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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

La erosi6én genética causada por la destruccion de los habitat, por la
seleccion natural, y por los agentes bidticos ha acrecentado en los vltimos
afios el interés por la conservacion del germoplasma vegetal. En la agricul-
tura, paraddjicamente, el éxito de los fitomejoradores en la obtencién de
cultivares de mayor rendimiento, asi como en la adopcioén de tecnologia de
avanzada, son factores que contribuyen a destruir la diversidad genética
(Hawkes, 1981).

Los métodos parala conservacién del germoplasma de plantas superio-
res se adecuan a los sistemas de propagacién delas especies. Para aquéllas
que se propagan por semillay cuya viabilidad no se altera en mayor grado
luego de un largo periodo de almacenamiento a bajas temperaturas y con
un bajo contenido de humedad, resulta eficiente y econémica su conserva-
ciénen los denominados bancos de semillas. Sin embargo, este método no
se puede aplicar a numerosas especies propagadas por semilla, pues la
longevidad de ésta, aun en las mejores condiciones de conservacién, es
muy reducida; tampoco puede emplearse el método en las especies de
propagacién vegetativa obligada, ni en aquellas autoincompatibles. Fl
germoplasma de estos grupos de plantas se debe conservar manteniendo
colecciones vivas, las cuales son costosas y estan sometidas a peligros
ambientales como plagas, enfermedades y factores climaticos adversos,y a
errores humanos.

Las técnicas del cultivo in vitro de tejidos aparecen en la actualidad
como una alternativa interesante para la conservacion y el intercambio de
germoplasma; ademas, son las técnicas obligadas para la conservacion de
valiosos genotipos derivados de laingenieria genética y la manipulacién de
protoplastos, células o callos, siempre y cuando se consiga su regeneracion
como plantas enteras. Si bien la conservacién del germoplasma puede
lograrse mediante el cultivo de diferentes explantes, el de meristemas es el
mas adecuado por las siguientes razones:

- las probabilidades de ocurrencia de cambios genéticos son menores;

- dentro de ciertos limites, el germoplasma conservado estd libre de
patogenos;

- los meristemas son frecuentemente explantes adecuados para la micro-
propagacién. - ‘ '
La conservacién del germoplasma mediante el cultivo-de tejidos se basa
bien sea en la limitacion del crecimiento, conseguida generalmente con el

716




Crioconservacion del germoplasma

empleo de temperaturas de incubacién y de medios de cultivo subéptimos
(ver Capitulo 8), o bien en la utilizacién de la denominada crioconserva-
cién a las temperaturas ultrabajas (-196 °C) del nitrégeno liquido que
causan el cese de todas, o casi todas, las reacciones metabélicas celulares.
Los métodos que emplean la desecacién parcial (Nitzsche, 1983) y los
sistemas de almacenaje con baja presion (Bridgen y Staby, 1983) y con bajo
nivel de oxigeno (Bridgen y Staby, 198 1), se consideran como alternativas
de la crioconservacion.

Lacrioconservacién de las plantas superiores, si bien se encuentra en un
estado menos desarrollado que la del reino animal, ofrece técnicas muy
promisorias para la conservacién de germoplasma a largo plazo. Desde
que Quatrano (1968) informé acerca de la crioconservacion de células de
lino, numerosos trabajos han contribuido al progreso de esta técnica que
ultimamente ha sido objeto de varias revisiones (Finkle y Ulrich, 1983;
Finkle et al., 1983, Kartha, 1981a; 1981b; 1982a; 1982b; Withers, 1980a;
1980b; 1980c; 1982; 1983).

Técnicas

Diferentes explantes (4pices caulinares, meristemas, anteras, embriones,
protoplastos) asi como callos y suspensiones celulares han sido criocon-
servados a-196 °C (Cuadro 32.1). La heterogeneidad del material vegetal
obliga al empleo de diversas técnicas de crioconservacion; no obstante, en
un intento de generalizacidn, es posible reconocer aspectos comunes entre
ellas que, de acuerdo con Withers (1983), son: a) pretratamiento, b) crio-
proteccién, ¢) congelamiento, d) almacenaje, e) descongelamiento, f) prue-
bas de viabilidad, y g) ‘recultivo’.

