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PREFACIO

El presente documento se preparé como ayuda didactica para aquellos
estudiantes que se inician en el cultivo de tejidos a través de los cursos de
capacitacién y entrenamientos en servicio del Centro. En éste encontraran
conceptos y términos rutinarios explicados de una manera sencilla, asi como
los principales campos de aplicacion de éstas técnicas. También podra ser
utilizado como una guia practica para la preparacién de soluciones madre,
medios de cultivo y métodos de desinfeccién.
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INTRODUCCION

Elconcepto de cultivo de tejidos o propagacién in vitro (del latin en vidrio)
abarca tanto el cultivo aséptico de tejidos como de células y érganos. Se le
llama in vitro debido a que se cultiva en recipientes de vidrio o plastico
transparente. Esta técnica consiste en cultivar un inéculo con potencialidad
de diferenciacién bajo condiciones asépticas en presencia de una dieta
balanceada de nutrientes y hormonas. Esta capacidad de regenerar no
solamente tejidos y érganos, sino también una planta entera es tnica en
plantas, no puede encontrarse un fenémeno similar en animales superiores.
Podemos definir el cultivo de tejidos como un conjunto de técnicas con las
cuales podemos ejercer un control relativo sobre los procesos morfogenéticos,
fisiolégicos y bioquimicos que se llevan a cabo en los tejidos bajo estudio.

Al igual que en otros métodos de multiplicacién vegetativa o asexual, los
individuos descendientes de una planta madre propagada in vitro son clones,
es decir, son copias genéticamente idénticas entre ellas e idénticas a la planta
madre. En plantas propagadas por semilla (propagacion sexual), la descen-
dencia no es clénica ya que cada semilla tiene su propia base genética que
resulta de la mezcla de ambos progenitores, por lo tanto, cada individuo es
tnico.

Cuando el explante (material inicial en cultivo in vitro, que puede ser un
pedacito de tallo, hoja, yema o raiz) se coloca en un tubo de ensayo bajo las
condiciones antes descritas, producird pequeiias plantitas, réplicas del
progenitor. Producirda un ntmero tan alto de plantulas que se necesitara
separarlas frecuentemente para que puedan sobrevivir. El nuevo crecimiento
es generalmente iniciado en tejido meristematico (conjunto de células no
diferenciadas para su ultima funcién). Las células meristematicas se encuen-
tran localizadas en los apices de los tallos y raices, en las axilas de las hojas,
en el cambium de tallos, en los margenes de las hojas y en callos, asi, estas
células dependiendo de su base genética y localizacién e influenciadas por la
luz, temperatura, hormonas y probablemente otros factores se diferencian en
hojas, tallos, raices y otros érganos y tejidos de una manera organizada.



TIPOS DE CRECIMIENTO IN VITRO

I. CRECIMIENTO ORGANIZADO

Se refiere al tipo de cultivo que se inicia con una parte organizada de la
planta (dpices, hojas, brotes, semillas, etc.) y esa parte u érgano sigue
creciendo in vitro manteniendo sus caracteristicas estructurales. Se aplica
también cuando se desarrolla una estructura a partir de un tejido desorgani-
zado (organogénesis).

II. CRECIMIENTO DESORGANIZADO

Este tipo de crecimiento se caracteriza porque a partir de fragmentos de
tejidos u érganos se produce un tejido sin estructura especifica que contiene
un namero limitado de algunos tipos de células especializadas encontradas
en una planta intacta. Un tejido desorganizado (o callo) puede crecer con
subcultivos y puede ser mantenido en medio sélido o liquido durante varios
meses o afnos. Puede ser usado para iniciar suspensién de células y
protoplastos.

TERMINOS PARA IDENTIFICAR LOS PRINCIPALES
TIPOS DE PROPAGACION IN VITRO

1. Cultivo de érganos

Corresponde al cultivo de un érgano de la planta con el fin de propagar
la planta. Cultivo de meristemas o de apices, microestacas, cultivo de
embriones.

2. Callos

Corresponde a un conjuntode células procedentes de la desorganizacién
de un tejido o de una suspensién de células. El callo tiene la peculiaridad de
presentar células no diferenciadas para su tiltima funcién pero que conservan
el poder de dividirse (célula meristematica o embriogénica).
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3. Suspension de células

Las suspensiones celulares consisten de células libres y microagregado
de células en medio liquido en movimiento.

