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Origen y Desarrollo del Concepto Clon

Este capitulo est4 dedicado especialmente a presentar algunas estrategias
que se pueden adoptar en la multiplicacién clonal. Sin embargo, antes de
entrar en el tema seria util definir algunos conceptos acerca de los cuales
existe confusién, como es el relacionado con la palabra clon!.

Herbert J. Webber, un fitomejorador del Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos, introdujo el término ‘clon’en 1903, y lo aplic6 alas
plantas cultivadas que se propagaban vegetativamente. Derivada de una
palabra griega ( kAGv ) que significa ramita o vastago, la palabra clon
habia sido sugerida por el boténico Orator F.Cook. Esta palabra propor-
cionaba una forma clara de decir que“las plantas cultivadas de tales partes
vegetativas no son individuos en el sentido comun de la palabra, sino que
simplemente son partes trasplantadas del mismo individuo; en términos de
herencia, tales plantas son el mismo individuo”.

En 1912 el genetista George H. Shull recomend6 que se ampliase el
término para incluir a los animales que aumentan su nimero o se multipli-
can por cualquier método asexual; pidié, ademas, que se aplicase a todos
los grupos de individuos genotipicamente idénticos que se originasende la
reproduccién asexual de cualquier tipo, incluyendo la apogamia. Consi-
der6 necesario limitar el uso de la palabra clon a la designacién de
organismos genotipicamente idénticos, con el fin de evitar confusiones en
el caso de que se presentasen mutaciones somaéticas; por definicién, con-
clufa, la propagaci6n de una yema vegetativa representaria el origen de un
nuevo clon.

Después de considerar problemas tales como el de saber si dos ramitas
del mismo 4rbol, utilizadas como estacas o acodos, tenian la misma
constitucion, y el de reconocer, en consecuencia, que no habia certeza para
afirmar que eran miembros del mismo clon, Shull cambié répldamente Su-
definicién por ésta: “clon es un grupo de individuos que pueden ser
rastreados mediante reproducmones asexuales (incluyendo la partenoge-
nesis cuando no esta acompaiiada de una segregacion genotipica) hastaun
solo cigoto ancestral o perpetuamente asexual.”

Quienes se preocupaban por lanomenclatura delas plantas cultivadas se
descuidaron en reconocer la naturaleza fundamental de los clones hasta’
cuando el genetista y fitomejorador Arlow B. Stout inst6 a que se aceptara

1. Enestaseccion se han omitido las citas de la literatura por razones de espacio. El lector puede consultar
a Krikorian (1982).
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el término clon, conceptuandolo simplemente como “la unidad més
peqtefiay mas individual” en la horticultura. Stout no s6lo se daba cuenta
de que un clon de'cualquier planta cultivada es “ante todo una unidad
artificial”, sino de que para los taxénomos eraimportante conocer c6mo se
producia un clon'y cuélera su relacién con las espe01es olas vanedades que
se presentaban en la naturaleza. SRR -

Esta campafia fue ardua y dilatada pero finalmente tuvo éxito, y
actualmente el codigo oficial de la nomenclatura de las plantas cultivadas
define la palabra ¢lon: como: “un eonjunto genéticamente uniforme.de
individuos (que pueden ser de naturaleza quimérica) originalmente deri-
vados.de un solo individuo mediante propagacién asexual; por ejemplo,
por medio de estacas, divisiones, injertos o apomixis obligada. Los indivi-
duos propagados a partir de la mutacién perceptible de una yema forman
un cultivar diferente de la planta- progenitora”. :

Tal vez sea aproplado sefialar que la paIabra quimera, aphcada por
primera vez a las plantas por el boténico alemén Hans Winkler, se refiere a
una planta cuyos tejidos o células corresponden a dos o masideotipos o al
total de los determinantes hereditarios, ya sean cromosémicos o extra-
cromosémicos; los 1deot1pos diferentes pueden ser causados por mutacién
somaética, segregamén 0 m_]erto