Pretratamiento

Elgrado de tolerancia de las plantas a temperaturas ultrabajas depende
de su genotipo, de sus condiciones fisiologicas, y del ambiente en que
crecen (Levitt, 1980). La viabilidad del material vegetal de un genotipo
determinado puede incrementarse si se lo crioconserva en fases adecuadas
de su crecimiento como las siguientes: el estado globular en los embriones
sométicos, la fase exponencial de las suspensiones celulares, y los meriste-
mas luego de 2 dias de su extracciéon (Withers, 1983).

Asimismo, el precultivo del material vegetal puede ser de utilidad. El
precultivo en medios nutritivos de los dpices caulinares de Solanum gonio-
calyx mejord el porcentaje de sobrevivencia de éstos (Grout y Henshaw,
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Cuadro 32.1. Cnooonservambn a -196 °C de diferent_és explantes de algunas especies de interés agrondmico.®

Especie y Crioprotector Procedimiento Viabilidad . Refqen.ciasi

" (explante) C de

-congelacién

" Arachis hypogaea Glicerol 5% + DMSO % ~ Répido . 2195-31% vastagos  Bajaj, 1979
(meristemas) . + sacarosa 5%, o - yfo rafces I
Capsicum anpuwm Glicerol 10% + DMSO 5% _ ]; 1 9C/min, | 250 (FDA). Withers y Strest,

. (suspensién eelular) " hasta -100 °C o 1977 '
Cicer arietinum DMSO 4% * 0.6 °C/min, " 40%. plantas Kaﬂ.hayGamborg,
(menstemas) ~ hasta 40 °C R 1978 - -

Daucus carota ' DMSO, 2.5% a 20%_ l';’f”C/ min, § lOO% de mens- Wlthers, 1979
(¢mbriones somaticos . " hasta 40 °C temas crecen | R
¥: plantulas) Co o ] .

" Daucus carota DMSO 5% 1.8 oC/min, 65% _(FDA) y Nagy Street, 1973
(suspensién celular) : - hasta -196 °C embriones . ST
Daucus carota DMSO 5% - 2 °C/min, 950%, (FD_A_):V y- Wiihe y_Streét,-
(protoplastos) " hasta -100 °C * cmbriones 1977; Withers,

U ) S '1980¢
Dianthus caryophylius. - DMSO 5%4"' $0 °C/min, 100% plantas Seibert y Wetherbee,
(meristemas) . " aproximadamente . 1977 .
p Fragana X ananassa DMSO 5% 0.84 °C/min, T 959 ;pla.ht:is Kartha et. al.;
. (meristemas) N : T s - 1989 '

. hasta -40 °C

* (Contintia)*
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Cuadro 32.1. Continbacién.

Especie y Crioprotector Procedimiento Viabilidad Referencias
(explante) de
congelacién

Glycine max “DMSO 7%, v oCtmin, - -~ 5205 (FDA) - Bajaj, 1976 -
(suspension- celular) i ] hasta, -100 °C
L}éipé;;icon esculentum DMSO 109+ Répido - 30% -calios Gro&et-al., ,
(plantulas) 1978
Maruhot esculema ’ DMSO lS% 0:5 °C/min, callos, Kartha et al.,
(menstemas) + sacarosd 3% hasta 40 °C callos y hiojas, 19824 ¢ver Figura 32.2).

o5 plantas .
Medicago sativa 10% ' DMSO + 10% PEG 1.3/ min, crécimiento; . Finkle et al., -
(callos) + glucosa 8% hasta -30 °C plantas 1980
Nicotiana tabacum DMSO 5% 2 °C/ mm, 5%-10% plantas Bajaj y Reinert,
(suspensién celular) 4 T oeser L hasta 196 °C . 1977

O S S TR UL o . .
Nicotiana tabac DMS0 7% 2 o€ /mih 1:5% plantas Ba;a], 1978
(anteras) oo e e ]
Nicotiana tabacum DMSO 5% a 7% 1 a 3 9G/min 31% (FDA) Bajaj, 1978
(embriones de polen) . e T : e
Oryza sattvq B - DMSO 5% 0.1 °C / mi, " 609%-65% (TTC) Sala-et al.;
(suspenslbn oelular) hasta 40 oC 1979
Pisum sativum DMSO 5% 0.6 °C/min, 60% plantas Kartha et al.,
(meristemas) hasta 40 °C 1979
(Continda)
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-a. -FDA; PEG, DMSO, TTC: ver Apéndice: A,- Al

andro,’iZl . Continuacién.

