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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

El concepto original de cultivo de tejidos vegetales se ha extendido moder-
namente para abarcar tanto el cultivo asépticq de tejidos como el de células
y 6rganos, dentro de un grupo de técnicas que se fundamentan en varios
principios. Entre estos principios, los mas importantes sin duda son la
totipotencialidad celular propuesta por Haberlandt (1902) y la hipétesis
del balance hormonal sugerida por Skoog et al. (1957). Aun cuando estos
principios fundamentales han sido cuestionados por diferentes autores
como Trewavas (1981, 1982) y Firn et al. (1980), parecen encontrar cierto
grado de fundamentacién en la mayoria de los modelos bloléglcos
empleados en el estudio de la morfogénesis in vitro.

Las técnicas de cultivos aéépticos han contribuido no sélo a un mejor
entendimiento de los eventos de la diferenciacién celular, sino a un mejor
aprovechamiento de tales eventos en la explotacién mas eficiente de las
plantas. En este Gltimo aspecto vale la pena mencionar los siguientes usos
de las técnicas del cultivo in vitro: a) mejoramiento genético; b) obtencion
de plantas libres de virus y otros patogenos; c) conservacioén de germo-
plasma; y (d) micropropagacion.

Hasta lafecha, la micropropagacion es la técnica que ha trascendido con
éxito de los 4mbitos experimentales a la aplicacion practica. La presente
revision tiene por objeto el anélisis de los avances logrados en la micropro-
pagacién de especies explotadas por el hombre.

El Concepto de Micropropagacion

Tratando de conciliar principios anteriormente discutidos, se puede decir
que cuando un inéculo con potencialidad de diferenciacién se incuba en
condiciones favorables (balance hormonal apropiado) regenera un nuevo
individuo.

Aun cuando se ha hecho énfasis en la importancia del balance hormo-
nal, existen otros factores que han probado jugar un papel importante en
la diferenciacion; sin embargo, antes de.analizar estos otros factores, es
pertinente definir el concepto de micropropagacion. Siel cultivo de tejidos
consiste en cultivar asépticamente diferentes explantes constituidos por
fracciones de un tejido u 6rgano que se extrae de la planta, la micropropa-
gacion es practicamente una multiplicacién masiva in vitro.
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Micropropagacién: conceptos...

En la actualidad, la micropropagaci6n se practica con €xito en especies
horticolas (Murashige, 1978), ornamentales (Hughes, 1981) y, mas recien-
temente, en especies lefiosas (Thorpe, 1983). En algunas especies, esta
metodologia ha mostrado importantes ventajas en comparacién con los
sistemas convencionales de propagaci6n; las méas importantes son:

- Incremento acelerado del niimero de plantas derivadas por genotipo.
- Reduccién del tiempo de multiplicacién.

- Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una super-
ficie reducida, a bajos costos y en tiempos econémicamente costeables.

- Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.

- Facilidad para trasportar el material in‘vitro'de un pais a otro, con
menos restricciones aduaneras. -

- Posibilidad de multiplicar rdpidamente una variedad de la cual s6lo
existan pocos individuos.

Pasos en la Micropropagacion

Murashige (1974) ha propuesto tres pasos fundamentales para micropro-
pagar eficientemente una especie: 1) el establecimiento aséptico del cultivo;
2) su multiplicacién; y 3) el enraizamiento y la preparacién del in6éculo
para su trasplante al suelo. A continuacién se discutirdn estos pasos con
mayor detalle.

Establecimiento del cultivo aséptico

Una vez seleccionado el mejor explante (segiin las caracteristicas que se
discutiran mas adelante) se requiere desinfectarlo superficialmente; la
razén: en el medio de cultivo pueden crecer microorganismos, principal-
mente bacterias y hongos, que competirdn ventajosamente con el explante.
Para esta desinfeccion se han empleado diferentes compuestos, siendo los
mas comunes las soluciones de hipoclorito de sodio yde calcio, el perdxido
de hidrégeno, el nitrato de plata, el cloro comercial, el alcohol a diferentes
porcentajes, y otros. La seleccién y concefitracion de los desinfectantes y el
tiempo de desinfeccién se determinan, en gran medida, por las caracteristi-
cas del explante; en la préctica, se establecen experimentalmente por
ensayo y error. : ‘
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El explante debe responder eficientemente bajo las condiciones in vitro.
Es importante considerar .el hecho de que el aislamiento. de un tejido u
6rgano del resto de la planta provoca un estado de estrés. que altera .su
metabolismo celular y, en forma importante, su balance hormonal. Un
buen explante es.aquel cuyas células sobreviven, en una alta proporcién,a
la descomposicién antes sefialada, y que luego responde eﬁc1entemente a
las condiciones in vitro. i

