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Introduccion

Durante muchos afios se ha reconocido que los cultivos asépticos, espe-
cialmente los de callos, de células libres. y de protoplastos, producen
progenies que difieren considerablemente dél material inicial.

Antes de que los procedimientos de multiplicacion clonal por explantes
con estructura organizada —como 4pices caulinares o yemas laterales— se
empezaran a utilizar ampliamente, la variacion se consideraba, por lo
general, como una consecuencia de los cambios cromosémicos ocurridos
durante el proceso del cultivo. Se consideraba a menudo que el fracaso
observado en los callos o en las c¢élulas cultivadas para organizarse y
producir plantulas era el resultado de una amplia gama de trastornos
citolégicos (Krikorian et al., 1983). Sin embargo, a medida que mejoraron
las tecnologias de cultivo y que se observé la frecuente recuperaciéon de
plantas en el caso de algunos genotipos bastante atipicos (Gleba et al.,
1984), el potencial para sacar provecho de todo tipo de variacién se
consider6 cada vez méds como un beneficio adicional de los métodos de
cultivo in vitro.

Desde hace algin tiempo se habla sobre los beneficios practicos que se
obtendran de la ingenieria genética del ADN recombinante en las plantas
superiores (Bottino, 1975; Brock, 1977). Sin embargo, es significativo que
las pocas plantas mejoradas como resultado de las ‘nuevas tecnologias’, y
disponibles hasta el momento, provengan de variantes y mutantes espon-
taneos derivados de cultivos in vitro (Scowcroft et al., 1982; Larkin et al.,
1983; Hanson, 1984; Evans et al., 1984).

Todavia hay que verificar si la mayoria de las variaciones obtenidas en
las plantas productoras de semilla son heredables o no (Evans et al., 1983);
en todo caso, hay un numero significativo de tales plantas cuya estabilidad
es suficiente parasugerir que es posible mcrementar la cantldad de varian-
tes utiles. : :

En los proximos afios, los trabajos sobre la naturaleza y el control de la
estabilidad en los sistemas de cultivo aséptico ocuparan los esfuerzos de
muchos cientificos. Aunque ¢l conocimiento actual de todos estos aspectos
es muy fragmentario, cada vez es mas claro que en un sistema dado
podrian operar uno o varios mecamsmos que produzcan la variacién
encontrada. Entre estos mecanismos, los siguientes pueden desempenar un
papel importante: la segregacion de ciertos tipos celulares presentes en el
explante primario, las mutaciones o cambios ocasionados por el medio de
cultivo, las presiones de seleccién, los reordenamientos cromosémicos y
otras modificaciones del cariotipo, y las interacciones nucleo-citoplasma.
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.En resumen, lo que muchos denominan actualmente variacién soma-
clonal (Brettell et al., 1979; Larkin-et al., 1981; Scowcroft et al., 1982) es un
fen6meno bien establecido, pero cuyas causas, hasta el momento, son
oscuras y posiblemente sigan siendo temas de investigaciones especiales.
Algunas de las posiblés causas inmediatas de la variacion fenotipica de las
plantas regeneradas son: : ‘

a. Prevalenciadel canotxpo especifxco de plantas y tejxdos polisomaticos,
quiméricos y de mosaicos. : :

b. Cambios en el cariotipo, debidos a una respuesta diferencial a los
procedimientos de cultivo-(composicién del medio de cultivo o del
ambiente).

¢. Anecuploides no separables en el cultivo.
d. - Cese mitético que lleva a lineas p011p101des
e. Reordenamiento de genes sométlcos o mutaciones del carxotlpo
f. Amplificacién o disminucién de genes.
Reordenamiento de mutaciones en genémas de los organélos.

h. Intéracciones nucleo-citoplasma alteradas ‘que dan como resultado
- cambios dc regulacién.

i. Reorganizacién siibita del genoma por transposones.

j.  Efectos de inversiones, traslocaciones, y otros accidentes cromosémi-
cos. :

Actualmente se vive un periodo inicial de comprensién de los cambios
genéticos y epigenéticos que ocurren en los cultivos in vitro y en las plantas
derivadas de tales cultivos (Earle et al., 1982; Chaleff, 1981 y 1983; Kriko-
rian et al., 1983; Reisch, 1983).

Cultivo in Vitro como Fuente de Variacion
y de Nuevos Genotipos

Como se discuti6 en el Capitulo 5, existen estrategias de multiplicacién
clonal que pueden reducir al minimo la posibilidad de inducir cambios
indeseables o inestabilidad genética; los métodos que favorecen la estabili-
dad son aquellos que se basan en unidades de propagulos con una organi-
zacién previa, tales como meristemas, yemas laterales, nudos, y otras. En
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este contexto, las estrategias de propagacién se pueden considerar como
equivalentes a un tipo de “horticultura en un vaso de cultivo bajo condi-
ciones asépticas”.

Swingle (1940, 1952), Dermen (1960), Dore (1965) y Hartmann et al.
(1984) tratan excelentemente los principios comprometidos en la organo-
génesis y en la regeneracién de plantas superiores, segan la perspectiva de
la propagacién. En sus discusiones se encuentran las implicaciones para la
estabilidad genética y la variacién.

