CAPITULO I:



Manual de Cultivo de Tejidos Vegetales para Ingenieros Biotecnoélogos. Isidro Ovando Medina 1

1 UNO
¢{QUE ES EL CULTIVO DE CELULAS, TEJIDOS Y ORGANOS VEGETALES?

Para arribar a una definicion simple y para entender la razén de ser del cultivo de
células, tejidos y organos vegetales es preciso tener presente que se trata de una
disciplina perteneciente a la Biotecnologia, en particular de aquella que tiene como
objeto de estudio a las plantas, es decir, la biotecnologia vegetal. Aunque muchas de
las aplicaciones de dicha rama biotecnoldgica son en el campo de la agricultura,
también sirve en otras areas como la industria farmacéutica, de alimentos, de

colorantes, etc.

Como puede verse en la figura 1.1 existen muchos campos

Oiras

de trabajo en biotecnologia, por lo que es mejor referirse Biotecrlogls

en plural a ellas: las biotecnologias. Por su parte la

E. Marina

biotecnologia vegetal o biotecnologia de plantas se refiere

E Minera

a una serie de métodos y estrategias que hacen uso de . d= alumentos

organismos del reino vegetal' o partes de ellos para hacer
Figura 1.1- El pastel de las

o modificar un producto. Biotecnologias

Ejemplos de productos de esta disciplina son los siguientes: un metabolito secundario
producido por raices transformadas con aplicaciéon farmacéutica; una planta con
resistencia viral obtenida mediante ingenieria genética; plantas genéticamente
uniformes obtenidas por propagacién masiva in vitro; microtubérculos obtenidos por
tuberizacidn in vitro; entre muchos otros. Siendo tan variadas las areas de aplicacion se
necesitan varias herramientas en biotecnologia vegetal, una de ellas es llamada Cultivo
de Células, Tejidos y Organos Vegetales. Es importante sefialar que en la mayoria de

las ocasiones —por facilidad- se la llama simplemente Cultivo de Tejidos Vegetales.

' Aunque la clasificacion actual de los seres vivos se divide en “dominios”, las plantas y todos los organismos eucariéticos
que fotosintetizan pertenecen al Reino Vegetal (Dominio Eukarya).
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Podemos definir entonces —de la manera mas sencilla y generalizada- al cultivo de

tejidos vegetales como una herramienta de la biotecnologia vegetal que aisla partes de

una planta y las hace crecer en un medio de cultivo artificial iz vitro en condiciones de

asepsia para obtener metabolitos, tejidos, 6rganos o plantas completas.

Por supuesto, se pueden hacer precisiones a esta
definicién amplia dado que existe un sinnumero de
variantes en cultivo de

tejidos vegetales. A

continuacién se explicaran algunos conceptos
importantes para entender a cabalidad la definicion
previa. Los conceptos criticos probablemente sean: in
cultivo artificial, explante vy

vitro, medio de

condiciones de asepsia.

(Qué significa in vitro?

Reiteradamente se menciona este concepto en los
reportes de biotecnologia de plantas como una forma
de indicar que las plantas o partes de plantas
estudiadas fueron cultivadas dentro de un
contenedor de vidrio (del latin #n: adentro, wvitro:
vidrio), es decir, en un frasco de vidrio, en una placa
Petri, en un matraz Erlenmeyer, etc. La utilizacion
del término ayuda a entender que las plantas no
fueron estudiadas en la naturaleza o en el campo,

para lo cual se utiliza el término 7 situ (en el sitio).

RECUADRO 1
Ejemplo puntual: Produccion de microtubérculos de
papa

La papa (Solanum tuberosum) se encuentra entre los productos
agricolas mas importantes a nivel global. Aunque los cientos de
variedades de papa son nativas de los altos americanos,
especialmente del Alto Peru, actualmente se cultivan en todo el
mundo.

