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Cultivo de tejidos en la agricultura
Introduccion

El éxito del cultivo de tejidos vegetales depende sustancialmente del medio
de cultivo empleado. Para establecer: un sistema de cultivo de tejidos, se
elabora primero un medio de cultivo 6ptimo que se ajuste a los principales
requerimientos nutricionales de la especie vegetal, al tipo de explante, y al
sistema de cultivo. La efectividad de un cultivo depende tanto de los
ingredientes basicos —nutrimentos, azucar y hormonas—como del agente
gelatinizador (Romberger y Tabor, 1971; Bending, 1974; Lorz et al., 1983).

El agar comercial contiene muchas impurezas que pueden .alterar las
caracterfsticas quimicas y fisicas del medio, afectando asi directamente los
tejidos y células cultivados (Kohlembach y Wernicke, 1978; Singha et al.,
1985).

Se han sugerido varias alternativas para ¢l agar en el cultivo de tejidos.
Los agentes gelatinizad ores propuestos para el cultivo de protoplastos son,
p. €j., agarosa (Lorz et al., 1983; Adams y Townsend, 1983; Shillito et al.,
1983; Thompson et al., 1986), alginato- (Adaoha-Mbanaso y Roscoe,
1982), y gelrita (en inglés, Gelrite) (Szabados y Roca, 1986). En el cultivo
de anteras de arroz, un medio liquido resulté mucho mejor que el medio
sélido de agar (Sunderland y Roberts, 1979; Wernicke y Kohlembach,
1976). El algod6n como soporte en medio liquido afect especialmente el
crecimiento y el endurecimiento in vitro de las plantas, en comparacién
con el agar (Sakina, 1984). El medio liquido suele usarse cuando el agar se
considera una limitacion en algunos sistemas de cultivo (Kohlembach y
Wernicke, 1978; Lee et al., 1986).

Estos resultados indican que el tipo y la concentracién de los agentes
gelatinizadores pueden afectar sustancialmente la efectividad de varios
cultivos de tejidos y sistemas de cultivo como la micropropagacion, la
induccidn de raices, el cultivo de protoplastos, y el cultivo de anteras.

Se investigd el efecto que varios agentes gelatinizadores tenian en el
éxito de los siguientes cultivos de tejidos y de células: la iniciacion del
cultivo de meristemas; la micropropagacién, la sobrevivencia y el creci-
miento del callo; 1a regeneracion de callos derivados del cultivo de anteras;
y la eficiencia del ‘plaqueo’ en los cultivos de suspensién celular y en las
colonias derivadas de protoplastos. Se hall6é que la gelrita (Kelco Div. de
Merck & Co.) es un agente gelatinizador efectivo para solidificar los
medios de cultivo de tejidos en los sistemas ensayados y en las especies
estudiadas: estilosantes o ‘stylo’ (Stylosanthes guianensis), yuca (Maruhot
esculenta), y arroz (Oryza sativa).
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Stylosanthes

Cultivos de callos y de suspensiones celulares

Se hicieron cultivos de callos y de suspensiones celulares de S. guianen-
sis, accesiones CIAT 136 y CIAT 184, y se establecieron segin los proce-
dimientos descritos anteriormente (Meijer y Broughton, 1981; Meijer y
Steinbiss, 1983; Szabados y Roca, 1986). Los cultivos de callos derivados
de hojas se iniciaron y mantuvieron en medios de induccién de callo
(Medio MD-A), bajo 12 horas de iluminaci6én diaria (3000 lux de tubos
fluorescentes Sylvania). El medio de induccién de callo contenia sales MS
(Murashige y Skoog, 1962) y vitaminas BS (Gamborg et al., 1968), y fue
complementado con 1 mg/litro de ANA y |1 mg/litro de BAP, y solidifi-
cado con agar Difco al 0.7%, a menos que se especifique otro contenido.
Los cultivos de suspension de células provenian de callos friables y se
mantuvieron en un medio liquido MS-A, con agitacién continua (12 rpm).
Parael plaqueo de los cultivos de suspensién celular, se mezclé 1 mlde esa
suspension (de dos dias de edad) con 9 ml del medio sélido MS-A,
previamente derretido a 40 °C, y 1a mezcla se trasfirié de inmediato a cajas
Petri. Se registr6 el nimero de colonias celulares en desarrollo en las cajas
Petriy la eficiencia de plaqueo se calculé 3 semanas después de la siembra
en placa. :