Sistemas de micropropagacion a partir de explantes
organizados

Una consideracién importante es que incluso cuando se utilizan propa-
gulos tradicionales altamente organizados, como son los esquejes radicales
o caulinares, hay algunas plantas que presentan mayor tendencia que otras
a formar mutaciones de yemas y diversificaciones.

No existe motivo para pensar que el desempefio de tales plantas en
cultivos asépticos sea muy diferente (Conger, 1977; Zimmerman, 1981). En
realidad, la formacién de mutantes o mutaciones en la horticultura con-
vencional y en la agricultura se ha estudiado inadecuadamente, y se
requiere mas investigaci\én en esta importante area; sin duda, la facilidad o
la dificultad relativas para inducir las mutaciones ttiles en forma contro-
lada es la base del ‘fitomejoramiento mutacional’ (Sigburbjornsson, 1977;
Broertjes et al., 1978; IAEA, 1982).

En este momento no esta claro cudles son las causas de las mutaciones
bajo condiciones de cultivo enel campo. Hace algunos afios se pensaba que
los reguladores del crecimiento de la planta eran mutagenos per se, locual
todavia no esta tan bien establecido. (Singh et al., 1975; Carlson et al.,
1983; Dolezel et al., 1984). Desde otra perspectiva, muchos investigadores
estdn convencidos de que los monocultivos se deberian evitar, ya que
aumentan la vulnerabilidad de las cosechas (Day, 1973; Marshall, 1977,
Duvick, 1978); de esta manera la utilizacién de material variable para las
siembras masivas s¢ percibirfa como una alternativa para mantener la
estabilidad de las cosechas.

Organogénesis

La formacién de érganos en explantes de callos se conoce como la ruta
de la organogénesis indirecta. Un callo sin estructura organizada puede
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dar origen a brotes y raices; el tamafio del callo del cual pueden emerger
estructuras organizadas varia considerablemente.

Vasil et al. (1965) fueron quienes primero describieron la obtencién de
una planta de tabaco madura a partir de una sola célula cultivada inicial-
mente en una microcamara. La célula se mantuvo en ‘microcultivo’, en
gota suspendida, donde se dividi6 progresivamente en un grupo de células
y luego formé una masa de callo; ésta fue inducida a producir brotes y
raices en un medio sélido.

No hubo indicacién de que ocurriese una embriogénesis somatica o una
embrionia adventicia similares a las que se presentaban en la zanahoria
(ver el Capitulo S, Figuras 5.3y 5.4). Sin embargo, desde la perspectiva de
la propagacién clonal, 1a importancia particular de ese trabajo era que €l
genotipo alterado de las células que originaban la masa de callo se refleja-
ria en la planta resultante (Broertjes et al., 1980).

Por esa razén, Murashige et al. (1966) recuperaron un nimero de
plantas de tabaco genotipicamente atipicas, incluyendo poliploides. En
cualquier caso, para poder predecir la magnitud de la variacién que se
esperaria en la progenie de plantas de células totipotentes o de masas de
callo, se tendria que establecer la magnitud del cambio, y el nivel en que
ocurre, €n una preparacién particular de células cultivadas (Mitra et al.,
1960; Muir, 1965; Partanen, 1965; Zosimovich y Kunakh, 1975; Sunder-
land, 1977; D’Amato et al., 1980; Krikorian et al., 1983; Constantin, 1981;
Evans y Reed, 1981). '

Embriogénesis somitica

Es indudable que los métodos utilizados en la iniciacion de cultivos in
vitro tienen una gran importancia en el desarrollo posterior de tales
cultivos y en su capacidad para expresar genotipos anormales. Las posibi-
lidades de obtener variacion en las progenies son mayores en las células en
crecimiento, que se convertirian en masas de callo con posibilidad de que,
mediante manipulacién, produzcan posteriormente brotes y raices. Por
otra parte, la generacién de plantulas a partir de células, tanto por embrio-
génesis somatica indirecta como directa, es una oportunidad para obtener
altos niveles de fidelidad genética, porque permite seleccionar las deseables
desde el inicio, o por lo menos desde muy temprano, en el caso de qua haya
una respuesta bastante uniforme.

En esencia, lo anterior significa que se estd haciendo una seleccién para
obtener uniformidad y para multiplicar mas tarde las unidades no diferen-
ciadas (ya sea células o unidades proembrionarias), de las que se generan
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las plantulas. Esta seleccion es la base misma del ‘arte’ en €l manejo de las
suspensiones celulares morfogenéticamente competentes. Sin embargo,
aqui no acaba todo: el tamafio de la unidad de la que emergen los embrio-
nes somaticos tiene también gran importancia en la capacidad morfogené-
tica.

Desde cuando aparecieron los primeros informes sobre la totipotencia-
lidad, ha sido preocupacién de muchos investigadores determinar si las
plantulas se originan de embriones soméaticos derivados de una sola célula
o de pequefios grupos de células, cultivados en suspensién o en un medio
semisélido (Krikorian, 1982). Este problema no se ha resuelto completa-
mente todavia.

