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Cultivo de tejidos en la agricultura

El Caso del Piretro (Chrysanthemum
cinerariaefolium)

La planta de piretro es la fuente de un insecticida de amplio espectro, baja
toxicidad para los humanos y animales de sangre caliente, y corta persis-
tencia en el medio ambiente; por estas cualidades es el insecticida preferido
en un mundo cada vez mas consciente de la ecologia y de la necesidad de
preservarla (McLaughlin, 1973; Moore y Levy, 1975).

Las areas mas importantes de produccién de piretro en el mundo estan
localizadas en las zonas montafiosas altas de Kenya, Tanzania, Ruanday
Ecuador. En Ecuador, la siembra comercial de esta especie se inicié en
1954 (Levy, 1954; Moore y Levy, 1975); en 1958, INEXA construy6 en
Quito una planta para la extraccién quimica del producto, y en 1967
instalo otra para la refinacién del extracto.

El extracto de piretro es uno de los principales articulos de exportacién
de la regién de los Andes ecuatorianos y constituye, por lo tanto, no sélo
una fuente de divisas para el pais sino una fuente de ingresos para cientos
de campesinos que viven en zonas marginales, donde es muy dificil sem-
brar cualquier otro cultivo. El piretro se ha considerado como un factor
importante en el progreso social de estas zonas.

Cosecha manual y sus implicaciones

El analisis de un aspecto del cultivo del piretro, el relacionado con la
cosecha manual de las flores, y de su efecto econdmico en los costos de
produccion permitiran entender mejor la decision de recurrir a técnicas de
propagacién por medio del cultivo de tejidos.

Los componentes insecticidas del piretro, las piretrinas, se encuentran
en las flores; su contenido aumenta a medida que la flor se desarrolla, y
alcanza un nivel maximo cuando se han abierto completamente por lo
menos dos anillos de florecillas. Pero las plantas de piretro que crecen en
los Andes ecuatorianos a 3000 metros sobre el nivel del mar producen
flores en forma continua durante unos cuatro afios; de esa manera, las
flores totalmente abiertas, que son las que se cosechan, estan mezcladas
con numerosas flores parcialmente abiertas y con capullos.

Por la razén anterior, es importante cosechar en forma selectiva, y el
unico método de remover solamente las flores maduras sin afectar el
desarrollo de las inmaduras y los capullos, es la cosecha manual; esto hace
del piretro un cultivo con altos requerimientos de mano de obra. Se ha
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calculado que cada dia del afio se cosechan a mano unos 150 millones de
flores de piretro en Kenya, Tanzania, y Ecuador.

- Porser el piretro un cultivo que requiere tanta mano de obra, sus costos
de produccién estan siempre en aumento, debido principalmente. a las
constantes alzas de los salarios. Este aumento encarece a su vez el precio
del extracto y este hecho, unido a la inestabilidad en la oferta mundial
tipica de un producto natural ——cuya produccion sufre por cambios climé-
ticos y fracasos agrondmicos— ha influido para que los piretroides sintéti-
cos (Elliot, 1977) alejen el producto natural de los mercados mundiales.
Consecuentemente, la demanda por el piretro natural ha disminuido, y si
estatendencia continfa, podrian presentarse desastres econémicos y socia-
les en las 4areas productoras del mundo.

Obtencién de plantas mas eficientes

Tanto en Ecuador como en Kenya se ha aceptado que los aumentos en
los costos de producc16n del piretro, como los de otros productos natura-
les, se pueden compensar solamente con aumentos permanentes en la
eficiencia de la produccién. Por lo tanto, se estd dando prioridad a la
blisqueda de plantas més productivas en términos de volumen de flores y,
especialmente, en términos de contenido de piretrinas, siendo este ultimo
el factor m4s importante en los intentos por aumentar la eficiencia.

