivo in vitro

Las plantas en su condicion de crecimiento natural tienen asociadas
un fauna y flora microbiana con la cual interactian sin verse afectado
su desarrollo; por el contrario, algunos microbios, dentro de los que se
encuentran ciertas bacterias, actian como agentes endofiticos benéficos
asociados al sistema vascular de la planta. Sin embargo, en condiciones
de cultivo in vitro, estos microbios se convierten en contaminantes o
agentes facilitadores de contaminacion para los explantes.

Dentro de los organismos contaminantes mas comunmente asociados
con los cultivos in vitro se encuentran las bacterias, los hongos, los
virus, rickettsias y fitoplasmas y algunos artrépodos (Cassels, 1991).

Bacterias

Son los mas comunes entre los microbios contaminantes de tejidos
vegetales en condiciones in vitro. Algunos de los géneros de bacterias
vitropatdogenas con mayor incidencia son Acinbacter, Agrobacterium,
Bacillus, Corynebacterium, Erwinia, Enterobacter, Lactobacillus,
Pseudomonas, Staphyllococcus y Xantomona (Agrios, 2005).

Los sintomas mas comunes de la contaminacion bacterial en los
tejidos vegetales son la muerte completa del explante, crecimiento
desuniforme, necrosis localizadas, bajas tasas de multiplicacion en
brotes axilares y baja capacidad de enraizamiento. Generalmente,
la contaminacién con bacterias puede identificarse por la presencia
de manchas de aspecto acuoso y coloracion variada en el tejido
vegetal, turbidez en medios liquidos y por la presencia de colonias
que crecen en forma circular sobre medios semisoélidos.

Hongos

Los hongos son microorganismos que generalmente actian como
contaminantes externos de los explantes, aunque algunos se
encuentran asociados con el sistema vascular.
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Losgénerosmascomunesdehongos queactiancomocontaminantes
de cultivos in vitro son Aspergillus, Candida, Cladosporium,
Penicilliumy Saccharomyces, este Ultimo conocido como levaduras.
Sus contaminaciones se caracterizan por el crecimiento micelial que
rapidamente cubre el explante resultando en la muerte rapida de los
tejidos, aunque la presencia de levaduras puede confundirse con
contaminaciones de tipo bacterial (Carlile et al., 2001) (Figura 3).

Figura 4. Crecimiento micelial de hongos en cultivo de tejidos.

Ritketsias y fitoplasmas

Las rickettsias y los fitoplasmas son tipos particulares de bacterias
que pueden causar enfermedades en organismos vegetales. Las
rickettsias se caracterizan por ser inmdviles, mientras que los
fitoplasmas carecen de pared celular. Ambos pueden actuar como
patdégenos externos o sistémicos, y son generalmente inoculados en
la planta por insectos vectores (Agrios, 2005).

Los sintomas de contaminacién por rickettsias y fitoplasmas en

tejidos vegetales in vitro son amarillamiento de las hojas, reduccion
del tamano de los 6rganos vy flacidez de los tejidos.
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Virus y viroides

Los virus son nucleoproteinas fitopatdbgenas, mientras que los viroides
son pequenas cadenas de ARN sin proteinas asociadas que pueden
causar enfermedades en las plantas. Ambos se desplazan dentro de
las plantas a través de los conductos vasculares y necesitan de una
célula hospedera para llevar a cabo sus funciones bésicas (Suarez
y Jaraba, 2004).

Las contaminaciones ocasionadas por estos microorganismos no
son eliminadas con la desinfestacion superficial de los explantes,
y los sintomas mas comunes de estas son hojas amarillentas,
presencia de mosaicos en la lamina foliar, crecimiento lento y baja
capacidad de enraizamiento.

Artréopodos

Varios aréacnidos, como los acaros vy trips, € insectos, como las
hormigas, pueden llegar a convertirse en problemas para el
mantenimiento de las condiciones de asepsia en los cultivos de
tejidos in vitro (Matthews, 1981).

Los acaros son transportados por el viento y facilmente introducidos
en el laboratorio a través de los sistemas de aire acondicionado,
mientras que la presencia de comida y desechos organicos en el
laboratorio favorece la presencia de hormigas. Tanto los acaros
como las hormigas actian como transportadores de esporas de
hongos hacia el interior de los cultivos in vitro.

3.2 Fuentes de contaminacion

Las fuentes de contaminacion son aquellas que sirven como vehiculo
para que los agentes contaminantes lleguen al cultivo in vitro, siendo
las mas frecuentes el material vegetal, el aire y el operario.

Material vegetal
Muchos microbios e insectos se encuentran en la superficie de las
plantas sin afectar su crecimiento y desarrollo, e incluso en algunos
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casos favoreciendo el desempefio vegetal. Sin embargo, una vez en
contacto con las condiciones in vitro se convierten en vitropatdégenos.

La mayoria de los microorganismos se localizan en pequefias
cavidades de la corteza de los tallos y 6rganos donde se hace
mas dificil la penetracion de las soluciones desinfectantes vy
consecuentemente su eliminacion. Adicionalmente, algunas plantas
tienen microbios asociados a su sistema vascular, que hacen audn
mas complicado el proceso de desinfestacion.

Aire

El aire en condiciones normales mantiene suspendidas particulas
de polvo, esporas de hongos, bacterias, acaros y otros agentes
gue son contaminantes potenciales. Esto significa que para evitar la
presencia de estos factores al interior de los cultivos, es necesario
contar con un mecanismo que proporcione una buena calidad del
aire para disminuir los riesgos por contaminacion.

Trabajador u operario

Al igual que las superficies vegetales, la piel humana tiene una
flora asociada que interactua con las células de la epidermis y que
pueden llegar a contaminar los cultivos in vitro. Adicionalmente, el
proceso de renovacion de la piel hace que del cuerpo humano se
desprendan células muertas que pueden llevar consigo agentes
externos, los cuales al entrar en contacto con el cultivo in vitro
desarrollan contaminaciones.

La indebida realizacién de las manipulaciones es una segunda
forma mediante la cual el operario puede actuar como una fuente
de contaminacion. Dentro de las fallas méas comunes se encuentran
la utilizacion de utensilios contaminados, vociferacion durante la
realizacion de subcultivos, indebida colocacion de herramientas y
tejidos dentro del area de trabajo, calentamiento insuficiente de las
pinzas y bisturies para el manejo de las muestras y el subcultivo de
tejidos contaminados.
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3.3 Técnica estéril

La técnica estéril consiste en la aplicacion de una serie de medidas
que buscan reducir la presencia de todos los factores capaces de
causar contaminaciones en los cultivos en condiciones in vitro (Kyte
y Klein, 2003).

Cada fuente de contaminacion tiene un componente de la técnica
estéril que se aplica de forma especifica para evitar su posible
incidencia en el proceso. La aplicacion general de la técnica estéril
involucra el uso de agentes quimicos, procedimientos de manejo y
calibracién de equipos utilizados en el cultivo de tejidos vegetales.

Desinfestacion superficial

Este componente de la técnica estéril esta especificamente dirigido
a eliminar la incidencia de agentes contaminantes presentes en la
superficie de los tejidos o explantes.

La disminucion de contaminantes externos se inicia previo a el
aislamiento de los explantes, mediante tratamientos que se aplican
a la planta madre. Este manejo constituye el estado 0 dentro del
proceso de micropropagacion y estd conformado por estrategias
como el mantenimiento de las plantas madres en locales cerrados,
aplicacion de controles fitosanitarios periddicos, uso de antibidticos
y cosecha de explantes preferiblemente en época seca.

Inicialmente, los propagulos seleccionados deben ser enjuagados
con abundante agua para remover las particulas de polvo y otros
elementos antes de proceder a desinfectarlos superficialmente.
La solucion desinfectante se prepara con productos quimicos de
baja toxicidad para la planta, pero efectivos en la eliminaciéon de
microbios. Los desinfectantes mas ampliamente utilizados son los
iones de hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio, y el etanol. Los
primeros deben su accion desinfectante (sobre todo bactericida) a
su capacidad oxidante por el contenido de cloruro presente en sus
moléculas.
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El hipoclorito de sodio tiene una presentacion liquida y es sensible a
la luz, se utiliza en concentraciones que van desde 0.5 a 5% (vol:vol)
con tiempos de exposicion comprendidos entre 5 y 30 minutos
dependiendo del tejido a desinfectar; mientras que, el hipoclorito de
calcio es un polvo mojable que una vez disuelto en agua debe ser
filtrado y usado inmediatamente. Este se utiliza en concentraciones
entre 9 a 10% con tiempos de exposicion 5 a 30 minutos; sin
embargo, su menor eficiencia y manejo mas complicado hacen que
sea menos utilizado que el hipoclorito de sodio (Avila, 2004).

El etanol es el mas usado entre los alcoholes, aunque su uso
individual como desinfectante no proporciona los mejores
resultados. La inmersion rapida de los explantes en etanol, previo
a la desinfestacion superficial, ayuda a remover resinas, tricomas
y cuticula, contribuyendo a mejorar los efectos de la solucion
desinfectante a base de los iones de hipoclorito. Los alcoholes
son también de gran utilidad para limpiar las superficies de trabajo
y herramientas ayudando con esto a disminuir la presencia de
microbios y posibles contaminantes (Singha et al., 1987).

Indexacion

La indexacion consiste en realizar pruebas a las plantas madres
con el fin de diagnosticar la presencia o ausencia de contaminantes
sistémicos asociados con sus tejidos, permitiendo con esto reducir
las probabilidades de introducir material vegetal infectado en los
cultivos in vitro (Klopmeyer, 1996).

La indexacion puede aplicarse por diferentes métodos que van a
depender del tipo de planta y del microorganismo que se desea
detectar. Una de las formas mas efectivas consiste en tomar porciones
de 6rganos de la planta a indexar y establecerlos en medios de cultivo
cuya formulacion es especifica para favorecer el crecimiento de
determinados microbios. Los resultados de esta prueba generalmente
son rapidos y facilmente detectables para el caso de infecciones con
hongos y bacterias (Oglevee-O 'Donovan, 1993).
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Elusode plantasindicadoras es un método utilizado para diagnosticar
la presencia de algunas enfermedades de origen viral o viroidal. Esta
consiste en injertar porciones de la planta a indexar en el tallo de una
planta sensible sintomaticamente a la infeccion. Cuando la planta
indicadora muestra los sintomas tipicos de la infeccion, el resultado
es concluyente; sin embargo, la ausencia de sintomas no es definitivo
para descartar la contaminacion debido a que existe la posibilidad
que se trate de una infeccion asintomatica (Schnell et al., 2001).

El uso de microscopios electronicos de alta resolucion han sido
igualmente utilizados en la deteccion de particulas virales; sin
embargo, esta prueba es eficaz cuando la infeccion estéa presente
en niveles relativamente altos, mientras que la observacion de virus
en bajas concentraciones y viroides es practicamente imposible.

Un tercer método utilizado en la deteccidn de agentes virales en
plantas es a través del método serolégico de la técnica de ELISA,
la cual permite detectar la presencia de una determinada infeccion
viral con base en la presencia de anticuerpos desarrollados
especificamente para asociarse a la proteina de la cubierta del virus
(Gugerli, 1992). A pesar de su lentitud, y requerir de un gran numero
de manipulaciones, ELISA ha sido de gran utilidad en el diagndstico
de ciertos virus vegetales; sin embargo, su aplicacion es ineficaz en
la deteccion de viroides, ya que estos no tienen cubiertas proteicas
ni tampoco sintetizan proteinas (Suarez et al., 2004).

Los métodos de indexacion mas efectivos para el diagnoéstico
de enfermedades en plantas son los que se basan en técnicas
moleculares para deteccion de acidos nucleicos. Estos involucran la
extraccion y analisis de ADN o ARN de patégenos especificos que
se encuentren asociados los tejidos vegetales.

Las técnicas moleculares de indexacion mas utilizadas son PCR
(Polymerase Chain Reaction) y RT-PCR (Transcripcion Reversa de
PCR), las cuales, debido a su alta sensibilidad para detectar incluso
infecciones leves y facilidad de automatizacion, constituyen los
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métodos mas rapidos y de mayor eficacia para la identificacion de
contaminantes presentes en plantas (Suérez et al., 2005).

Cultivo de meristemos

Aunque la eliminacion de contaminantes sistémicos presentes en
tejidos vegetales es practicamente imposible mediante la aplicacion
de técnicas convencionales de desinfestacion, existen algunas
estrategias que permiten en algunos casos obtener explantes libres
de contaminantes a partir de plantas infectadas, o en su defecto
evitar que un agente contaminante presente en un explante se salga
de control y cause la muerte del explante.

Losvirusyviroides se desplazan dentrode la planta preferencialmente
a través de los haces vasculares, lo que posibilitaria la obtencién
de material libre de contaminacion en zonas con ausencia de estos
conductos. Con base en esta premisa, el aislamiento y cultivo de
porciones de las capas mas externas de los meristemos apicales
ha sido una estrategia de gran utilidad para obtener y multiplicar
material sano a partir de plantas contaminadas con agentes
infecciosos sistémicos (Klopmeyer, 1996).

La asociacion de tratamientos térmicos con el aislamiento y cultivo
de zonas meristeméaticas (Termoterapia), ha permitido en algunos
casos incrementar la efectividad en la eliminacion de contaminantes
sistémicos; sin embargo, a pesar de los éxitos demostrados en
muchas plantas, el cultivo de zonas meristematicas y la termoterapia
no son igualmente efectivos para toda clase de virus o viroides, al
igual que varian en efectividad de acuerdo con el tipo de planta
(Horst y Klopmeyer, 1993; Grondeau y Samson, 1994).

El uso de antibidticos constituye otra estrategia para disminuir
la incidencia de agentes contaminantes sistémicos en tejidos
vegetales. Estos son productos toxicos sintetizados, naturalmente
por microorganismos o artificialmente en el laboratorio, que causan
retardo o eliminacion del crecimiento de otros agentes bidticos.
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Dentro de los antibidticos mas comunmente utilizados para
contrarrestar la presencia de bacterias se encuentran los
bactericidas, como penicilina y rifampicina, los cuales causan la
muerte de bacterias, y los bacteristaticos, como el cloramfenicol y la
tetraciclina, que no causan la muerte de las bacterias pero detienen
Su crecimiento permitiendo que el explante continte su desarrollo.

Los antibidticos dirigidos contra los hongos se denominan fungicidas,
y dentro de éstos estan los protectantes como Maneb y Mancozed,
que actuan de forma externa, y los sistémicos como propiconazol y
benomil.