Existen factores bioldgicos y agrondmicos que limitan la produccion
de este cultivo. Las enfermedades bacterianas y fungosas,
particularmente el Tizén Tardio (Phytophtora infestans), incrementan
los costos de produccién al tener que utilizar una gran cantidad de
fungicidas; cuando no se controla la enfermedad la cosecha puede
perderse hasta en un 100%. El principal método por el que se
propaga la papa es el vegetativo, lo cual se logra sembrando los
tubérculos enteros o seccionados directamente al suelo —a estos
tubérculos se les llama papa-semilla. También es posible propagar la
planta a través de la via sexual haciendo almacigos de semillas
verdaderas (llamada semilla-botanica); este ultimo método es
eficiente, pero demandante de mayor tiempo y labor, por lo que casi
no se utiliza.

La papa-semilla proveniente de una plantacién infectada por el
Tizén Tardio o por cualquier otro patégeno, contiene propagulos
del agente infeccioso. Esto ocasiona que los nuevos sembradios
tengan alta probabilidad de contaminacién. Para solucionar la
problematica se opta por la siembra de papa-semilla certificada
proveniente de parcelas limpias especialmente dedicadas a tal fin;
sin embargo, el costo se eleva. Otra alternativa es el uso de
microtubérculos producidos i vitro.

Esta biotecnologia consiste en el cultivo de nudos de plantas jovenes
en medios con alto contenido de azucares (6-8% de sacarosa), con
citoquinina (2-10ppm) y en oscuridad. No hay desarrollo de la
planta, sino de las raices y por lo tanto de micropapas.

La microtuberizacion presenta ventajas relacionadas con su facil
almacenamiento, alta calidad fitosanitaria, conveniencia para el
transporte; ademas los microtubérculos no requieren pasar por una
etapa de aclimatacion previa a su siembra en campo.

Este concepto es flexible, ya que desde hace unas décadas —en muchos casos- se ha

sustituido el vidrio de los utensilios de laboratorio por otros materiales igualmente

eficientes, como el plastico, el polipropileno, el poliestireno, entre otros, todos total o

parcialmente transparentes; cuando se utilizan contenedores de estos materiales para

cultivo artificial, también se les nombra medios in vitro. Algunos ejemplos de estos
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contenedores son los frascos Magenta®, Phytacon® y PhytaTray® (Figura 1.2). Otra
caracteristica del medio in vitro es que se trata de contenedores cerrados que solo
permiten el paso del aire, por ejemplo: a los matraces Erlenmeyer se les coloca un
tapon de algoddn y gasa, o a las placas Petri se les sella con cinta autoadhesiva de PVC
o con cinta Parafilm®. Una cuestion importante a tener en cuenta en la nomenclatura
que se ha de aplicar a las plantas micropropagadas es que una vez que las plantas han
salido de la fase in vitro (aclimatacion y crecimiento inicial en invernadero y vivero) se
dice que han entrado a la etapa ex vitro, extra vitrum O post vitro, y se les llama
vitroplantas; no obstante cuando salen finalmente al campo o la naturaleza estan

nuevamente en condiciones i situ.

Figura 1.2.- Fotografias de distintos contenedores utilizados para el cultivo in vitro de plantas.

Medios de cultivo artificiales.
Es bien conocido que las plantas 7z situ necesitan de varios factores para su crecimiento

y desarrollo. A continuacion se enlistan algunos de ellos:

« Soporte. Proporcionado por el suelo, las piedras (plantas litofiticas) u otras
plantas (plantas epifitas neutralistas y parasitas).

« Agua. La cual es obtenida de la solucion del suelo o directamente de la lluvia en
el caso de las plantas epifitas, p. €j. las orquideas y las bromelias®.

« Nutrimentos. Estos pueden dividirse en minerales (macro y microelementos),

esenciales (carbono, hidrégeno y oxigeno); los primeros son tomados de la

2 La mayoria de las plantas epifitas de la familia Bromeliaceae captan y almacenan agua en estructuras llamadas “tanques”.
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solucién del suelo y los ultimos del aire (por lo que también se les llama

atmosféricos) y del agua.