Regeneracién de plantas

Trozos de callo de 3 a S mm de S. guianensis de 30 dias de edad se
trasfirieron a un medio de regeneracién MS-B s6lido (Meijer y Broughton,
1981) y se cultivaron en las mismas condiciones de cultivo que los callos.
Este medio de regeneracién contenia sales MS, vitaminas BS,y 1 mg/litro
de BAP, y fue solidificado con agar al 0.7%, a menos que se indique otra
cosa. Se conté el numero de callos que formaron brotes, y 1a frecuencia de
regeneracion se calcul6 después de 30 dias de incubacion.

Cultivo de protoplastos

Los protoplastos de S. guianensis CIAT 136 se aislaron del meséfilo
foliar de plantas germinadas in vitro. Los protoplastos aislados se cultiva-
ron en un medio D2a liquido, en la oscuridad y a 27 °C, como se describi6
en Szabados y Roca (1986). Las colonias derivadas de protoplastos fueron
trasferidas a un medio s6lido 3 semanas después de la iniciacién de los
cultivos. Se contaron las colonias celulares en crecimiento y la eficiencia
del plaqueo se calculé 3 semanas después de la siembra en placa.
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Yuca

Cultivo de meristemas y micropropagacion

Los cultivos de meristemas de yuca (Manihot esculenta) provenian de
yemas apicales de plantas de dos variedades, M Col 22 y M Col 1505,
cultivadas en invernadero. Después de la excisién, los -meristemas ‘de
0.2 mm: se cultivaron enun medio de micropropagacion estandar (Roca,
1984), Este medio conten{a macronutrimentos y micronutrimentos MS
junto con 1 mg/litro de tiamina-HCl, 100 mg/litro de m-inositol, 2% de
sacarosa, 0.02 mg/ litro de ANA, 0.05 mg/litro de BAP, y 0.05 mg/litro de
AG,;. El medio se solidific6 con agar Difco al*0.6%, a menos que se
especifique otra cosa. Los cultivos de meristemas se desarrollaron en
fotoperidos de 12 h (3000 lux de tubos fluorescentes Sylvania), a 28 °C
durante el periodo de luz y a 25 °C durante el periodo de oscuridad. Las:
plantitas se micropropagaron mediante cortes nodales, cada 2 meses. Roca
(1984) describe los procedimientos detallados para el cultivo de meriste-
mas y para la micropropagacion.

La evaluacién de los cultivos de meristemas se basé en mediciones de
peso fresco de plantitas regeneradas. La micropropagacién se evalué porel
peso fresco y lalongitud de los brotes, y por el nimero de nudos y raices de
las plantitas. Estas evaluaciones se hicieron en cultivos de 30 dias.

Embriogénesis somaitica

La induccién de 1a embriogénesis somatica se bas6 en procedimientos
descritos anteriormente (Szabados et al., 1987). Se incubaron hojitas
inmaduras de plantas propagadas in vitro en un medio-de induccién, a
279C, en la oscuridad. El medio de induccion era un medio MS semisélido,
complementado con 8 mg/litro de 2,4-D.

Arroz

Cultivo de anteras .

Latécnica del cultlvo de anteras de arroz fue la de Nufiez et al. (1987).
Anteras de cinco variedades de arroz (Oryza satzva) se sometieron inicial-
mente a un tratamiento frio en el medio. de induccidn (8 °C durante 10
dias). Luego los cultivos se incubaron durante 5 semanas a 25 °C, en la

82




B

Agentes gelatinizadores...

oscuridad. El medio de induccién contenia papa al 10%, 4 mg/litro de
ANA, | mg/litro de KIN, y 5% de sacarosa. Después de 30 dias, microca-
llos de un tamafio de 1 a 2 mm fueron trasferidos a un medio de regenera-
ci6én e incubados bajo 16 horas de iluminacién diaria (2500 lux de tubos
fluorescentes Sylvania), a 25 °C. El medio de regeneracién era MS semisé-
lido, complementado con'l mg/litro de ANA, 4 mg/litro de KIN, y 3%de
sacarosa. La tasa de supervivencia de los callos trasferidos y la frecuencia
de regeneracidn de plantas se evalu6 después de 30 dias de incubacién en
un medio de regeneracién.