Ambiente estéril
La disminucion del numero de agentes contaminantes presentes en
el area de trabajo se garantiza con el uso de camaras de flujo laminar.

La camara de flujo laminar es un equipo dotado con una turbina que
toma aire del exterior, lo impulsa a través de un filtro de alta eficiencia,
para posteriormente expulsarlo hacia el interior de la camara, donde
el operario lleva a cabo las manipulaciones. El filtro, a través del cual
circula el aire, retiene particulas que normalmente se encuentran en
suspension, y que se convierten en contaminantes potenciales al
entrar en contacto con los cultivos.

Algunas céamaras de flujo laminar se encuentran equipadas con
lamparas de luz ultravioleta que, al ser encendidas por un tiempo
determinado, eliminan todos los microorganismos que se encuentran
en la superficie de las mismas.

Buenas practicas de laboratorio

El uso inadecuado de herramientas y materiales, asi como la falta
de claridad en los protocolos de manejo son, después del material
vegetal, las causas mas frecuentes de la contaminacion de los
cultivos in vitro.
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Para evitar la entrada de agentes contaminantes al interior de la
zona de trabajo, los recipientes, medios de cultivo, herramientas,
papeles, y demas materiales que se usen al interior de la camara de
flujo laminar, deben haber sido esterilizados y asperjados con etanol
al 70% antes de colocarlos en el interior de la camara.

Los operarios deben implementar medidas rutinarias de prevencion
de las contaminaciones como lavarse las manos antes de iniciar un
procedimiento, vestir batas limpias, en lo posible evitar levantarse de
la camara antes de terminar el trabajo iniciado, no hablar dentro de
la camara y no sacar las herramientas, tejidos o medios descubiertos
fuera de area de la camara.

Es preciso, durante el desarrollo de los trabajos, evitar colocar
las herramientas directamente sobre la superficie de la camara, y
cualquier tejido que entre en contacto con esta superficie debe ser
descartado inmediatamente.

Para la limpieza de los recipientes y herramientas utilizados, y una
vez han sido esterilizados en el autoclave, el procedimiento estandar
consiste en desechar el medio de cultivo y el material vegetal, lavar
profusamente con detergente o jabdn bactericida, enjuagar dos
veces con agua potable y unaterceravez con agua destilada, permitir
escurrir y secar al aire, y finalmente almacenar en un sitio cerrado.
Para reducir las posibilidades de proliferacion de microrganismos,
se recomienda esterilizar por separado recipientes y utensilios que
hayan sido utilizados en cultivos donde se sospeche hay presencia
de microbios sistémicos.
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4. MEDIOS DE CULTIVO

El medio de cultivo es un elemento de la técnica de cultivo in vitro
que funciona a la vez como sustrato y fuente energética para el
desarrollo de los tejidos.

Los medios de cultivo son una combinacion de diferentes
componentes, los cuales varian proporcionalmente de acuerdo con
las caracteristicas del tejido a desarrollar (callo, porciones de hoja,
células, porciones de tallo, efc.) y el proceso morfogenético que se
desea sequir (cultivo de meristemos, organogéenesis, embriogénesis
somatica, etc.) (Gamborg y Shyluk, 1981).

A pesar de que a nivel macro, las necesidades nutricionales de las
plantas han sido extensamente estudiadas, permitiendo conocer
que tipo de compuesto es utilizado en la mayoria de cada uno de los
organos de una planta completa, es poco lo que se conoce acerca
de los requerimientos nutricionales de organos o tejidos aislados y
cual es su metabolismo una vez separados de la planta madre.

Hasta la presente se ha asumido que las necesidades nutricionales
de los tejidos son comparables a los de la planta completa, por
lo que el medio de cultivo debe contener todas las sustancias
requeridas por una planta intacta, variando las proporciones de los
componentes con el tipo de explante y la via morfogenética que se
desea sequir para el desarrollo de los tejidos (Murashige y Skoog,
1962, Gamborg et al., 1976).
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4.1 Componentes de un medio

Los componentes de un medio de cultivo generalmente estan
constituidos por agua, minerales, compuestos organicos y materiales
de soporte.

Agua
El agua constituye mas del 95% de cualquier medio de cultivo y es
el solvente de todos los solutos que componen en el medio.

Teniendo en cuenta que el agua potable corriente contiene elementos
varios como disueltos organicos e inorganicos, particulas sélidas de
diversa naturaleza y microorganismos que pueden afectar la calidad
del medio, es necesario aplicar mecanismos que permitan alcanzar
un alto grado de pureza del agua corriente antes de ser utilizada
para las preparaciones de medios; entre estos mecanismos se
encuentran la destilacion, la desionizacion y la osmosis reversa.

Destilacion: Es el mas comun y utilizado de los métodos de
purificacion de agua; se requiere de un equipo relativamente
econdmico (destilador) y facil de manejar. Algunas de las limitantes
de este proceso son la reducida eficiencia bajo condiciones
normales (solo el 5% del agua utilizada en el proceso es usada), no
es una operacion inmediata puesto que el agua debe ser destilada 'y
almacenada para su uso posterior, y el constante mantenimiento que
requiere el equipo.

Desionizacién: Consiste en la remosion o captura de contaminantes
presentes en el agua con base en su carga eléctrica. El proceso
funciona forzando el paso del agua a través de unas columnas que
contienenresinas con diminutas esferas plasticas cargadas coniones
de hidrégeno (H*) e hidroxido (OH), los cuales son intercambiados
por contaminantes cationicos o aniénicos presentes en el agua.

A diferencia de la destilacion, la desionizacion es un proceso
continuo, es decir, no es necesario almacenar agua ya que puede
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usarse de forma inmediata en la medida que se demanda. Aunque
el intercambio ibnico garantiza que la mayoria de los contaminantes
idbnicos sean removidos, este método no remueve contaminantes
organicos, y debido al constante paso y presencia de agua en las
resinas, es posible que se presente crecimiento de bacterias que se
convierten en contaminantes.

Osmosis reversa: Este sistema consiste en utilizar presion para
hacer pasar el agua a través de membranas semipermeables que
permiten la retencién de particulas y contaminantes.

Enalgunos casos ladsmosis reversa se combina con ladesionizacion,
y ademas se agrega al sistema un paso del agua a través de un filtro
de carbdn que permite la captura de los contaminantes organicos
y algunas sales (cloro) que escapan a la retencion por parte de
las resinas ionicas. Este sistema combinado remueve un 100% de
solidos en suspension, 99.5% de bacterias y virus y mas de 90% de
contaminantes organicos € inorganicos.

Minerales

Los compuestos minerales presentes en el medio de cultivo
constituyen todos aquellos elementos inorganicos que son
importantes para el desarrollo de la planta (macroelementos vy
microelementos). A continuacion se enuncian los elementos utilizados
en los medios de cultivo y la forma en que estos son utilizados:

Nitrogeno (N): Es un componente de los acidos nucléicos vy
aminoéacidos y es un regulador del pH en el medio. Su deficiencia
produce cultivos cloréticos y de tamafio reducido; se suministra al
medio en forma de amonio (NH,*) y nitrato (NO,).

Fésforo (P): Es abundante en zonas meristematicas y es
componente de las moléculas de ADN y ATP. Los tejidos deficientes
en fosforo tienen tamafo reducido y coloracion rojiza. Este elemento
se adiciona al medio en forma de fosfato de potasio (KH,PO,) o
fosfato de sodio (NaH,PO,).
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Potasio (K): Promueve el crecimiento del tejido meristematico, actia
como osmoregulador y regula el pH. Se agrega al medio de cultivo
en forma de fosfato de potasio (KH,PO,) o cloruro de potasio (KCI).

Magnesio (Mg): Es un componente de la molécula de clorofila y
actla como activador enzimatico; su deficiencia se observa en la
clorosis de hojas maduras. Se agrega al medio en forma de sulfato
de magnesio (MgSO, 7H,0).

Azufre (S): Es componente de algunas proteinas y enzimas; su
deficiencia se observa en forma de hojas cloréticas. El azufre es
suministrado al medio en forma de compuestos a base de sulfatos (SO,).

Calcio (Ca): Es un componente de la pared celular y promotor de
la formacién de raices; en cultivo de tejidos su deficiencia puede
causar muerte de meristemos. El Ca se agrega al medio de cultivo
en forma de cloruro de calcio (CaCl, 2H,0) o como nitrato de calcio
(Ca(NO,),).

Cloro (Cl): Este elementoactuacomounosmoreguladory componente
del fotosistema Il del proceso de la fotosintesis. Es adicionado al
medio en forma de compuestos a base de cloruros (Cl,)).

Sodio (Na): Es un elemento que actua como osmoregulador y
confiere tolerancia a la salinidad en algunos tipos de plantas; se
adiciona al medio de cultivo en forma de compuestos a base de
sodio (Na*).

Manganeso (Mn): Este elemento es un componente de la membrana
de los cloroplastos y su deficiencia se observa en plantas adultas en
forma de moteados foliares. Es suministrado al medio en forma de
sulfato de manganeso (MnSO, H,O).

Zinc (Zn): Tiene diversas funciones, entre ellas la de actuar como
activador enzimatico de la clorofila. Se suministra al medio en forma

de sulfato de zinc (ZnSO, 7H,0).
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Boro (B): Es un elemento que al parecer funciona en el transporte
de azucares, en la estructura de la membrana celular y en el
metabolismo del acido fendlico. Es sumnistrado al medio en forma
de acido bdrico (H,BO,).

Cobre (Cu): Este microelemento interviene en la sintesis de clorofila
y en la transferencia electrénica. Se adiciona al medio en forma de
sulfato de cobre (CuSO, 5H,0).

Molibdeno (Mo): Se cree que interviene en la conversion del N
en amonio y en la fijacion del mismo. Es agregado al medio como
molibdato de sodio (Na,Mo0O, 2H,0).

Cobalto (Co): Es un elemento componente de la Vitamina B12 y de
la sintesis de &cidos nucleicos. Es agregado al medio de cultivo en
forma de cloruro de cobalto (CoCl, 6H,0).

Hierro (Fe): Esta involucrado entre otros procesos en la sintesis de
clorofila y en las reacciones de Oxido/reducciéon que se suceden
en los cloroplastos y mitocondrias. Su deficiencia se expresa en
hojas con apariencia clorética. El hierro es adicionado al medio
mezclando sulfato ferroso (FeSO, 7H,0) con la sal disodica del acido
etilendiaminatetraacético (EDTA) formando el quelato de hierro.

Compuestos organicos

Son aquellos compuestos que estan conformados por moléculas
con atomos de carbono enlazados covalentemente con otro atomo
de carbono o hidrégeno. Dentro de los compuestos organicos que
se utilizan en el medio de cultivo estan los carbohidratos o fuentes
energéticas, las vitaminas, los reguladores de crecimiento y algunos
suplementos.

Carbohidratos ofuentesenergéticas: Las plantasensuestadonatural
producen sus propias fuentes de energia (autétrofos); sin embargo,
en condiciones in vitro, por la ausencia de fotosintesis los organismos
vegetales necesitan de una fuente externa de carbohidratos para

45



poder crecer y desarrollarse (heterdtrofos), por lo que la mayoria de
los medios deben ser suplementados con compuestos que actuen
como fuentes de energia. Dentro de las fuentes mas comunes de
carbohidratos usadas en cultivos in vitro estan:

e Sacarosa: Es un disacarido compuesto por fructosa y glucosa
(C,,H,,0,,) usado comunmente en las preparaciones de medios
de cultivo. Normalmente, se adiciona al medio en forma de azucar

comun y casi siempre en una concentracion del 2 al 4%.

¢ D-Manitol: Es un azucar que se utiliza para regular el potencial
osmotico del medio. Se utiliza frecuentemente cuando se aislan y
cultivan protoplastos.

e D-Sorbitol: No es usada frecuentemente como fuente energética;
sin embargo tiene la particularidad de ser transportada a través
del floema.

Vitaminas: Las plantas en su estado natural suplen sus propias
necesidades vitaminicas; sin embargo, los tejidos y células
vegetales cultivados in vitro requieren de suplementos externos de
estos compuestos para llevar a cabo sus procesos de crecimiento y
desarrollo.

En las etapas iniciales del desarrollo de las técnicas de cultivo de
tejidos in vitro, las vitaminas eran adicionadas en conjunto con otros
nutrientes a partir de suplementos indefinidos tales como jugos de
frutas o ciertos extractos (Caplin y Steward, 1948). En la actualidad,
estos compuestos son adicionados en forma individual, siendo las
mas comunes las siguientes:

¢ Tiamina (Vitamina B,): Es un cofactor que actua en el ciclo de

los acidos orgéanicos de la respiracion (Ciclo de Krebs) y es un
componente regular de la mayoria de los medios de cultivo.
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* Acido nicotinico (Niacina o Vitamina B,): Es un componente de
las enzimas que actdan en las reacciones activadas por la luz. Su
uso €s menos comun que la tiamina.

¢ Mio-inositol: Es un constituyente del complejo B de vitaminas
y componente regular de todos los medios de cultivo. Aungque
no es estrictamente necesario para los procesos de crecimiento
y desarrollo, los cultivos tienen un mejor comportamiento en
presencia de éste.

e Acido ascoérbico (Vitamina C): Es usado mas frecuentemente
como un antioxidante en cultivos de tejidos de especies que
producen grandes cantidades de fenoles in vitro.

Reguladores de crecimiento: Son compuestos, algunos naturales
(hormonas) otros sintéticos, que, a muy bajas concentraciones,
afectan los procesos de crecimiento y desarrollo en las plantas
(Davies, 2004).

Lostejidosinvitro generalmente no producenlas cantidades necesarias
de reguladores para suplir las necesidades de sus procesos, por
lo que se hace necesario suplementar con fuentes exdgenas. Las
hormonas o reguladores de crecimiento clasicos son las auxinas,
citocininas, giberelinas, el acido abcisico y el etileno (Suarez, 2011).

e Auxinas: Son reguladores de crecimiento que estimulan la
dominancia apical, el crecimientoy la division celular, el desarrollo
meristematico, la induccidon de raices adventicias y la formacion
de embriones somaticos.