Jakob Reiner y su asociado Backs-Husemann, en la Universidad Libre
de Berlin, realizaron el seguimiento cinematografico de la formacién de un
embrién somatico de zanahoria a partir de una célula Unica, usando una
preparacién de gota suspendida. En el laboratorio de SUNY, en Stony
Brook, N. Y., también se sigui6 en varias ocasiones el desarrollo secuencial
de muchos embriones somaticos de zanahoria provenientes de células
‘marcadas’ dispersas en un medio semisé6lido, por medio de una cdmara
fija, durante més de tres semanas.

Las divisiones celulares y su posterior crecimiento no son nada faciles de
seguir, debido a problemas técnicos. Por ejemplo, a causa de su distribu-
cién en el agar, la mayoria de las unidades celulares no se pueden enfocar
facilmente, ni siquiera mediante el uso de un microscopio invertido. Cier-
tas unidades celulares, que se encuentran en las primeras etapas de su
desarrollo, pueden ser siibitamente sobrepasadas por unidades adyacentes
que en principio estaban en reposo; aln mas, otras unidades que tenian un
aparente potencial para desarrollar embriones, no se desarrollan final-
mente en embriones sino en callos.

Algunas veces se desarrolla primero una estructura proembrionaria
globular, y se produce radpidamente un embrién en forma de corazén; en
otros casos, las células se dividen y dan origen a una masa globular, dentro
o en la periferia, de la cual una sola célula se divide y origina uno o varios
embriones somaticos; debido a que esto Ultimo ocurre con mas frecuencia,
todavia sigue abierta la insistente pregunta sobre la frecuencia del desarro-
llo de una estructura similar a un suspensor.

En la mayoria de las preparaciones realizadas en SUNY, Stony Brook,
se encuentra con mas frecuencia un pequefio glébulo del que emerge y
crece un embrién somético de una sola célula. Parece que la opinién de
otros investigadores, de que los embriones de zanahoria ineludiblemente
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se desarrollan en la superficie a partir de grupos de células relativamente
grandes, refleja simplemente una falla porque empiezan con suspensiones
celulares finamente filtradas (Smith y Street, 1974). De cualquier manera,
no hay duda de que en una sola preparacién pueden presentarse, lo que
ocurre a menudo, varias posibilidades de desarrollo.

La Figura 13.1 resume algunas de las vias mencionadas para la embrio-
génesis somatica de Daucus carota; 1os eventos indicad os debajo de 1a linea
diagonal del diagrama representan las secuencias en el medio semisélido, y
los dibujados encima representan los que se llevan a cabo en los cultivos
liquidos. En ambos casos, un explante primario (1) se puede estimular para
producir células en suspensién (2, 3) o una masa de callo.

Las células que se dividen pueden derivarse de células cambiales epi-
dérmicas, subepidérmicas, corticales o perivasculares. La secuencia 1 a 7”
de la figura representa un sistema mas directo que el de 3”a 10 en el 4rea
inferior. Las células en suspension (2) pueden multiplicarse y producir
masas celulares proembrionarias o complejas (3) que, a su vez, se com-
prometen en un curso de embriogénesis somatica (4,5,6). La etapa en
forma de corazén (6) crece y forma un embrién bipolar normal (7).

Un complejo celular proembrionario, o una estructura similar a un
suspensor, es evidente en 7’y 7” pero falta en 7. El embrién somético en 7’
muestra las yemas embrionarias adventicias que se forman del eje, las
cuales pueden ser ‘descamadas’en el medio (como lo indica la direccién de
la flecha) y dar origen a otras plantulas no cigéticas (6,5,4).

En realidad, las células proembrionarias, que aparecen como células
formadasen 7’y 7”, pueden también ser descamadas y asf se convierten en
la fuente de otras células totipotentes (2,3) o de grandes grupos celulares
(3). Las masas celulares en 3’ pueden descomponerse en grupos menores
de células (3), o pueden originar embriones somaticos discretos (que
muestran la estructura similar al suspensor).

En el medio semis6lido parece haber una mayor tendencia a que los
grupos celulares proembrionarios (3”) no se separen, tal vez porque no se
agitan ni se someten a filtracién; asi dan lugar frecuentemente a complejos
celulares de los que pueden originarse uno o mas embriones mediante un
proceso de formacion de yemas (8); éstas se pueden remover y el complejo
celular proembrionario estara una vez més en evidencia (8”).