Tanto en Kenya (Parlevliet, 1975) como en Ecuador se han encontrado
plantas individuales con esas caracteristicas. Para 1975 se habian seleccio-
nado en Ecuador 57 plantas diferentes luego de 10 afios de intensos y
arduos trabajos financiados por laindustria privada local. Habia menos de
50 clones de cada una de estas plantas madre, los cuales habian sido
multiplicados vegetativamente en la forma convencional. Se presentaba
entonces el problema de ¢6mo reproducir masiva y rdpidamente estas
plantas en cantidades suficientemente altas para sustituir las plantas
menos productivas que estaban sembradas en grandes extensiones.

El objetivo de las empresas productoras de piretro consistia en multipli-
car las selecciones arazdn de 8 millones de plantas por afio, para cubrir una
extension de 1000 hectdreas en cuatro afios. Siendo el piretro una especie
autoincompatible, la producc16n de semilla alteraria la constitucién gené-
tica de las plantas seleccionadas; por lo tanto, el camino més rapido y
seguro para reproducir estas plantas era mediante algiin método de multi-
plicacién vegetativa.
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El cultivo de tejidos como altematlva

Toshio Murashige, de la Un1vers1dad de California en Riverside, habia
realizado experimentos preliminares con el cultivoin vitro de plantas de
piretro; lo hizo por iniciativa de Joseph B. Moore, de McLaughlin Gorm-
ley King Co., 1a principal distribuidora de piretro de los Estados Unidos.
Roést (1976), en Holanda, también habia realizado experimentos con el
cultivo in vitro de piretro, pero habia concluido que-el método no era atin
apropiado para uso-éomercial, por las-dificultades que encontrd en el
desarrollo de los brotes

Los primeros mformcs sobre el trabajo de Murashlge llegaron a Ecua-
dor en 1976!. Fue entonces cuando se decidié estudiar, junto con R. H.
Binnington, la posibilidad de propagar masivamente el piretro en el pais,
para alcanzar el objetivo de la siembra con plantas seleccionadas.

Usando 100 cortes de uno de los clones ecuatorianos, T. Murashige y
Iudith Steiner (de Ecuador) efectuaron un experimento en los laboratorios
dela Universidad de California en Riverside, en 1976; 1as plantulas obteni-
das de éste experimento fueron llevadas en tubos de ensayo a Ecuador,
donde se enraizaron en un invernadero improvisado’ y posteriormente se
trasplantaron al campo. Hubo cerca de 90% de sobrevivencia y desarrollo

de plantas maduras y sanas con excelentes caracteristlcas de produccion
floral. ’

Produccién masiva de piretro mediante el cultivo de tejidos. Como
laboratorio de cultivo de tejidos se us6 un edificio pequefio que yg existia
en las instalaciones de la fabrica INEXA, cerca de Quito; tres habitaciones
con una superficie total de 30 m? se adecuaron para la preparaci6én del
medio-de cultivo, la trasferencia y el cultivo; se trabajaba alli con 12,500
tubos de ensayo en la etapa I (iniciacién del cultivo) y en la etapa H
(subcultivo para multiplicacidon de brotes). Para la etapa III, de enraiza-
miento, se construy6 un invernadero muy simple para 500 frascos Mason
(frascos de boca ancha, de 1 litro).

Para ampliar la capacidad de trabajo desde la escala de laboratorio, con
s6lo unos pocos tubos de ensayo, hasta una escala de produccién comer-
cial, se aplicaron los pr1n01p10s clasicos de la ingenieria quimica para
aumentar la escala en procesos quimicos. En el disefio inicial de la instala-
cién se tomaron decisiones arbitrarias, basadas en observaciones que el

1. Binnington, R. H. Comunicacién personal.
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equipo habfa realizado en diferentes laboratorios de investigacién; luego,
este disefio se fue optimizando progreswamente, aprendiendo de los éxitos
y fracasos de diversos ensayos.