En su estado natural la planta produce el acido indolacético (AlA)
y el &cido indolbutirico (AIB), los cuales son sintétizados en los
apices foliares desde donde se desplazan en forma basipétala a
la parte radical.
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Entre los compuestos analogos a las auxinas, sintétizados en
el laboratorio, estan el acido naftalenacético (ANA), el acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), y el picloram. En el cultivo
de tejidos in vitro, los mas usados son el IBA y el ANA en la
micropropagacion de meristemos y organogénesis. El 2,4-D y
el picloram tienen efectos mas fuertes, por lo que son utilizados
en la induccion de tejidos embriogénicos. El AIA por su facilidad
para ser degradado enziméaticamente es menos utilizado.

Citocininas: Estos reguladores de crecimiento actuan en la
interrupcion de la dominancia apical, division celular, desarrollo
de yemas axilares y retardo de la senescencia de hojas.
Son sintetizadas en los é&pices radicales desde donde son
transportadas a las yemas apicales y axilares.

Naturalmente, la zeatina y el 2-isopentenil adenina (2iP) son
sintetizadas por la planta, pero en el comercio se pueden encontrar
sustitutos como la benzilaminopurina (BAP o BA), la kinetina y
el tidiazuron (TDZ). De todos estos compuestos, BA es la mas
utilizada en cultivo in vitro, especialmente en la multiplicacion de
meristemos pre-existentes y organogénesis (Acosta et al., 2013;
Torres et al., 2013; Polo et al., 2013; Lopez, 2017).

Giberelinas: Son compuestos que promueven el alargamiento de
los entrenudos de la planta mediante la induccion de la division
y elongacion celular. La sintesis en plantas completas ocurre
principalmente en las hojas jévenes.

Aunque existen mas de 90 compuestos similares, la giberelina
mas comunmente utilizada en cultivo in vitro es el &cido giberélico
(GA,), el cual es adicionado al medio de cultivo para promover la
elongacion de tallos micropropagados y conversion de embriones
somaticos en plantas. Se ha observado cierto efecto inhibitorio
en formacion de nuevos tallos y raices y la induccion de tejidos
embriogénicos, por lo gue es inconveniente su uso en los eventos
de multiplicaciéon de brotes y emision de raices.

48



GA, es alterado en su estructura por el calor, por lo que es mejor
esterilizar a través de filtracion.

Acido abscisico: Este regulador de crecimiento es el encargado
de controlar la apertura y cierre de estomas, inhibir la elongacion
y division celular, promover cierto grado de absicion foliar e
inducir la dormancia de las semillas. Su sitio de origen son las
raices y las hojas adultas desde donde se desplaza a sus sitios
de accion.

En condiciones in vitro inhibe la formacién de callo y es utilizado
para inducir la maduracién de embriones somaticos y la
formacién de 6rganos de almacenamiento y dormancia como
cormos y microtubérculos. No es soluble en agua por lo que debe
ser diluido en etanol (Suarez y Otero, 2016; Suérez et al., 2017,
Carmona, 2017).

Etileno: Es un gas que es sintetizado a partir del aminoacido
metionina y se produce en la mayoria de los tejidos vegetales.
En plantas induce la senescencia y absicion de hojas vy flores, la
formacion de raices adventicias y elimina la dormancia de semillas
y yemas. Su presencia se torna inconveniente en condiciones in
vitro, por 1o que algunas veces la ventilacion de los tejidos es
necesario para evitar su acumulacion.

Mecanismo de soporte

Existen dos estados para la consistencia del medio de cultivo, y éstos
dependen de la presencia o ausencia de un medio de soporte. Los
medios liquidos generalmente estan conformados unicamente por
la formulacion del medio disuelta en agua sin ningun tipo de medio
de soporte; de forma inversa, los medios en estado semi sélido
adquieren cierta dureza proporcionada por agentes gelatinizantes.

Agar: Es el agente gelatinizante mas usado debido a su grado de
dureza que permite sostener los cultivos en su sitio y su inactividad
ibnica que permite el flujo de nutrientes del medio hacia los tejidos.
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Estructuralmente, el agar es una mezcla compleja de polisacaridos
extraidos de algas rojas que se disuelven a 100 °C y solidifican a 45
°C, no es digerido por las enzimas vegetales y no reacciona con los
componentes del medio.

En el comercio existen diferentes tipos de agar, por lo que es
conveniente usar uno con alto grado de pureza y que esté
manufacturado para cultivo de tejidos (TC-Agar); igualmente, se
debe tener en cuenta que los pH bajos (<4.0) afectan la dureza del
mismo. Generalmente una concentracion de 0,6 a0,8% (6a8gL™)
es suficiente para lograr una dureza adecuada del medio de cultivo
(Singha, 1984).

Phytagel: Es un polimero derivado de la fermentacion de la bacteria
“Pseudomonas elodea’. De forma natural contiene cantidades
significativas de potasio, sodio, calcio y magnesio, aunque no
perjudiciales y generalemente es mas puro que el agar. Se utilizan
proporciones de 0.2% a 0.4% (2a 4 g L™").

Una tercera alternativa a la formulacion del medio de cultivo es el doble
fase. En este medio, se coloca una fase soélida y sobre esta una fase liquida;
la s6lida brinda la estabilidad para mantener en su sitio a los explantes, y la
liguida le permite renovar el suministro de nutrientes sin realizar subcultivos
del material vegetal permitiendo el crecimiento de los tejidos en el mismo
recipiente; adicionalmente, la adicion de nutrientes disueltos en una fase
liguida permite una asimilacion mas rapida de los nutrientes (Lopez 2017,
Diaz, 2017).

4.2 Formulacion y preparacion de medios de cultivo

La mayoria de las formulaciones de medios de cultivo que se conocen
en la actualidad fueron desarrolladas en la década de los 60°s y
70’s del siglo XX, y difieren basicamente en la concentracion de las
sales que utilizan. La formulacién del medio de Murashige y Skoog
(1962) es la mas utilizada a nivel mundial en el cultivo de plantas
o tejidos vegetales in vitro y se caracteriza por tener un contenido
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alto de sales. Otras formulaciones ampliamente utilizadas son la B5
(Gamborg et al., 1968) utilizada preferiblemente en el cultivo de callo
y células, Nitsch para el cultivo de anteras (Nitsch y Nitsch, 1969) y
Woody Plant Medium (WPM) para plantas lefiosas (Lloyd y McCown,
1980) (Tabla 1).

La seleccion de un determinado medio de cultivo es consecuencia

de la experimentacion de varios de éstos y l0s resultados que arrojen
en términos de desarrollo de los explantes.

Tabla 1. Formulacion de macro y micronutrientes de cuatro medios de cultivos.

Componente

(ma L) MS White B5 WPM
NH, NO, 1650.000 400.000
Ca(NO,), 4H,0 300.000 556.000
KNO, 1900.000 80.000 2500.000
KCl 65.000
(NH,), SO, 134.000
K,SO, 990.000
KH,PO, 170.000
CaCL, 2H,0 333.000 150.000 96.000
MgSO, 7H,0 181.000 720.000 250.000 370.000
KH,PO, 170.000
FeNaEDTA 36.700
H,BO, 6.200 1.500 3.000 6.200
MnSO, H,0 16.900 7.000 10.000 22.300
ZnSO, 7H,0 8.600 3.000 2.000 8.600
Kl 0.830 0.750 0.750
Na,MoO, 2H,0 0.250 0.250 0.250
CuSO, 5H,0 0.025 0.025 0.250
CoCl, 6H,0 0.025 0.025
FeSO, 7H,0 27.800 27.800
Na,EDTA 37.300 37.300
NaH,PO, H,0 200.000 150.000
Fe,(SO,), 2,500
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Existen tres formas diferentes de realizar la preparacion de los
medios de cultivo: La primera es pesando todos los componentes
de forma individual al momento de preparar la formulacion; éste
método es complicado sobre todo con relaciéon a los componentes
que se utilizan en pequefias cantidades (microelementos), las
cuales resultan de dificil manejo. Un segundo método consiste en la
preparacion de soluciones madres o stock, y el tercero es la dilucion
de formulaciones premezcladas comercialmente y que vienen en
cantidades especificas para determinada cantidad de agua. Estas
Ultimas son bastante convenientes por la facilidad de preparacion
pero por el alto costo no son utilizadas regularmente.

Preparacion de soluciones madres o stock

Las soluciones madres consisten en medios de cultivos preparados
a concentraciones muy altas, lo cual permite tomar una determinada
cantidad de éstas y diluirlas en agua para completar el volumen total
de medio a la concentracion requerida.

Generalmente las soluciones stock se preparan a una concentracion
10 a 100 veces (10x a 100X) mayor a la concentracion final del
medio, de tal forma que la diluciéon de 10 ml o 100 ml de ésta,
respectivamente, en un litro de agua terminara en la concentracion
adecuada del medio.

La preparacion de soluciones stock es relativamente facil, disminuye
costos, facilita el pesaje de componentes que se agregan en
pequefas cantidades y permite modificar las concentraciones de
los ingredientes. Para mayor facilidad de manejo, normalmente las
sales con los elementos que se agregan en cantidades milimolares
(mM), tales como N, P, K, Na, S, Cl y Ca, se preparan en un stock
separado a una concentracion 10X; mientras que los elementos que
se agregan en cantidades trazas o micromolares (uM), Mn, B, Cu,
Mo, Coy Fe, se preparan a una concentracién 100X.
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Calculo de cantidades

La mayoria de los medios de cultivo expresan las cantidades de
sus componentes en unidades de masa. Esto en muchos casos no
refleja la diferencia que puede existir entre compuestos anélogos
qgue difieren en sus estructuras moleculares. Puesto que el efecto de
una sustancia es el resultado de la accion del numero de moléculas
presentes en el medio y no de su peso, las cantidades adicionadas se
convierten en factores criticos, especialmente cuando se comparan
los efectos de reguladores de crecimiento (Gamborg et al., 1976).

Las cantidades de los componentes del medio deben calcularse
preferiblemente en unidades molares; por ejemplo, al agregar
1 mg L' de ANA (peso molecular = 186.2) y calcular en namero
de micromoles que se adiciona (1000/186.2) es de 5.37 uM. Si
agregamos el mismo peso de AIB, otra auxina, (peso molecular
= 203.2) tenemos que el niumero de micromoles que se adiciona
(1000/203.2) es de 4.92 uM, es decir, se estaria agregando una
mayor cantidad real de ANA que de AIB. Si esto no se tiene en
cuenta, es posible que las evaluaciones de un experimento puedan
conducir a expresar conclusiones erroneas.

Las férmulas necesarias para realizar la conversion de unidades de
masa a unidades molares y viceversa son:

Molar (M) = g L'/ Peso Molecular
Minimolar (mM) = mg L'/ Peso Molecular
Micromolar (uM) = pg L'/ Peso Molecular

Preparacion del medio de cultivo

El proceso de preparacion de un medio de cultivo se efectua en
una serie de pasos, que deben terminar en la obtencién de una
formulaciéon con los componentes en la proporcién adecuada,
el pH 6ptimo, la consistencia deseada, estéril y distribuido en las
cantidades requeridas. Los pasos a seguir para la preparacion de
un litro de medio de cultivo son los siguientes:
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1. Adicién de los componentes: Diluir en una cantidad de agua
pura (500 ml para 1 L de medio) las soluciones stock, el azucar,
el mio-inositol, la tiamina y los reguladores de crecimiento de
acuerdo con lo requerido; luego adicionar agua pura hasta
completar 900 ml. Esto debe realizarse con la ayuda de una barra
magnética en un plato giratorio, con el fin de lograr la completa
dilucién de todos los componentes.

2. Medicion y ajuste de pH: El pH del medio es determinante para
la solubilidad de las sales, asimilacion de los reguladores de
crecimiento y la dureza del medio. La medicién y ajuste de pH
debe realizarse antes de la esterilizacion del medio, y se efectua
adicionando HCI o KOH para disminuir o aumentar su valor,
respectivamente. Aunque el pH del medio puede tener un rango
de 4,5 a 6,0, éste se ajusta a un valor de 5.7 con el fin de que
al ser esterizado disminuya a su valor 6ptimo para la toma de
nutrientes por los tejidos vegetales.

3. Adicion de agar: Al preparar medios de consistencia semi sélida,
el agar debe ser agregado y mezclado después de la medicion
del pH, ya que su adicién previa puede danar el potenciémetro.

4. Esterilizacién: Generalmente, el medio con todos sus
componentes es esterilizado en un autoclave a una temperatura
de 121 °C y una presion de 1,05 kg cm2, mientras que el tiempo
de esterilizacion, depende de la cantidad de medio que se tenga
en el recipiente (Tabla 2).

Tabla 2. Tiempos de esterilizacion en autoclave de acuerdo con la cantidad de medio en el

recipiente.
Volumen de medio Tiempo minimo de esterilizacion

(ml) (min)

20-50 15

75 20

250-500 25

1000 30

1500 35

2000 40
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Un método alternativo de esterilizacion de medios liquidos es por
filtracion, utilizando membranas con poros diminutos (0.22 pm)
gue evitan el paso de bacterias, hongos y la mayoria de virus; sin
embargo, debido a sus costos y funcionalidad, éste método se
utiliza solo para esterilizar aquellos compuestos que cambian su
naturaleza con el calor (acido abcisisco, acido giberélico, etc.).

. Distribucién: De acuerdo conlas caracteristicas delosrecipientes
o contenedores a utilizar, el medio es distribuido antes o después
de la esterilizacion.

Generalmente cuando el medio es liquidoy se utilizan erlenmeyers
de vidrio, las cantidades de medio son distribuidas previo a la
esterilizacion en cada uno de los recipientes; de forma inversa
cuando el medio es semi sdlido, la distribucion puede hacerse
antes de la esterilizacion cuando se utilizan recipientes de vidrio
(tubos de ensayo y frascos), aunque en este caso el agar debe
ser disuelto calentando el medio antes de la distribucion.

Al utilizar recipientes plasticos (cajas de Petri desechables, etc.)

que no resisten la temperatura de esterilizacion, la distribucion de
las cantidades del medio debe hacerse posterior a su esterilizacion.

55



56



5. MICROPROPAGACION DE PLANTAS

La micropropagacion de plantas es una técnica de propagacion
asexual que consiste en la produccion de vegetales en condiciones
ambientales controladas, completa asepsia y usando medios de
cultivos artificiales como sustrato, contenidos en recipientes de
plastico o vidrio (Kane, 1996).