La gran masa de callo que aparece en el centro (8) muestra un rango de
eventos morfogenéticos en el proceso. Se aprecian grupos adventicios de
células con estructuras organizadas, de donde se pueden formar brotes o
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Figura 13.1. Algunos eventos morfogenéticos en el cultivo in vitro de zanahoria (Daucus
carota), usando medio liquido (4rea superior respecto a la linea diagonal) y
medio semlséhdo (é,rea inferior respecto a esa linea). Este diagrama se basaen
parte en Haccius (1973) pero fue modificado con detalles surgidos de la
experiencia del autor de este capitulo.
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raices; los centros de crecimiento epidérmicos o subepidérmicos y los
corticales aparecen también en diferentes etapas de division, y los comple-
jos proembrionarios que ellos originan producen embriones no cigéticos
con polos cerrados (8”,9,10), es decir, sin filamentos vasculares de cone-
xioén entre ¢l embridén y el callo progenitor. Sin embargo, el nimero de -
células en el complejo proembrionario puede tener una relacion significa-
tiva en la composicién gendémica del cultivo, ya que es posible que esas
células no sean genéticamente idénticas. o de origen uniforme. .

El esfuerzo que se ha hecho para aclarar el origen preciso de los embrio-
nes somaticos, especialemente los de células cultivadas en suspension, no
ha sido particularmente efectivo, ya que ni los cigotos in situ ni las células
somdticas puras en cultivo pueden convertirse en-embriones sin pasar
primero por un estado de proembrién multicelular, pequefio y globular.

Base Cariologica de la Variacién

En el Capitulo 5 se recalc6 que, desde el punto de vista practico de la
multiplicacién clonal, determinar si los embriones somaticos se originan
de unasola o de varias células es un problema de naturaleza académica, ya
que mientras la capacidad de expresién coordinada del genoma perma-
nezca inalterada en cada célula, incluso las unidades que comprendan
muchas células originarian, en teoria, plantas genética y fenotlplcamente
uniformes.

Sin embargo, desde el punto de vista de la ingenieria genética es muy
importante diferenciar ese origen; en este caso, seria esencial manipular o
modificar las células aisladas o los protoplastos, y obtener de las células asi
modificadas (nominalmente idénticas) la generacién clonal de un gran
numero de plantas. La produccién de embriones somaticos bipolares seria
¢l medio preferido de multiplicacién clonal masiva (Krikorian, 1982).

Si el investigador se limita a modificar una sola célula y a producir de
ella una masa de callo, debe aplicar un tratamiento adicional para inducir
un crecimiento organizado que conduzca a la regeneracién de la planta
entera directamente; este proceso esté restringido a métodos de organogé-
nesis adventicia a partir de callos, de puntas de brote obtenidas por
€xcisién, o de una ramificacién axilar precoz, hasta lograr la multiplica-
cién clonal.

Sino hubieraseguridad de trabajar con una sola célula, podrian presen-
tarse serios problemas adicionales. Si el genoma cromosémico y extra-
cromosémico variase de una célula a otradentro de una masa, la obtencién
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de un mosaico o una guimera estaria virtualmente garantizada (Cramer,
1954; Neilson-Jones, 1969; Broertjes et: al., 1980; Norris et al., 1983;
Marcotrigiano y Stewart, 1984).

Las poblaciones celulares cuyos componentes difieren en sus nimeros
cromosémices enel mismoindividuo (mixoploides) no son tan raras como
se sapondria (Dermen, 1960; Bennett, 1984); son muy comunes, en especial
en.aquellas plantas que se propagan principalmente por medios vegetati-
vos (Nagl, 1978). El papel del desarrollo, si.acaso existe, de las células
euploides y aneuploides dentro.de unindividuo —que en otras condiciones
seria diploide— no hasido alin determinado rigurosamente (Khush, 1973).

Es claro que estos tipos de alteraciones somaticas son también respon-
sables de dar origen a individuos genotipicamente diferentes. Esto esta
bien documentado en especies de plantas comestibles del género Coloca-
sia, propagadas’ vegetativamente (Sharma y Sarkar, 1963).

Se est4 de acuerdo, generalmente en que uno de los tipos especificos de
mixoploides —el fenémeno de la poh,somatla o endopoliploidizacién—
deberfa preocupar también a quienes buscan utilizar los cultivos celulares
como un medio de multiplicacioén clonal. Hace mucho tiempo, D’Amato
(1952) revis6 la relacion entre la endopoliploidia y la diferenciacion ¢n
plantas que normaltente serfan diploides; desde ‘entonces se-ha demos-
trado continuamente que aun los cultivos frescos establecidos sin el uso de
reguladores de crecimiento ‘pueden ‘contener células poliploides (Nagl,
1978). Algunos investigadores pensaron inicialmente que este hecho se
debfa a'la presencia de'hormonas afiadidds al medio, pero ahora es claro
que refleja el estado del explante primario (Partanen, 1963a, 1963b; 1965).

Estrategias para Modificar la Variabilidad

No hay duda de que las aberraciones cromosémicas, especialmente la
aneuploidia y la poliploidia, son comunes en células y tejidos cultivados
asépticamente (D’Amato, 1975, 1977, Sunderland, 1977; D’Amato et al.,
1980; Bayliss, 1980). Por estarazén, muchos 1nvest1gadores insisten enque
se hagan todos los esfuerzos posibles para evitar el estado de callo, ya sea
en medios semis6lidos o en medios liquidos.