‘Las quimeras sonh un conjunto heterogéneo dentro del individuo, y a
veces se llaman mosaicos. La propagacién artificial mediante injertos y
gemacion es un ejemplo extremo de multiplicacién asexual o clonal que es
al mismo tiempo quimérica; en este caso, ‘el tronco y el cogollo de un
vastago o yema son las unidades de crecimiento clonal que se hacen viviren
el sistema radical de otra planta

Muchos organismos predommantcmente ‘unicelulares" existen como
clones en su estado natural, y en estos casos la reproduccién asexual
adquiere thayor importancia; una simple célula es el origen del clon y éste
es muy conspicuo como unidad natural de vida, ya que-es el origen detoda
una raza o especie. ~ g

A medida que mejoraron las técnicas para el trabajo con cuitivo de
células de organismos superiores, especialmente de células animales, los
investigadores adoptaron la palabra clon para referirse auna poblacién de
células derivadas de una sola, mediante mitosis. Generalmente, ya no
estaba implicada la identidad o uniformidad genotipica, porque pronto se
revel6 que durante el cultivo aséptico las células pueden cambiar en forma
dramética en términos de su genotipo,. o incluso de su complemento
cromosémico. ‘ ‘

97"



Cultivo de tejidos en la agricultura

Lafaltade homogeneidad genotipica absoluta en las poblaciones clona-
les era un factor que causaba poca preocupacién antes de la llegada de las
técnicas de cultivo para regenerar plantas superiores completas a partir de
células somaéticas. En realidad, durante mucho tiempo se ha reconocido
que puede haber una variacién intraclonal debida a diferentes causas,
entre las cuales estan las interacciones genotipo-ambiente y un tipo de
‘covariacién no genética’.

La ultima derivacién celular u origen de una poblacién clonal generada
por medios horticolas o agricolas tradicionales es de poca importancia, ya
que el punto de inicio de la propagacién es relativamente grande y crece
como una unidad mas o menos coordinada. Tiene esa derivacion, sin
embargo, aplicaciones cruciales en el caso del cultivo de tejidos y de
células, sea que las plantas individuales regeneradas en ultimo lugar deri-
ven de una sola célula, de una-poblacién de células puras genéticamente
idénticas, de una poblacion de células puras genéticamente disimiles, deun
grupo genéticamente uniforme de células o de un grupo genéticamente no
homogéneo de células (Broertjes et al., 1978).

También tendria consecuencias importantes si se llevasen a cabo proce-
dimientos de ingenieria genética o0 de ADN recombinante en una pobla-
cién de células puras cultivadas o de sus protoplastos. A menos que los
gametos individuales o miembros individuales de un clon sean rastreables
hasta las células genéticamente idénticas, la variacién en las caracteristicas
heredables —tanto nucleares como citoplasméticas— de diferentes células
produciria un nimero de subpoblaciones u organismos que, en el sentido
estricto, no serian clonales.

Los clones o las poblaciones agregadas que se producen por métodos
convencionales no se forman, por lo regular, ‘horizontalmente’, es decir,
durante una generacién, sino que lo hacen ‘verticalmente’ a través del
tiempo, generacion tras generacién; en cambio, las técnicas del cultivo
aséptico que incluyen grandes nimeros de propagulos muy pequefios-o de
células han cambiado draméticamente el potencial hacia lo ‘horizontal’.
Todo lo anterior magnifica cualquier falta de fidelidad absoluta en el
genotipo o en el fenotipo. ‘

Estrategias para la Propagacion Clonal

Existen varias vias generales para realizar la multiplicacién clonal; entre
ellas estan:
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a. Lamultiplicacién de brotes de yemas terminales, axilares o laterales.
El punto de inicio en este caso puede estar en los meristemas, las
punt de los brotes las yemas, los nudos o los brotes de las yemas en
raicy : ;