La micropropagacion ha sido una de las tecnologias que ha mostrado
la mayor aplicacion practica y de apoyo para el avance investigativo
dentro de la biotecnologia vegetal, ofreciendo la posibilidad de
recuperar plantas a partir de células individuales, comprender el
efecto de reguladores de crecimiento en los procesos de crecimiento
y desarrollo, permitir la obtencion de plantas por métodos alternativos
de embriogénesis y su posterior coversion en semillas sintéticas, y
producir masivamente plantas para vivero a partir de meristemos
cultivados en condiciones in Vitro.
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5.1 Generalidades de la micropropagacion

La propagacion convencional de plantas es una operacion
fundamental que busca perpetuar un genotipo vegetal y se
caracteriza porque puede desarrollarse en condiciones ambientales
poco controladas, sin requerimientos de equipos avanzados y
personal técnico poco calificado.

La operacion de propagacion de plantas en condiciones in vitro
tiene algunas particularidades que la hacen mas compleja que
la propagacion convencional de plantas, e incluso dificil de
ejecutar sin el cumplimiento estricto de algunas condiciones. Las
principales caracteristicas de la micropropagacion de plantas son
el estricto control de las condiciones ambientales, los propagulos
utilizados son de tamafio reducido (explantes), las plantas crecen
heterotréficamente y se requiere de una infraestructura compleja que
implica costos iniciales altos y mano de obra altamente calificada.

Ventajas

La micropropagacion, como una técnica de propagacion de plantas,
proporciona ciertas ventajas comparativas sobre las técnicas
tradicionales de propagacion a nivel macro, tales como mayores
tasas de multiplicacion en periodos de tiempo y espacios mas
eficientes, obtencion de plantas con altos grados de uniformidad
genética y fenotipica, regeneracion de plantas completas a partir
células, tejidos u 6rganos, rapido desarrollo y liberacion de cultivares
mejorados o0 genéticamente modificados, posibilidad de obtener
plantas sanas a partir de material contaminado con patégenos de
tipo sistémico, reduccion de costos y riesgos de pérdidas en el
almacenamiento de germoplasma, y adicionar un valor agregado a
las plantas producidas.

Limites

Apesardelas grandes posibilidades que brinda, lamicropropagacion
de plantas tiene ciertas limitantes que impiden su uso generalizado
en todas las especies vegetales. Algunas de estas limitantes son
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la deficiente disponibilidad, o ausencia total, de protocolos para
ciertas especies, denominadas recalcitrantes por su dificultad de
manejo en condiciones in vitro, la ocurrencia de altos niveles de
variacion somaclonal en ciertos tipos de plantas y los altos costos
de produccion que implica la produccion in vitro.

5.2 Métodos de micropropagacion de plantas

Existen tres métodos de micropropagacion de plantas que son
aplicables de acuerdo con la especie y los objetivos de la operacion:
la micropropagacion a partir del cultivo de explantes con meristemos
pre existentes, la organogénesis y la embriogénesis somatica.

Micropropagacion a partir de explantes con meristemos pre-
existentes

La micropropagacion a partir de meristemos pre-existentes consiste
en la produccion de nuevos tallos a partir de los meristemos
terminales y axilares seguido por su enraizamiento individual.

Los meristemos son érganos diferenciados y determinados, formados
por grupos de células capaces de llevar a cabo division celular y
diferenciacion en tejidos permanentes y especializados tales como
ramas y raices (Chawla, 2003).

Adiferenciadelosotrosmétodos de micropropagacion, dondeelinicio
de via morfogenética es de origen unicelular, la micropropagacion
a partir de explantes con meristemos pre-existentes favorece la
perpetuacion de quimeras periclinales, debido a su conformacion
por varias capas de células, las cuales son de gran valor estético en
especies ornamentales (Marcotrigiano y Gouing, 1984).

La micropropagacion a partir de meristemos pre-existentes, se
desarrolla a partir de la induccion del crecimiento repetido de las
yemas axilares presentes en el explante. El crecimiento repetido
se debe a la eliminacion de la dominancia apical del explante por
la presencia de cantidades relativamente altas de citocininas en el
medio de cultivo (Wickson y Thimann, 1958).
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La produccion de plantas mediante el cultivo de explantes con
meristemos pre-existentes es el método de micropropagacion mas
utilizado en la produccion comercial de plantas in vitro, debido a la
gran estabilidad genética y consistencia en la tasa de multiplicacion
en la mayoria de las especies vegetales.

Estados de la micropropagacion a través del cultivo de explantes
con meristemos preexistentes

Inicialmente solo tres estados o etapas fueron consideradas
como esenciales para la produccion y recuperacion de plantas
micropropagadas: el establecimiento in vitro de un cultivo estéril,
la multiplicacion del propagulo establecido, y el pretransplante, o
enraizamiento, in vitro de los tallos multiplicados (Murashige, 1974).
Consideraciones posteriores permitieron establecer que dos estados
adicionales, tacitamente incluidos en el proceso inicialmente descrito,
afectaban de manera significativa toda la operacion convirtiéndola
en un proceso de cinco estados (Figura 4).

El primero de esos estados o fases no se ubica exactamente dentro
de los antes descritos, sino que consiste en un preacondicionamiento
fisioldgico y sanitario que se aplica a las plantas madres con
el fin de obtener una mejor respuesta de los explantes una vez
transferidos a condiciones in vitro; este se denominé estado 0O, o de
preacondicionamiento de plantas madres. El segundo estado, no
considerado inicialmente, comprende la parte final del proceso, y
consiste en propiciar una adaptacion gradual de las plantas producidas
in vitro a las condiciones ambientales normales; este se denomind
estado IV, o de adaptacion ex vitro (Debergh y Maene, 1981).
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Figura 5. Esquema del proceso de micropropagacion.

Estado 0 (Preacondicionamiento de plantas madres): Durante
este estado se realiza la seleccion de las plantas donadoras de
los explantes con base en las caracteristicas agrondmicas, que le
confieren la virtud de ser propagada, y su acondicionamiento.

Las plantas seleccionadas deben ser aisladas en un local limpio,
aireado y con excelente control de patégenos, con el fin de disminuir
las fuentes y cantidades de indculo existentes en condiciones
normales. Para garantizar la sanidad de los individuos que proveen
los explantes es conveniente realizar indexaciones periddicas
que permitan monitorear la presencia de parasitos sistémicos, vy
aplicaciones de fungicidas.

Ademas de garantizar un estado fitosanitario 6ptimo, la modificacion
de las condiciones fisioldgicas de la planta son indispensables
para una mejor adaptacion del explante una vez transferido a
condiciones in vitro. Dentro de las practicas utilizadas para favorecer
el desempefio fisioldégico del explante, se encuentran las podas para
estimular el crecimiento de yemas axilares, las aspersiones foliares
con citocininas para promover la ramificacion lateral, la cobertura
con elementos reductores de la intensidad luminica natural y una
buena desinfestacion superficial.

61



El estado | (Establecimiento de un cultivo estéril): La colocacion
de un explante desinfectado en condiciones in vitro es el inicio de
una serie de situaciones que van a determinar la supervivencia o
muerte del explante (Suarez et al., 2006).

El concepto de establecimiento en condiciones in vitro, hace
referencia a el grado de adaptacién que permite a los cultivos
sobreviviry crecer de forma proporcional alas condiciones brindadas.
Este consiste de un proceso gradual que involucra varias etapas
que se suceden en periodos variables de tiempo dependiendo de la
especie y la condicion fisioldgica de la planta madre.

La primera fase que experimenta un explante in vitro se denomina
etapa de aislamiento, y se caracteriza por los altos niveles de
estrés que sufre el explante ocasionado por las heridas sufridas al
ser separado y la alteracion de su sistema metabdlico. Como una
respuesta a estas condiciones, en ciertas especies los explantes
pueden presentar una alta emision de fenoles y un crecimiento
rapido con érganos de gran tamafo que equivocadamente puede
interpretarse como una respuesta favorable a las condiciones in vitro
(Villalobos y Thorpe, 1993).

La segunda fase del establecimiento se conoce como etapa de
estabilizacion, y se caracteriza por un crecimiento variable e
impredecible de los nuevos brotes. Los érganos aunque disminuyen
sus dimensiones, no tienen aun un tamarfio proporcional con las
condiciones espaciales en las cuales se encuentran confinados y
puede persistir en menor grado la emision de fenoles.

La tercera, y Ultima, etapa del proceso de establecimiento se
denomina etapa de produccion, y corresponde a la respuesta
fisioldgicamente proporcionada de un cultivo adaptado al reducido
espacio y a los suplementos del medio. El cultivo establecido se
caracteriza por tener 6érganos pequefos, entrenudos cortos, poca
0 ninguna emision de fenoles y un crecimiento que responde a los
estimulos proporcionados.
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Estado Il (Multiplicaciéon de propagulo): En este estado, los
explantes son cultivados en medios con niveles relativamente
altos de citocininas con el fin de interrumpir la dominancia apical y
favorecer el crecimiento de las yemas laterales (Suarez et al., 2006;
Suérez y Quintero 2014).

Existen diferentes tipos de citocininas entre las que se encuentran las
naturales (kinetina, zeatina, 2iP) y los compuestos sintéticos (BAP,
thidiazuron) que tienen efectos parecidos. La seleccion del tipo de
citocinina a utilizar va a depender de la tasa de multiplicacion que
se alcance, la longitud de los tallos producidos, las posibilidades
de generar variabilidad genética, el efecto que esta pueda tener
posteriormente en el enraizamiento y la supervivencia de las plantas
micropropagadas.

Con el fin de aumentar las tasas de multiplicacion o mejorar las
caracteristicas de los tallos, en algunas especies se adicionan
simultdneamente con las citocininas, cantidades moderadas
de auxinas; sin embargo, esto debe realizarse con base en una
evaluacion cuidadosa para evitar la produccion de callos y la
regeneracion de tallos adventicios, lo que puede aumentar las
probabilidades de inducir variabilidad genética (Murashige, 1974;
Suédrez et al., 2009; Lopez 2017).

Los subcultivos para la multiplicacion de los tallos deben realizarse
cada cuatro a seis semanas, transfiriendo los tallos, o clusteres de
los mismos, a un medio fresco de la misma formulacién. El nimero
de subcultivos que se haga a partir de un explante individual
estara relacionado con el genotipo, la consistencia en la tasa de
multiplicacion, la formacion de crecimientos adventicios y l0s riesgos
de variabilidad genética (Pastrana y Suarez, 2009; Acosta et al.,
2011; Torres 2011; Polo 2011).

Estado lll (Pretransplante o enraizamiento): La realizacion de este
estado busca desarrollar en la planta los mecanismos necesarios
para que ésta pueda sobrevivir a las condiciones ex vitro sin un
suplemento adicional de carbohidratos.
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En algunas especies, antes de realizar la transferencia al medio de
enraizamiento, los tallos son transferidos a un medio de elongacion
suplido con acido giberélico; esto se hace con el fin de aumentar
su tamafio y promover una mayor acumulacién de reservas en
sus tejidos. Sin embargo, es necesario anotar que la presencia de
giberelinas, asi como de citocininas en el medio, afectan de forma
negativa el proceso de enraizamiento (Suarez y Quintero, 2011).

La formaciéon de raices adventicias normalmente ocurre cuando
los tallos son transferidos a medios de cultivo suplementado con
cantidades relativamente altas de auxinas, las cuales pueden ser
de origen natural (AlIA, AIB) o sintético (ANA; 2,4-D; picloram; 2,4,5-
T). La seleccion del tipo de auxina a utilizar va a depender de la
especie de planta, el porcentaje de enraizamiento que se alcance,
el tamafo y grosor de las raices producidas y el efecto secundario
que la auxina seleccionada pueda tener sobre el desarrollo y la
supervivencia de las plantas una vez transplantadas a condiciones
ex vitro.

El estado Ill, o de enraizamiento, es el mas costoso de todos los
estados del proceso de micropropagacion, debido a los costos
de las auxinas, mano de obra y tiempo de cultivo. Debido a estos
aspectos, en algunas especies los tallos micropropagados son
transferidos directamente del estado de multiplicacion a el de
adaptacion en condiciones ex vitro sin ser sometidos a un estado
previo de enraizamiento. No obstante, para algunos tipos de plantas,
el enraizamiento in vitro es necesario para obtener adecuados
porcentajes de recuperacion durante la adaptacion ex vitro, como
ocurre en las especies lefiosas perennes (Quintero et al., 2003;
Suarez et al., 2006; Suarez et al., 2009).

Estado IV (Transplante a condiciones ex vitro): El principal objetivo
de todo el proceso de micropropagacion es el de obtener el mayor
numero de plantas de buena calidad adaptadas a las condiciones
ambientales normales.
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Las plantas producidas en condiciones in vitro son altamente
ineficientes en la sintesis de carbohidratos y en el control de la
deshidratacion. La baja competencia fotosintética se deriva de
la nutricion heterotréfica por el suministro de fuentes externas
de carbohidratos, que resulta en un pobre desarrollo de los
cloroplastos y una baja capacidad para fijar CO,. Mientras que,
los altos porcentajes de humedad relativa presentes en el interior
del recipiente, evitan que las hojas desarrollen estructuras como la
acumulacion de una cuticula cerosa e impermeable, y estomas conun
funcionamiento adecuado para responder de acuerdo con el estado
de hidratacion de la planta. Esta estructura foliar poco diferenciada
asociada con un sistema radical ineficiente o ausente, hacen que
las plantas micropropagadas mueran por falta de alimentos y rapida
deshidratacion si son transferidas directamente a las condiciones
ambientales normales (Kane, 1996).

Para contrarrestar la poca eficiencia fotosintética, es necesario
transferir plantas de un tamafio tal que contengan en su estructura
y tejidos reservas de carbohidratos suficientes para utilizarlos hasta
que la planta produzca nuevas hojas, y su aparato fotosintético
funcione de manera normal. De manera simultanea, para evitar una
deshidratacion severay rapida, las plantas, o tallos micropropagados,
deben ser transferidos inicialmente bajo unas condiciones de alta
humedad relativa 1o méas parecidas posibles al ambiente in vitro, las
cuales deben reducirse de forma gradual en un periodo de varias
semanas, con el fin de propiciar el desarrollo de los mecanismos que
permitan un control autébnomo de la pérdida de humedad en la planta.

Cultivo de nudos

Existen algunas especies vegetales que presentan cierta
insensibilidad al efecto de las citocininas y, como resultado de esto,
al colocarlas en un medio suplementado con altas cantidades de
este regulador de crecimiento no eliminan su dominancia apical y por
ende la proliferaciéon de varios tallos a partir de las yemas axilares es
escasa o nula. En estas especies se aplica una técnica alternativa
de micropropagacion a partir de meristemos pre-existentes, donde
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Figura 6. Estados de establecimiento (A), multiplicacion (B), enraizamiento (C)
y adaptacion ex vitro (D) en la micropropagacion de plantas de cafia
flecha (Gynerium sagitatum Aubl.).

los nuevos tallos se forman mediante la elongacién de yemas
individuales, formando tallos solitarios sin ramificacion.