4. Cultivo de protoplastos

Es el cultivo de células sin pared pectocelulésica. Es decir, células con
los componentes vivos rodeados solamente por la membrana citopldsmica.
Debido a la ausencia de pared celular los protoplastos son adecuados para
trabajos en manipulacién genética que no serian posibles con plantas o
células intactas, ademas son muy utilizados para estudios fisiolégicos,
bioquimicos y biofisicos.

5. Cultivo de anteras

Consiste en el cultivo de anteras enteras con polen inmaduro, el polen
se divide para formar embriones o callo. Cuando éstos se transfieren a los
medios de regeneracién se forman plantas. Por lo general el cultivo de anteras
se utiliza para la obtencién de plantas haploides. Estas se regeneran a través
de la embriogénesis soméatica a partir del polen, directamente o por la via de
organogénesis a partir de un callo. Algunas veces se cultiva el polen una vez
aislado de la antera y se le llama cultivo de polen o de microesporas.

PRINCIPALES APLICACIONES DEL CULTIVO DE TEJIDOS

Elcultivo de tejidos puede utilizarse para diversos propésitos como son:
la micropropagacion, la obtenciénde plantas libres de virus y otros patégenos,
el mejoramiento genético y la conservacién de germoplasma.

I. MICROPROPAGACION

La micropropagacion es la técnica que ha logrado rapida aceptacién en
la industria y se estda practicando tanto en especies horticolas como en
ornamentales y ain en lenosas. Esta metodologia presenta importantes
ventajas sobre los métodos tradicionales de propagacién, entre ellas se puede
citar:

- Incremento acelerado del ntiimero de plantas derivadas por genotipo:
cuando se usan métodos de propagacién convencionales un esqueje
produce una planta y una semilla produce una planta, sin embargo, un
explante teéricamente puede producir un infinito niimero de plantas. Es
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por esta razén que se necesitan muy pocas plantas de donde tomar los
explantes que produciran miles de plantas.

- Reduccién del tiempo de multiplicacién.

- Posiblidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superfi-
cie reducida, a bajos costos y en un tiempo econémicamente costeable.

- Mayor control sanitario del material que se propaga.

- Facilidad de transportar el material in vitro de un pais a otro, con menos
restricciones aduaneras.

- Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual existen
pocos individuos.

Debido a que la micropropagacion se refiere a un fenémeno de reproduc-
cién asexual, el riesgo de tener “variantes” fenotipicas o genéticas es bajo. Sin
embargo eso puede suceder cuando no se domina el proceso in vitro. Las
plantas que vienen de un mismo meristema, apice, o estaca son llamadas
“clones”.

La obtencién de una planta entera:

La obtencién de una planta entera puede ocurrir a través de tres vias
diferentes:

a) a partir de brotes, primordio, meristema y embriones pre-existente en el
“explante” utilizado.

b) a partir de un brote o meristema iniciado dentro de un callo o directa-
mente sobre el explante inicial. En este caso los brotes o meristema se
forman in vitro (brotes adventicios o de novo).

c) a partir de un embrién somdtico (embrién similar al embrién cigético o de
la semilla) que se forma a partir de un tejido somatico (embriogénesis
somatica = asexual).

Para la mayoria de las especies que se multiplican in vitro, las vias mas
usadas son las a) y b). Muy pocas especies se multiplican al nivel industrial
por la tercera via (ejemplo de la palma africana), sin embargo, la aplicacién de
esta técnica va en aumento.



La ventaja mayor de esta técnica es poder producir a partir de un explante
de una variedad o especie un namero teéricamente indefinido de plantas de
esta misma variedad o especie.

II. OBTENCION DE PLANTAS LIBRES DE VIRUS

El cultivo de tejidos permite en muchos casos producir plantas libres de
patégenos y de virus. En general la técnica consiste en aislar el meristemo de
plantas que fueron o no tratadas con termoterapia. Entre mas pequeio sea
el meristema inoculado mas éxito se tendra en la erradicacién del virus. Es
necesario establecer para cada tipo de virus y de planta unas pruebas
serolégicas (“Test Elisa”) que permiten revelar de manera sencilla la presencia
del virus en la planta in vitro. Estas precauciones son indispensable para el
intercambio de materiales vegetales entre paises.