Preparacién de Medios de Cultivo

Se utiliz6 casisiempre un medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962) que
contenia diferentes combinaciones de reguladores del crecimiento y de
otros aditivos. Los agentes de solidificacién se agregaron a los medios ya
preparados antes de la esterilizaciébn de éstos. Se usaron los siguientes
agentes gelatinizadores:

a: Bacto-agar (Difco), 0.7%;
a-3: Bacto-agar (Difco), 0.8%; purificado en tres lavados consecutivos
de agua destilada;
as: Agarosa (Sigma, tipo VII), 0.6%;
ge: Gelrita (Gelnte, Kelco, Division of Merck), 0.12%;
li Medio liquido, con soporte de algodén o de papel filtro.

Todos los medlos fueron estemhzados enel autoclave durante 15 min, a
260 9C,'y a 20 libras de presién.

Resultados

Crecimiento del callo de Stylosanthes guianensis

Los cultivos de callo procedian de trozos de hoja joven que se mantuvie-
ron en un medio MS semis6lido. Los aumentos de peso fresco y de peso
seco se determinaron después de 30 dias de crecimiento. Cuando se compa-
raron varios agentes gelatinizadores, se detectaron diferencias notorias en
el crecimiento del callo tanto en peso fresco como en peso seco. La gelritay
la agarosa resultaron ser significativamente superiores a cualquiera de los
otros agentes gelatinizadores. El agar tres veces lavado propicié un creci-
miento.mejor que el agar sin lavar, aunque no tan bueno como el obtenido
con gelrita (Figura 4.1, A).
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Crecimiento del callo
Supervivencia del callo
Regeneracion de plantas

Efecto de varios agentes gelatinizadores en el crecimiento del callo de S.
guianensis y en la regeneracién de plantas de esaleguminosa, A) Incremento de
peso fresco del callo después de 30 dias de cultivo. B) Supervivencia del calloy
porcentaje de regeneracién de plantas, a = agar; a-3 = agar lavado tres veces;
as = agarosa; ge = gelrita; li = medio liquido con soporte de algodén.:
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Regeneracion de plantas de S. guianensis

La regeneracién del callo de S. guianensis se indujo al trasferir trozos
pequefios de callo a un medio MS semis6lido. La agarosa, la gelrita y los
medios liquidos se consideraron superiores al agar tanto para lograr la
supervivencia del callo como para elevar la eficiencia de su regeneracién
(Figura 4.1, B) :

Plaqueo de suspensiones celulares de S. guianensis

Cuandolas suspensiones celulares finas y gruesas se aplicaban en placa,
en medio sélido, ta: eficiencia del plagueo de la suspension gruesa fue
siempre mayor que la de la suspension fina. Sin embargo, la eficiencia de
plaqueo de ambas: suspcnswnes celulares fue afectada por el agente gelati-
nizador empleado ‘Con gelritase obtuvo la eficiencia de plaqueo m4s alta,
y con agar sin punﬁcar de Difco la més baja. El agar comercial lavado
produjo un aumento de la eficiencia de plaqueo similar al de la agarosa. El
efecto favorable de la purificacién del agar sugiere que la baja eficiencia del
plaqueo obtenida con el agar comercial es causada, en parte, por las
impurezas que éste contiene.

La gelrita fue siempre mejor que otros agentes solidificadores. Cuando
se compard con ¢l agar, la gelrita cuadruplicé la eficiencia de plaqueo dela
suspension celular fina y elevé en 4% la de la suspension celular gruesa
(Figura4.2, A). Elefecto dé diferentes agentes gelatmlzadores fue siempre
maés notorio en suspensiones celuiares finas en las suspensiones celulares
gruesas se obtuvo sélo un pequeﬁo porcentaje. de aumento en la eficiencia
del plaqueo cuando se usé- -agar. punﬁcado 0-agarosa (Figura 4.2, B). La
concentracién de gelrita de 0. 045% a0, 14% tio afecté significativamente la
eficiencia del plaqueo

Plaque() de las colonias célulares derivadas de protoplastos
de S. guianensis '

Se us6 un medio liquido en el periodo inicial de cultivo de los protoplas-
tos; luego, las microcolonias fueron trasferidas a un medio sélido.