( ganogéﬁésis directa. En este caso lé’fo'rmaéibn del brote adventi-
cio.odela rﬁz ocurre en el explante de un 6:gano, o en alguna parte
escmiixda de la planta. . o

c. Lao ganogénesm mdn‘ecta. La formaclén del brote advent1c1o odela
raiz ocurre en este caso en el callo; es obvio que el callo se deriva
1mcmlmentede 115+ 6rgano tejidon otra parte escindida de'la planta

d. La; cmb"ogénes;s somé 1ca. Los bnones pueden formarse dxrecta-
mente "n el’expiante primarig, o 1nd1rectamente delas células cultiva-
das ' en suspensxén 0 en un: medio semxsélldo

e. Los* 6rganos ‘de perenmdad formados en cultivos asépticos.

f. El mlcromjerto
g. El cultlvo de cmbnones ¥ esporas

Las Flguras_s s, 2 1lustran estos puntos, que se dlscuten més en detalle
a continuaeion. :

Culﬁv‘os de ‘merisfem‘as, aipi.c“"es' caulinares y yemd's axilares

En los afios 60, el desarrollo de procechmlentos para multiplicar y
mantener. plantas en cultivos asépticos recibié un impulso dramético; ello
se deblb'zﬁlf'descubrumento de la capac1dad que tienen las. puntas de los
brotes y.la  meristemas dela orquidea Cymbidium sp., cortados apropia-
damente ¥ sembrados er cultivo aséptico, para producir protuberancias
que semejan protocormos normales capaces de crecer y desarrollarse en
plantulas (American: Orchid Society Bulletin, 1960-1968; Moul, 1974;
Arditti, 1977).

Desde entonces se han usado los cultivos de puntas de brotes y de
meristemas de muchas otras plantas para obtener, mantener y multiplicar
los materiales genéticos; de una punta de brote cultivado o de un explante,
en algunos casos, se regenera una planta y en otros casos se puede estimu-
lar la formacién de brotes multiples (Styer et al., 1983).

En realidad, en cada uno de estos casos se espera a menudo lograr la
formacién de ramas axilares que puedan separarse y enraizarse; teérica-
mente los brotes axilares o laterales pueden a su vez producir ramas
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Figura 5.1,

100

Ejemplos de propagacién in vitro, usando diferentes estrategias. A) Embrién
de Datura stramonium escindido de una semilla inmadura en la etapa de
corazén v cultivado hasta cuando alcanzé su tamafo normal en el medio de
cultivo aséptico (X13.4). B) Masa de protocormos de la orquidea terrestre
Calopogon tuberosus; esta masa se inicid de una semilla germinada aséptica-
mente v estimulada para formar maltiples pratocormos (X4.3). €) Multiplica-
cion a partir de brotes explantados de nudos de arroz (Oryza sativa IR38); las
nuevas macollas derivan de la yema nodal (X4.3). D) Multiphecaciébn en
Aechmeu fasciata mediante lan estimulacion de yemas axilares (X3). E)
Conjunto de brotes del helecho cuerno de venado ¢ Platiceryum sp.); éstos, al
igual gue los de D), requieren ser enratzados (X4). F) Multiplicacion de un
grupo de brotesiniciados de un meristema vegetative de banano diploide Musa
sp.TAAT aqui los brotes derivan de la liberacidn de vemas de oposicion loliar al
igual que de la tormacion de yemas adventicias (X 1.3).
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Figura 5.2.

Nuevos ¢jemplos de propagacién in vitro empleando diferentes estrategias. A)
Grupo de brotes de ardndano ( Vaccinium sp.) obtenidos de un solo brote, con
dos hojas totalmente desarrolladas y dos hojas primordiales (X1.7). B) Grupo
de brotes del arbol del acebo chino (Sapitem sebiferunt) obtenidos de un
explante primario que comprende una seccidon de tallo ¥y una yema axilar
(X2.7). C) Callo derivado de un capullo cerrado de Tagetes erecta, 1a caléndula
‘Orange Hawait’, que muestra ¢l desarrollo de brotes adventicios (X5.2). D)
Cultivo embriogénico de amapola ( Papaver setigerum) *Arya 11° que crece en
un medio semisélido; obscrvar los diversos niveles de desarrollo de las
plantulas (X 1.4). E) Estructuras embrionarias de unclon diploide de la azucena
amarilla (Hemerocallis sp.) "Autumn Blaze’ derivado de un cultivo ¢en
suspension (X5.1). F) Plantulas de azucena amarilla extraidas del cultivo
liquido vy colocadas en un lrasco para la fotografia: estas plantulas derivan de
estructuras similares a las que aparecen en E) (X0.6),