III. MEJORAMIENTO GENETICO

La creacién de hibridos con las técnicas de hibridacién clasicas en el
campo puede ser dificil debido a problemas de esterilidad o incompatibilidad
de variedades. Algunas de las técnicas del cultivo de tejidos pueden ayudar
y facilitar la creacién de nuevas variedades. Un incremento de la variabilidad
natural puede ser logrado usando técnicas como: callogénesis, cultivo de
células y el cultivo de protoplastos, asociadas o no a técnicas de ingenieria
genética (introduccién de genes o transformacién). Ya hemos visto la
definicion de algunos de estos términos. La regeneracién de plantas a partir
de callos, células o protoplastos se hace via organogénesis o embriogénesis
somatica.

Obtencidon de protoplastos:

En el transcurso de la experimentacién, los biélogos constataron que se
podia lograr la agregacién de células una vez eliminada la pared pectocelulésica,
permitiendo asi la fusién de material nuclear y citoplasmatico. Asi nacié el
principio de la hibridacién somética.

El primer paso para la obtencién de protoplastos es la destrucciéndela
pared pectinocelulSsica para obtener células de forma redondeada y limitadas
Gnicamente por la membrana citoplasmatica. Para ésto se hace necesaria la
utilizacién de enzimas pectinasas y celulasas. Una vez obtenidos los
protoplastos se puede manipular el material para producir hibridos soméaticos.
El protoplasto puede regenerar rapidamente la pared celular y por medio de
callogénesis, organogénesis o embriogénesis somatica producir plantas. La
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hibridacion somatica o fusion consiste en la agregacion de protopastos.
Cuando se produce la fusién de dos protoplastos, todo el contenido celulares
comuny se puede alcanzar la adicién total de del material genético en los tres
compartimentos que lo contienen (ntcleo, mitocondria y cloroplasto). Esto
incrementa el nivel de ploidia, sin embargo, varios eventos pueden perturbar
la fusién:

- el intercambio de material no siempre es total, se pueden obtener
adiciones incompletas.

- una vez ocurrida la fusién es posible que se den competiciones y
eliminaciones cromosémicas. Por ejemplo, en cada mitosis subsecuente
puede suceder que algunos pares de cromosémas sean desechados.

Ejemplo de hibridos: entre tomate y papas; tomate y berenjenas; tomate
y tabaco (disminuir la cantidad de nicotina); tomate y trigo; etc...) muchas
veces el paso mas dificil es la regeneracion de la planta.

Introduccién de particulas:

Hoy en dia existen un buen ntimero de técnicas para introducir el ADN
en las plantas y de esta manera obtener nuevos materiales (materiales
transformados):

a. Uso de vectores naturales

El mas comin es Agrobacterium (A. tumefaciens y A. rhizogenes).
También se han utilizado virus como vectores (ésto por medio de afidos). El
primer paso es la incorporacién de un ADN foraneo por medio de una bacteria
infectante que porta un virus latente “el pldsmido” (porcién de gen en el
citoplasma de la bacteria que se duplica de manera independiente). Se
provoca una herida en la planta para que las bacterias penetren, Agrobacterium
se pega a las paredes de la herida para formar una interaccién “llave-
cerradura”. Los genes de la bacteria son activados (los del plasmido) y
transferidos a la planta (sélo los de la regién T) y son incorporados al ntcleo
y al genoma de la planta. Decimos entonces que la planta fue transformada
y se evalua la expresion de los genes. Existe otro método en el cual se
transforman directamente protoplastos, se le llama también “cocultivo”.
Consiste en incubar las bacterias con protoplastos, la transformacién es muy
lenta y el método no es muy eficiente.



b. Transferencia directa de genes

Entre estas técnicas esta la absorcién de ADN por protoplastos mediado
por procedimientos quimicos (Ca-PEG, fusién de protoplastos), electroporacién
(Gene Pulser), bombardeo de ADN (Biolistics) y microinyeccién.

Sin importar la técnica usada, es necesario evaluar la transformacién y
por supuesto la regeneracién del tejido.