Crecimiento del inéculo

En estado de crecimiento, el explante se multiplica con ld formacién de
callos o sin ella, seglin las condiciones de cultivo. La fase intermedia de
formacién de callos se evita cuando se tienen fines de mlcropropagacufm
debido al hecho, ya ampliamente conocido, de que las plantas provenien-
tes de callos presentan diferentes grados de variacién; ésta puede ser de
tipo epigenético o corresponder a mutaciones verdaderas (Lankm et al.,
1981).

Es importante considerar también que la fase de crecimiento puede
deberse a la divisién de las células, al aumento de su tamafio o a ambas
cosas. A este respecto, la diferenciacién de novo estd asociada.con la
produccién de nuevas células cuya orgamzac16n est4 de acuerdo con un
‘programa’influido por las condiciones in vitro y la concomltante ganan-
ciaen peso seco. '

Enraizamiento de los brotes y preparacién
para su trasplante

El proceso de enraizamiento en los brotes propagados in vitro requiere
generalmente del trasplante a un medio de cultivo con menor concentra-
cién de sales. El medio de Murashige et al. (1962), por ejemplo, diluido al
50% ha dado resultados positivos en diferentes especies. Asimismo, se
requiere cambiar el balance hormonal, esto es, disminuir las citocininas y
aumentar las atixinas exégenas. En algunas especies, la eliminacién de las
citocininas exégenas ha sido suficiente estimulo para la diferenciacién del
sistema radical (Thorpe, 1980). '

En la micropropagacién a gran escala de especies ornamentales se ha
observado que la diferenciacién del sistema radical bajo condiciones in
vitro no es econémicamente costeable, por lo que en algunas empresas se
ha sustituido esta fase del proceso por el enraizamiento de brotes en
camaras de humidificaci6n. :
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Si el sistema radical fue diferenciado in vitro, las plantas no se pueden
trasplantar directamente a las condiciones de invernadero sin una paula-
tina adaptacién a las condiciones del suelo. A este periodo de adaptacxén
se le ha denominado perfodo de endurecimiento.

De acuerdo con los procedimientos seguidos por los autores de este
capitulo con especies anuales, lefiosas y suculentas, las plantas obtenidas in
vitro se deben lavar cuidadosamente para eliminar todos los residuos de
agar, que pueden ser una fuente de contaminacién. Posteriormente, se
trasplantan a recipientes con suelo estéril y se cubren con bolsas de
polietileno, que se van perforando gradualmente hasta que queden elimina-
das completamente en un perfodo de 15 a 20 dias; esto se hace con el objeto
de adaptar paulatinamente las plantas a las condiciones del invernadero.
Durante esta fase de endurecimiento, las plantas se riegan preferentemente
con medio de cultivo diluido al 50% y posteriormente se sustituye esta
férmula de riego por soluciones nutritivas menos complejas.

Factores que Influyen en la Micropropagacion

Existen diferentes factores que determinan el €xito en los sistemas de
micropropagacion. A continuacidén se mencionan aquéllos mas importan-
tes acerca de los cuales se ha acumulado mayor informacion.

Planta que dona el explante

El estado fisioldgico de la planta que da el explante (planta madre)
influye significativamente en su capacidad morfogenética. Se ha encon-
trado, por ejemplo, que los requerimientos nutricionales y hormonales
difieren cuando los tejidos cultivados provienen de plantas en diferentes
edades fisiol6gicas (Styer et al., 1983).