El objetivo era aumentar el ritmo de crecimiento de los cortes en la etapa
I y de los cortes-de multiplicacion-en la etapa II, asi como aumentar el
porcentaje de plantulas que lograban formar raices en la etapa III. Simul-
taneamente, se-hicieron mejoras sanitarias en respuesta a infecciones que
ocurrian en las tres etapas. Los factores que requerian optimizacién eran
los siguientes:

- Cohdicién de la planta madre usada para el primer corte.
- Sistema de preparacién de cortes usado en las etapas I y IL.
- Composicién del medio - para. las tres etapas.

- Composicién de la tierra parala etapade acliméiacién delas plantas
en el invernadero. ' ‘

- Condiciones ambientales en el invernadero.

Esencialmente, se emplearon las técnicas y el medio descritos por Huang
y Murashige (1976).

Cuando el nimero de plantulas producidas en la etapa II se acercaba al
requerido para satisfacer-el objetivo inicial, se ampliaron las instalaciones
de la etapa III para acomodar 2100 frascos (en-un invernadero de 42 m2).
Para las etapas de ‘aclimatacién’ de las plantas ya enraizadas y sembradas
en tierra se construyé un segundo invernadero de 205 m2.

A los ocho meses de haber iniciado el programa se logré llegar a un nivel
6ptimo de trabajo para satisfacer el objetivo deseado. Entonces se disefid
un calendario de produccion de plantas, el cual se tenia que seguir riguro-
samente, no s6lo para evitar la‘excesiva eliminacién de plantas en una
etapa en que pudiera ocasionar la-interrupcioén de la siguiente etapa (o
hasta el fracaso de todo el programa) sino también para ajustar la produc-
ci6én al periodo normal de siembra para el piretro. En Ecuador este periodo
se limita a la primera mitad de la estacion lluviosa, la cual ocurre normal-:
mente de febrero a julio. En otras palabras, el programa de siembras del
afio se limita a un periodo de 90 dias, de febrero a mayo y, de acuerdo con
éste, hay que organizar el programa de trabajo del laboratorio.

Las plantulas que entraban a'la etapa I1I después de abril ya no podian
estar listas para las siembras comerciales que comenzaban en febrero del
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afio siguiente (Figura 29.1) y se tenian que guardar para las préximas
siembras, 12 meses mas tarde. Esta limitacién era muy severa ya que el-
objetivo era producir 8 millones de plantas para poder sembrar 200 hect4-
reas en el afio.

La produccién de plantulas por cultivo de tejidos para siembras comer-
ciales tolera en menor grado las fallas y contratiempos que cominmente se
aceptan en los programas de investigacién a nivel de laboratorio. Esto es
asi, no solamente porque cada paso de la secuencia tien¢ que cumplirse a
tiempo para permitir el siguiente, sino también por razones econémicas
obvias. Por ejemplo, en un laboratorio de investigacién es comun que una
de cinco plantas cultivadas in vitro no esté creciendo bien, y se puede
eliminar; eso representa un 20% de fracaso, porcentaje que es muy acepta-
ble a nivel de investigacién pero no asi cuando se trabaja a nivel de cultivo
comercial; en este caso, tal porcentaje implica eliminar en un solo mes
12,400 plantas en la Etapa III, o sea la cantidad de material de siembra
necesario para 50 hectareas (Figura 29.1).

Durante el trascurso del programa de produccién de plantas de piretro
in vitro, se ha podido demostrar que si es posible alcanzar un nivel muy
aceptable de precisién en el desenvolvimiento de cada etapa, hecho que
convierte esta técnica en un proceso comercialmente viable.

Capacidad de produccién y costos. Como lo muestra el diagrama de
flujo del proyecto (Figura 29.1) que operé en Ecuador, el trabajo comienza
con una sola planta de piretro, la cual da hasta 100 cortes paralaetapalen
el proceso de micropropagacién; el crecimiento inicial de estos cortes tarda
unas cuatro semanas.