(explante)' -

Crioprotector

Procedimiento

coﬁgelacibn

Viabilidad

Referencias

‘DMSO 10% + PEG 10%
+ glucosa 8%

:ghum bwolor
(suspensnbn Celular)
Sk PO + 1 M prolina

b

Zea mays
. (suspensidn- celular)

L¥GS M glicerol

‘0’8"M DMSO
+ 0.5 M glicerol
-+,1 M prolina

‘hasta -80 oC

! R‘pldo en N

2 *C/niin,
hasta 40 °C;

¥

liquido

“F<0C iin,
“hasta 35'9C

ot \"C"}‘min,
.has}a '35 0?

- 60 Sobreviven,

Plantas
-25% (FDA)

75% (FDA)

Uliich et -al,,
1979

ilenshaw et al,

1980

 Withers y King,' -~
1986 ¢ :

Withers'y King,

1980

At

iaturas.y




Crioconservacion del germoplasma

1978a). Las suspensiones celulares de Zea mays crioconservadas manifes-
taron mayor viabilidad cuando fueron precultivadas en un medio que
contenfa prolina (Withers y King, 1979). Un resultado semejante fue
observado cuando se us6 manitol en suspensiones celulares de Acer pseu-
doplatanus (Withers y Street, 1977). Precultivos en medios con 5% de
DMSO incrementaron la viabilidad de las suspensiones celulares de
Atropa belladona (Nag y Street, 1975) y de Catharanthus roseus (Karthaet
al., 1982b), asf como la de meristemas de Pisum sativum (Kartha et al.,
1979) y de Fragaria x ananassa (Kartha et al., 1980). Por otra parte, la
crioconservacion de meristemas de Dianthus caryophyllus fue favorecida
por el pretratamiento de los meristemas a 4 °C durante 3 dfas (Seibert y
Wetherbee, 1977).

Crioproteccion

Para proteger al material vegetal de los dafios del congelamiento y del
descongelamiento, se utilizan sustancias crioprotectoras (Cuadro 32.1).
Las mas utilizadas son DMSO (5%-15%) y glicerol (5%-20%). También se
emplean otras sustancias como azucares, azlicares-alcoholes, aminoaci-
dos, y polimeros de alto peso molecular. Una lista de esas sustancias puede
consultarse en un trabajo de Withers (1980c).

En muchos casos se emplean mezclas de sustancias crioprotectoras. Una
mezcla de PEG (10%), glucosa (8%) y DMSO (10%) fue empleada en
tejidos de cafia de azicar y de arroz (Finkle et al., 1983). Una mezcla de
DMSO (10%), glicerol (5%) y prolina (10%) fue efectiva en la crioconser-
vacion de suspensiones celulares de maiz y zanahorlas y de otras espemes
(Withers, 1980b).

El tipo y la concentracién de las sustancias crloprotectoras debe deter-
minarse para cada material vegetal ¢s necesario, ademas, subrayar la
citotoxicidad de la mayor parte de estas sustancias en concentraciones
altas (Kartha, 1982a). Aunque su aplicacion puede hacerse “de varias
formas, es conveniente aplicarlas gradualmente en ampollas de pohpropl-
leno (o eventualmente en vidrio) que contengan un ‘medio de cultivo y
material vegetal, colocadas en un recipiente con hielo.

Congelamiento

El éxito de la crioconservacion de material vegetal depende, en gran
medida, de la acertada eleccion del procedimiento de congelacién que se
utilice. Basicamente, se pueden distinguir tres procedimientos (Figura
32.1): : ,
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‘(Inicio del congelamiento

Temperatura (°C)
g
1

. ,
Tiempo (min)
Figura 32.1. Procedimientos para lograr la congelacién rapida ( « - « ), escalonada (= =)

y lenta (——) del material vegetal. NL = nitrégeno liquido.

Congelamiento rdpido. El material vegetal se coloca directamente en-
nitrégeno liquido (NL). La velocidad de disminucién de la temperatura
puede ser hasta de 1000 °C/min. Uno de los riesgos de este procedimiento
es la formacién de cristales intracelulares de hielo que pueden daiiar el
material vegetal. Este efecto se evita empleando sustancias crioprotectoras
adecuadas y procurando que el congelamiento se produzca tan rapida-
mente como sea posible (a mayor velocidad de congelamiento, menor
tamafio de los cristales de hielo). También es conveniente emplear un
volumen pequefio de material vegetal cuyo contenido de agua sea bajo
(Nitzsche, 1983). Con este procedimiento se han cnoconservado explantes
de varias especies (Cuadro 32.1).