101



Cultivo de tejidos en la agricultura

ax1lares adicionales a perpetuidad, a medida que se subcultiva cada brote
recién formado o cada explante de nudo. Por lo tanto, el método es bueno
para obtener una rapida multxplxcacnﬁn clonal, yse ha aplicado auna gran
varledad de especxes, desde las‘herbéceas hasta las lefiosas.

| Orgai;ogénesis directa

Durante muﬁhos afios se han conocido sistemas mediante los cuales se
pueden formar brotes directamente de una parte de la planta, sin la
formacién de callo; la propagacion de la violeta africana Saintpaulia sp. a
partir de.explantes del peciolo o de la base foliar, o la propagacién de
ciertas begonias a partir de explantes foliares son ejemplos que se recuer-
dan facilmente. Los brganos o partes de plantas que contienen rudimentos
de yemas 0 que tienen un potencial para la produccién de meristemas
adventicios llevan répldamente a-este enfoque. Las listas de plantas que
pueden propagarse por medio de explantesde hojas o de raices han estado
disponibles' para quienes trabajan .en propagacién (Krikorian, 1982;
Browse, 1979; Hartmann et al., 1984; Cook, 1984).

Organq_génégis_ in"directa[

En términos generales, en'los cultivos de callos se inducen proliferacio-
nes mas o menos aleatorias, a partir deexplantes tomados de varias partes
de plantas, para formar brotes y rafces.

Este método de estimulacién del dcsarrbllo de 6rganos a partir decallos
se basa en el trabajo, actualmente clasico, de Folke Skoog y sus colegas,
especialmente Carlos Miller; este trabajo se realizé en los afios 50 utili-
zando la cepa Wisconsin 38 de un cultivar ‘Havana’ de tabaco (Nicotiana
tabacum). Los tejidos fueron expuestos a niveles predeterminados de una
o varias clases de sustancias promotoras de la division celular (citocininas)
y al AIA o a cualquiera de sus analogos sintéticos, tales como el ANA
(Pilet, 1977; Letham et al., 1978;'Skoog, 1980; Scott, 1984; MacM illan,
1984).

Nunca se deberfa dejar de recalcar el impetu que el descubrimiento de la
primera adenilcitocinina quimicamente identificada, la KIN, le dio a la
tecnologia del cultivo aséptico. Por primera vez los investigadores pudie-
ron afiadir al medio de cultivo combinaciones quimicas conocidas, las
auxinas y las citocininas, que podian estimular la division celular. Ademas,
al manipular los niveles exdgenos de KIN y auxina, pudieron fomentar el
desarrollo del brote o de la raiz en los cultivos de callos.
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Actualmente se conoce un gran nimero de especies en las cuales se
puede fomentar la proliferacién aleatoria de callos en los explantes,
mediante la adicién de una o varias citocininas y auxinas al medio basico;
en consecuencia, se puede inducir la formacién de brotes y raices ajustando
la relacidn auxinas:citocininas ex6genas. Sin embargo, este procedimiento
no es de ninguna manera universalmente efectivo; por ejemplo, en sistemas
que normalmente no tienen una capacidad para la formacién de yemas, las
citocininas no inducen la diferenciacién de las yemas y el crecimiento de
novo. '

En resumen, las citocininas no son morfogénicas respecto al brote en el
sentido estricto; en contraposicion, parecentener efecto en la expresion de
un compromiso determinado por otros factores, cualesquiera que éstos
sean, en aquellos sistemas en que se promueve la formacién de yemas
adventicias. :