Luego empiezan las etapas de multiplicacién cada cuatro semanas, con
un coeficiente de 5 a 1, enlaetapa II. Para esta multiplicacién, se retiran las
plantas de los tubos, se colocan en cajas Petri esterilizadas, y se dividenen
cinco secciones iguales. Cada seccién se replanta en un tubo con medio de
cultivo fresco de tal manera que, después de cuatro semanas, los 100 tubos
iniciales de la etapa I se convierten en 500 tubos; cada planta puede
subdividirse nuevamente cuatro semanas mas tarde, lo que da como
resultado 2500 tubos.

Después del tercer periodo de cuatro semanas, se obtienen 12,500 plan-
tas en igual nimero de tubos; a este nivel se introduce un cambio en el
sistema. Luego de una nueva subdivisién en cinco secciones, la mayor
parte de las plantas se trasfieren a frascos Mason con medio para enraiza-
miento, o sea que pasan ala etapa III; un nimero menor de secciones
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permanece en la etapa de multiplicacién para producir otras 12,500 plan-
tas cuatro semanas mas tarde, cuando otra vez una gran parte pasa ala
etapalll, y una parte mds pequefia queda para continuar la multiplicacién.

La finca donde se hacfa la multiplicacién estaba localizada a una altura
de 2700 msnm; esta altura es menor que la de los cultivos comerciales para
produccidn de flores, y mds propicia para el crecimiento vegetativo. Cada
mes se trasplantaban a esta finca unas 62,000 plantas (del laboratorio) y
permanecian alli durante cuatro a seis meses, .bajo riego; durante este
tiempo se.desarrollaban en plantas de gran vigor, apropiadas para la
propagacion vegetativa convencional. La produccién era de 15 a 20 rami-
llas por planta madre.

Combinando la propagacion por cultivo de tejidos con el ultimo paso de
propagacién vegetativa convencional, se produjeron cada mes unas
930,000 plantas, o sea 11 millones de plantas por afio. Por lo tanto, se
cumplié la meta propuesta inicialmente.

El aspecto econémico de este proyecto se puede dividir en dos partes: las
inversiones fijas hechas al empezar el programa y los costos de produccién
de cada planta. El edificio donde funciona el laboratorio ya existia y s6lo se
requiri6 acondicionarlo en un 4rea de 30 m2, La inversi6n total en equipos,
instrumentos, articulos de vidrio, etc., fue de US$30,000 en 1977. Se
gastaron otros US$25,000 adicionales en la construccién de los invernade-

‘ros tanto para la Etapa III como para las siguientes etapas de ‘aclimata-
cién’ de las plantas. La inversion total fue entonces de unos US$55,000 en
1977.

El costo neto de la produccidn de una planta, lista para el trasplante al

campo, fue de US$0.15. Este costo incluye los materiales usados, la mano

de obra y la amortizacién de equipos, pero no incluye costos administra-
tivos.

El cultivo de tejidos frente a la propagaci6n convencional. La reproduc-
cién in vitro ha demostrado las siguientes ventajas en comparacién con la
propagacidn vegetativa convencional:

a. Importante ahorro de tiempo. Con los métodos convencionales se
hubieran requerido cuatro afios para obtener las primeras 930,000
plantas de piretro; usando las técnicas de micropropagacién se
alcanzé este nivel en el primer afio y desde entonces se convirtié en el
volumen mensual de produccién. En consecuencia, el aumento en la
productividad de los campos de piretro ocurri6 tres afios antes de lo
que hubiera sido posible por medios convencionales; esto represent6
un ingreso adicional estimado en US$4 millones para cientos de
campesinos en Ecuador.
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b. Mejores caracteristlcas de crecimiento de las plantas propagadas in
vxtro S ‘

'
"

c. Posibilidad de mayor previsién en la planificacién de las siembras. La
micropropagacion pertite producir un nimero predecible de plantas
en cualquier momento y aplicar por ello sistemas industriales de
plamﬁcacxén ya que la producclén de plantas se mdependlza de las
condléiohes chmétlcas '

En resumen, se encontré que la mversuSn que se habia decxdldo hacer
para trasformar un trabajo de 1nvest1gac16n en un programa a nivel
industrial estuvo bien justificada.