En el cultivo de nudos los explantes se establecen de forma
horizontal sobre el medio permitiendo el crecimiento vertical de las
yemas presentes en este. Una vez |os tallos crecen, cada nuevo tallo
elongado puede ser utilizado como fuente de nuevos explantes, o
ser transferido para promover el desarrollo de raices como un paso
previo para su adaptacion final a condiciones ex vitro.

Una ventaja comparativa del cultivo de nudos es que, debido a
la poca produccion de tallos adventicios, las probabilidades de
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ocurrencia de plantas variantes se reducen. De forma inversa, la
poca uniformidad en el tamafio de los nuevos tallos producidos, los
nuevos tallos producidos hacia la base del explante tienen mayor
crecimiento, y las bajas tasas de multiplicacion se convierten en las
principales desventajas de esta técnica alternativa.

Para los estados de adaptacion, establecimiento, enraizamiento y
adaptacion ex vitro, las plantas producidas por el cultivo de nudos
siguen los mismos procedimientos que aquellas producidas a partir
de explantes normales con meristemos prexistentes.

Organogénesis

La organogénesis consiste en la formacion in vitro de nuevos tallos
de origen adventicio a partir de explantes sin meristemos pre-
existentes. También es conocida con el nombre de caulogénesis.

La organogénesis puede ocurrir de dos formas diferentes de acuerdo
con el proceso morfogenético que da origen a los nuevos tallos, y que
a su vez depende del grado de competencia y determinacion presente
en las células que conforman el explante (Schwarz y Beaty, 1996).

La competencia se define como la condiciéon en la cual las
células han retenido o adquirido la capacidad de diferenciacion u

Figura 7. Organogénesis de plantas de tabaco.
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organogénesis celular para formar nuevas estructuras, mientras que
la determinacion se entiende como el grado de compromiso que
tiene la célula en su programacion biolégica para seguir un proceso
morfoldégico controlado genéticamente sin verse afectadas por los
estimulos externos (Christianson y Warnik, 1983).

Caulogénesis directa: Esta via morfogenética ocurre cuando los
nuevos brotes se originan a partir de meristemos caulinares que se
han desarrollado directamente de células presentes en el explante
sin el crecimiento intermedio de una capa de células de callo.

La serie de eventos jerarquicos que se suceden en la via
morfogenética de la organogénesis o caulogénesis directa son el
establecimiento del explante, la produccion de un meristemoide, el
crecimiento de una yema (meristemo caulinar) y la elongacion del
tallo (Cristianson y Warnik, 1988).

Los explantes que dan origen a tallos mediante organogénesis
directa, normalmente son aquellos con alto grado de juvenilidad
y que contienen células con bajos niveles de diferenciacion (alta
competencia y baja determinacion). Estas, al entrar en contacto con
el medio de cultivo, que hormalmente tiene un suplemento moderado
a alto de citocininas para promover la formacion de tallos, responden
iniciando la via morfogenética caulinar formando meristemos de los
cuales crecen los nuevos tallos adventicios.

La fase o etapa de multiplicacion de los propagulos en la
organogénesis directa puede ocurrir de dos formas diferentes. Una
de ellas consiste en producir de forma seriada los tallos necesarios
directamente a partir de los explantes originalmente establecidos
Alternativamente, los explantes sin meristemos pre-existentes se
utilizan para inducir la formacion de los tallos iniciales, los cuales
son utilizados como explantes para producir nuevos tallos a partir de
los meristemos axilares pre-existentes presentes en ellos.
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Los estados previos, adaptacion de plantasmadresy establecimiento,
y subsecuentes, enraizamiento y adaptacion ex vitro, se desarrollan
de forma similar a lo expuesto para el método de micropropagacion
a partir de meristemos pre-existentes independientemente de cual
de las dos formas se utilice para la multiplicacion de los tallos.

El método de micropropagacion a través de organogénesis directa
presenta algunas ventajas como son la posibilidad de llevar a cabo los
estados | (establecimiento) y Il (multiplicaciéon) de forma simultanea
sin la necesidad de implementar subcultivos intermedios; ademas, al
ser la organogénesis un evento de origen unicelular, muchas de las
células presentes en el explante tienen el potencial de ser inducidas
a dividirse y formar meristemos y posteriormente nuevos brotes, o
gue representa unas altas tasas potenciales de multiplicacion.

Una de las desventajas de la micropropagacion a través de
organogénesis consiste en los mayores riesgos de variacion genética
en las plantas resultantes como resultado de variaciones celulares
gue pueden estar presentes en un mismo explante; adicionalmente,
el origen unicelular de los nuevos brotes conlleva a la segregacion de
tipos de células lo cual impide el mantenimiento del fenotipo cuando
se utilizan explantes provenientes de plantas quimeras (Broetjes y
Keen, 1980).

Caulogénesis indirecta: Este tipo de organogénesis ocurre cuando
los meristemos caulinares de los cuales crecen los nuevos brotes
tienen su origen en células provenientes de una capa de callo que
crece a partir del explante (Suéarez y Salgado, 2008).

En el desarrollo de la organogénesis indirecta, una vez los explantes
son colocados en contacto con el medio de cultivo, las células llevan
a cabo una desdiferenciacion que conduce a la readquisicion de
competencia y ocurrencia de cambios interiores que promueven una
redeterminacion de sus funciones y propiedades.
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Los tallos producidos en la organogénesis indirecta crecen a partir
de nudos meristematicos, conocidos como meristemoides, que
se encuentran inmersos en el tejido calloso; esta formacion esta
estrechamente relacionada con eltipo de explantey la clase de planta
a micropropagar. En plantas dicotiledéneas, el rango de explantes
que se pueden inducir a formar celulas de callo es mayor € incluye
hojas, tallos, segmentos radicales, tejidos de almacenamiento
(tuberos, cormos), meristemos apicales, embriones, plantulas, etc;
mientras que, para el caso de las monocotileddneas, las alternativas
sonmasreducidasylos mejores resultados se han obtenido coneluso
de embriones, hojas jévenes, segmentos nodales e inflorescencias
inmaduras (Chawla, 2003).

Para mejorar la respuesta de formacion de tallos, el tejido de
callo inducido y el explante adjunto, deben ser transferidos de
forma conjunta al menos en una oportunidad antes de proceder
a subcultivar el tejido de callo de manera independiente. Una vez
separado, el callo debe transferirse a un medio con bajo nivel de
auxinas y concentraciones relativamente altas de citocininas,
con el fin de inducir la diferenciacion de las células en puntos
meristematicos (meristemoides) que se convertiran eventualmente
en yemas desarrolladas, de las cuales se elongaran los nuevos
tallos (Christianson y Warnik, 1985).

La multiplicacion de los tejidos en la micropropagacion a traves de
organogénesis indirecta, puede realizarse de dos formas diferentes.
La primera forma es mediante el cultivo y la proliferacion del tejido
de callo para aumentar el niumero potencial de células que llevaran
a cabo organogénesis. Esta multiplicacién puede efectuarse
mediante el subcultivo del material en medio semi sélido o0 en medio
liguido a través de suspensiones celulares. La segunda forma
de multiplicacion es similar a la explicada para la organogénesis
directa, y consiste en que una vez los nuevos tallos se han formado
y elongado, éstos son utilizados como fuente de explantes para una
multiplicacion a partir de los meristemos pre-existentes presentes en
los nuevos tallos (Gonzélez, 2012).
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Totipotencialmente, cualquier célula de callo que se desarrolle a partir
del explante tiene capacidad para llevar a cabo organogénesis; con
la posibilidad de establecer suspensiones celulares con las células
de callo para incrementar el numero de estas, la micropropagacion
a través de organogénesis indirecta presenta un potencial de
produccion de nuevas plantas mucho mas alto que los métodos de
micropropagacion a través del cultivo de explantes con meristemos
pre-existentes y organogénesis directa, la cual representa la mayor
ventaja comparativa de esta forma de micropropagacion.

La micropropagacion indirecta presenta ciertas limitantes que
reducen las posibilidades de su uso como un método comercial de
micropropagacion. Entre estas limitantes tenemos: la producciéon de
células de callo aumenta de manera significativa las probabilidades
de generar variacion genética en las plantas regeneradas, el
potencial morfogenético o grado de competencia de los callos
producidos varia de manera sustancial entre ellos, se hace necesario
el uso de interacciones complejas y costosas de reguladores de
crecimiento, y la disminucién de la capacidad morfogenética de los
callos disminuye a medida que se suceden los subcultivos (Schwarz
y Beaty, 1996).

Los estados de enraizamiento y adaptacion final a condiciones ex
vitro de las plantas recuperadas mediante organogénesis (tanto
directa como indirecta) suceden de forma similar a lo indicado para la
micropropagacion a través del cultivo de explantes con meristemos
pre-existentes.

Embriogénesis somatica

La embriogénesis soméatica consiste en la produccion de embriones
originados de células diferentes al zigoto alos cuales se les denomina
embriones somaticos (Gray, 1996).

Elprocesodelaembriogénesis zigdticaenangiospermas seiniciacon
la fusion de la ovocelula (gameto femenino) con un ndcleo generativo
(gameto masculino) dentro del saco embrionario. Esta union es
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proseguida de una serie de divisiones y diferenciaciones celulares
que terminan con la formacion del embrion completo protegido por
las cubiertas de la semilla. Similarmente, la embriogénesis somatica
en condiciones in vitro, se inicia a partir de una célula somatica que
lleva a cabo el proceso de embriogénesis, donde al final el embrién
desarrollado no termina envuelto por cubiertas seminales (Dodeman
et al., 1997).

A pesar de originarse en un ambiente diferente al saco embrionario,
los embriones somaticos producidos en condiciones in vitro comparten
caracteristicas comunes con los embriones zigoticos. Son bipolares,
carecen de conexiones vasculares con el tejido materno y siguen la
misma secuencia morfoldgicamente jerarquica que se sucede en
los embriones originados por métodos sexuales, es decir forman los
estados de proembrion, globular, corazon, torpedo y cotiledonar durante
Su proceso de embriogénesis (Haccius, 1978; Zimmerman, 1993).

Hasta la presente, la formaciéon de embriones sométicos ha sido
reportada en un gran numero de especies mono y dicotileddneas, lo
cual permite considerar que este fendbmeno, propio de los organismos
vegetales, es factible de ocurrir en cualquier especie vegetal dado
que se seleccione el explante adecuado y se suministren las
condiciones 6ptimas de medio de cultivo (Feher et al., 2003).

Estados de la micropropagacion a través de embriogénesis
somatica: La produccion de plantas mediante el cultivo de
embriones somaticos ocurre a través de cuatro estados, son estos:
induccion y multiplicacion de tejidos embriogénicos, desarrollo de
embriones somaticos, maduracion y conversion en plantas.

¢ Induccién:Lainduccion detejido embriogénico puede producirse
de forma directa o indirecta.

Induccioén directa. También se le denomina permisiva, y ocurre
cuando en el explante hay presentes células que conservan
un alto potencial embriogénico como los tejidos nucelares,
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embriones inmaduros e hipocotilos. Este potencial es expresado
una vez las células entran en contacto con el medio de cultivo,
resultando en la formacion directa de embriones somaticos de
diferentes estados de desarrollo.

Las células que pueden llevar a cabo la induccion directa se les
denomina células embridnicamente predeterminadas (CEPD), y
generalmente solo requieren del establecimiento en un medio de
cultivo simple para expresar su potencial embriogénico (Litz y Gray,
1992).

Induccién indirecta. La induccion indirecta también se conoce
como dirigida, y ocurre cuando los embriones somaticos
desarrollan a partir de células presentes en un tejido que crece
sobre el explante, al cual se le denomina masas proembriogénicas
(MPEs) (Guevara et al., 2012).

La induccion indirecta resulta cuando las células presentes en el
explante tienen altos grados de diferenciacion y determinacion
por lo que es necesario que readquieran la competencia y que
posteriormente se determinen a seguir la via embriogénica. Con
el fin de inducir esta readquisicion de competencia y ganancia
de potencial embriogénico, el explante se establece en un medio
de cultivo suplido con auxinas de efectos fuertes como 2,4-D o
picloram, las cuales inducen la proliferacion de nuevas células,
causan una eliminacion de la polaridad celular y promueven una
reorganizacion del material genético asociado con cambios en la
expresion genética (Suarez et al., 2004; Polanco, 2017).

Las células del tejido producido por efecto de las auxinas que
adquieren la capacidad para formar embriones somaticos se
les denomina células embridnicamente inducidas (CEl), y se
caracterizan por tener un tamafio reducido, forma isodiamétrica,
un citoplasma denso con una nucleo de gran tamafio y nucleolos
bastante desarrollados (Ammirato, 1974).
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Como resultado del efecto de despolarizacion celular que ejercen
las auxinas, mientras las MPEs se encuentren bajo el efecto de
estas, no continuaran el proceso de desarrollo morfolégico para
convertirse en embriones individuales, lo cual permite la formacion
repetitiva de nuevas células embriogénicas a partir de las que se
encuentran presentes en el tejido recién formado (Litz y Gray,
1995).

Multiplicaciéon: La multiplicacion, o mantenimiento, del material
embriogénico inducido se puede llevar a cabo en medio liquido o
en medio semi solido. Independientemente del material inducido,
ya sea embriones o MPEs, el medio de multiplicacion debe estar
suplementado con dosis relativamente altas de auxinas con el
fin de prevenir que las estructuras avancen en el desarrollo del
estado morfolégico a medida que se induce la multiplicacion del
material (Litz y Gray, 1992).

El subcultivo del material embriogénico en medio semi sélido se
realiza mediante la transferencia de una porcién (100 - 200 mg)
del tejido inducido hacia un medio de cultivo fresco de similar
formulacion y el subsecuente almacenamiento en ausencia de
luz para evitar la diferenciacion de las células. La frecuencia con
la cual se realicen los subcultivos va a depender de la tasa de
crecimiento de los tejidos, el genotipo y la cantidad de auxinas
(Witjaksono y Litz, 1999a).