Aire. Este proporciona principalmente oxigeno para la respiracion celular y

CO, (diéxido de carbono) para la sintesis de enlaces
carbono-carbono de los precursores de azucares
durante la fotosintesis.

Condiciones ambientales adecuadas. En el aspecto
macroambiental requieren de cierta intensidad
luminosa, fotoperiodo y temperatura, mientras que
nivel microambiental necesitan

en el rangos

particulares de pH, de potencial redox, de
intercambio 16nico, asi como de la interaccién con

seres vivos simbioticos, como los microorganismos.

Por lo tanto, un medio de cultivo artificial debe proveer a la

planta estos elementos en cantidad y calidad adecuadas. De

esta forma, los medios nutritivos utilizados en cultivo de

tejidos vegetales contienen:

1.

Sustancias nutritivas: sales minerales —macro y
micronutrimentos; ademas una fuente de carbono
(usualmente sacarosa) para soportar una tasa de
crecimiento elevada y debido a que los tejidos
vegetales in wvitro no cuentan con un sistema
fotosintético bien desarrollado, es decir, son
parcialmente heterétrofos.

Promotores del crecimiento: aminoacidos, vitaminas
del complejo B y fitorreguladores (principalmente de

tipo auxinas y citoquininas). La necesidad de

RECUADRO 2
Ejemplo puntual: Produccion de semillas
sintéticas de Sphatoglottis plicata (Orchidaceae)

Las orquideas representan a uno de los grupos de plantas
mas importantes en la floricultura internacional, ya que
desde hace cientos de afios existe gran tradicién en su
cultivo, sobretodo en Europa, aunque actualmente existen
empresas dedicadas a la produccion de orquideas de corte y
plantas en maceta en muchas partes del mundo. Como
todas las plantas de la familia botanica Orchidaceae, la
Sphatoglottis plicata produce miles y hasta millones de
pequenisimas semillas cada afio. Sin embargo, solo algunas
de ellas germinan en condiciones de campo, ya que la
semilla es incompleta: s6lo posee un proembriéon de unas
cuantas células y sin endospermo para nutrirse; necesita de
la asociaciéon simbidtica mutualista con un hongo
micorricico  (generalmente  del grupo de los
deuteromycetes), lo cual es poco probable de darse en la
naturaleza, sobretodo porque se ha visto que la asociacion
es bastante especifica, es decir, cada especie de orquidea
con una cepa en especifico de hongo.

La propagacion de S. plicata por semillas puede hacerse
solo de manera asimbiotica mediante germinacion in vitro.
Sin embargo, una de las limitantes es la baja habilidad de
las vitroplantas resultantes para adaptarse eficientemente a
condiciones de campo.

Una alternativa es la encapsulacién de semillas en una
matriz de alginato cubierta por quitosan, lo cual permite
incluir en la capsula al hongo micorricico adecuado. De
esta manera se favorece la interaccion entre los dos
organismos y se promueve la germinacién y crecimiento
inicial. A esta capsula se le llama semilla sintética o semilla
artificial. Se pueden manipular las concentraciones de los
polimeros, de manera que la humedad interna sea
adecuada para la germinacion; la mayoria de los métodos
utilizan la gelificacion ionotrépica del alginato de sodio por
iones de calcio, pero en este caso, el quitosan es un
policatiéon que provee una cubierta impermeable, evitando
la deshidratacion de la semilla sintética. Esta tecnologia
surgi6 en los 1980’s buscando construirle un endospermo
artificial a los embriones somaticos obtenidos por cultivo
de tejidos, pero se ha ido extendiendo de manera que se
pueden encapsular semillas verdaderas, embriones

cigdticos, meristemos y puntas de crecimiento.