Actualmente muchos investigadores sostlenen que la unica estrategla
realista para mantener la estabilidad genotipica es adoptar sistemas que
estimulen la tendencia natural de algunas plantas de producir ramas
axilares precoces, o-yemas adventicias, en un explante primario. Se argu-
menta que hay demasiad os riesgos de que ocurran cambios cromosémicos
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al inducir callos, y que incluso seria un desastre considerar la induccioén de
embriones somaticos a partir de suspensiones celulares para lograr los
objetivos de la micropropagacién clonal.

No se puede negar que tal vez las técnicas mas faciles y seguras en.la
multiplicaci6n clonal incluyan las llamadas técnicas de micropropagacién
(véase el Capitulo 5); pero si se desea que ¢l 4rea del cultivo de tejidos
vegetales progrese, no se debe dudar de trabajar con células genéticamente
uniformes. Ya se han mencionado las importantes implicaciones de este
trabajo segin la forma en que se establecen los cultivos. ~

Aunque se desee pasar por alto el argumento anterior, no se puede
generalizar la idea de evitar el callo y las células libres, ya que hay
insuficiencia de datos criticos sobre la estabilidad genética en varios tipos
de suspensiones celulares capaces de producir plantulas.- No existe, por
tanto, una base adecuada para tal generalizacién. Gran parte de la litera-
tura trata del callo y de las células cultivadas o de las raices derivadas del
callo, en vez de tratar de las plantulas que de ellos se originan (Muir, 1965;
Torrey, 1967; D’Amato et al., 1980; Bayliss, 1980).

Se han realizado muy pocos estudios cuidadosos sobre el cariotipo de las
células al momento de su colocacién en cultivo, sobre su cariotipo poste-
rior como células libres o callos, y sobre las pldntulas producidas por éstos.
Muy pocas veces se han presentado datos sobre la edad de los cultivos de
los que se derivan las plantas anormales (D’Amato, 1977; Evans et al.,
1981; Reisch, 1983). Sélo por esa razén hay suficientes bases para conside-
rar que, si se encuentran cambios cromosémicos en cultivos sin estructura
organizada, la diferencia no se trasmite a las plantulas producidas..

En realidad, se han hecho trabajos en esos casos y en otros en que los
embriones soméaticos o estructuras organizadas parecen desarrollarse pre-
ferencialmente de células que tienen complementos cromos6micos notma-
les. Un ejemplo extremo de esto lo representa el trabajo de Sheridan
(1975), quien durante méas de 14 afios ha mantenido en un medio liquido
lineas celulares morfogenéticamente competentes de Lillium; estos culti-
vos han conservado su ploidia normal y han formado plantas normales
durante un tiempo mads prolongado que cualquier otro cultivo registrado.

Desde hace varios afios se sabe que las suspensiones celulares de zanaho-
ria pueden conservarse de tal manera que den origen preferencialmente a
una progenie normal. Steward y sus colaboradores, basados enla fidelidad
del fenotipo expresado por las plantas de esa especie que ellos produjeron,
sospecharon desde muy temprano que se trataba de clones en el sentido
estricto de la palabra. Rapidamente se iniciaron trabajos citol6gicos al
respecto. ' '
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Aunque habia cierta diversidad en la constitucién nuclear de algunas de
las poblaciones de células de zanahoria multiplicadas en medio liquido, no
se pudieron detectar aberraciones cromosomicas en las plantulas deriva-
das de las suspensiones; bajo estas condiciones, aparentemente s6lo aque-
llas células con genotipo normal condujeron al desarrollo de embriones
somaticos. Después de un estudio con apices de raices de 200 plantas, se
observd que las plantas regeneradas parecian ser diploides cariolégica-
mente normales, y se abandoné el plan original de examinar un total de
1000 apices (Mitra et al., 1960); desafortunadamente, las técnicas disponi-
bles en ese momento no permitian realizar determinaciones criticas del
cariotipo.

Aunque todavia permanece abierta la pregunta del genotipo levemente
alterado sin consecuencias detectables, es improbable que se presenten
serios problemas, ya que todos los detalles fenotipicos se manifiestan con
precision en la zanahoria, aun la presencia de vesiculas que contienen
antocianina en una inflorescencia que de otra manera seria blanca (Ste-
ward et al., 1964).

También Mok et al. (1976)* _..ntormado sobre la recuperacion, aun-
que en menor escala, de plantas diploides normales obtenidas de callos
radicales de zanahoria, aunque también existian en esos cultivos células
con numeros variables.de cromosomas.

Estudios sin publicar, efectuados en el laboratorio de SUNY, Stony
Brook, revelan que las plantas cultivadas de zanahoria presentan siempre
un fenotipo normal a lo largo de su ciclo completo de desarrollo (de
plantas jovenes a plantas maduras con flores y semillas), si las suspensiones
de las que se derivan las células iniciadoras de los embriones se mantienen
en cultivo durante periodos relativamente cortos (menores de un afio). Las
plantas originadas de células que se mantuvieron en suspension durante
periodos largos mostraron cierto nimero de aberrraciones fenotipicas. Se
utilizaron varios caracteres morfologicos estdindar como base para compa-
rar las plantas regeneradas con la planta de la que se tomé el explante
primario.