Haplométodos:

Consisten en el cultivo de anteras u 6vulos para la obtencién de plantas
haploides las cuales después de doblar sus lotes de cromosomas nos llevan
a la obtencién de plantas homocigotas. Estos métodos presentas ciertas
ventajas durante el proceso de mejoramiento:

a) la fijacién de un hibrido por haplométodos permite acortar 5 afnos el
proceso.

b) facilita el analisis genético debido a que los genes recesivos se expresa-
ran en la primera generacioén.

c) la diploidizacién permite recombinaciones genéticas nuevas que no se
observaban naturalmente.

La técnica mas usada pero también la mas dificil es la androgénesis que
consiste en el desarrollo de un tejido haploide a partir del polen seguido por
la formacién de una planta haploide.

IV. CONSERVACION DE GERMOPLASMA

La conservacién de plantas es un componente integral de los sistemas
de agricultura sostenible y desde la perspectiva del mejoramiento de los
cultivos, la conservacién de germoplasma valioso se ha considerado de alta
prioridad por el Consejo Internacional de los Recursos Fitogenéticos (IBPGR,
en inglés). Se ha estimado que de mas de 240.000 especies de angiospermas
en el mundo, algo mas de 300 se han utilizado en un tiempo u otro, sin
embargo, son doce cultivos principalmente los que proveen a la‘poblacién
mundial de alimento, lo que indica que el hombre depende para su alimenta-
cién de unas pocas especies de los miles de angiospermas en el planeta. Como
resultado de conocer su importancia, se ha dado gran énfasis a la necesidad
de preservar los recursos fitogenéticos como forma de mantener la biodiversidad.
Mas adelante se comentara sobre los métodos de conservacién de germoplasma
dando énfasis a la conservacién in vitro.
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Ventajas que presenta el cultivo de tejidos para la conservacién de
germoplasma:

a) se puede almacenar un gran niimero de clones en espacio reducido.
b) el germoplasma se encuentra libre de patégenos, virus o insectos.

c) los costos de mantenimiento se reducen sensiblemente.

FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO DE TEJIDO:

I. EL INOCULO O EXPLANTE

Es el 6rgano, tejido o fragmento de tejido, células, etc. excisado del
material parental para iniciar el cultivo in vitro. La eleccién del explante
adecuado constituye el primer paso para el establecimiento de los cultivos,
éste variara de acuerdo al objetivo perseguido. En general, factores como el
genotipo, edad de la planta y su estado fisiolégico son importantes de
considerar.

II. FACTORES FISICOS
pH., intercambios gaseosos, humedad, luz y temperatura.

- pH: el gradode acidez o alcalinidad (pH) del medio de cultivo es importan-
te y especifico para cada tipo de plantas, al igual que ocurre en el suelo,
por lo que se hace necesario ajustarlo a los requerimientos de la especie
en estudio. Sin embargo, el pH adecuado estard en unrangode 4.5a7
para las plantas.

- Intercambio gaseoso: los gases mas corrientes son O, (oxigeno), CO,
(diéxido de carbono), y C H, (etileno).

- Lahumedad: en condiciones invitro la humedad dentro de los recipientes
es casi 100 %. Por eso la planta in vitro en general no desarrolla
adecuados sistemas de regulacién hidrica tales como cera, estomas,
cuticula, etc.

- La luz: en condiciones in vitro clasicas, la intensidad y calidad de la luz
es muy bajo (10 W/m? en comparacién de condiciones naturales donde
la luz puede representar hasta 900 W/m?). La calidad de la luz también
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es muy baja y se recomienda mezclar diferentes tipos de luz en una
‘misma sala para tener diferentes longitudes de ondas. El espectro til
para los vegetales es de 400 a 700 nandémetros. Dos fenémenos
importantes dependientes de la luz son: fotosintesis y fotomorfogénesis.

Fotosintesis: es el proceso por medio del cual las plantas en presencia
de luz, agua y en los cloroplastos incorporan el diéxido de carbono para
formar los compuestos organicos que le permitiran crecer y reproducirse.

CO2 + Hzo

CARBOHIDRATOS + O,

Fotomorfogénesis: La luz es un factor importante en la morfogénesis.
La morfogénesis funciona con la presencia de pigmentos suceptibles a
radiacién azuly roja. Las funciones mas conocidas son las del pigmento
suceptible al rojo: fitocromo (rojo 660 nm y rojo lejano 730 nm);
expansion foliar, elongacién de entrenudos, diferenciacién de estomas,
sintesis de clorofila, etc.