Ademds, se pueden afiadir a la matriz capsular otras sustancias
que promuevan el crecimiento de la pldntula, por ejemplo:
auxinas / citoquininas o pequefias cantidades de aziicares. Esta
tecnologia que relativamente es de bajo costo, estd en vias de
consolidarse y existe mucho campo para la investigacién.
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agregar estos componentes se debe a que se manipula el crecimiento y
desarrollo, y no basta con los promotores del crecimiento que las mismas
células vegetales producen.

3. Soporte inerte: todos los componentes del medio de cultivo estan disueltos en
agua y generalmente contienen agar o agentes gelificantes sintéticos como el
Phytagel® para formar un gel que sirve de soporte al tejido. Por supuesto
también se cultivan tejidos vegetales en medios liquidos.

4. Otros ingredientes: se refiere a componentes opcionales —algunos complejos-
como el agua de coco, hidrolizado de caseina, extracto de levadura, carbon
activado y sustancias naturales diversas.

5. Reguladores microambientales: el medio de cultivo debe ajustarse a un pH
adecuado para la especie vegetal que se esta cultivando. Lo usual es que sean
ligeramente acidos (5.5 a 6.5). También se debe ajustar el potencial redox en
aquellas especies que tienen problemas de oxidacion rapida, agregando
sustancias como PVP, L-cisteina, dcidos organicos quelantes, carbon activado,
etc. Para prevenir la precipitacién de cationes (como el Fe*™) se debe anadir un

quelante como el EDTA.

El tipo y concentracion de los ingredientes varia de acuerdo al fin buscado, a la especie

de planta, al tipo de tejido cultivado y a los fines que se persigan.

El explante.

El concepto de explante se refiere a cualquier parte vegetal que ha sido separada de la
planta, que puede ser un tejido (fragmentos de hojas, tallos, raices, pétalos, etc.), un
organo (semillas, anteras, ovarios, botones florales, hojas y raices completas, etc.),
estructuras como las anteras y los ovarios, o bien células individuales (como en el caso
de los protoplastos®). Con excepcién de los dvulos y el polen, los explantes estin

constituidos por tejidos y/o células somaticos.

% Ver Capitulo 5 y Glosario.
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¥’ es una version castellanizada del vocablo inglés “explant”;

El nombre “explante
acufiado especialmente para identificar a los tejidos vegetales cultivados in vitro y sin
otro significado. La seleccidén del explante es un aspecto clave para tener éxito en el
cultivo de tejidos, ya que dependiendo de su ubicacion en la planta, del tipo de tejido
que contiene, de su edad cronolégica y fisioldgica, de su contenido endogeno de

hormonas, entre otros, se comportara de una manera o de otra.

Cultivo aséptico.

Debido a que las células vegetales presentan largos tiempos de duplicacion comparadas
con las células microbianas, se hace necesario mantener los cultivos exentos de
contaminaciéon por microorganismos. Una sola célula bacteriana puede invadir y
matar rapidamente a un tejido cultivado. Adicionalmente, se menciona como una de
las ventajas del cultivo de tejidos vegetales la obtencién de plantas sanas libres de

enfermedades, por lo cual se deben extremar las condiciones de asepsia.

TIPOS DE CULTIVO.

Los tejidos vegetales pueden cultivarse de varias maneras, independientemente de la
finalidad buscada. Bajo esta concepcion, no se considera a la embriogénesis o a la
organogénesis como tipos de cultivo. Asi tenemos que se realizan cultivo de tejidos
organizados y desorganizados, de células individuales, de 6rganos, de plantas enteras,
etc. En la Figura 1.3 se muestra una clasificacion de los tipos de cultivos vegetales in

vitro, con base en la forma de crecimiento.

Un aspecto importante es que los tipos de cultivo no necesariamente dependen del
tejido inicial o explante, ya que no se considera dentro de esta clasificacion al cultivo
de segmentos de hojas, de raiz, de tallo, etc. Esto se debe a que a partir de cualquier
explante se puede hacer cultivo de callos, de células en suspension o individuales. Se

describen los elementos de esta clasificacion.