Porlo tanto, se podria sugerir que el proceso de regeneracién de plantu-
las a partir de células seria, en algunos casos, un método para seleccionar
genotipos especificos, ya sea del ‘tipo silvestre’ o del ‘mutante’, ya que son
éstos los que preferentemente originan la planta. Segin esta opinién, entre
los millones de células contenidas en un solo matraz de regeneracion, sélo
aquéllas que presentan esta capacidad genética para el desarrollo se verian
favorecidas y seleccionadas en términos de un crecimiento adicional y de
su supervivencia.
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Otros trabajos, que muestran la existencia de aberraciones cromos6mi-
cas, aumentos potencialmente indiseables en la ploidia, y otros fen6menos
(Murashige et al., 1966, Malnassy et al., 1970; Syono et al., 1972), presen-
tan hallazgos experimentales segin los cuales ni siquiera reordenamientos
cromosémicos extremos, como las traslocaciones, ejercen una influencia
cualitativa o cuantitativa en la morfologia o en la fisiologia.

En estos casos, la.posicién de la ruptuta de los cromosomas parece ser
més importante que la longitud de los segmentos intercambiados. Asi,
segun el criterio de la multiplicacion clonal, la relacién entre el tipo de
embridn somaético y la planta que éste origina seria estrictamente clonal.
Las poblaciones clonales de genotipo idéntico serian de mayor interés
tedrico, ya que el estudio del comportamiento de las células cultivadas
debe incluir trabajos cada vez mas frecuentes sobre los factores que estabi-
lizan o rompen la ploidfa normal o el genotipo (Van’t Hof, 1974, Viget al.,
1981; Nilan et al., 1981; Rieger et al., 1981).

Siexiste una comprensién profunda de la planta que se va a multiplicar,
cualquier tendencia haciala produccién de aberraciones cromosdmicas en
las células cultivadas o en los tejidos puede reducirse al minimo, o incluso
eliminarse, seleccionando el sitio del que se toma el explante primario, o
usando los reguladores del crecimiento, o acortando el periodo de cultivo
(Sunderland, 1977; Bayliss, 1977, 1980; Skirvin, 1978; Krikorian et al.,
1983).

Elrestablecimiento frecuente de cultivos frescos obtenidos de embriones
somadticos citolégicamente normales, o de pldntulas que todavia se conser-
ven asépticas, no sé6lo evitaria cualquier dificultad potencial causada por
aberraciones citolégicas sino que seria una practica conveniente, ya que a
menudo es dificil obtener explantes axénicos primarios de plantas cultiva-
das en el campo o en recipientes.

Actualmente se trabaja con miras al desarrollo de métodos criogénicos
que permitan mantener bancos de genes en estado congelado; si las lineas
celulares totipotentes pudieran mantenerse congeladas y restablecerse
después, se podria avanzar hacia la preservacién de cualidades genéticas,
en una linea especifica.

Hay situaciones en que el uso de técnicas como el bandeo cromosdémico
permitiria también a los investigadores detectar los cambios. Dependiendo
del prondstico de las poblaciones de células totipotentes examinadas, las
suspensiones celulares se podrian descartar o las plantulas se podrian
cultivar a voluntad. Después de todo, los investigadores discriminan por lo
regular las plantas que no concuerdan fenotipicamente (y también, se
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presume, genotipicamente) incluso cuando hacen la multiplicacién vegeta-
tiva mediante técnicas no asépticas de cultivo; es la ‘variacién casual’ en
términos horticolas.

A pesar de esta ultima opcion, no se deberian subestimar los problemas
imprevistos. En efecto, debe hacerse hincapié en que los andlisis de cario-
tipo o los cromosémicos globales (o aun detallados) presentan graves
limitaciones, ya que por ese medio se pueden detectar solamente cambios
sustanciales, anomalfas o aberraciones; Krlkonan et al. (1983) discuten los
procedimientos metodolégicos de esos analisis. Sin embargo, en las plan-
tas propagadas vegetativamente, en:las cuales el analisis genético conven-
cional no puede efectuarse, el investigador estaria limitado a hacer un
andlisis isoenzimético y, por tltimo, estaria obligado acultivar las plantu-
las hasta su madurez, para su evaluacién en el campo o en el invernadero.
Sin duda, esto es costoso y requiere mucho tiempo.

También se encontraran otros problemas, incluyendo el reto de estable-
cer o refinar la interpretacién de lo que quiere decir la palabra clon (ver
Capitulo 5). M4s importante atin seria que la ‘programacién’ del genoma
(Sibi, 1976) y la modificacién de su expresion segin el desarrollo (Raman
et al., 1980) fuera lo que caracterizara ¢l estado clonal; asi, las técnicas de
cultivo nunca originarian material estrictamente clonal como general-
mente se considera.

A medida que se aprende mas sobre el genoma de las plantas y sobre
como ‘trabaja’ la genética en su desarrollo, cambiaria también nuestra
apreciacion de Jo que significa el estado clonal. Claramente, hay mucha
plasticidad en el genoma de las plantas (Monsset y Boutm 1984).