III. FACTORES QUIMICOS

- Elmedio de cultivo: consiste de una mezcla de determinadas sustancias
sobre o dentro del cual crecen los explantes (inéculos). Para su uso, el
medio de cultivo se esteriliza ya sea en autoclave o por filtracién a través
de filtros de papel miliporosos.

EL MEDIO DEL CULTIVO

Como se mencioné anteriormente, para mantener la viabilidad de un
cultivo de tejidos, estimular su diferenciacién y guiar su crecimiento, éste
requerira de una dieta balanceada de nutrientes y hormonas.

Los medios de cultivo son combinaciones de sustancias quimicas que los
investigadores han descrito después de numerosos experimentos y que
permiten que las plantas crezcan y se multipliquen in vitro.

Los ingredientes de un medio de cultivo vegetal pueden clasificarse en:
1) sales inorgéanicas (minerales), 2) compuestos organicos, 3) preparaciones
naturales complejas y 4) materiales inertes.



I. SALES INORGANICAS

Los esfuerzos realizados para optimizar las necesidades de plantas
" especificas, han dado como resultado numerosas férmulas de mezclas de
sales. Sin embargo, los elementos mayores esenciales que todas las plantas
requieren y que estan presentes en los fertilizantes comunes, también forman
parte de los medios de cultivo: Nitrégeno (N), Fésforo (P), Potasio (K), Azufre
(S), Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y Hierro (Fe).

Ademads de los elementos menores, que también son esenciales pero que
se requiere en cantidades extremadamente pequenas: Boro (B), Molibdeno
(Mo), Manganeso (Mn), Cobalto (Co), Zinc (Zn), Cobre (Cu), Cloro (Cl) y lIodo (I).

Una de las mezclas de sales mas usadas es la descrita por Murashige y
Skoog. Esta es conocida como férmula MS y es descrita mas adelante.

II. COMPUESTOS ORGANICOS

En esta categoria se encuentran sustancias como carbohidratos, hormo-
nas o reguladores de crecimiento, vitaminas y algunos otros compuestos que
se han descrito como beneficiosos para el cultivo de tejidos: aminoacidos,
amidas, purinas y pirimidinas y acidos organicos.

- Los carbohidratos: son sustancias organicas como los azicares que
proveen tres de los elementos mayores esenciales: Hidrégeno (H), Carbono (C)
y Oxigeno (O).

Los azticares son producto de la fotosintesis, proceso por medio del cual
la planta convierte el di6xido de carbono y agua en carbohidratos con la ayuda
de la clorofila y la luz. Sin embargo, las plantas que crecen in vitro, debido a
la baja intensidad luminica, no pueden fabricar todo el aziicar que requieren,
por lo que se adicionan altas concentraciones de sacarosa al medio de cultivo.

- Hormonas: las sustancias hormo-nales criticas en el cultivo de
tejidos son las auxinas y las citoquininas. Estas intervienen en la elongacién
y division celular, formacién de brotes y raices y en la germinacién de las
semillas.

Entre las auxinas mas utilizadas en el cultivo de tejidos se encuentra:
acido indolacético (A.I.A.), Acido naftalenacético (ANA), 2,4-D, picloram. Entre
las citoquininas se encuentra: benzilaminopurina (BA), la kinetina y zeatina.



Las giberelinas y el 4cido absicico son también utilizadas en algunos
casos.

- Vitaminas: la vitamina que se ha demostrado consistentemente
como importante en el cultivo de tejidos es la tiamina. Sin embargo, otras han
sido utilizadas con frecuencia por estimular procesos especificos: biotina,
acido nicotinico, piridoxina, pantolenato, riboflavina.

- Aminodcidos: entre los aminoacidos y amidas que se han mostrado
ma4s frecuentemente como beneficiosos esta L-arginina, L-acido aspartico, L-
glutamina, L-acido glutamico y L-tirosina.

Otros compuestos organicos cominmente empleados en el cultivo de
tejidos son el inositol, adenina, sulfato de adenina, el acido citrico y el
ascoérbico (para evitar la oxidacion de los tejidos).