* También se le puede encontrar en la literatura en espafiol como “explanto”.
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Forma de Crecimiento TiPo de Cultivo

Determinados
« Hojas, Flores, Frutos (enteros)

f

Cultivo de 6rganos
Indeterminados

Organizada < « Yemas meristematicas apicales y
r laterales, raices

\CUltiVO de embriones — . senmillas, embriones aislados

Cultivo de
ch idos
chctalcs

Cultivo de callos

\ Desorganizada Cultivo de células en suspension

Cultivo de células individuales

Forma de Crecimiento Organizada. Se refiere al cultivo de explantes diferenciados
(especializados) que contindan su crecimiento iz vitro, manteniendo su estructura
normal® durante el tiempo de cultivo. Evidentemente, los explantes que presentan esta
forma de crecimiento son los 6rganos (primordios de frutos, yemas vegetativas, yemas
florales, raices, primordios foliares, etc.), no obstante, cualquier otro tejido (como un

fragmento de pétalo) puede dar origen a una forma organizada, como un embrion.

Forma de Crecimiento Desorganizada. Como su nombre lo sefiala, los tejidos que
exhiben esta forma de crecimiento in vitro no tienen una estructura definida, son
amorfos (de aspecto tumoral) y agrupan a células de muchos tipos (alargadas,
redondas, isodiamétricas) y tamanos. Los callos celulares muestran crecimiento
desorganizado, cuyas células no estan bien adheridas entre si, por lo que muchas veces

pueden disgregarse, es decir, presentan friabilidad. Los callos pueden surgir a partir de

5 " ) . .
Aquel arreglo de tejidos que caracteriza a la especie vegetal en cuestion.
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RECUADRO 3
Ejemplo puntual: Obtencion de plantas transgénicas de tabaco y papaya tolerantes al aluminio
El aluminio es el metal mas abundante de la corteza terrestre, y la mayoria de las plantas son sensibles a concentraciones micromolares de la forma Al* de
este elemento. En suelos acidos, como los del trépico, hay un aumento en la solubilizacién de aluminio a sus formas toxicas. Debido a que los suelos
acidos comprenden grandes extensiones cultivables en las regiones tropicales (850 millones de hectéreas en la América tropical), la fitotoxicidad por
aluminio es un problema importante. Aunque dicho problema fue identificado desde hace mas de 70 afios, es muy escaso nuestro conocimiento sobre los
sitios primarios de toxicidad y sobre la cadena de eventos que conducen a la inhibicion del crecimiento de la planta.

No obstante, varios estudios han mostrado la existencia de cierta resistencia natural de algunas especies vegetales hacia los factores adversos del suelo,
incluyendo la toxicidad por aluminio. Entre los mecanismos propuestos para explicar la tolerancia al aluminio en las plantas, hay fuerte evidencia que
apoya la hipotesis de la exclusion del aluminio de las células de la punta de la raiz, a través de varias vias: a) inmovilizacion del metal en la pared celular, b)
permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica, y c) exudacion de sustancias quelantes de metales, tales como é4cidos citrico y malico. Este ultimo
mecanismo es el que mas se correlaciona con la tolerancia al aluminio. En experimentos de hidroponia, el citrato ha mostrado ser el agente quelante
externo que mejor protege a las raices vegetales contra los efectos toxicos del aluminio. El citrato se sintetiza en las mitocondrias de las células vegetales
(como parte del ciclo de Krebs), donde es rapidamente convertido a otros compuestos.

Para probar si la sobreproduccion de dcido citrico puede conferir tolerancia al aluminio, en el CINVESTAV-Irapuato se produjeron plantas transgénicas
con elevados niveles de la enzima citrato sintetasa. Para alcanzar la sobreproduccion de citrato, se decidié expresar una citrato sintetasa bacteriana en el
citoplasma de las células vegetales. Se escogio el citoplasma para evitar que el citrato fuese convertido en otro compuesto en la mitocondria, y asi estuviera
disponible para ser excretado.

