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Cuadro 5.1. Caracteristicas de la regeneracion vegetativa y de la multiplicacién y el desarrollo especializado de 6rganos que pueden servir
como indicios para la propagacién in vitro.

Caracteristica
general

Casos especificos

Observaciones

Brotes con yemas,
que enraizan

Tallos, acodos
y macollas que
enraizan en los
nudos

Brotes con base
madificada

Brotes rastreros

Estolones

Rizomas

Tubérculos. del
tallo

Bulbos

Cormos*

Brotes plagiétropos o postrados, que se pueden establecer en el extremo o en zonas
seleccionadas, y originar una nueva planta.

.. Tallos de crecimiento horizontal, producidos en nudos basales de la planta progenitora; en

los nudos se producen raices adventicias y pueden desarrollarse terminalmente nuevas
plantas .o tubérculos. :

Tallos subterrdneos con yemas en las axilas de ho_;as pequefias (escamas); generalmente son
horizontales y con muchos nudos. -, .

Porciones subterrdneasy ensanchadas de los tallos, que actitan como 6rganos de perennidad.

Bases foliares carnosas o engrosadas o grupos de escamas a un nivel levemente subterrdneo y
unidas a un tallo aplanado o altamente comprimido; las yemas axilares pueden desarrollarse
como bulbos hijos llamados acodos.

Tallos engrosados, con yemas latentes en las axilas foliares a menudo similares a escamas;
como en los bulbos, se presentan en la base del brote.

(Contintia)
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Propagacion clonal in vitro
‘Cultivo de embriones y esporas

. Desde 1920 se ha mostrado-que a veces se puede estimular el crecimiento
de ciertos embriones en cultivos asépticos, crecimiento que de otra forma
serfa inalcanzable o erratico (Raghavan, 1966; 1976).

En algunos casos, los embriones cuyas reservas alimenticias estaban
deficientemente desarrolladas no germinaron porque dependian de fuen-
tes externas-de nutrimentos. Porejemplo, las semillas de orqufdeas contie-
nen un embrién pequefio que s6lo incluye una masa sencilla de algunos
cientos de células; para germinar, este embrién depende totalmente del
azhcar exégeno, el cual es suministrado en la naturaleia por una relacién
simbiética con micorrizas (Arditti, 1982). Otro ejemplo muy conocido de
fracasos en la germinacién de embriones es el causado por la sintesis de
inhibidores en la semilla; en éstos casos, a menudo los embtriones pueden
germinar s6lo después de un periodo apropiado de latencia.

En algunas plantas, como el Iris sp., es posible eliminar tanto el reque-
rimiento de latencia como el efecto de los inhibidores de la germinacién,
presentes ern la semilla de algunos hibridos, mediante la excisién de los
embriones y su siembra en cultivo aséptico hasta cuando alcanzan un
tamafio suficiente para ser trasplantados al suelo.

El cultivo aséptico se ha convertido en un procedimiento ampliamente
utilizado y de rutina para el ‘rescate’ de los embriones que normaimente no
crecen ni se convierten en plantulas. En un sentido estricto, el material no
se est4 multiplicando clonalmente, pero si se est4 multiplicando el germo-
plasma que:de otra manera se.perderia; por lo:tanto, tal vez se justifique
incluir este sistema en la lista de estrategias para la multiplicacién. -

Emérita de Guzmadn y sus asociados en la Universidad de Filipinas, en
Los Baflos, obtuvieron un impacto considerable: con el cultivo de un
muiante- de coco llamado ‘Makapuno’. Bajo condiciones naturales, el
endosperma de las semillas Makapuno se pudre y, por lo tanto, priva al
embrién en desarrollo de los nutrimentos necesarios. Al remover los
embriones individuales, en cambio, y suministrarles un medio apropiado
con nutrimentos, aquéllos se pueden cultivar hasta que adquieran un
tamafio suficiente para sembrarlos en el campo (IAEA, 1982).

La divisién longitudinal de los embriones es otro medio que podria
utilizarse para la multiplicacién; obviamente, en este caso las mitades de la
planta son idénticas o clonales.

En ciertas orquideas las semillas germinan asépticamente y las pldntulas
se pueden desarrollar, incluso en ausencia de reguladores exégenos de

111



Cultivo de tejidos en la agricultura

crecimiento, a partir de masas de protocormos que a su vez se subdividen y
se multiplican utilizando las técnicas convencionales de mericlonaje. Asi,
se pueden derivar poblaciones de un solo embrién y esto constltuye, por
supuesto, una poblamén clonal.