En algunos casos el problema de la induccién de la morfogénesis es tal
que, a pesar de la adicién o manipulaci6én de auxinas, citocininas, u otros
componentes del medio de cultivo o del medio ambiente externo, los
investigadores son incapaces de estimular la division celular o de obtener
un verdadero callo. Sin embargo, en plantas de mayor respuesta, en las
cuales no hay problemas para inducir y mantener el crecimiento del callo,
se puede tratar de manipular la relacién citocininas:auxinas, con lo que
frecuentemente se inducen brotes o raices (tal vez raices con mas frecuencia
que brotes). Pero incluso en el tabaco, en el cual se desarrollan ambos
6rganos, en muy raras ocasiones se obtienen plantulas uniformes ya que
generalmente no se forman estructuras bipolares o embrionarias.

Para quienes buscan la multiplicacién de plantas de una manera estric-
tamente clonal, tal vez sea favorable que la ruta de la organogénesis
indirecta no se comprenda bien, ya que ciertas evidencias sugieren que la
formacion de callos en estos sistemas constituye a menudo la base para
obtener variacion genética e inestabilidad. Muchos investigadores reco-
miendan por ello que se evite este procedimiento en el clonaje aséptico de
plantas. Por otra parte, quienes buscan utilizar la organogénesis indirecta
por la via del callo como un medio para fomentar la variacién somaclonal
(ver Capitulo 22) y producir asf un cambio deseado en el genotipo o el
fenotipo (Earle y Demarly, 1983), se encuentran a veces restringidos por
falta de conocimientos suficientes sobre la estimulacién de la morfogénesis
a partir de callos presumiblemente no diferenciados.

En algunos sistemas es posible estimular una modalidad de crecimiento
que comprenda la ramificacién axilar precoz; por ejemplo, puede ocurrir
que el extremo cortado de un brote escindido produzca simultaneamente
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una masa de callo con capacidad organogénica y brotes que se pueden
_remover y enraizar para multiplicar la planta. Si se trata o no de un sistema
estrictamente clonal obtenido por ese medio —como lo seria en el caso de
un sistema de ramificacién axilar precoz que se promueve, extrae'y
enraiza— depende del sistema en cuestion.

En los casos en que se trabaja con el callo organogénico, el desarrollo de
los brotes que emergen del area proliferada (por.ejemplo, de la base de un
explante de punta de brote) se puede mantener a una tasa constante
removiéndolos mediante la excisién; esto se conoce como un sistema
‘abierto’.'Simplemente se mantiene un equilibrio que favorezca la forma-
cién continua de crecimientos que puedan organizarse en cultivos, con o
sin un ajuste en el medio. A medida que se remueven estos brotes (con
raices o sin ‘ellas) de la masa proliferante, y se trasfieren al medio
ambiente o a un medio diferente que conduzca a un nuevo o adicional
desarrollo radical, crecen nuevas proliferaciones para remplazarlos.

Es obvio que si el sistema no se puede mantener abierto, se presenta un
efecto de determinaci6n y se forma un nimero finito de plantas. Aunque
esto puede ser un obstaculo, la adopcién de esta ruta de multiplicacién
serfa perfectamente razonable en los casos en que sélo se desea obtener un
namero relativamente pequefio de plantulas clonales.

Embriogénesis somatica

En el periodo comprendido entre mediados de los afios 50 y finales de
esa década fue posible obtener, mantener y! hacer crecer células aisladas de
plantas. A finales de los afios 50 y a principios de los 60, un estudio
adicional sobre el cultivo de estas células en suspensién en medio liquido
mostré que, en algunos casos, tales células podian formar embriones
somdticos capaces de desarrollarse en plantas, y que en este sentido se
comportaban como embriones cigéticos. Los procedimientos permitieron
desviarse de los procesos sexuales normales y produjeron posteriormente
una poblaci6én de plantas con las caracterlstlcas de la planta original de la
cual derivaba el explante pnmarlo