Se encontr6 que la presencia de la citrato sintetasa en el citoplasma produce un marcado incremento en la exudacion de citrato por las células de la raiz, e
incrementa significativamente la tolerancia de las plantas transgénicas al aluminio. Las plantas que se utilizaron fueron tabaco (Nicotiana tabacum) y papaya
(Carica papaya).

cualquier tipo de explante, sobretodo cuando se exponen a altas concentraciones de
hormonas del tipo auxinico. En muy pocos casos se presenta en la naturaleza el
crecimiento desorganizado, pero algunas veces es causado por el proceso de
cicatrizacion de heridas o por enfermedades como la agalla de la corona, cuyo agente

etiologico es la bacteria Agrobacterium tumefaciens.

Cultivo de 6rganos.

Existen esencialmente dos tipos de 6rganos en las plantas: aquellos que tienen un alto
grado de especializacion y los que modifican su forma y funciones conforme crecen y
se desarrollan. Al fendbmeno que establece la adquisicion de especializacion se le llama
determinacion, el cual se basa en la expresion diferencial de genes. Todas® las células
de una planta poseen la misma carga genética (nuclear, mitocondrial y de plastos), de
la cual s6lo una parte se expresa constantemente (genes constitutivos que producen
proteinas’ constitutivas o enzimas del metabolismo primario, por ejemplo, la
hexoquinasa de la glucolisis); sin embargo, otra parte del genoma se expresa solo bajo
la influencia de ciertos estimulos ambientales. Entendidos éstos no s6lo como las
condiciones externas a la planta (que ciertamente estan involucradas, p. €j. cantidad y

calidad de luz, humedad, temperatura, patégenos, plagas, etc.), sino también los que

6 Son excepciones las células vegetales que han muerto y perdido su citoplasma, como las del xilema o las del
esclerénquima (lefiosas), y otras que a pesar de ser parte del simplasto o parte viva, no tienen nicleo, como las células
cribosas del floema.

7 Algunos genes son transcritos para producir distintos tipos de ARN que no son traducidos a proteinas, sino que ejercen
funciones cataliticas, son parte de los ribosomas, etc.
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estan presentes en el microambiente inmediato a la célula, como las sustancias
producidas por las células vecinas y aun por las mas lejanas, las cuales muchas veces
son inductores o represores génicos. Existe pues una interaccion intrincada ambiente-
genoma, bastante —pero no suficientemente- entendida a la fecha. En sintesis,
conforme el namero celular se incrementa, la interrelacién se complica, se van
formando tejidos y 6rganos con patrones de expresion diferenciados unos de otros, es
decir, los tejidos y sus células se van diferenciando (adquiriendo una funcién puntual)
o determinando. De este modo, los tejidos tienen encendidos o apagados ciertos
programas genéticos (grupos de genes). El resultado es que las proteinas no constitutivas
o las enzimas del metabolismo secundario — y por lo tanto sus metabolitos- se
producen s6lo en ciertos tejidos de la planta (p. €j. la enzima ribulosa bifosfato
carboxilasa oxigenasa se produce solo en las hojas y partes fotosintéticas de la planta) o
solo en ciertos momentos del ciclo de vida del vegetal. Por supuesto, existen genes que
no se expresan nunca. La determinacion es responsable de la diversidad fenotipica de

los seres vivos.

Un aspecto importante del fendmeno de la determinacidén es que impone restricciones
al crecimiento de los 6rganos (limita la division celular), de manera que llegan a tener

un tamafio “normal” caracteristico de la especie.