En casos tales como el de las orquideas terrestres que son escasas o se
encuentran en vias de extincién y en las cuales:sélo se puede disponer de
semillas, ésta seria una estrategia razonable para la multiplicacién clonal, a
menos que se puedan adoptar otros medios de obtencién no destructiva del
explante..:

Como una forma de aumentar latasa de multiplicacién de los helechos,
durante varios afios se han propagado éstos a partir de esporas sembradas
aséptlcamente en un medlo de cultivo. Recientemente, el protalo se ha
regenerado de las esporas, las cuales se dividen para proporcionar una
fuente de tejido ga.metofiuco, este tejido puede desintegrarse mediante
procedimientos extremos tales como la accién de corte de un mezclador
eléctrico. y formara, a su vez, esporofitos.. Durante mucho tiempo, los
helechos han sido tema favorito para el estudio dela apogamia, es decir, el
desarrollo de un esporofito a partir, de tejido ga.metof[tico.

Desde finales de los afios 50 y pr1nc1plos de la década del 60 se ha
explotado la androgénesis, o sea la produccién de plantulas a partir de
angeras como fuente: de células haploides. En el tabaco, por ejemplo, es
posible iniciar cultivos de anteras que.contienen granos de polen inmadu-
ros en los cuales el nicleo vegetativo —todavia dentro de la pared original
del grano— se divide para dar origen al proembrién. Aunen otros casosha
sido posible inducir el crecimiento de'los granos de polen aislados para
formar embriones somdticos.

Nuevamente; es:posible que las plantas producidas mediante estos pro-
cedimientos sean disimiles de sus.progenitores y que, en consecuencia, no
correspondan estrictamente a la multiplicacién clonal. Pero existen casos
seleccionades en los:que se logré realmente una multiplicacién clonal del
individuo (Nitzsche ¢t.al., 1977; Johri, 1982).

Por otra parte se tiene la gmogénesm, que es el proceso por el cual se
producen plantas haplmdes in vitro mediante la induccién de tejidos
haploides del gametofito femenino (Yang et al., 1982).
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Etapas de la Propagacion in Vitro

Murashige (1974; 1977a,b) y otros encontraron que era util destacar la
secuencia de eventos asociados con la multiplicacién de plantas mediante
las técnicas de cultivo aséptico, de la siguiente manera:

Etapa I.  Es la etapa de iniciacién o de establecimiento, en la cual se
establece el cultivo inicial o primario.

Etapa II. Es la etapa d¢ multiplicacién de brotes, o multiplicaciéon
simplemente.

Etapa III. Corresponde al enraizamiento o etapade pretrasplante; tiene
como objetivo producir una planta autotrofica que pueda
sobrevivir en las condiciones del trasplante al suelo.

Frecuentemente, las condiciones especificas. del medio o del cultivo
aséptico estdn asociadas con cada una de las etapas mencionadas y,
cuando sea posible, conviene organizar una estrategia de multiplicacién
basada en la interpretacién de dichas condiciones. Sin embargo, no se debe
llegar.a la deducci6on de que.estas etapas son siempre completamente
distintas y separables.

Ademas de las tres etapas mencionadas (propuéstas inicialmente por
Murashige, 1974) pueden considerarse otras dos como parte integral del
procedimiento:

Etapa IV. Trasferencia final a la etapa de medio ambiente.

Etapa 0. Etapainicial, que comprende la seleccionde la planta madrey
la seleccion de una modalidad de pretratamiento para volver
funcional la estrategia que se adopte.

Propagaciéon Vegetativa Convenecional
y su Aplicacion a la Propagacion Clonal

El primero de varios requisitos que tienen que cumplirse cuando se desea
lograr una manipulacion exitosa en el cultivo aséptico es familiarizarse,
tanto como sea posible, con la biologfa de la planta con la cual se trabaja.
Esto significa que los aspectos de la regeneracion vegetativa convencional
tienen particular importancia cuando se trata de multiplicar clonalmente
las plantas mediante cualquiera de las técnicas de cultivo aséptico mencio-
nadas hasta el momento.
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El desarrollo de modalidades de crecimiento.especializado o de 6rganos
para la regeneracion es particularmente significativo, ya que si el explante
se hace en el momento adecuado y si se le suministra el medio de cultivo
correcto, puede dar origen a un sistema in vitro que imita o simula el
natural. Esto significa que las habilidades en la propagacién vegetativa son
de provecho para la persona que trabaja en el cultivo de tejidos (Browse,
1979; Hartmann et al., 1984; Cook, 1984).