"El nivel de precisién con que el proceso de embriogénesis somatica
simula la embriogénesis cigbtica puede variar considerablemente pero, en
general, la simulacién es considerable. La gran mayoria de los sistemas que
forman embriones somaticos lo hacen mediante la llamada ruta indirecta.
En las dicotiledéneas, por ejemplo, las células totipotentes siguen patrones
de divisién que dan origen a proembriones, los cuales a su vez dan origen a
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las etapas sucesivas de corazén, torpedo y cotiledonar; en las monocotile-
dé6neas, en cambio, el curso de desarrollo progresa segiin el patrén cigbtico
normal, con la formacién de un solo cotiledén.

La embriogénesis somética puede ocurrir por medio de la llamada ruta
directa, pero con menor frecuencia que por la ruta indirecta; en el primer
caso, las células del explante primario son la fuente de los embriones
sométicos sin que haya una etapa de callo. Este hecho se podria describir
mejor como una formamén accidental del embridn, ya que evoca situacio-
nes similares que ocurrenen el cuerpo intacto de la planta in situ, como es
el caso de la formacu‘)n de un cmbnbn nucelar en los citricos.

En ciertos casos los embrlones sométlcos que se forman, ya seadirectao
indirectamente, pueden seguir una modalidad de crecimiento que se des-
cribe mejor como gemacion; en ella, los nuevos embriones somaticos se
originan directamente de embriones sométlcos preexistentes sin que inter-
venga una etapa de callo. :

En dxferentes especies vegetales ha sido posible obtener, a través de los
aflos, el crecimiento exitoso de embriones somaticos hasta plantas enteras,
como un procedimiento de laboratorio. Sin embargo, hasta el momento el
numero de especies asf cultivadas ha sido relativamente bajo y s6lo recien-
temente se han empezado a suministrar los medios que permitan competir
con los métodos convencionales de propagacion vegetativa.

Los procedimientos de embriogénesis somética no sélo son ttiles para
alcanzar una multiplicacion préctlca sino que suministran posibilidades
Gnicas para investigar: a) el estimulo’ que liberala totipotencialidad —que
de otra manera estarfa bloqueada— de las células maduras quiescentes
segln existan en el cuerpo de'la planta intacta; y'b) los factores que
controlan la d1recc16n y el ritmo del desarrollo posterior de la misma
(Figuras 33y354).

Un objetivo permanente es aprender a controlar el desarrollo de las
células sométicas que crecen aisladas del cuerpo de la planta, para que
emulen perfectamente el comportamiento de los cigotos. Si esto fuese
factible, no s6lo se mejorarfa el conocimiento sobre el desarrollo sino que
se obtendrian los medios tan buscados para una propagacién clonal masal
en especies de plantas que generalmente no permiten este tipo de propaga-
cién. Ya que por definicion los embriones se originan en células nicas, la
clave para hacer realidad una verdadera ingenieria genética de plantas esta
casi por completo en aprender a manejar las células unicas, totipotentes, y
los sistemas embriogénicos (Figura 5.5).
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Plantulas Origen en Inz Origen en oscuridad
explantadas
(malcerial)
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Figura 5.3. Variaciones encontradas en la sensibilid ad morfogenética de grupos embrio-
narios de zanahoria (Daucus carota).

Figura 5.4. Detalle de la placa de la Figura 5.3 correspondiente a la variedad Scarlet
Nantes.
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Estado de. los,’ cultivos - l')tldov de las unidades presentes. Eventos definitivos