Por otra parte, se sabe que los efectos epigenéticos pueden observarse en
las plantas cultivadas y en los productos de células cultivadas que son
cariolégicamente normales (Sibi, 1976; Siminovitch, 1976). Un ejemplo de
un efecto epigenético expresado en el cultivo es la produccién de formas
foliares adultas o juveniles segin la fuente del explante primario (Brink,
1962; Stoutemeyer et al., 1965; Marcavillaca et al., 1967; Banks, 1979).

Otro ejemplo seria el plagiotropismo del brote en plantas lefiosas deri-
vadas del cultivo in vitro; esto es particularmente valido para las coniferas.
Aunque es posible recuperar plantas con brotes ortotropos de plantas
derivadas de cultivos que presentan plagiotropismo, el procedimiento
consume tiempo y recursos humanos (Franclet 1977; Franclet et al.,
1980).

También se pueden encontrar efectos estrictamente fisiol6gicos en el
fenotipo. En la azucena amarilla cultivada en condiciones controladas se
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pueden inducir fenotipos maduros en plantulas muy jévenes, mediante la
limitacién del intercambio gaseoso (Fitter el al., 1985). Igualmente, Hus-
sey et al. (1981) han llamado la atencién sobre ‘la morfologia del etileno’en
clones de papa multiplicados en recipientes de cultivo sellados. Los nudos
de estas plantulas fenotlplcamente diferentes producen brotes normales
cuando se trasfieren a recipientes con tapones poco ajustados. A diferencia
de lo que ocurre con la papa, en la azucena amarilla el efecto abarca todala
planta, y se produce un cambio del fenotipo foliar de juvenil a maduro, lo
que también se refleja en la morfologia radical.

Los cambios en la morfologia-de- Hemerocallis sp. y de la papa no son
permamentes, es decir, se pueden revertir rapidamente; esto indica que
tales cambios son fisiolégicos'y no epigenéticos (Brink, 1962).

Variacion Espontinea y Aumentada:
Variacion Somaclonal

Si los cambios cromosdmicos y no cromos6micos persisten en las plantu-
las regeneradas, tal vez se pueda sacar provecho de este resultado no sélo
desde el punto de vista cientifico —en términos de comprensién del
desarrollo— sino desde el practico, considerandolo una fuente potencial-
mente valiosa de variacién intraclonal. Ya que se puede seleccionar un
gran nimero de células totipotentes en una situacién dada, las oportuni-
dades de que se presenten estas variaciones serian asf mayores que si se
utilizasen masas de callo o esquejes (Skirvin, 1978; Meredith y Carlson,
1978).

En realidad, los sistemas celulares, en combinacién con el uso de muta-
genos como el etil-metano-sulfonato, permitirfan inducir numerosas
mutaciones y algunas al menos serian utiles. Aunque la seleccién plantea
todavia un problema real, deberfa ser posible seleccionar, a largo plazo, un
numero significativo de ‘mutaciones’ deseables.

Un ejemplo de variacién somaclonal se puede encontrar en la cafia de
azucar (Krishnamurthi, 1981; 1982). Las plantas derivadas de callos mos-
traron resistencia a la enfermedad de Fiji cuando Krishnamurthi et al.
(1974) evaluaron el desempefio de esos clones bajo condiciones de campo.
Antes de las técnicas de cultivo de tejidos no era posible la duplicacién del
numero de cromosomas de la cafia de azicar por medio de métodos
convencionales. Los poliploides derivados de cultivos in vitro han abierto
la via para el desarrollo de una serie aneuploide que permite verificar el
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potencial de rendimiento de plantas que, por el nimero de cromosomas,
no estaban anteriormente dlspombles (Heinz y Mee, 1970; Mee, 1977;
Nickell, 1977).

Posiblemente no se puede sacar provecho de las variaciones inducidas
por el cultivo in vitro en otras especies, como parece suceder con la cafiade
azucar (Heinz et al., 1977; Lat et al., 1976; Liu et al., 1978; Larkin et al.,
1983); no obstante, una cuidadosa seleccion de los organismos de prueba
podria dar resultados inesperados o favorables. La regeneracién de un
geranio perfumado diferente, a partir de una quimera, es sélo un ejemplo
(Skirvin et-al., 1976; Janick et al., 1977; Sigurbjornsson, 1977; IAEA,
1982).

Los protoplastos ofrecen tal vez el mayor potencial para recuperar
plantas de diferentes genotipos. Aunque las técnicas para el manejo de
protoplastos se estdn desarrolland% y evaluando todavia, se han obtenido
resultados significativos en unas pocas especies (Giles, 1983). Tal vez el
caso que recibié mas publicidad es el de 1a papa (Solanum spp.) especie en
1a cual es posible producir los protoplastos de células foliares, regenerar
sus paredes, y desarrollar plantulas de callos (Shepard, 1981, 1982; Sree
Ramalu et al., 1983)."