Asimismo, se ha observado que la edad fisioldgica del explante tiene
gran influencia en la morfogénesis. Se sabe que mientras mas joven y
menos diferenciado esté el tejido que -se va a sembrar, mejor serd la’
respuesta in vitro (Villalobos et al., 1982b). A este respecto, los meristemas
apicales y axilares han sido empleados con €xito en una amplia gama de
especies.

La posicién relativa de las yemas es otro factor importante. Se ha
observado, por ejemplo, que las yemas axilares de rosz, obtenidas de la
parte media del tallo, se desarrollan mas rapidamente que aquéllas obteni-
das de 1a base ola porcion apical (Bressan et al., 1982). Sin embargo, enel
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esparrago y la grosella las yemas apicales son las unicas que producen
plantas in vitro (Styer et al., 1983).

En el caso de especies propagadas vegetativamente, los brotes jovenes
han sido generalmente la fuente del explante (Villalobos, 1980).

El explante

Como se mencioné anteriormente, el explante es una parte de un tejido
o de un 6rgano que se aisla del resto de 1a planta con fines de cultivo. La
seleccién del explante puede hacerse teniendo en cuenta el sistema de
propagacioén de la planta.

Si las plantas que se van a micropropagar tienen reproduccién por
semilla, las partes embrionales o de la plantula son las fuentes mas comu-
nes de explantes; las semillas pueden ser desinfectadas superficialmente y
germinar en condiciones de asepsia. Este método se usa extensivamente en
coniferas y otras especies maderables (Villalobos et al., 1982a). En el caso
de especies propagadas vegetativamente, los brotes jovenes y los apices
meristematicos han sido generalmente la fuente de los explantes (Villalo-
bos, 1980).

El tamafio del explante no tiene aparentemente mayor influencia. Sola-
mente en el caso de que se pretenda obtener plantas libres de virus, los
meristemas (sin primordios foliares) tienen una alta probabilidad de dife-
renciar plantas libres de estos patdgenos; sin embargo, es mas dificil
regenerar de ellos plantas completas (Villalobos et al., 1982a). Para mayo-
res detalles, consultar el Capitulo 23 de esta publicacion.

Factores fisicos

Aun cuando muchos factores pueden influir en la micropropagacion,
los factores fisicos juegan un papel determinante; la luz y la temperatura
han sido los factores fisicos mds extensivamente estudiados. La tempera-
tura de incubacién para la propagacion de la mayoria de las familias
flucttia entre 24 y 28 °C. Se han variado los regimenes de temperatura en el
diaylanoche, y se haencontrado que tinicamente en un reducido nimero
de especies tal variacion es ventajosa (Chee et al., 1982).

Recientes investigaciones han comprobado que la luz es un factor
fundamental en la morfogénesis (Villalobos et al., 1984). Al respecto se ha
observado, en el caso de Pinus radiata, que la luz interacciona con una
citocinina durante la diferenciacién de los brotes adventicios y que la
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morfogénesis no ocurre cuando falta uno de esos dos componentes. El
papel de la luz en la diferenciacién involucra varios componentes como
son la intensidad, el fotoperiodo y la calidad; aunque se reconoce la
importancia morfogenética de estos componentes, los estudios realizados
con el fin de analizarlos son escasos.

Medio de cultivo

De acuerdo con Gamborg et al. (1976) el éxito en el cultivo de tejidos
depende de la seleccion del medio de cultivo, incluyendo su composicion
quimica y su forma fisica. En el Cuadro 6.1 se presentan los medios de
cultivo mas cominmente usados en la micropropagacion.

Micropropagacion de Especies Herbéceas

Los métodos usados para micropropagar especies herbaceas se basan en
cualquiera de los siguientes procesos morfogenéticos: a) estimulo de las
yemas axilares, b) diferenciacion de brotes adventicios, y c) embriogénesis
somatica.

Estimulo de yemas axilares

En este caso, las condiciones in vitro estimulan el desarrollo de las
yemas axilares permitiendo laformaci6én de una plantapor cada yema. La
eficiencia de este sistema estriba en que el nimero de plantas obtenidas est4
determinado por el nimero de yemas axilares preexistentes en el in6culo;
por otro lado, el sistema presenta la ventaja de que los individuos regene-
rados muestran una gran estabilidad genética.