Congelamiento lento. El material vegetal se congela de modo gradual.
La disminuci6n de la temperatura oscila entre 0.1 y 3 °C/min. Este proce-
dimiento permite una deshidratacién celular protectora, de manera que los
cristales de hielo se forman extracelularmente. Sin embargo, es conve-
niente insistir en que una excesiva deshidratacién de las células puede
exponerlas a una alta concentracién interna de solutos. Generalmente, el
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material se congela lentamente, a una velocidad adecuada, hasta que
alcance una temperatura determinada —usualmente -40 °C, punto en que
la mayor parte del agua ha sido congelada extracelularmente-— y luego se
coloca directamente en ‘NL. También puede mantenerse durante un
perfodo de tiempo a esa temperatura antes de su trasferencia al NL. El
congelamiento lento ha sido empleado en la crioconservacién de materia-
les vegetales de numerosas especies (Cuadro 32.1).

Congelamiento escalonado. Segin este procedimiento (step-wise
freesing), el material vegetal se somete sucesivamente a varias temperatu-
ras por debajo de 0 9C y se mantiene en cada una de ellas durante cierto
tiempo; posteriormente, se sumerge en NL (Figura 32.1).

Almacenaje

Es preferible que el almacenaje se haga a la temperatura del NL (-196°C).
En los ejemplos citados en el Cuadro 32.1, el material vegétal fue almace-
nado a-196 °C, lo que posibilita el cese de practicamente toda la actividad
metabolica. El uso de congeladores que brinden temperaturas de almace-
naje entre -70 y -100 °C puede ser otra alternativa, pero no es recomendable
para la crioconservacion a largo plazo (Withers, 1980c).

Descongelamiento

En general, cualquiera sea el procedimiento empleado para la congela-
cién del material vegetal, su descongelamiento puede llevarse a cabo en
forma rdpida por medio de bafios de 1 a 2 min de duracién en aguaa40°C,
teniendo la precaucién de agregar gradualmente medio dé cultivo para
diluir las sustancias crioprotectoras y evitar la deplasmélisis celular.

También puede aplicarse el descongelamiento lento por simple exposi-
cién del material vegetal crioconservado (contenido en ampollas) a la
temperatura del laboratorio (Withers, 1979), o colocindolo en una
corriente de aire caliente (Seibert y Wetherbee, 1977).

Pruebas de viabilidad

La estimacién de la viabilidad del material vegetal crioconservado
puede hacerse de diferentes maneras. Tratdndose de meristemas, lo mas
adecuado es recultivarlos.y determinar su capacidad de regenerar plantas;
otras evidencias, a menudo empleadas, como su habilidad para formar

723




Cultivo de tejidos enla agricultura

callos o adquirir una coloracién verde, son inadecuadas porque no-garan-
tizan que los meristemas crioconservados regeneren plantas mas. tarde.

Para estimar la viabilidad de células y protoplastos se puede recurrirala
caloracién con diacetato de fluoresceina (FDA). Esta técnica se basaenel
hecho de que unicamente las células vivas adquieren coloracién con FDA
y emiten fluorescencia cuando son iluminadas con luz ultravioleta (Wid-
holm, 1972); para aplicarla se sugiere el siguiente procedlmlento (Kartha
1982b);

1) Preparar, conacetona, una solucién madre de FDA al 0.5%. Conser-
varla a -20 °C, ‘ -

2) Agregar0.5 mlde lasolucién madre a 25 ml de medio de cultivo, para
lograr una concentracién final de FDA de 0.01%. .

3) Mezclar, sobre unportaobjeto, una gotade estasolucién con una gota
de la suspension celular o de los protoplastos descongelados. Colocar
encima un.cubreobjeto. En un microscopio con lémpara de tungsteno,
contar el ‘nﬁrhero, de células o protoplastos. Realizar la misma opera-
ci6n utilizando iluminacién ultravioleta (deben trascurrir de 5. a
20 min desde la iniciacién de la coloraci6n).

4) Expresar la viabilidad como el porcentaje de células o protoplastos
que emitan fluorescencia con iluminacién ultravioleta.