III. PREPARACIONES NATURALES COMPLEJAS

Una gran variedad de sustancias de composicién indefinida han sido
utilizadas para enriquecer los medios de cultivo. Entre ellas se menciona:
extracto de malta, agua de coco, extracto de levadura, pulpa de banano,
caseina hidrolizada y jugo de naranja y tomate.

IV. MATERIALES INERTES
- Geles hiimedos que actiian como agentes de soporte: agar, gelrite, fitogel.
- Carbén activado que en bajas concentraciones contrarresta efectos

negativos que producen algunas sustancias liberadas al medio por el
cultivo (fenoles). :
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FORMULACION DE SALES DE MURASHIGE Y SKOOQOG *

Debido a que ésta férmula es frecuentemente usada en la
micropropagacién de un gran nimero de especies vegetales, se describe a

continuacién:

Macroelementos

Coinpuestos mg/L
'NH,NO, 1650
KNO, 1900 .
CaCl,.2H,0 440
MgSO,.7H,0 370
KH,PO, 170
Microelementos

H,BO, 6.2
MnSO,.H,0 16.8
ZnSO,.7H,0 8.6
KI 0.83
Na,MoO,.2H,0 0.25
CuSO,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Hierro

Na,EDTA 37.3
FeSO,.7H,0 27.8
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LA PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se explicara con detalle el procedimiento de preparacién de los medios
de cultivo, de manera que el estudiante que se inicia en el area del cultivo de
tejidos encuentre aqui una guia. Debe tener en cuenta que existen en el
mercado férmulas completas listas para su uso que podran usarse cuando el
proceso es rutinario, sin embargo, éstas son mas costosas. Debido a que el
medio de cultivo es uno de los factores mas importantes en el éxito del proceso
es importante trabajar con cuidado y despacio al principio para poder
anticipar las consecuencias de cada accién y familiarizarse con el equipo,
cristaleria, etc.

Preparacion de las soluciones madre:

Por lo general, la preparacién del medio de cultivo se inicia preparando
soluciones concentradas (madre) de uno o mas compuestos. Determinado
volumen de cada una de estas soluciones se mezclara mas tarde para preparar
el medio de cultivo final. Es recomendable preparar las soluciones madre en
cantidades relativamente altas y con antelacién para ahorrar el tiempo y el
trabajo que implica pesar cada uno de los ingredientes cada vezque se prepara
un medio de cultivo. Ademdas, como muchos de los componentes
(microelementos, vitaminas, hormonas) son requeridos en pequenas cantida-
des, si se multiplica esa cantidad por un determinado niimero de veces para
preparar la solucién madre, la labor de pesado serda mas facil y mas precisa.
La concentracion de la solucién madre debe ser un factor a considerar.
Soluciones madre muy concentradas tienden a formar precipitados. En
algunos casos estos precipitados son el resultado de mezclar sustancias
incompatibles, por ejemplo, calcio y fosfato o sulfato, magnesio y fosfato. Es
recomendable que la solucién madre no sea mayor de 100 veces (100X) la
concentracién final del medio, sin embargo, el volumen de medio a preparar
por semana en el laboratorio dara la pauta para considerar el grado de
concentracién de la solucién madre. Si la solucién madre presenta precipi-
tados es mejor descartarla ya que no poseera el balance adecuado de
sustancias, alguna proporcién de éstas estara en el fondo con el precipitado.

- La calidad del agua:

Otro punto importante de tener en cuenta es el uso de agua desionizada
(desmineralizada), destilada o bidestilada para la preparacién de los medios
de cultivo.
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- Almacenamiento de las soluciones madre:

Las soluciones madre deben almacenarse en el refrigerador. No se puede
dar undato exacto de cuanto tiempo pueden permanecer almacenadas sin que
sufran deterioro, pero como regla general, los compuestos inorganicos son
mas estables que los organicos, por lo que se ha recomendado almacenar
auxinas y citocininas por un maximo de 2 semanas y los otros componentes
por 2 meses, sin embargo, si se observa un precipitado la solucién debe
descartarse inmediatamente.

Con un ejemplo se explicarda como se prepara una solucion madre (50X)
tomando como base la_férmula de sales minerales de Murashige y Skoog.