Igualmente, es esencial tener una buena comprensiénde lc s reguladores
del crecimiento (Abeles, 1973; Pilet, 1977; Plant Growth Regulator Wor-
king Group, 1977; Skoog, 1980; Wareing, 1982; Nickell, 1982; 1983) y de
las relaciones hormonales (Steward et al., 1971; Thimann, 1977; Letham et
al., 1978; Jacobs, 1979; Thlmann, 1980; Crozler 1981; MacMillan, 1984;
Scott, 1984). -

En el Cuadro 5.1 se present6 una lista de caracteristicas de la reproduc-
cién vegetativa que tienen importancia parala multiplicacién in vitro. En
teoria, todas las células de las plantas son totipotentes, o sea capaces de dar
origen a-una planta entera; aunque hasta el momento las puntas del tallo
han tenido mayor importancia para la multiplicacién clonal en varias
especies, también se han utilizado otros explantes como hojas, ovarios, y
capullos de flores para obtener plintulas. La capacidad que tienen los
distintos explantes cultivados in vitro para regenerar plantas esté correla-
cionada, aunque no invariablemente, con el hecho de que incluso bajo
condiciones corrientes —es decir, condiciones de cultivo no aséptico—
pueden responder en forma similar.

Desde mucho antes de que las técnicas de cultivo axénico se pusieran en
préctica a nivel de laboratorio,.los botdnicos estimaron que el desarrollo
del cuerpo dela planta superior implicaba la supresién de muchos primor-
dios reales o potenciales y el desarrollo de relativamente pocos de ellos. En
realidad, los factores que controlan la expresién del potencial han sido y
siguen siendo desconocidos. Las células totipotentes, capaces de producir
nuevas regiones de crecimiento, tejidos, 6rganos e incluso nuevas plantas,
se han mantenido claramente controladas por las influencias correlativas y
las inhibiciones. Algunas veces, éstas pueden liberarse facilmente, y en
otros casos no.

El conocimiento que tenga el investigador sobre el papelde la regulacién
del crecimiento de las plantas por medio de sustancias quimicas serd
decisivo para su trabajo. Algunas referencias importantes, no citadas
especificamente en este texto, corresponden a la serie de multivoltmenes
publicados con el nombre de Handbook of Plant Cell Culture (Evans et al.,
1983; Sharp et al.,, 1984; Ammirato et al., 1984) y al Cell Culture and
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Somatic Cell Genetics of Plants editado por Vasil (1984 y sig.); la obra de
un solo volumen de George et al. (1984) es especialmente completa y
deberia estar’disponible para todos las personas que trabajan en estos
temas. Otras'6bras mds antiguas, consideradas actualmente clasicas, son
también valiosas ya que los principios que estin bien establecidos nunca
cambian (Gautheret, 1959; White, 1963; Butenko, 1968; Steward, 1969;
W11t et al., 1976).

Enrealidad, se deberfa recordar que, en un tema tan amplio como el de
la propagacién clonal in vitro, es posible tener muchas variaciones y
diferentes enfoques. I.os investigadores actualizados saben que no hay
reglas inquebrantables para el éxito, y que a menudo es necesario ajustar y-
reajustar la composicién del medio de cultivo, e incluso el medio ambiente;’
para que se puéda inducir el crecimiento en los cultivos y una posterior
organizacién enla forma deseada. Cada una delas etapas tiene sus propios
problemas y no hay manera de suministrar dlrectrlces precisas para cada
una de ellas.,

Concepto de micropropagacién. Cuando se considera que lamayoriade
las plantas que se propagan mediante el cultivo aséptico se originan
generalmente en pequefios esquejes, se puede apreciarrapidamente que no
hay nada fundamentalmente nuevo acerca de la multiplicacién de las
plantas por medio del cultivo de tejidos. ‘En reahdad la palabra micropro-
pagacion, utilizada por prlmera vez en 1968 por Hartmann y Kester en su
conocido libro sobre propagacién de plantas, parece haber ganado una
amplia aceptacién como término general para designar varlas delas técni-
cas utilizadas en la multiplicacién in vitro.