En un gran nimero de plantas de papa sometidas a pruebas de campo se
ha observado una variacién considerable en la progenie derivada del
cultivo, especialmente en términos del fenotipo y de la susceptibilidad a las
enfermedades. Todavia no se ha investigado totalmente si las diferencias
observadas derivan de que las plantulas se regeneraron de células que
genéticamente no eran homogéneas, o porque se presentd ya sea una
fusion espontdnea o agregacion durante la primera etapa de regeneracion
delapared y en su posterior division o ya un ‘reajuste’ del genoma durante
el cultivo. M4s adelante se hacen algunos comentarios adicionales.

Un aspecto critico en la evaluacién de las causas de la variacion soma-
clonal es €l factor tiempo. Como se mencioné antes, los cambios en €l
cariotipo ocurren a medida que los cultivos se mantienen durante periodos
de tiempo cada vez mayores; por consiguiente, se podria esperar un
aumento en las anomalias concomitante con esos periodos. Sin embargo,
recuérdese que las plantas regeneradas no siempre reflejan totalmente las
anomalias delas células cultivadas; puede ocurrir una seleccién antes de la
regeneracion. :

La situacién se complica en este campo de la investigacioén, ya que en
plantas derivadas de cultivos hay tantos recuentos de estabilidad como de
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inestabilidad. Un buen ejemplo de este conflicto es el cultivo-de protoplas-
tos de papa, especie en la cual Wenzel et al. (1979) observaron uniformidad
en plantas derivadas de protoplastos. Unas pocas plantas presemitaron
variacion en la forma del tubérculo, pero esto sucedi6 sdlo después de un
largo periodo de cultivo. Laleve variacion observada se eXphcé cOmo una
aneuploidia mduc1da por el cultlvo ’

Utilizando el cultlvar de papa ‘Russet Burbank’ para selecc1onar 10 000
clones derivados de protoplastos, Shepard (1981) encontré variaciénenla
forma de los tubérculos, en el rendimiento; en la morfologia general de las
plantas, y en la resistencia al aflublo o.tizén temprano y al tardio; no se
determind la base genética de esa variacién. En un analisis adicional de 65
clones, Secor et al. (1981) estudiaron 35 caracteristicas fenotipicas; cada
clon se diferenciaba del progenitor: Russet Burbank por lo menos en una
caracterfstica. s S A

Las diferencias entre los resultados de los estudlos menc1onados pueden
explicarse asi: mientras que Wenzel selecc1oné relatlvamente pocos clones
(211), Shepard seleccion6 mas de 10,000. Las fuentes de protoplastos eran
diferentes: mientras Shepard utilizd meséﬁlo foliar, Wenzel us() cultivos
de punta de tallo; los niveles de ploidia también eran d1ferentes Shepard
utilizé 4X, y Wenzel 2X.

Se sabe que la fuente del explante tiene a veces un efecto significativo en
el nivel y en el tipo de la variacién observada en los regetierantes. Plantas
de pifia (Ananas comosus[L. Merr.]) se regeneraron de callos derivados de
cuatro fuentes diferentes de explantes (sincarpo, ‘véstag'b coronay yemas
axilares) y mostraron diferentes tipos y grados de variacién (Wakasa,
1979). Asi, la seleccién adecuada del explante seria, en ciertas situaciofies,
el factor determinante en el aumento o en la d1smmuc16n de la frecuencia
dela var1ac1én somaclonal ~

Ya se han mencionado las va.rlantes somaclonales que muestran tole-
rancia o resistencia a varias enfermedades causadas por hongos-o virus;
cabe mencionar también un'mutante de tomate que presenta un aumento
en la acumulacién de materia seca (Evans et al., 1984). Se.hace hincapié en
que es esencial hacer la seleccién de las variantes somaclonales entre
plantas agronémicamente importantes, con un equipo profesional de
fitomejoradores 0 agronomos; sus integrantes deben estar tan familiariza-
dos con la planta en cuestidn, que seran capaces de detectarlas variantes
rapidamente (casi por prueba selectiva), basados esencialmente.en el feno-
tipo. No se trata necesariamente de buscar respuestas o variacién de ‘todo
o nada’; los cambios sutiles, pero reales son exactamente los que se desea
hallar. :
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Las variantes que se deben buscar en un somaclén para que éste sea
potencialmente util requieren un conocimiento practico del cultivo. El
descubrimiento de la tolerancia a unos grados adicionales de temperatura
alta en una poblaciéon de maiz o de soya, en el campo, podria ser un
adelanto importante; igualmente, la tolerancia a una disminucién de
varios grados de temperatura en-una de las especies tropicales o subtropi-
cales de Eucalyptus podria ser bien acogida en las zonas templadas. Un
aumento del 5% en la materia sé6lida del fruto del tomate es a menudo
suficiente para que ese tomate tenga una gran importancia en la industria
de enlatados; y asf sucesivamente.

Esto significa que el investigador debe establecer los limites tolerables de
la variacién somaclonal, en consulta con los expertos de campo y también
con los economistas y administradores de empresas.
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