La multiplicacion de material embriogénico en medio liquido se
realiza mediante la inoculacion del medio con una cantidad de
inéculo similar a la utilizada para la transferencia a medio semi
s6lido (100 a 200 mg). Los cultivos son colocados en un agitador
orbital (90 - 120 rpm) bajo poca intensidad luminica u oscuridad
total, donde los cultivos siguen un patrén de desarrollo similar al
de cualquier suspension celular.

Desarrollo de embriones somaticos: La transferencia de
la MPEs a un medio de cultivo sin la presencia de auxinas es
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necesaria para favorecer el desarrollo de estas en embriones
somaticos (Suarez et al., 2011).

La eliminacién del efecto causado por las auxinas ocasiona
que la polaridad de las células sea restablecida y ocurra la
expresion de algunos genes silenciados por la acciéon de estas.
El restablecimiento de la polaridad celular, activa la orientacion
estructural y promueve la determinacion y diferenciacion de
las células precursoras de los meristemos apical y radical;
simultdneamente, la expresion genética diferencial resultara
en la sintesis de diversos productos necesarios para lograr el
desarrollo embrionario, iniciandose con esto la formacion del
embrion (Zimmerman, 1993).

e Maduracion: En la embriogénesis zigética, una vez el desarrollo
morfolégico va llegando a su final, los embriones entran en un
proceso fisiolégico de gran actividad metabdlica denominado
fase de maduracion. En este periodo se produce una serie de
cambios que conllevan a la formacion completa del axis polar
y la produccion de ciertas proteinas indispensables para resistir
las condiciones ambientales que debe enfrentar la semilla una
vez se libere del fruto y se disponga llevar a cabo el proceso de
germinacion (Bewley y Black, 1994).

En algunas especies se ha observado que para obtener mayores
porcentajes de conversion y plantas de mejor calidad a partir

% , 3
Figura 8. Induccion (A), multiplicacion de tejidos embriogénicos (B) y desarrollo de
enbriones somaticos de fiame (C) Dioscorea sp.
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de los embriones somaticos desarrollados, es conveniente el
transito a través de un estado de maduracion, el cual busca
producir cambios similares a los que ocurren en los embriones
zigoticos durante la fase de desarrollo fisioldgico posterior a la
embriogénesis y previa a la liberacion de la semilla (Witjaksono y
Litz, 1999b).

En el estado de maduracion, los embriones somaticos son
transferidos a un medio de cultivo semi sélido con una formulacion
tal que genere un cierto grado de estrés favoreciendo de este modo
la acumulacion de proteinas de resistencia y de transformacion
de reservas nutricionales. Los compuestos mas comunmente
utilizados para lograr estas condiciones son el acido absicico
(ABA) y los agentes reguladores del potencial osmadtico del
medio de cultivo (sorbitol, altos niveles de sacarosa, D-mannitol)
(Ammirato, 1974; Zimmerman, 1993).

e Conversion: La conversion se define como el porceso por medio
del cual un embrién somatico da origen a una planta y coincide
con el suministro de las condiciones que simulan el proceso de
germinacion de semillas.

Figura 9. Recuperacion de una planta de aguacate (Persea americana) a partir de
un embrién somatico.
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Para promover la conversion, el medio de cultivo es suplementado
con cantidades relativamente altas de acido giberélico (GA,), el
cual se ha observado aumenta significativamente su contenido en
la etapa previa al proceso de germinacion de semillas e induce el
crecimiento de la radicula y la plumula a partir de los meristemos
radical y apical, respectivamente, presentes en los embriones
somaticos (Witjaksono y Litz, 1999b).

El proceso de desarrollo estructural de los embriones somaticos
puede presentar fallas que algunas veces resultan frecuentes.
Ciertos embriones somaticos producen solamente apices
caulinares o raices, e incluso en algunos casos carecen de ambos
érganos; cuando la produccion de meristemos apicales falla, las
posibilidades de recuperacion de plantas son practicamente
nulas, mientras que cuando hay formacion de yemas y elongacion
caulinar sin formacion de raices, los tallos producidos pueden ser
utilizados como explantes para realizar micropropagacion a partir
de meristemos pre-existentes. Igualmente, la formacion de apices
caulinares permite la utilizacion de microinjertacion en plantulas
recién germinadas (Raharjo y Litz, 2008).

Cuando el embrion produce ambos meristemos y se logra
recuperar una planta con sus partes aerea y radical completa,
la adaptacion de ésta se realizard de acuerdo con o descrito
en el estado IV (adaptacion a condiciones ex vitro) del proceso
de micropropagacion a partir de explantes con meristemos pre-
existentes.

La micropropagacion a través de la embriogénesis somatica
tiene algunas ventajas al compararse con los otros métodos de
micropropagacion vegetal. El uso de bioreactores para multiplicar
embriones somaticos y posteriormente convertirlos en plantas
puede hacer posible la produccion de grandes cantidades de
nuevos individuos en periodos de tiempo mas cortos y espacios
bastante reducidos, la presencia de ambos meristemos, apical
y radical, en una misma estructura permite obviar el estado Il
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de la micropropagacion (enraizamiento), y el almacenamiento
de germoplasma en forma de cultivos embriogénicos es una
técnica que ahorra grandes esfuerzos y aumenta las cantidades
almacenables de recursos genéticos. Adicionalmente, la
produccion de embriones somaticos es una herramienta biolégica
de gran aplicacion en trabajos de investigacion en las areas de
genética celular, fisiologia, botanica y en la produccion de plantas
genéticamente modificadas (Litz y Gray, 1995).

A pesar de sus bondades, la embriogénesis somatica no es un
método comun de produccion comercial de plantas debido a la
presencia de algunos aspectos limitantes. Los porcentajes de
conversion de embriones somaticos en plantas son bajos (<50%)
comparados con los estandares minimos de semillas sexuales
(>90%), lo cual incrementa considerablemente el costo de la
unidad de produccion. La formaciéon de embriones deformes y
con variabilidad de tamano afecta la homogeneidad de las plantas
producidas, y los tejidos embriogénicos pierden rapidamente el
potencial paradesarrollarembriones;adicionalmente, elmanejode
los embriones soméaticos por la falta de cubiertas protectoras, los
hacen altamente susceptibles a los dafios mecéanicos y la pérdida
rapida de humedad. Finalmente, la embriogénesis somatica es
uno de los métodos de propagacion que induce mayores niveles
de variacion genética en las plantas recuperadas.
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6. SUSPENSIONES CELULARES

Una suspension celular es la proliferacion de agregados celulares
que crecen dispersos en un medio liquido en constante movimiento
por la accion de un agitador orbital, y que son iniciadas mediante la
inoculacion de porciones de callo friable o tejidos embriogénicos.

El cultivo de células en suspensiones celulares ha permitido no
solo alcanzar altas tasas de proliferacion, sino encontrar una nueva
perspectiva de uso a los sistemas vegetales. Un ejemplo de esta
aplicacion es el uso de cultivos celulares como biofabricas para la
produccion de metabolitos secundarios, productos medicinales y
polimeros industriales (Sauerweine et al., 1992).
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6.1 Material vegetal

Los tejidos utilizados para iniciar las suspensiones celulares son
inducidos a partir de explantes cultivados inicialmente en medios
de cultivo semisdlidos suplementados con cantidades variables
de reguladores de crecimiento, dependiendo del tejido de callo o
embriogénico que se desea obtener. El medio de cultivo utilizado
para la multiplicacion inicial del material debe estar formulado para
promover la multiplicacion celular evitando el desarrollo completo de
organogénesis o embriogénesis.

La cantidad de in6culo para iniciar una suspension celular depende
de la capacidad del recipiente y la cantidad de medio utilizado. El
medio inoculado es inmediatamente colocado en un agitador orbital
a una velocidad que permita mantener a los tejidos celulares en
suspension sin decantarse (30 - 150 rpm y 4 a 8 cm de radio en
movimiento orbital). Este mecanismo permite alcanzar altas tasas de
multiplicacion, debido al choque permanente entre los agregados y
de estos contra las paredes del recipiente. Una vez separados, los
nuevos agregados se convierten en origen de nuevos cumulos de
células que actluan como reacciones en cadena para mantener una
proliferacion celular continua.

El movimiento orbital, y la fuerza centrifuga que este genera,
permite la introduccion permanente de aire en el medio, el cual es
necesario para la supervivencia de las células y aumentar las tasas
de multiplicacion, al tiempo que permite un contacto mas uniforme
de todas las células con el medio propiciando un crecimiento mas
sincronizado de las mismas.

6.2 Fases de un cultivo en suspension celular

Al igual que toda poblacion celular, los agregados cultivados
en una suspension incrementan en ndmero y tamafio como una
consecuencia de la division y elongacion en funcion de la asimilacion
de nutrientes presentes en el medio de cultivo. En la medida en que
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los nutrientes del medio comienzan a agotarse, 0 dejan de estar
disponibles, y el espacio entre las células se hace mas restringido,
el ritmo de crecimiento del cultivo se reduce y la division celular se
hace mas lenta hasta que este se detiene por completo y los tejidos
mueren (Szabados et al., 1993).

La sucesion de fases que se suceden en el cultivo de una suspension
celular deben caracterizarse con el fin de evitar que los tejidos
alcancen la senescencia y promover la multiplicacion ciclica de los
tejidos para incrementar las tasas de proliferacion celular (Salgado
y Suarez, 2012).

Fase de reposo

También conocida con el nombre de fase de retraso, sucede cuando
las células, independientemente de provenir de un explante recién
inducido o de un cultivo previo en suspension, son transferidas a un
medio de cultivo fresco para iniciar el crecimiento.

El medio de cultivo fresco se caracteriza porque posee una alta
disponibilidad de nutrientes, tiene un pH relativamente bajo y
no contiene compuestos liberados por las células. Estos factores
interactuan con una baja poblacion de células recién transferidas
que muestran su falta de adaptacion a las nuevas condiciones
ambientales, entrando en una condicion de letargo o multiplicacion
celular muy lenta parecida a un estado de reposo.

Fase exponencial

Una vez las células se han adaptado a las condiciones del medio,
aprovechan todas las condiciones ambientales favorables (medio
con alta disponibilidad de nutrientes y amplio espacio fisico) para
llevar a cabo procesos acelerados de division celular alcanzando
un ritmo exponencial de multiplicacién que se convierte en la mayor
velocidad de proliferacion en todo el ciclo.

Fase lineal
Debido a las condiciones aun favorables de nutricion y espacio en el
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medio, la division celular continua de forma rapida aunque la velocidad
de esta se reduce con respecto a la de la fase exponencial. Como
resultado de la asimilacion de los nutrientes presentes en el medio, las
células multiplicadas aumentan de tamario provocando una reduccion
en el espacio y disminucion en la disponibilidad de nutrientes.

Fase de desaceleracion

En esta fase disminuye la velocidad de crecimiento y multiplicacion
como resultado de la reducciéon en la disponibilidad de nutrientes
del medio y el aumento de la poblacién celular. La expansion vy el
aumento de tamanfo individual de las células también se reducen y
las células comienzan a mostrar signos de estrés.

Fase estacionaria

Tras sufrir una disminucion significativa en su velocidad, como
resultado de la poca disponibilidad de nutrientes y la superpoblacion
de células en el medio, la division celular se detiene completamente;
de forma adicional, las células reducen su volumen celular y los altos
niveles de estrés propician la liberacion de compuestos fendlicos
que causan incluso la muerte de otras células con los cual se inicia
la senescencia del cultivo.

La sucesion de las fases de un cultivo en suspension puede darse
de forma variable con relacion al tiempo dependiendo de la especie,
e incluso del genotipo. La figura 8, muestra las diferentes etapas que
se suceden con respecto al aumento de volumen de un cultivo en
suspension consistente de tejidos embriogénicos de cuatro cultivares
de aguacate en un medio liquido. La figura muestra que aunque hay
una diferencia del volumen celular, las fases ocurren de forma mas
0 menos simultanea en el tiempo. La etapa de reposo abarcando los
primeros cuatro dias, las fases de crecimiento exponencial y lineal
extendiéndose desde el final de la primera semana y transcurriendo
hasta el final de la segunda semana, mientras que la fase final o
estacionaria ocurre entre la tercera y cuarta semana.
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Figura 10. Grafica del crecimiento de suspensiones celulares de cuatro lineas
embriogénicas de aguacate (Suarez, 2003).

El cultivo de tejidos mediante el uso de suspensiones celulares
busca aumentar de forma significativa las tasas de proliferacion
celular; sin embargo, si se permite que el cultivo transite a lo largo de
las cuatro fases de crecimiento, al llegar a la etapa estacionaria las
células estaran muertas o en condiciones desfavorables para iniciar
nuevamente una proliferacion de una manera acelerada. Por lo tanto,
para mantener altos niveles de multiplicacion, es preciso, transferir
los cultivos a un medio fresco al final de la fase exponencial o inicio
de la fase lineal para alcanzar un rapido crecimiento, uniformidad
del cultivo y viabilidad de la mayoria de las células (Street, 1977;
Nover et al., 1982).

Otro aspecto critico para obtener altas tasas de proliferacion en
ciclos continuos de cultivo de suspensiones celulares es el tamafio
del in6culo. Cuando la fuente del indculo es una suspension que
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se encuentra en la fase exponencial, se debe utilizar una dilucion
1:4 (v/v), mientras que cuando el inéculo es tomado a partir de una
suspension en fase lineal (aproximadamente una semana después
de lafase exponencial) la dilucion debe ser 1:10 para no sobresaturar
la suspension (Chawla, 2003).

6.3 Medicion del crecimiento en suspensiones celulares

El crecimiento de las células en el medio liquido es una variable
de gran importancia cuando se busca ajustar protocolos para el
uso de las suspensiones celulares como una herramienta para la
micropropagacion, adaptacion de especies a condiciones in vitro,
seleccion de variantes in vitro u otro estudio a nivel celular.

Algunas de las variables que se pueden utilizar como indicadores de la
variacion del crecimiento en una suspension celular son el incremento
en el numero de células por milimetro cuadrado (mm?), el aumento del
peso fresco de los tejidos proliferados o el incremento en el volumen
de precipitados celulares. Para cada una de las medidas anteriores
es necesario registrar un valor inicial contra el cual se va a comparar
el aumento de los tejidos en el medio de cultivo (Suarez, 2003).

El incremento del numero de células se registra utilizando un
microscopio y la tincion de las células con azul de metileno. Una
muestra del cultivo celular (ya sea completo o diluido), es colocada
en el objetivo de un microscopio con un fondo milimetrado. El dato
se obtiene contando el numero de células que se encuentren por
milimetro cuadrado.