Originalmente, la micropropagacién se definié como ‘cualquier’ proce-
dimiento aséptico que comprenda la manipulaci6n, en las plantas, de
6rganos, tejidos o células que produzcan poblaciones de plantulas y que
permitan el desvio tanto del proceso sexual normal como de la propaga-
cién vegetatlva no aséptlca que be practica convenc1ona1mente

La micropropagacién clonal implica que cada una de las plantulas que
se produce pueda crecer y ser fenotipica y genotipicamente idéntica a la
planta original dela que se deriva. Hasta el momento, las puntas de tallos y
las yemaslaterales han sido los explantes mas comunmente utilizados para
la Etapa I. Por esta razén, cuando se usa la palabra micropropagaciéon
muy raras veces se piensa en el uso de callos, de células libres o de otros
sistemas de tejidos més exlgentes, s

Sin embargo, hay un hecho claro en todo esto: las plantas que pueden
multiplicarse o propagarse por medios vegetativos convencionales no
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siempre responden igualmente bien a los métodos artificiales de propaga-
cién vegetativa. Incluso en el caso de las plantas que se propagan con
facilidad, ocurre generalmente que cuanto menor sea el segmento utilizado
mayor ser4 la dificultad que se encuentra para fomentar la produccién de
brotes y raices.

Los progresos en la ciencia han aumentado la comprensi6n de la funcién
y de la composicién de los organismos; igualmente han aumentado las
esperanzas acerca de la multiplicacién clonal de plantas a partir de pedazos
cada vez mas pequefios y hasta de células individuales (Krikorian, 1982).
Desde la perspectiva de aquellos que buscan la multiplicacién clonal, la
estrategia comprende el uso de células para la embriogénesis somatica; es
una estrategia ain experimental y est4 orientada hacia la investigacién, y
de ninguna forma est4 en la etapa de ‘desarrollo’ de rutina. :

Estrategias Adicionales para la Propagacion Clonal

Es importante adoptar una estrategia que sea funclonal y se ajuste alas
necesidades y expectativas del investigador.

Laeconomiano es una consideracién de poca importancia en el proceso
de decisién. Aunque este capitulo ha hecho hincapié en las técnicas del
cultivo aséptico, también llama la atencién sobre las posibilidades que
tiene el uso de estrategias de mlcropropagacnﬁn sin el componente del
cultivo aséptico.

Un ejemplo de ello estd en el método de Patefia et al. (1979) para la
propagacién rapida de yuca utilizando esquejes de yema. Los esquejes se
tomnan de plantas cultivadas en el campo, se sumergen en un fungicida y en
AIB, y se les permite enraizar bajo nebulizacién; una vez enraizados
pueden fortalecerse en un medio ambiente de alta humedad antes de que
sean sembrados en el campo. Se ha calculado que de una planta madura
con 500 hojas sanas se pueden producir 4 millones de plantas; a medida que
la planta recién propagada crece y produce hojas adicionales con yemas, se
tiene disponible nuevo material para la propagacion.

Igualmente, ciertas confferas especialmente arboles de los géneros
Pinus, Picea, Tsuga, Pseudotsuga, Thuja, Juniperus, Sequoiay Araucaria
pueden manipularse exitosamente con una combinacién de estrategias
convencionales y de cultivo aséptico. Una de las estrategias comprende el
tratamiento repetitivo del arbol vivo con citocinina a niveles muy altos (del
orden de 200 mg/litro); esto se hace durante periodos de crecimiento
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6ptimo parainducir yemas o brotes, generalmente de meristemas de yemas
axilares latentes localizadas en la'base de un conglomerado de agujasoen
el 4pice de los fasciculos. Estos brotes inducidos son juveniles en su
morfologia y en algunos casos se asemejan sobremanera a plantulas ger-
minadas. Los brotes se extraen y se cultivan nuevamente in vitro para
producir yemas adicionales que a la vez se separan y enraizan en el medio
de enraizamiento.

Todo esto sefiala que las estrategias se pueden derlvar de un nimero de
enfoques interconectados con hechos biolégicos bésicos pertinentes al
especimen(es) en cuestion. En efecto, los investigadores deberian estar
alerta y buscar constantemente la aplicacién de los procedimientos inno-
vativos a su sistema, basados en el conocimiento especial que tienen de las
plantas en cuestién.
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