Para estimar la viabilidad de suspensiones celulares, también puede
utilizarse el método del cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC). Este
método, adaptado por Steponkus y Lanphear (1967):se basa en la reduc-
cién del TTC, por la act1v1dad mitocondrial de las células vivas, a trifenil-
formazan (un compuesto ro_|o ¢ insoluble en agua). Este compuesto se
puede solubilizar con etanol y medir espectrofotométricamente a 530 nm.
El procedimiento paraaplicar este método comprende los siguientes pasos
(Bajaj y Reinert, 1977): : :

1) Preparar una solucién de TTC al 0.6% en una solucién . bofer (8,".9»g/
litto de Na,HPO, + 6.8 g/litro de KH,PO,).

2) Incubar,a30°Cdurante 15 h, 100 mg de células descongeladas en 3:ml
de TTC.

3) Desechar la soluc16n de TTC y lavar las células con agua bldestllada

4) Centrlfugar las células y extraer el trlfemlformazén con7ml de etanol
. al 95% durante 5 min, en un bafio con agua a 80 9C.
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5) Una vez enfriado el extracto, completar a 10 ml con etanol al 95%.
Medirla absorbancia de la solucién rosada con un espectrofotémetro
a 530 nm. Comparar los valores obtenidos con los del testigo (células
no congeladas).

Recultivo

Una vez descongelado, el material vegetal debe ser recultivado; para
ello se utilizan, en general, los mismos medios y condiciones en que erecfa
antes de su congelamiento. :

Crioconservacion de Meristemas de Fresa o Frutilla
(Fragarza X ananassa)

En los ultimos afios se han desarrollado numerosos sistemas para lograr
que los apices caulinares y los meristemas de varias especies vegetales sean
crioconservados a -196 °C (Cuadro 32.1). El sistema desarrollado para
frutilla —una especie de propagacion vegetativa (Kartha et al., 1980)—
ademads de brindar una alta'viabilidad luego del recultivo (95%), posibilita
la propagacién masiva de esta especie (de 150 a 200 plantas/meristema
cultivado). El procedimiento sugerido para la aplicacién de este sistema
(Kartha et al., 1982b) comprende los siguientes pasos ilustrados en la
Figura 32.2:

1) Laporcién apical (£ 5 cm de longitud) de los estolones provenientes
de plantas de frutilla cultivadas en invernadero se desinfectan con
NaOCl al 1.2% durante 20 min, y se lavan con agua destilada estéril.
Posteriormente, se disectan los meristemas (de 0.4 a 0.5 mm) y se los
cultivaenMS+1 uM AIB+ 1uM BAP+ 0.1 uM AG, a26°C, conun
fotoperiodo de 16 h (4000 lux). Al cabo de 3 semanas se obtienen
vastagos.

2) Los vastagos se trasfieren a un medio de propagaciéon (MS + 10 uM
BAP) donde se obtienen, al cabo de 4 6 5 semanas, entre 150 y 200
nuevos vastagos,

3) Los meristemas apicales de los nuevos véstagos se someten a un
pretratamiento consistente en cultivarlos durante 48 h en el mismo
medio de propagacién suplementado con DMSO al 5%.

4) Luegodel pretratamiento, los frascos con los meristemas se colocan en
una conservadora con hielo durante 2 h. Luego, los meristemas se
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trasfieren a tubos de centrifuga (mantenidos en una conservadora con
hielo) que contengan 10 ml de MS enfriado. Durante 30 min se
agregan, gradualmente, 10 ml de MS + DMSO al 10%, de manera que
la concentracidn final de este Gltimo sea del 5%. En seguida, los lotes
de 20 meristemas se trasfieren a ampollas de vidrio de 1.2 ml que
contengan | ml de MS + DMSO al 5%; las ampollas son obturadas,
exceptounaen la que se coloca el termopar. Las ampollas se congelan
lentamente (0.84 9C/min) hasta -40 °C. °

5) El almacenaje de los meristemas contenidos en las ampollas se lleva a
cabo mediante su inmersién en NL (-196 °C).

6) Eldescongelamiento se realiza por inmersion de las ampollas en agua
a 40 °C durante 90 segundos; éstas se colocan luego en una conserva-
dora con hielo. El contenido de las ampollas se trasfiere a un tubo de
centrifuga ubicado en una conservadora con hielo. Los meristemas se
lavan cuatro veces con MS liquido.

7) Los meristemas se cultivan en el medio de propagacién con el fin de
recuperar plantas.

8) Los vastagos se trasfieren la un medio de enraizamiento (MS + 1 yM
ANA + 1 uM BAP).

9) Las plantas obtenidas se trasladan a macetas.
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