El aumento del peso fresco se determina registrando el valor de
la masa fresca de tejidos presentes en cada unidad de muestreo.
Antes del pesaje, los tejidos deben ser separados del medio a traves
de un papel filtro, enjuagados con agua destilada y aireados en el
interior de la camara para eliminar la humedad.

El incremento del volumen de precipitados celulares es uno de los

84



métodos mas usados para determinar el crecimiento celular. El
contenido total del cultivo (medio mas tejidos) es depositado en un
cilindro graduado permitiendo que se decanten las células. Si la
suspension es tan densa que no permite la decantacion espontanea,
el uso de una centrifuga a muy bajas revoluciones ayuda a separar
las fases sin deteriorar las células. El dato final se obtiene registrando
el valor en mililitros del contenido de células decantadas.

Las suspensiones celulares son un método practico de mantener
tejidos vegetales al nivel celular, y un protocolo de cultivo de tejidos
de gran importancia en ciertas areas como la propagacion clonal
masiva de plantas, la transformacion genética, la conservacion de
germoplasma in vitro, modelo para estudios de genética celular,
fisiologia, biologia molecular, etc. y Ultimamente en la produccién de
metabolitos secundarios.
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7. CONSERVACION DE GERMOPLASMA IN VITRO

La busqueda de fuentes de variacion, ya sean mejoradas o silvestres,
para llevar a cabo programas de mejoramiento genético vegetal es
una actividad costosa y, una vez obtenidas, estas fuentes deben ser
conservadas en colecciones denominadas bancos de germoplasma
(Roca et al., 1993).

Elobjetivo principal de los bancos de germoplasma es el de garantizar
la disponibilidad de recursos genéticos al momento que estos se
necesiten para siembra o generar variabilidad en una determinada
especie. En aquellas especies donde el principal método de
propagacion es de tipo sexual mediante la siembra de semillas
ortodoxas, la forma mas conveniente de almacenar germoplasma
es a través del almacenamiento de semilla deshidratada (5 - 8% de
humedad) a bajas temperaturas (<10 °C) y baja humedad relativa
(Bewley y Black, 1994).

Existe un grupo de especies, en las cuales la conservacion de
germoplasma mediante el almacenamiento de semilla no es posible
debido a que, entre otros factores, algunas no producen semilla
viable, las semillas que producen son recalcitrantes, la reproduccion
sexual genera altos niveles de variabilidad genética y algunas
producen semillas con cotiledones carnosos que se deterioran
rapidamente debido a los ataques de patégenos. Por estas, y
muchas otras razones, estas especies se propagan exclusivamente
a través de métodos vegetativos, lo que trae como consecuencia
que el almacenamiento del germoplasma se realice mediante el
establecimiento de colecciones in vivo (Malice y Baudoin, 2009).
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El almacenamiento de germoplasma in vivo presenta ciertos
inconvenientes entre los que se cuentan el uso de terrenos costosos y
extensos, las plantas almacenadas requieren de un manejo agronomico
Optimo, estan expuestas al ataque de insectos plagas, enfermedades y
desastres naturales, tienden a deteriorarse en la medida que aumenta
la edad y algunas deben ser transplantadas periodicamente como
consecuencia de su ciclo de vida anual o bianual.

Para especies vegetales cuyo material genético debe conservarse
in vivo, el almacenamiento en condiciones in vitro surge como una
alternativa para superar las limitantes anteriormente descritas.
En condiciones in vitro, el almacenamiento se realiza a pequefia
escala, lo cual evita los gastos del terreno, se pueden conservar
especies que estan en peligro de extincion y por medio de la
micropropagacion sacarlas de este estado, es posible propagar
plantas que no se pueden reproducir por via sexual, se reduce la
velocidad de crecimiento, las plantas se mantienen libres del ataque
de plagas y patogenos, y los cultivos no son tan vulnerables a riesgos
por catastrofes ambientales (Engelmann, 1998).

El almacenamiento en condiciones in vitro, se puede realizar de

dos formas: mediante el cultivo en crecimiento lento o mediante la
crioconservacion.
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7.1 Almacenamiento por crecimiento lento

Consiste en cultivar in vitro el material vegetal bajo condiciones que
reducen su crecimiento y proliferacion sin afectar la supervivencia
del mismo. La conservacion puede realizarse en diversos tejidos y
organos como células de callo, cultivos embriogénicos, meristemos,
tejidos diferenciados e incluso plantas micropropagadas.

Las condiciones de cultivo para los tejidos bajo el método de
crecimiento lento se caracterizan por medios con baja concentracion
de sales, alto potencial osmdético y temperaturas relativamente bajas
(<10 °C), que ayudan a reducir la disponibilidad de nutrientes y
disminuyen la velocidad de las reacciones internas de los tejidos
vegetales, lo cual conduce a los tejidos a un estado cercano al
reposo total (Suarez, 2008; Suarez et al., 2012).

Las condiciones para el almacenamiento in vitro mediante cultivo
lento, deben conducir a subcultivar el material vegetal en rangos
de tiempo de seis meses a un afio sin afectar la viabilidad de los
tejidos ni las tasas de crecimiento y desarrollo del material una vez
transferido a condiciones ideales de cultivo.

7.2 Crioconservacion

Esta técnica se refiere al almacenamiento de tejidos en presencia de
ultra bajas temperaturas que se obtienen con la ayuda materiales y
equipos como el didxido de carbono sélido (-79°C), ultracongeladores
(-80 °C), vapor de nitrogeno (-150 °C) o nitrégeno liquido (-196 °C)
gue someten a los tejidos vegetales a un estado vivo de completa
inactividad (Gonzalez-Benito et al., 2004).

El propdsito de la crioconservacion es la de conseguir la
solidificacién del liquido celular, el cual se congela por debajo de
-68 °C, y el mantenimiento de la viabilidad de los tejidos después de
ser extraidos de las condiciones de conservacion. Esta dltima va a
depender de la capacidad que posea el genotipo a conservar para
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soportar las bajas temperaturas; y esta a su vez esta asociada con
la facilidad de las células del mismo mismo para formar cristales en
el protoplasma que dafian las membranas de los organelos.

Para ejecutar un proceso de crioconservacion, se debe tomar en
consideracion variables como el tejido que se va a crioconservar
y SuU preparacion, la aplicacion de un tratamiento para resistir las
bajas temperaturas (crioproteccion), el método de congelacion, la
forma de descongelarlo y la evaluacién de la viabilidad después de
la crioconservacion.

Seleccion del tejido

El tejido que se desea crioconservar puede ser tomado de cualquier
organo de la planta; sin embargo, se debe tener en cuenta que éste
va a tener marcada influencia en la eficiencia del proceso.

Los mejores tejidos para crioconservacion son meristemos vy
embriones en estados tempranos de desarrollo; ambos constituyen
estructuras desarrolladas que contienen puntos de crecimiento
organizados, los cuales favorecen la tolerancia a las bajas
temperaturas y facilitan reasumir el crecimiento al momento de ser
retirados del estado de congelacion.

La crioconservacion de tejidos compuestos por células friables (callo
y tejido embriogénico) no es recomendable; sin embargo, de ser
necesaria su realizacion, es conveniente tomar los tejidos de callo
0 masas proembriogénicas de crecimiento reciente en medios semi
so6lidos, 0 a partir de suspensiones celulares en la fase estacionaria
0 exponencial temprana. En ambos casos se deben evitar los
tejidos provenientes de suspensiones en estados avanzados, con
tonalidades marrén producto de la emision de fenoles y estructuras
altamente hidratadas, ya que estos tienen una menor capacidad de
soportar las bajas temperaturas (Efendi y Litz, 2003).
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Preparacion del material vegetal

Los dos aspectos que causan dafios severos € irreparables a las
células durante el congelamiento son la formaciéon de cristales de
hielo, que rompen las membranas de los organelos y la estructura
de la célula en general, y las altas concentraciones intracelulares
de solutos, que alcanzan niveles toxicos debido a la deshidratacion
celular. Por esta razén, es conveniente que una vez se haya
obtenido el tejido que se va a crioconservar, debe ser tratado
con el fin de inducir cierto grado de tolerancia para soportar las
bajas temperaturas presentes durante el almacenamiento. De los
tratamientos que se recomiendan se pueden mencionar el uso de
medios de cultivo con reduccion en la concentracion de nutrientes,
almacenamiento de los tejidos a temperaturas entre 4 °C y 7 °C por
una semana y disminucion de la hidratacion de los tejidos mediante
modificacion del potencial osmaético del medio.

Pasado el periodo de preacondicionamiento, la proteccion de los
tejidos contra las bajas temperaturas se logra mediante la adicion
de sustancias denominadas crioprotectores, los cuales tienen como
funcion evitar la formacion de cristales y disminuir los niveles de
deshidratacion intracelular. Algunos de los productos crioprotectores
usados con mayor frecuencia en el almacenamiento de germoplasma
vegetal son el glicerol, el sulféxido de dimetilo (DMSO), las acetamidas,
la sacarosa, la manosa, la polyvinilpyrrilidona (PVP) y la prolina.

La proteccion se efectua generalmente colocando las estructuras
vegetales dentro de un tubo disefiado para soportar bajas
temperaturas (criotubo), el cual es adicionado con la solucion de
crioprotector garantizando que el tejido quede completamente
inmerso en la solucién crioprotectora.

Almacenamiento

Las temperaturas a emplear en el almacenamiento pueden ir de
-80 °C (congeladores) a -196 °C (nitrégeno liquido) dependiendo
de la disponibilidad de recursos y equipos. Aunque lo ideal es
que las temperaturas de almacenamiento se mantengan entre
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-150 °C a -196 °C, los cambios bruscos de temperatura pueden
resultar catastréficos, razéon por la cual la estabilidad del grado de
temperatura es tan importante como la temperatura misma (Varghese
et al., 2008).

Una vez se ha adicionado el crioprotector, los tejidos pueden ser
almacenados a la temperatura deseada de forma lenta, rapida
0 combinando un periodo lento con uno rapido. El método de
congelamiento lento, implica que los tejidos son sometidos a una
disminucion de temperatura de forma gradual desde la temperatura
ambiente hasta alcanzar los -100 °C, para posteriormente proceder
a colocar los tubos con el material dentro del nitrégeno liquido. Este
meétodo es aplicado cuando se cuenta con sistemas automatizados
para controlar la disminucién de temperatura.

El método lento de congelacion favorece una mayor deshidratacion
intracelular, lo que ayuda a disminuir la posibilidad de formacion de
cristales dentro de la célula. Se ha utilizado en la conservacion de
meristemos apicales de arvejas, fresas, papay yuca (Sarkar y Naik, 1998).

El método rapido de congelacién consiste en colocar los tubos
con el material de forma directa en nitrégeno liquido ocasionando
un congelamiento inmediato. Esta forma de congelacion reduce
considerablemente la formacion de cristales y permite la utilizacion
de otras fuentes de bajas temperaturas como el hielo seco (CO,) en
lugar de nitrégeno liquido.

El método combinado de congelacion se aplica realizando una
disminucion lenta de la temperatura desde la temperatura ambiente
hasta los -40 °C, seguida por la introduccion de los tubos con los
tejidos en nitrégeno liquido.

Descongelamiento

Una vez extraidos de la congelacion, los tubos deben ser colocados
inmediatamente en agua a una temperatura de 35 - 45 °C con
agitacion permanente hasta que el hielo del interior se descogele
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completamente. Al desaparecer el hielo, los tubos deben ser
colocados en agua a una temperatura de 20 - 25 °C por varios
minutos para enfriar sus paredes y evitar dafios en los tejidos.

Los tejidos deben ser removidos de la solucion crioprotectora y
enjuagados con agua estéril o medio de cultivo antes de colocarlos
en el medio de cultivo para reanudar su crecimiento.

Determinacion de la viabilidad y regeneracion de plantas

El propdsito principal de la crioconservacion es mantener la viabilidad
de los tejidos después del periodo de almacenamiento a bajas
temperaturas, por lo que es necesario verificar la supervivencia de
los tejidos y las células una vez finalizado.

El mas comun de los métodos de medicion de la viabilidad de células
vegetales consiste en la tinciéon con tetrazolio (2,3,5-trfeniltetrazolio).
Las células viables mantienen niveles de respiracion por la actividad
mitocondrial; al ser tratadas con tetrazolio, estas adquieren una
coloraciéon roja debido a la reduccion que hacen del producto las
enzimas deshidrogenadas (presentes enlas mitocondrias) convirtiendo
el producto en fenilformazan, consistiendo la tincién en un indicativo
de la actividad respiratoria y por lo tanto de viabilidad celular.

Una vez se ha determinado que los tejidos son viables, estos deben ser

inoculados en medios cultivo con la formulacion éptima para reactivar
el crecimiento y la recuperacion de las plantas (Efendi, 2003).
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8. CULTIVO DE PROTOPLASTOS

La pared celular proporciona proteccion y soporte estructural a la célula,
convirtiéndose en una barrera que impide la transferencia fisica de
moléculas y otros componentes desde el exterior hacia el citoplasma.

El término protoplasto fue adopado por Hanstein en 1980 para
designar la materia viva rodeada de una membrana celular vegetal.
Por lo tanto, un protoplasto se refiere a todo el contenido presente en
una célula vegetal sin incluir su pared celular.

La remocion de la pared celular para obtener protoplastos fue
obtenida por primera vez por Klercker (1982) a través de métodos
microquirdrgicos en células plasmolizadas con rendimientos muy
bajos (poco numero de células sanas). Posteriormente, con el
aislamiento de la enzima celulasa, que actua sobre la celulosa, del
hongo Myrothecium verrucaria, se inicio el uso de enzimas para
reomover la pared celular, la cual se convirtio en la forma mas
utilizada para llevar a cabo la obtencion de protoplastos.

Los protoplastos han sido de gran utilidad en estudios de cultivo de
tejidos asi como también en la aplicacion de técnicas de fusion para
producir hibridos somaticos, insercion de ADN foraneo en células,
estudios de genomas satélites e interaccion con fitopatégenos.
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8.1 Aislamiento y multiplicacion de los protoplastos

Tejido vegetal

A pesar de haberse aislado de una gran variedad de células
provenientes de tejidos de hojas, peciolos, meristemos apicales,
raices, frutos, coledptilos, tallos, embriones, microsporas, callo
y suspensiones celulares de un gran numero de especies; las
evaluaciones realizadas permiten afirmar que el mejor tejido para
la extraccion de protoplastos lo constituye el mesdéfilo de hojas
expandidas de plantas jovenes y cultivos in vitro compuestos
por células friables, ya que en estos las células no se encuentran
fusionadas, permitiendo una mayor penetracion y funcionamiento de
las enzimas.