Explantes aislados - Células en reposo, maduras,
unidas Se ind 1 imient:
e induce el crecimiento
<« proliferativo ’
Explantes cultivados Proliferacién aleatoria de
células sométicas, unidas
«— Liberacién de células
l . . y pequefias unidades
Crecimiento sin - Células libres y pequefios
organizar del cultivo  grupos derivados, multiplicados
en suspensién 'y propagados en suspension
' Estimulacién del
) crecimiento organizado
Cultivo madre CElulas y agregados con - ‘
proembrionario. capacidad variable para un

crecimiento bien organizado,
mantenido por subcultivo
frecuente

: €— Embriogénesis

Cultivos embrionarios Unidades en varias etapas de
altamente organizados desarrollo somético-embrionario

l €— Se desarrollan las plantulas

Cultivo propagado de :
embrioneés y pldntulas’ Profusién de plantulas

Figura 5.5. Esqﬁema de regeneracion de piantas a partir de células cultivadas aséptica-
mente, en que aparecen secuencias del tipo de explante, del estado del cultivo, y
del resultado del proceso.

Organos de perennidad formados en cultivos asépticos

Algunas especies producen drganos de perennidad in vitro y cuando
esto ocurre, se cuenta con los medios para una multiplicacién clonal a otro
nivel; si esa caracteristica es controlable, es posible realizar por este medio
lasiembra directa o el almacenamiento de germoplasma de ciertas plantas.
Las papas pueden formar tubérculos en miniatura; los gladiolos pueden
formar tallos bulbosos; en ciertos lirios, cebollas, narcisos, jacintos, en
Dioscorea, etc. se han encontrado bulbillos; y, por supuesto, las orquideas
han producido protocormos.
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Segun los conocimientos del autor, ninguno de estos medios es tan
controlable para ser adoptado seriamente como medio de multiplicacién
clonal, adiferencia del sistema del protocormo en las orquideas. Aun asi,
esos Organos pueden suministrar otra estrategia en casos seleccionados
(Cuadro 5.1).

Microinjertos

Existen muy pocos ejemplos sobre injertos de 4pices de retofios que se
hayan podido realizar con éxito, aunque seguramente en un futuro se
presentaran mas casos; en Citrus, los métodos de cultivo de apices de
retofios no han sido promisorios hasta el momento. Ya que la produccién
in vitro de embriones sométicos de tejido nucelar es andloga a lo que
sucede en la naturaleza, se plantea otro problema principalmente porque
las pléntulas nucelares tienen una fase juvenil muy larga (10-15 afios). Sin
embargo, los procedimientos que involucra la utilizacién de injertos han
sido muy qtiles (ver Capitulos 8 y 9). La Figura 5.3 es un ejemplo de un
‘experimento en placa’ tipico, donde se ensaya el potencial de organizacién
que tienen los proembriones de los cultivares Imperator Long, Gold Pak,
Royal Chantenay y Scarlet Nantes de zanahoria, los cuales se mantuvieron
bajo condiciones variables de luz u oscuridad.

El experimento se inicié con suspensiones celulares de explantes de
plantulas cultivadas en un medio liquido (medio basal MS + AC 10%
+ ANA 2 mg/litro) bajo condiciones de luz y de oscuridad (‘origen enluz’y
‘origen en oscuridad’, en la Figura 5.3). Los proembriones resultantes se
colocaron en un medio semisélido (MS + AC 10%) y se dejaron
desarrollar ya sea en la oscuridad o ya con luz.

El in6culo inicial est4 esparcido; en la Figura 5.3 se puede ver que el
cultivar Imperator Long virtualmente no mostrd proliferacién bajo estas
condiciones, mientras Scarlet Nantes present6 un fuerte potencial embrio-
nario en la oscuridad, siempre y cuando los glébulos proembrionarios se
hubieran cultivado inicialmente con luz. Aunque estas placas muestran un
experimento terminado a los 49 dias, Scarlet Nantes desarroll6 un gran
naimero de embriones jévenes después de un periodo de s6lo 19 diasen la
oscuridad, como se observa en la Figura 5.4.

El hecho anterior recalca que las respuestas no son uniformes, incluso en
el caso clasico de cultivos embriogénicos de zanahoria; sin embargo, el
conocimiento previo a la seleccién permite averiguar si un sistema dado
respondera o no, y determinar qué se puede utilizar como explante prima-
rio en la ‘etapa 0.
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