En Chapingo se ha logrado micropropagar Opuntiaspp. a partir de una
yema (Escobar, 1985), siendo posible obtener plantas enraizadas después
de 70 dias de cultivo (ver Capitulo 30, Figura 30.1).

Diferenciacion de brotes adventicios

La diferenciacién de brotes adventicios permite la formacién de novo
de estructuras unipolares; este sistema permite la regeneracién de una
mayor cantidad de brotes que el sistema de yemas axilares.

Los brotes adventicios tienen su origen en la formacién de tejido meris-
tematico y la posterior diferenciacion de apices, ya sea directamente o0 a
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Cuadro 6.1. Diferentes férmulas de medios de cultivo empleados en micropropagacién.

Nutrimentos Concentracién segiin medio?
MS ER BS SH

mg/ litro mM mg/litro mM mg/ litro mM mg/ litro mM mg/ litro mM
NH,NO, 1650 20.6 1200 15.0
KNO, 1900 18.8 1900 18.8 2500 25 2500 25
CaCl,.2H,0 440 30 440 3.0 150 1.0 200 24 75 0.5
MgS0,.7H,0 370 1.5 370 1.5 250 1.0 400 1.6 250 1.0
KH,PO, 170 1.25 340 25
(NH,),SO, 134 1.0 s
NH,H,PO, 300 2.6
NaNO, 600 7.0
NaH,PO,.H,0 150 1.1 125 09
KCl ‘ 750 10.0
KI 0.83 5.0 . 0.75 45 1.0 6.0 0.01 0.06
H,BO, 6.2 100 0.63 10 30 50 5.0 80 1.0 16.2
MnSO,.4H,0 223 100 223 10 ) 0.1 0.5
MnSO,.H,0 10 60 10 60
ZnS0O,.TH,0 8.6 30 20 7.0 1.0 35 1.0 35
Versenato de Zn 15 37
Na;MoO.2H,0 0.25 1.0 0.025 0.1 0.25 1.0 0.1 0.4
CuSO,.5H,0 0.025 0.1 0.0025 0.01 0.025 0.1 0.2 0.8 .0.03 0.12
CoCl1,.6H,0 0.025 0.1 0.0025 0.01 0.025 0.1 0.1 04
AICl, 0.03 0.22
NiCL,.6H,0 0.03 0.13
FeCl,.6H,0 1.0 3.7
Na,EDTA 37.3 100 37.3 100 373 100 20 55
FeSO,.7H,0 27.8 100 278, 100 27.8 100 15 55
Sacarosa (g) 30 - 40 20 30
rH 5.7 58 5.5 5.8

a. MS = Murashige y Skoog, 1962; ER = Erickson, 1965; BS = Gamborg et al., 1965; SH = Schenk y

Hildebrant, 1972; HE = Heller’s, 1953.
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partir de callos originados también del explante; esto ultimo puede traer
como consecuencia la variabilidad fenotipica en los clones diferenciados.
Otro factor importante en €l caso de laregeneracién a partir de callos es el
fen6meno de habituacion; al respecto se sabe que los callos que se mantie-
nen en condiciones indiferenciadas por largos periodos limitan su capaci-
dad morfogenética,

Existen muchas especies que han sido micropropagadas con éxito
empleando este sistema; entre ellas se encuentran el clavel (Stone, 1960), la
lechuga (Koevary et al., 1978), la papa (Roest y Bokelmann, 1976), el
esparrago (Wilmar y Hellendoorn, 1968), el camote (Sehgal, 1978), espe-
cies de Dioscorea (Granada y Villalobos, 1980) y la zanahoria (Smith y
Street, 1974).

Embriogénesis somdtica

En condiciones in vitro, es factible diferenciar embriones a partir de
células tanto del esporofito como del gametofito. Este proceso de diferen-
ciacién se observd por vez primera en células suspendidas de Daucus
carota (Reinert, 1959). Desde ese primer descubrimiento se ha incremen-
tado notablemente el niumero de especies que han mostrado esta capacidad
regenerativa (Evans et al., 1981; Dodds et al., 1982).