Cuando se cultivan érganos in vitro, se debe tener en cuenta el grado de determinacién
del explante, ya que de esto dependerd el crecimiento y desarrollo exhibidos durante el

periodo de cultivo.

e Organos determinados. Son ejemplos de éstos los frutos, las flores, las hojas;
siempre que se utilice como explante los primordios de ellos, creceran y se
desarrollaran hasta formar Organos tipicos, lo cual se debe a que Ia
determinacién es un fendmeno epigenético, es decir, que hereda de célula a
célula la expresion de los programas genéticos y esto se mantiene durante

periodos prolongados de tiempo aun cuando se modifiquen las condiciones de
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cultivo. En este sentido, contrasta con los fendmenos fisioldgicos, que se
suprimen al cambiar las condiciones ambientales.

e Organos indeterminados. Son ejemplos de éstos los apices del tallo y ramas,
yemas axilares y puntas de raices; los tres primeros creceran hasta dar origen a
un nuevo tallo completo con hojas y sus propias yemas, y mientras el espacio y
los nutrimentos los permitan continuaran su crecimiento de manera indefinida.
Igualmente, las raices se alargaran y produciran raices secundarias y pelos
absorbentes. Cabe aclarar que estos oOrganos son indeterminados (0 mas
precisamente, poco determinados) desde la planta in situ, por lo que el

crecimiento mostrado no es producto del cultivo in vitro.

Cultivo de embriones.

Se utiliza esta técnica cuando se mantienen en cultivo embriones 0 embriodes hasta
que alcanzan el estado de plantula, es decir, cuando se ha diferenciado por completo la
primera hoja y desarrollado el sistema radical. Existen en cultivo de tejidos tres tipos
de embriones: aquellos provenientes de la semilla sexual, los que son producto de la
apomixis, y los obtenidos por embriogénesis somatica. En los dos primeros casos se
pueden aislar (extraer) los embriones de las semillas o bien se puede cultivar la semilla
entera, en Cuyo caso se nombra germinacion #n vitro. Por su parte, los embriones
somaticos se originan directamente de un explante o a partir de un callo celular y no

estan acompafados de cotiledones ni el resto de la semilla.

Una aplicacion importante de este tipo de cultivo es el rescate de embriones, ya que
algunas cruzas interespecificas no prosperan porque el ovario rechaza al embrion
formado y lo aborta, lo cual impide que se puedan obtener hibridos de especies
emparentadas; mientras que esta técnica permite rescatar al embridn antes de que sea

abortado.
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Cultivo de callos.
Un callo celular es una masa amorfa de células que puede tener una variedad de
colores, aspectos y grado de compactacién, entre otras caracteristicas, sus células estan

en constante mitosis y no tienen mucha diferenciacion.

Regularmente no existen callos en la naturaleza, pero existen casos donde se
presentan; la forma mas usual de obtenerlos in vitro es exponiendo a un explante a altas
concentraciones de auxinas. La utilidad de los callos en cultivo de tejidos es también
variada, ya que son un paso intermedio en la propagacion in vitro por embriogénesis
somatica, pueden utilizarse para producir metabolitos de interés o bien para estudios

basicos.

Cultivo de células en suspension.

Derivado de los callos celulares estd el cultivo de células en suspension, el cual se
realiza en medio liquido utilizando como in6culo un callo celular, aunque en algunos
casos especificos es posible obtener una suspension de células a partir de un explante
recién extraido de la planta. La utilidad mas grande de este tipo de cultivo es la
produccién de metabolitos secundarios importantes, por ejemplo: farmacos,

colorantes, aromas, etc.

Cultivo de células individuales.

Es posible cultivar células aisladas por completo del tejido de origen y tener un
crecimiento parecido al de las colonias microbianas (aunque con una velocidad de
reproduccién muchas veces menor). Se utiliza este tipo de cultivo cuando se desean
lograr lineas celulares clonales o cepas celulares vegetales, las cuales tendran un grado
de pureza muy alto. Otra utilidad es la obtencion de protoplastos (células sin la pared
celular), para hacer fusion de protoplastos entre distintas especies con el fin de mejorar

genéticamente a un cultivo.