Preparacion de los macroelementos y microelementos:

NH NO, la férmula indica 1650 mg/1en el medio de cultivo, por lo tanto,
para preparar una solucién 50X (50 veces mas concentrada, que sera
suficiente para preparar 50 litros de medio de cultivo) multiplique 1650 mg x
50 = 82500 mg (82.5 g). De la misma manera multiplique la cantidad indicada
para cada uno de los otros macroelementos. En un balén aforado de 1 litro
que contenga aproximadamente 500 ml de agua destilada agregue las
cantidades pesadas de cada uno de los macroelementos, agite y llene el balén
con agua hasta la marca de aforo. Vuelque el balén de manera que quede una
burbuja en el fondo y agite varias veces. Repita unas 2 veces. Transflera la
solucién de macroelementos a una botella para su almacenamiento en el
refrigerador. Etiquete la botella. No olvide escribir la férmula que usé (Macro
MS), concentracion (50X), fecha, nombre de la persona que los preparé. Para
recordar la cantidad a agregar por litro de medio de cultivo a preparar recuerde
dividir 1000 ml/50 = 20 ml de la solucién madre/1 litro de medio de cultivo.
Repita la operacién pero con los microelementos.

Preparacion del Hierro:

Para preparar la solucién madre de hierro, ponga a hervir aproximada-
mente 700 mlde agua bidestilada (destilada o desionizada dependiendo de las
facilidades con que disponga) en un erlenmeyer de 1000 ml, cuando esta
hirviendo agregue la cantidad pesada de Na, EDTA y FeSO,.7H,O (recuerde
que estd preparando una solucién madre 50X, por lo tanto, multiplique la
cantidad indicada en la férmula por 50) hasta que desarrolle color. Tapelay
déjela enfriar en un lugar oscuro. Cuando esté a la temperatura ambiente
transfiérala a un balén aforado y agregue agua hasta la marca de aforo.
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Almacene en el refrigerador en una botella d&mbar para evitar la
fotodescomposicién. Si no dispone de botella &mbar forre una botella con
papel aluminio. Identifiquela.

Preparacién de la solucién madre de la hormona:

Cada hormona se prepara por separadoy las mas frecuentemente usadas
se preparan de manera similar. Ejemplo, Solucién madre de Benciladenina:
Pese 25 mg de BA, en un balén aforado de 250 ml, agregue la hormona y 5 ml
de agua. Con un gotero agregue lentamente y con agitacién HC1 1M hasta que
el BA se disuelva. Agregue agua para completar el volumen. Esta solucién
provee 0.1 mg de BA por ml de solucién madre. Si para el medio de cultivo que
prepara se indica adicionar 1 mg de BA por litro, se deberan tomar 10 ml de
la solucién madre para obtener la cantidad recomendada. Para aquellas
concentraciones que se indiquen en ppm (partes por millén) recuerde que 1
mg/1 equivale a 1 ppm.

Preparaciéon del medio de cultivo:

Ya se han preparado las soluciones madre, ahora se procedera a preparar
el medio de cultivo. Para ésto tomaremos como ejemplo el medio de iniciacién
para banano.

Se prepara 1 litro de medio de iniciacién de banano el cual consiste en
las sales MS, 100 mg/1 de mio-inositol, 1 mg/1 de BAP, 30 mg/1 de sacarosa
y 7g/1de agar. ElpH se ajustaa 5.7. Ensu libreta de trabajo en el laboratorio
ordene cada componente de la siguiente manera y ponga una marca de visto
bueno después de agregar cada uno, asi podra revisar en caso de error o duda:

Sacarosa 30 g

Macro MS 20 ml (solucién madre 50X)
Micro MS 20 ml (solucién madre 50X)
Fe-EDTA 20 ml (solucién madre 50X)
Vitaminas 10 ml (solucién madre 100X)
BAP(O.l ng/l) 10 ml

pH 5.6 -5.8

Agar 7¢

En un balén aforado de 1 litro, agregue cerca de 400 ml de agua. Pese
la sacarosa y disuelva en el balén. Con la ayuda de pipetas graduadas mida
el volumen de solucién requerida (no debe pipetear directamente de los frascos
que contienen las soluciones madre, transfiera voliimenes pequeiios de éstas
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a erlenmeyers y pipetee de éstos). Una vez que se han agregado la sacarosa,
los macro, microelementos, el hierro, las vitaminas y hormonas afore con
agua. Transfiera a un erlenmeyer y ajuste el pH (puede usar HCl o KOH 1M
6 0.1M). Agregue el agar y disuélvalo calentando la solucién ya sea usando
el horno de microondas (aproximadamente 9 minutos por litro de medio de
cultivo) o una hornilla o quemador. El medio esta listo para transferir a los
frascos o tubos de cultivo (el medio debe transferirse estando caliente ya que
alenfriarse se solidificard). Esterilice en autoclave. Sino se va a usar el medio
de cultivo inmediatamente es recomendable guardarlo en refrigeracién.