La eficiencia del plaqueo de las colonias celulares derivadas de proto-
plastos fue afectada enormemente por el tipo de agente de solidificaci6n.
El Bacto-agar comercial fue inferior a cualquiera de los otros agentes
gelatinizadores; aunque el lavado de este agar mejordsignificativamente la
eficiencia de laminacion de las colonias celulares, fue sin embargo, menos
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Figura 4.2.

fina (136-1) y de otra gruesa (136-2) de S. guianensis, cultivadas en medios que

contenian diferentes agentes gelatinizadores (a, a-3, etc., ver Figura 4.1; a-1,

a-2, a4 = agar lavado una, dos, o cuatro veces).
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eficiente que la gelrita. La agarosa, el agar purificado y el medio liquido
consoporte de papel filtro mostraron una efectividad similar (Figura 4.3).

= 1 | T\ |
Z :: T\%a.. <‘ A-fj‘f%‘-‘» \\k\ T\\

Medio de cultivo. - .

Figura 4.3, Eficiencia de plaqueo de las colonias celulares de S. guianensis derivadas de
protoplastos obtenidos del meséfilo foliar, en medios solidificados con cuatro
agentes gelatinizadores diferentes (a, a-3, etc., ver Figura 4.1).

Cultivo de meristemas de yuca -

Se aislaron meristemas de yuca de plantas cultivadas en invernadero y
se cultivaron én medios con difererite agente de solidificacién, Se hallaron
diferencias altamente significativas en el aumento de peso fresco de los
brotes obtenidos de los dos genotipos examinados: M Col 22y M Col 1505
(Figura 4.4). Aunque los meristemas de M Col 22 crecieron mucho mé4s
rapidamente que los de M Col 1505, en ambos la solidificacién con agarosa
resultd superior pues el aumento de peso fresco fue de cuatro acinco veces
mas rapido con ésta que con el ‘agar. La solidificacion con gelrita y con el
medio liquido fueron también mejores que con el agar, pero no alcanzaron
la eficiencia de la agarosa.
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Figura 4.4. Diferencias én el peso fresco de la parte aérea de dos variedades de yuca (M Col
22 y M Col 1505) que se desarrollaron de dpices meristematicos en medios
solidificados con cuatro agentes gelatinizadores (a, a-3, etc., ver Figura 4.1).

Micropropagacion de la yuca

Cultivos de 4pices de yema de la yuca fueron micropropagados
mediante esquejes de nudo, y se evalué el efecto de los agentes gelatiniza-
dores en la tasa de propagacién en términos del peso fresco de los brotes,
de su longitud, del nimero de nudos y del nimero de raices formadas
durante 4 semanas de cultivo (datos no presentados). Se hallaron diferen-

: cias significativas en el peso fresco y en la longitud de los brotes. La gelrita
y.la agarosa estimularon mejor el crecimiento de estos cultivos. Ninguna
diferencia significativa se detecté en el nimero de nudos'y de raices
formadas. Estas observaciones sugieren que, aunque los cultivos de yuca
pueden crecer con mas vigor en medios con agarosa y gelrita, el agente
gelatinizador no afecta la tasa final de propagacion.
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Embriogénesis somdtica de la yuca

- Se-indujo la formacién de embriones somaticos en las hojas inmaduras
de yuca en un medio de alto contenido de 2,4-D. Leves diferencias se
observaron: en :la frecuencia de:formacién de embriones cuando :ésta
dependia de la accién de diferentes agentes gelatinizadores. La desviacién
estandar de las frecuencias de formacién de embriones fue siempre muy
alta, y no fue posible establecer diferencias significativas entre los diferen-
tes agentes gelatinizadores (Figura 4.5). ‘

Frecuencia (%)

Medio de cultivo

Figura 4.5. Frecuencia de formacién de embriones sométicos en explantes foliares inma-

duros de yuca cultivados con diferentes agentes gelatinizadores (a, a-3; etc., ver
:Figura 4.1). .

Cultivo de anteras de arroz

Se trasfirieron individualmente callos derivados de anteras de arroz a
un medio de regeneracion, solidificado mediante diversos agentes gelatini-
zadores.