La Reproduccion del Guanto (Datizra &anguinea)

Esta especie, conocidacomunmente con el nombre de guanto, es una sola-
nicea arbdrea y perenne. Se conoce tambiéncomo Brugmansia sanguinea.
Es originaria de los Andes ecuatorianos, entre 10s:2000 y los 3000 msnm, y
tiene una larga historia de uso en la medicina tradicional indigena de la
zona (Trease y Evans, 1983) ,

La planta del guanto contiene varios alcaloxdes uno de los cuales es la
escopolamina, que INEXA est4 extrayendo desde comienzos.de los afios
setenta. La escopolamina tiene propiedades calmantes que se'aprovechan
en todo el mundo en fArmacos contra mareos y colicos:de diversa indole.

Igual que con las piretrinas, en el caso de la escopolamina los esfuerzos
para aumentar la eficiencia en la produccién se orientan hacia la seleccién
de plantas individuales dealta productividad, tanto en tétminos del volu-
men (de hojas en este caso) como en'términos dé contenido del alcaloide de
interés comercial; éste segundo factor permite aumentar la eficiencia
industrial, lo cual es de sumo interés cuando los procesos de extraccién son
caros.

Por lo tanto, la mayor productividad permite no sélo: aumentar la
eficiencia de la operacién agricola sino también mejorar la eficiencia
industrial, ya que en el proceso de extraccién se logran mayores rendimien-
tos usando voliimenes s1m11ares de solvente energxa mano de obra y
materia prima.
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- Para.1979 los productores de hojas de.guanto de Ecuador habian
logrado seleccionar plantas individuales con estas caracteristicas. Se. pre-
sentaba entonces la misma situacion que con el piretro en 1975: la necesi-
dad de multiplicar.rdpida y'masivamente estas plantas para aprovechar su
alta producnvxdad ajla mayor brevedad posﬂ)le

A d1ferenc1a de la situacion de 1975 cuando la reproducmén por cultivo
de tejidos era un concepto nuevo y le]ano en 1980 se contaba con la
infraestructura completa y con personal espemahzado con amplia expe-
riencia para aplicar estas técnicas. 1. Stemer, entrenada en California en
1976 parala multlpllcamén del piretro, dmglé en Ecuador el desarrollo de
la investigacién parala repfodﬂcmén in v1tro de Datura sangumea

Tomando como guia las técnicas usadas en otras especies de la misma
familia botdnica, se probaron simultineamente varias combinaciones y
concentraciones de medios de cultivo. Las observaciones hechas con res-
pecto al tipo.de crecimiento, ritmo de crecimiento, coeficientes de multipli-
cacién, y apariencia general de las plantas permitieron determinar los
medios deseables para cada etapa, y optlmlzar los niveles de sales y
hormonas

En agosto de 19814 16 meses después de haberiniciado los experimentos,
ya se tenian las primeras 6000 plantas de guanto enla-etapa de aclimata~
cién, en el invernadero. Las primeras 50,000 plantas producidas-in-vitro
permitieron continuar el programa de multiplicacién por la via vegetativa
convencional (estacas), simultdneamente con la-micropropagacién. Para
1985, la mayor proporcién-del guanto sembrado en Ecuador.estaba con-
formado por clones de las plantas ‘madres’ seleccionadas por su:producti-
vidad y reproducidas usando las técnicas del cultivo de tejidos; ademas, se
habia alcanzado el objetivo de aumentar la eficiencia industrial, al aumen-
tar-la calidad de la materia prima.

En la actualidad proSigue la‘selé'céiéln de plantas con niveles altos de
produccion, yse cuenta con el apoyo del laboratorio de cultivo de tejidos.
para la tarea de multlphcar plantas md1v1duales de mteres

Cultivo de Tejidos para Acelerar el Uso de Plantas
Selecclonadas : ; .