Las hojas seleccionadas para extraer los protoplastos deben ser
esterilizadas superficialmente, la seccion abaxial (envés) de la
epidermis debe ser removida y posteriormente la lamina foliar
debe seccionarse en pequefias laminas. Cuando se utilizan callos
0 cultivos embriogénicos se deben seleccionar tejidos jovenes,
friables y sin alto contenido de humedad, lo que ha demostrado
favorecer mejores rendimientos (Rahmani et al., 2016).

Remocion de la pared celular

La pared celular estd constituida por celulosa, hemicelulosa vy
pectinas. De acuerdo con esta composicion, existen dos tipos de
enzimas que son utilizadas para obtener los protoplastos; la celulasa,
aislada comercialmente de los hongos Trichoderma reeseiy T. viride,
la cual se encarga de digerir las capas de celulosa y hemicelulosa,
y la pectinasa, aislada de hongos del género Rhizopus, que
especificamente actua degradando las pectinas (Litz et al., 2007).

Durante el proceso de digestion enzimatica, las pectinasas y
celulasas pueden aplicarse de forma individual para digerir primero
la lamina media (pectinas) y posteriormente degradar la pared
celular (celulasa), respectivamente. Sin embargo, usualmente ambas
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enzimas se aplican de forma simultanea, lo cual reduce el tiempo, el
ndmero de manipulaciones y los riesgos de contaminacion.

Potencial osmético

Ademas de actuar como una barrera fisica, la pared celular funciona
también como una cubierta que mantiene el protoplasma celular
confinado en un determinado espacio. Los protoplastos separados
de su pared celular pueden aumentar su tamafio causando la ruptura
de la membrana celular y la pérdida del contenido citoplasmatico.
Para contrarrestar esta situacion, la presion ejercida por la pared
celular debe ser reemplazada con una adecuada presion osmotica
en el medio.

La disminucion del potencial osmoético del medio puede obtenerse
mediante la adicién de diferentes compuestos, entre los que se
incluyen los carbohidratos tales como manitol, sorbitol, glucosa,
fructosa, galactosa y sacarosa; sales como cloruro de potasio,
cloruro de calcioy sulfato de magnesio. El uso de uno u otro regulador
del potencial osmético va a depender de las evaluaciones previas,
observandose que en algunas especies el manitol y el sorbitol
son los mas utilizados en la etapa de aislamiento. En la etapa de
multiplicacion se dice que es conveniente utilizar una combinacion
de compuestos metabolicamente inactivos (manitol) con aquellos
activos como la sacarosa, debido a que esta Ultima puede ayudar a
un mejor crecimiento y adaptacion de las células (Chawla, 2003).

Separacion de los protoplastos

Para proceder a la separacion los protoplastos del resto de los
componentes del tejido vegetal, se debe preparar una solucion
compuesta por sales (CaCl,, KH,PO,, MgCl,), las enzimas diluidas
de acuerdo con las especificaciones del fabricante, un regulador de
pH, el medio de cultivo donde se van a cultivar los protoplastos vy el
regulador del potencial osmatico.

Una porcién del tejido vegetal (aproximadamente 100 mg) se coloca
en un recipiente (caja de Petri 50 x 12 mm) conteniendo 10 ml de la
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solucion enzimatica. La mezcla debe almacenarse en la oscuridad
con agitacion lenta (50 rpm) por un tiempo variable (3 - 20 horas)
que va a depender de la especie y el tejido utilizado. Una vez
transcurrido el tiempo de digestion de la pared celular, la mezcla
debe someterse a varios ciclos continuos enjuague, centrifugacion
y decantacion, utilizando la misma solucion, sin la presencia de las
enzimas, para separarlos de los residuos de los tejidos.

Densidad y cultivo

La densidad de poblacion de los protoplastos en el medio afecta
de forma directa la supervivencia y capacidad de multiplicacion
de las células. Las evaluaciones realizadas han calculado que las
densidades ideales deben estar entre 5 x 10° y 5 x 108 protoplastos
ml' (Szabados, 1986; Chawla, 2003).

Los protoplastos pueden cultivarse en medios liquidos o semi
sélidos. En algunos casos se puede alternar la consistencia del
medio, utilizando un medio liquido para permitir el desarrollo de la
pared celular y la posterior transferencia a un medio semisélido para
la proliferacion de las células. Cuando se utiliza medio liquido, lo mas
adecuado es colocar gotas (50 a 250 uL) de la suspension en cajas
de Petri; estas pueden ser colocadas sobre una fina capa de medio
semi solido. Para el cultivo en medio semi sélido es conveniente
mezclar la suspension de protoplastos con capas de medio de
cultivo que no hayan alcanzado a solidificar completamente. Tanto
en medio liquido como en medio semisdlido, los cultivos deben
ser colocados en condiciones de completa oscuridad, ya que la
incidencia de luz ocasiona la muerte de los protoplastos.

Formacion de la pared celular y recuperacion de plantas

Una vez aislados, el proceso de regeneracion de la pared celular es
relativamente rapido. La pared celular primaria comienza a formarse
en los protoplastos después de las primeras 8 a 24 horas de cultivo,
y se completa en un periodo de varios dias, ocurriendo de forma
simultanea un aumento del volumen celular.
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La divisiéon celular se inicia en la primera semana de cultivo y entre
la primera y tercera semana comienzan a observarse a simple vista
las primeras colonias de células. Tan pronto como las primeras
colonias se hacen visibles, el medio debe ser modificado eliminando
el regulador osmatico, a lo que los protoplastos responden con un
crecimiento acelerado.

La via morfogenética a seguir, organogénesis o embriogénesis
somética, va a depender del tejido calloso o embriogénico que
se forme, el cual a su vez depende de las condiciones que se
suministren en el medio de cultivo.

8.2. Aplicaciones del aislamiento y cultivo de protoplastos

El aislamiento y cultivo de protoplastos no es utilizado como
una técnica de produccion masiva de plantas debido a su baja
eficiencia numérica y riesgos de variacion somaclonal en las
plantas recuperadas; esto se debe a que necesariamente deben
ser regeneradas mediante organogénesis indirecta o embriogénesis
somética indirecta, procesos morfogenéticos que implican altas
probabilidades de variacion genética.

Sin embargo, el aislamiento y cultivo de protoplastos facilita la
produccion de hibridos somaticos, los cuales pueden resultar de
la fusion de protoplastos aislados de dos plantas diferentes y el
posterior desarrollo de esta fusion en forma de una planta hibrida.
La ventaja de la técnica de hibridacion somatica es la posibilidad
de eliminar las barreras taxonémicas que impiden la hibridacion
sexual de plantas sistematicamente distanciadas, actuando como
un método de manipulaciéon genética al nivel celular (Aleza et al.,
2016).

Adicionalmente, los protoplastos favorecen la aplicacion de
técnicas de mejoramiento genético alternativo, tales como la
insercion de ADN foraneo a través de la membrana celular. Uno de
estos procedimientos consiste en provocar la formaciéon de poros
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reversibles en la mebrana celular con la aplicacion de shocks
eléctricos conocido como electroporacion. Otra forma es mediante
el tratamiento con sustancias quimicas que permiten un relajamiento
de la membrana celular para facilitar la introduccién de agentes
externos. Ambas técnicas han sido utilizadas en la produccion
de plantas genéticamente modificadas (Zhao et al., 2016; Giri y
Praveena, 2015).
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9. SELECCION IN VITRO

En muchas especies vegetales los procesos de mejoramiento
genético se fundamentan en la seleccion de nuevos genotipos a
partir de una poblacion de plantas variantes originada mediante
procesos de polinizacion y fertilizacion entre individuos de una
misma especie o compatibles genéticamente. Otras especies
vegetales tienen caracteristicas especiales, como por ejemplo largos
ciclos para producir semillas, altos niveles de variabilidad genética
o0 sencillamente ausencia de produccion de semilla viable, que
dificulta la aplicacion de las técnicas tradicionales de mejoramiento
y obliga a la busqueda de méetodos no convencionales para generar
variabilidad genética.

Una fuente alterna de variacion genética es la denominada
variacion somaclonal, la cual corresponde a los cambios que se
observan en plantas que han sido regeneradas a partir de tejidos
somaticos cultivados en condiciones in vitro, y que son atribuidas a
la interaccion de las condiciones ambientales del cultivo in vitro con
el genotipo (Bairu et al., 2011).
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9.1 Seleccion in vitro de variantes somaclonales

Aunque la apariciéon de variantes somaclonales es considerada una
desventaja en la micropropagacion comercial debido a la pérdida
de fidelidad en el proceso, dentro de los procesos de mejoramiento
genético por métodos no convencionales ha sido de gran utilidad
para la generacion de variabilidad genética y posteriores procesos
de seleccion.

La frecuencia de aparicién de variantes en plantas cultivadas en
condiciones in vitro puede cambiar de acuerdo con el explante o
tejido que se utilice, el genotipo, las condiciones del medio y la via
morfogenética que se aplique para la regeneracion de las plantas.

Las variaciones somaclonales pueden ser de dos tipos: epigenéticas
y genéticas. En las primeras, los cambios que ocurren en el material
vegetal son el resultado del ajuste morfolégico de las células vy
tejidos a las condiciones ambientales del cultivo in vitro sin afectar la
constitucion genética y por tanto la heredabilidad de la caracteristica
alterada; en estos casos los cambios son de poca utilidad debido a
gue una vez cambian las condiciones del cultivo in vitro o cuando
las plantas son colocadas en condiciones normales de campo, la
alteracion observada desaparece y la condicién de la planta regresa
a su estado original (Us-Camas et al., 2014).

Las variables somaclonales de tipo genético son aqguellas cuyas
causas se encuentran en cambios en la constitucion genética de las
células que dan origen a las nuevas plantas y en consecuencia los
mismos se fijan en el genotipo y son heredables, por tanto son los
de mayor interés y aplicabilidad en los procesos de mejoramiento
genético. Dentro de los cambios que pueden alterar la estructura
genética original de las células estan los cambios en el cariotipo,
alteraciones de la estructura cromosomal, mutaciones en uno o varios
nucledtidos de la secuencia de un gen y cambios en los genomas
satélites de la célula como las mitocondrias y los cloroplastos (Naik
et al.,, 2017; Begheyn et al., 2017; Halim et al., 2018).
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Seleccion in vitro permisiva

La seleccion de variantes somaclonales por medio de este método
tiene lugar cuando de los procesos normales de micropropagacion
resultan plantas con alteraciones facilmente detectables en su fenotipo.

La ocurrencia de variaciones es un riesgo presente en cualquiera
de los métodos de micropropagacion vegetal, sin embargo, la
micropropagacion a partir de organogénesis y embriogénesis
somatica, por la via indirecta, tienen mayores probabilidades de
producir variantes somaclonales, debido al uso de reguladores de
crecimiento que han sido correlacionado con alteraciones en el ADN y
la multiplicacion celular acelerada que los caracteriza (Gao et al., 2009;
Carloni et al., 2017).

La induccion de formacion de callo y la posterior regeneracion de
plantas, al igual que la recuperacion de plantas a partir de embriones
desarrollados del cultivo de masas proembriogénicas, constituyen
mecanismos que pueden ser utilizados como posibles técnicas
de generacion y seleccion de plantas variantes. Posteriormente a
la seleccion, las plantas recuperadas deben ser evaluadas para
determinar la presencia de alguna variacion y los posibles efectos
de esta de acuerdo con la condicion dominante o recesiva del gen
que controla una determinada caracteristica (Shen et al., 2007).

La principal limitante del método permisivo de seleccién in vitro es
que requiere de un largo periodo para observar la posible variacion
generada, se debe completar todo el proceso antes de realizar
cualquier evaluacion y no se garantiza ningun resultado.

Seleccion dirigida

Pormediode este método de seleccioninvitrose procede conlainduccion
de tejido de callo 0 masas proembriogénicas que se utilizan para iniciar
suspensiones celulares; sobre estas se ejerce una determinada presion
mediante el cocultivo con un agente o en presencia de una condicién
especifica. Este agente, o condicion, permitira efectuar una seleccion
entre aquellas células que tengan la capacidad de adaptarse y proliferar
en el ambiente modificado y aquellas que no lo toleran.
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De acuerdo con el agente de seleccion que se utilice, la seleccion
in vitro puede direccionarse para generar tolerancia o resistencia
a estreses bidticos o abidticos. Los agentes de seleccidon mas
comunes son antibiéticos, aminoacidos, patotoxinas, filtrados
de agentes infecciosos, herbicidas y condiciones ambientales
alteradas. Independientemente del tipo de agente, las evaluaciones
previas para la aplicacion del proceso deben permitir determinar las
dosis o niveles letales medios (LD, ) de las células a seleccionar;
una vez determinada, se procede a ejercer la presion sobre la
poblacion celular por varios ciclos de cultivo, hasta que aquellas
que sobrevivan desarrollen una curva de crecimiento tipica de un
cultivo en suspension celular (Salgado, 2011).

Las células o tejidos adaptados son inducidos a continuar el
proceso morfogenético de regeneracion de plantas. Si la condicion
observada in vitro persiste en las plantas regeneradas, estas son
seleccionadas para ser micropropagadas o para ser introducidas en
un programa de mejoramiento genético.

La ventaja de la seleccion de variantes somaclonales por el método
dirigido es que debido a la presion previa, al llegar al final del
proceso ya se tienen plantas que han sido preseleccionadas con
respecto a una caracteristica especifica; sin embargo, por esta via
el proceso tiende a ser mas demorado y el mayor numero de ciclos
de cultivo en condiciones in vitro tiende a disminuir la capacidad de
regenerar plantas a partir de los tejidos cultivados.

Algunas caracteristicas agronémicas que han sido mejoradas
mediante la seleccion de variantes en condiciones in vitro son
resistencia a antracnosis causada por Botrytis cinerea en uva (Vitis
vinifera L.) (Jayansakar et al., 2000), resistencia de genotipos de
trigo a bajas temperaturas (Lazar et al., 1988), tolerancia a estrés
salino y altos niveles de aluminio en arroz, alfalfa, zanahoria, sorgo,
tomate y tabaco (Mandal et al., 1999), resistencia a estrés por sequia
en pastos (Lu et al., 2009).
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