Tanto la supervivencia de los callos trasferidos como la frecuencia de
regeneracién de las plantas revelaron diferencias notorias al estar aquéllos
expuestos a diferentes agentes gelatinizadores.
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Cultivo de tejidos en la agricultura

Supervivencia de callos de anteras. La supervivencia de los callos de
todos los genotipos de yuca ensayados aument6 cuando se usd agarosa o
gelrita como agente de solidificacién o:un medio liquido con soporte de
algodén, con respecto a esa supervivencia en el cultivo desarrollado en
medio de agar solidificado. La tasa promedio de supervivenciadel callo fue
aproximadamente 1.7 veces. mayor en agarosa:y 1.5 veces mayor en gelrita
y en el 'medio liquido que en el agar estdndar (Figura 4.6, A).

Se observaron diferencias en la supervivencia de los callos, y éstas
dependian del genotipo; las més grandes se detectaron en los callos de la
linea pura (Col 1 x M312A), cuya supervivencia aumentd mas de diez veces
si se cultivaban en agarosa, gelrita o medio liquido. Una diferencia menor
se detectd en la linea Tox 1010-4-1: sélo un pequefio porcentaje de
aumento de la supervivencia se obtuvo en agarosa o en gelrita,y no se hallé
ninguna diferencia (respecto al agar estandar) del cultivo en medio liquido.

Regeneracion de plantas. La regeneracion de las plantas aument6 con-
siderablemente cuando se empleé un medio de agarosa. La frecuencia
promedio de esa regeneracion aument6 2.3 veces en el medio de agarosay
de 1.8 a 2.0 veces en gelrita y en medio liquido (Figura4.6, A). También se
han hallado diferencias que dependen del genotipo; en el medio de agar
sélo tres genotipos pudieron regenerar plantas, mientras que en agarosa
los cinco genotipos ensayados regeneraron plantas (Figura 4.6, B).

Discusion

Se hall6 en este trabajo que muchos de los sistemas de cultivo ensayados
son afectados por la naturaleza del agente gelatinizador empleado. Mejo-
ras significativas se lograron en siete tipos diferentes de¢ cultivo, ademdas de
los nueve ensayados, cuando el agar usado tradicionalmente fue rempla-
zado por agarosa o gelrita o cuando se lavé el agar con agua destilada. En
todos los experimentos, la gelrita o la agarosa parecfan ser mucho mejores
como agentes gelatinizadores.

Se hall6 en este ensayo que 0.15% de gelrita podia solidificar eficaz-
mente el medio MS que se usaba con mas frecuencia. El cambio de la
concentracion de gelrita entre 0.045% y 0.2% no afect6 la eficiencia de
plaqueo de los cultivos de ‘células de S. guianensis. Esta observaciéon
contrasta con la que se hizo en el medio de agar al 0.7%: las diversas
concentraciones de agar redujeron la formacion de brotes y la tasa de
propagacién de diversas especies (Romberger y Tabor,. 1971; Debergh,
1933; Singha, 1984). '
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Figura 4.6. Efecto de tres agentes gelatinizadores en un cultivo de anteras de arroz.
A) Supervivencia del callo y callo de regeneracion. B) Callo de regeneracién de
cinco lineas F1 (en medio liquido con soporte de algoddén). Reg. = rege-
neracién.
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Los cambios hechos en la concentracién del agar pueden afectar la
eficiencia de los cultivos de tejidos vegetales porque alteran las tasas de
difusién y, por ende, la disponibilidad de los componentes del medio de
cultivo (Romberger y Tabor, 1971; Debergh, 1983; Singha et al., 1985).
Aparentemente, Ia gelrita ng ejefce ese efécto en las células cultivadas en el
rango de concentracion examinado. En algunos sistemas de cultivo, los
medios liquidos favorecieron mayores eficiencias de plaqueo que el medio
s6lido (Kohlembach y Wernicke, 1978; Lee et al.; 1986). En muchos de los
sistemas d¢ cultivo ensayados se emplearon medios liquidos que tenian
papel filtro o algodén como soporte fisico de-los tejidos. Este sistema
ofreceria algunas incomodidades en el manejo de 1os cultivos, como remo-
verlos cuando estdn enraizados, o tener dificil acceso a meristemas o
explantes delicados que se sumerjan en el soporte. :

Los resultados obtenidos en este laboratorio sugieren que la gelrita
puede remplazar eficazmente a muchos otros agentes gelatinizadores y a
medios liquidos, sin afectar —antes bien, bien mejorando— laeficiencia de
cultivo de diversos sistemas de cultivo de tejidos..
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