Como ocurre con la mayor parte de las técnicas nuevas que reciben mucha
publicidad, el cultivo de tejidos ha creado grandes expectativas acerca de
sus posibles aplicaciones industriales y comerciales. Sin embargo, algunos
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investigadores han lanzado su voz de alerta en contra de estas esperanzas
prematuras y posiblemente exageradas, ¢ insisten en que los usos comer-
ciales del cultivo de tejidos y de células de plantas son actualmente muy
hmltados Afiaden que la mayorla de las plantas pueden ser propagadas
por métodos convenclonales sin“tener que-acudir al dificil trabajo de
desarrollar procesos de cultivo de te_udos comerc1almentc factibles (Krlko-
r1an 1979)

A pesar de esto, los paises en desarrollo, que-histéricamente han deri-
vado gran parte de susingresos de las exportaciones agricolas, encuentran
que en los mercados mundiales 600 de sus productos naturales, constitui-
dos por importantes ingredientes'de fArmacos, alimentos, textiles, etc., s
enfrentan cada dfa mds a la competencia de sustancias analogas, artificia-
les o sintéticas, producidas porlas ndtiones industrializadas. La produc-
ci6n de estas Gltimas sustancias és muchas'veces mas barata que la de sus
similares naturales'y, ademas, no siifre las fluctuaciones causadas por-el
clima o por el impacto considerable de los aumentos salariales a que estan
sometidas las operaciones agricolas por el uso intensivo de mano de obra.

Generalmente se reconoce que, por razones meramente econémicas, la
produccion de materiales de origen vegetal en los paises en desarrollo no
debe disminuir; el cultivo de productos econémicamente importantes es la
principal y en muchos casos la inica fuente de ingresos para importantes
segmentos de la poblacién, y la exportacion de esos productos es .una
importante fuente de divisas para estos paises. Por otra parte, los produc-
tos naturales son también, en general, mas seguros que sus anélogos
artificiales, tanto desde el punto de vistade la tox1colog1a humana como de
la preservaciéon del medio:ambiente.

El dilema se puede solucionar con el desarrollo y la introduccion de
nuevas variedades de platitas con mejores caracteristicas de produccién; de
esa manera, el aumento en las cosechas y en el rendimiento unitario de los
cultivos permite contrarrestar los ingrementos en los costos de la mano de
obra necesaria para la produccién:de estas nuevas variedades.

Con los trabajos sobre piretro y ‘Datura sanguinea descritos aqui, se ha
comprobado que las técnicas del cultivo de tejidos, debidamente incremen-
tadas, pueden contribuir en forma significativa a colocar mas temprana-
mente las plantas mejoradas a niveles comerciales. Sin embargo, se reco-
noce que es prin¢ipalmente en la etapa inicial del cumplimiento de este
propésito, cuando estas técnicas desernpefian un papel importante.

Una vez que una planta individual con caracteristicas de produccién
superiores se ha multiplicado mediante el cultivo de tejidos hasta obtener
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varios millones de plantas genéticamente idénticas, la propagacion subsi-
guiente se puede realizar por métodos vegetativos convencionales, los
cuales pueden ser mucho més econémicos.

Desde este punto de vista, el cultivo de tejidos se debe considerar como el
‘motor de arranque’ para cualquier introduccién de plantas especiales. Su
ventaja consiste en el tiempo necesario para completar esta introduccién a
gran escala, que puede ser de vital importancia para mantener un cultivo o
sus productos derivados en los mercados mundiales.

Por lo tanto, la propagacién masiva de plantas por medio del cultivo de
tejidos es una herramienta cuyo uso puede tener consecuencias de gran
alcance para importantes segmentos de. la poblacion en los paises en
desarrollo. La bisqueda de variedades més productivas y su propagacion
masiva, usando las técnicas del cultivo de tejidos, deben considerarse como
objetivos importantes para los investigadores latinoamericanos.
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