~ Aparentemente, los factores quimicos méas importantes para la embrio-
génesis somdtica son las auxinas exdgenas, la fuente y la concentracién del
nitrégeno, y algunas otras sustancias como la sacarosa. Desde el punto de
vista de la propagacion, la embriogénesis somatica es el sistema maés
eficiente, si se considera la eficiencia como el nimero de plantas regenera-
das por unidad de tiempo. Empleando este sistema se pueden obtener
cantidades virtualmente ilimitadas de plantas, ya que todo hace suponer
que por cada célula suspendida en el medio de cultivo se est4 diferenciando
una planta. Debe considerarse, sin embargo, que en un cultivo de células
en suspensién la mayoria de los embriones somaticos tienen su origen a
partir de callos, implicando, como se indicé con anterioridad, alguna
forma de variaci6n epigenética.

Micropropagacion de Especies Lefiosas

Dentro de las especies lefiosas, las mas extensivamente estudiadas en los
ultimos afios han sido las forestales y dentro de cllas las coniferas; por esa
razdn, las informaciones siguientes se referiran alos estudios realizados en

135




Cultivo de tejidos en la agricultura

arboles maderables. Skirvin (1981) ha hecho una amplia recopilacion de
investigaciones relacionadas con la m1cropropaga01én de frutales peren-
nes, y Hughes (1981) lo ha hecho con algunas ornamentales.

Segtin datos recientes, la superficie mundial ocupada por los recursos
forestales se estima entre 2500 a 2800 millones de hec¢tareas, lo que equivale
a una cuarta parte de la superficie terrestre. No obstante, de continuar el
mismo ritmo de explotacién de los bosques sin reforestar las zonas taladas,
esa superficie se reducira en 70% en los préximos 50 afios (Keays, 1974).
Villalobos et al. (1982a) indican que en las préximas décadas la demanda
de madera para las industrias de muebles, de la construccidn, quimica y
papelera, asi como los estragos causados por enfermedades, parasitos e
incendios forestales seguiran limitando la existencia de los bosques.

Desafortunadamente, los programas de mejoramiento genético en espe-
cies forestales no han tenido repercusiones trascendentales en esta proble-
matica, debido principalmente al largo ciclo de estas espécies desde la
siembra de la semilla hasta la floracién. En las gimnospermas, esta parte
del ciclo requiere entre 15y 20 afios, lo que se ve reflejado en la poca
continuidad de los proyectos a largo plazo.

La propagacién vegetativa ha tenido un papel importante en la multipli-
cacion de arboles ‘elite’ (Ivanova, 1981); sin embargo, se ha observado que
las estacas pierden la capacidad para enraizar a medida que el Arbol de
origen es mas viejo. Por otro lado, es necesario que los arboles usados
como patrones sean lo suficientemente maduros para.que expresen su
potencial genético; asimismo, al emplear ramas maduras para ¢l enraiza-
miento hay problemas de crecimiento plagiotrépico (Sweet, 1973).

Las técnicas de micropropagacion han demostrado ser una importante
alternativa para la solucién de algunos de los problemas anteriormente
referidos. E1 método de diferenciacion de brotes adventicios es mas comin
que la embriogénesis somdtica, y tiene mayor potencialidad para una
propagacién masiva que el estimulo de las yemas axilares. Actualmente no
existen antecedentes que indiquen el éxito de la embriogénesis somaticaen
especies forestales.

La primera especie lefiosa regenerada mediante el cultivo de tejidos fue
Populus tremuloides (triploide) a partir de callos (Winton, 1968); la pri-
mera gimnosperma fue Pinus palustris a partir de embriones (Sommer et
al., 1975). Con posterioridad a estas investigaciones pioneras, se han
publicado diversos trabajos que sefialan la regeneracién de plantas por
sistemas similares. A lafecha existen 57 especies maderables a partir de las
cuales se han podido regenerar plantas completas in vitro (Brown et al.,
1974; Mott, 1981; Patel et al., 1984).
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Los brotes adventicios se pueden producir a partir del explante
directamente, o bien a partir de callos derivados del explante primario.
Para fines de propagacién, actualmente se prefiere producirlos directa-
mente del explante, ya que a partir de callos su formacion ha sido muy
dificil y frecuentemente genera anormalidades. En la diferenciacién de
brotes adventicios existe unainterrelacién entre el explante, el medioy las
condiciones ambientales de cultivo.

El explante es extremadamente importante; su influencia en el desarro-
llo in vitro ha sido demostrada (Villalobos et al., 1984). La edad del
explante es un factor critico en las especies maderables (Bonga, 1982); en
general, la micropropagacién es relativamente facil empleando tejidos
juveniles, y es progresivamente mads dificil con tejidos adolescentes y
maduros. Sin embargo, aunque se haya delimitado 1a edad del material, el
mejor explante se tiene que determinar experimentalmente; los explantes
mas comunes en coniferas, por ejemplo, han sido los embriones, partes de
plantulas, los cotiledones, y los hipocétilos provenientes de semillas ger-
minadas asépticamente.

Los componentes de los medios de cultivo han sido también objeto de
estudios extensivos. Generalmente se agrupan en cinco clases de compues-
tos: a) macro y microelementos; b) fuentes de carbono, generalmente
sacarosa; ¢) vitaminas; d) nitrégeno reducido, y €) reguladores del creci-
miento (Cuadro 6.1). El regulador de crecimiento clave en la formacién de
brotes es la cinetina; sin embargo, las auxinas en bajas concentraciones
han tenido respuesta en algunas especies.

Los factores fisicos que se consideran son varios, siendo importantes
éstos: a) la forma fisica del medio; b) la humedad del medio y de su
atmosfera gaseosa; ¢) la luz; y d) la temperatura,

En muchos casos, se requiere el trasplante a un medio con otro balance
hormonal y nutricional para la formacién de brotes adventicios. En otras
ocasiones, el trasplante a otro medio, después de formados los brotes,
estimula el alargamiento de los tallos, los cuales se pueden separar y
enraizar. En este caso, el trasplante continuo permite generalmente la
formacién de un gran namero de brotes; por ejemplo, en Pinus radiata el
numero de brotes capaces de ser enraizados se ha podido incrementar
desde 180 a m4s de 1300, haciendo el trasplante a intervalos de tres
semanas durante 12 a 24 semanas (Aitken et al., 1981).

La induccién del sistema radical en angiospermas ha presentado mas
problemas. En general, lareduccion en la concentracion de sales minerales
y el uso de auxinas —asociado generalmente con la disminuci6én de la
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temperatura— han mostrado resultados positivos. No obstante, la tenden-
cia actual es la de enraizar en condiciones no estériles, esto es, estimulando
en brotes diferenciados in vitro la formacién de raices en sustratos como la
agrolita, la vermiculita y otros; esta medida es simple, mas econ6mica y
frecuentemente produce mejores raices.

Los problemas mas serios encontrados en la propagacioén de especies
arboreas in vitro son la variacién genética en las respuestas de regenera-
cién'y el proceso de'-maduracibn; estos dos problemas dificultan conside-
rablemente la ejecucién de sistemas précticos de propagacién de fenotipos
seleccionados. Entre -otros problemas estdn la formacién de érganos y
plantas aberrantes, la dificultad para erradicar las infecciones internas, y la
secrecion de sustancias toxicas como fenoles y sustancias volatiles.

Consideraciones Finales

En los 1ltimos afios, el cultivo de tejidos vegetales ha cobrado mayor
interés debido a las expectativas que se tienen en cuanto ala biotecnologia.
Es de considerar, por ejemplo, la creciente importancia que el cultivo de
tejidos est4 adquiriendo enla agricultura; se tienen predicciones de que las
técnicas in vitro serdn una importante herramienta de la agricultura del
siglo XXI. ‘

Con respecto a la micropropagacion, constantemente se incrementa la
lista de especies que se pueden multiplicar eficientemente empleando
los métodos de aquélla. Sin embargo, tales técnicas no se han podido
aplicar con los mismos resultados a las especies lefiosas, y esto ha estimu-
lado a muchos investigadores a realizar esfuerzos para elucidar el pro-
blema. Sobre la base de las consideraciones anteriores, se estima que
aunque el cultivo de tejidos vegetales no resolvera todos los problemas
agricolas de los proximos afios, esta técnica, complementada con otras,
serd de gran importancia para la solucién de nuestras crecientes nece-
sidades.
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