EJEMPLOS DE MEDIOS DE CULTIVO
A continuacién se detallaran los medios de cultivo utilizados en el

Laboratorio de Cultivo de Tejidos de CATIE para la micropropagacién de
bananosy platanos, café, orquideas, name, camote, tiquisque, vainillay yuca.

Medios de cultivo para la micropropacién de dpices de Musa sp. (Bananos Y

Platanos):

Iniciacién Multiplicacién Desarrollo
Sacarosa 30 g/l 30 g/t 30 g/L
Macro MS MS MS
Micro MS MS MS
Vitaminas MS MS MS
BAP 1 mg/l 3 mg/l -
pH 5.7 5.7 5.7
agar 7 g/l 7 g/l 7 g/l 7 g/l
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Medios de cultivo para la micropropagacién de microestacas de café:

Iniciecién Multi;llicacién Enraiar:\iento
Sacarosa 15 g/l . 30¢g/l 15 g/l
Macro
Microelementos MS MS ~ 172 MS
Vitaminas Morel Morel Morel
PVP 10 g/l - -
Benlate 1 g/l - -
BAP 5 mg/l 1 mg/l -
AIB - - 100 mg/l
ANA - - 25 mg/l
Kinetina - - 5 mg/l
pH 4.8 5.6 5.6
Agar 78/l 7 g/l

* El benlate debe permanecer en el medio 15 dias, después de este
periodo se prepara el mismo medio pero sin benlatey el pH se ajustaa 5.6. Los
explantes permanecen en la oscuridad. Una vez que brotan las estacas se
transfieren al medio de multiplicacién.

** Este medio también se utiliza como medio de desarrollo de las
microestacas, antes del enraizamiento pero la concentracién de BAP se reduce

a 0.3 mg/l. Durante estos periodos los explantes permanecen a la luz.

**+ Las plantulas deben permanecer en este medio por 15 horas en la
oscuridad.
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Medios de cultivo para la micropropagacién de vainilla:

Para preparar este medio de cultivo se agregan 30 g/1de sacarosa, las
sales minerales y vitaminas MS, 125 mg/1de carbén activadoy se ajusta el pH
a5.8. Seadiciona 7 g/lde agar. Paralaetapade desarrolloseelimina el carbén
activado del medio.

Medios de cultivo para la micropropagacion de Dioscorea (fiame):

Para la etapa de iniciacién se prepara un medio de cultivo con las sales
minerales y vitaminas de Murashige y Skoog, se agrega 0.1 mg/1de BAP. Se
ajusta el pH a 5.7 y se adiciona 7 g/1 de agar. Para la etapa de desarrollo se
prepara el mismo medio pero se eliminan los reguladores de crecimiento.

Medios de cultivo para la micropropagacion de apices de Xanthosoma
(tiquisque):

El medio de iniciacién de tiquisque consiste de las sales minerales y
vitaminas MS, 30 g/l de sacarosa y 0.1 mg/l de BAP. Para el periodo de
multiplicacién se prepara el mismo medio pero con 3 mg/lde BAP yenlaetapa
de desarrollo se elimina la hormona. En todos los casos el pH se ajustaa 5.8
y se agrega 7 g/1de agar. Los explantes siempre premanecen en presencia de
luz.

Medio para la micropropagacion de dpices de Ipomoea batata (camote):

Para la iniciacién y multiplicacién de camote se prepara un medio de
cultivo con 30 g/1 de sacarosa, sales minerales y vitaminas MS, 0.1 mg/1de
ANAy 0.1 mg/1 de BAP. El pH se ajustaa 5.8 y se agrega 7 g/1 de agar. Para
la etapa de desarrollo se eliminan las hormonas del medio de cultivo. Los
explantes permanecen en conciciones de luz.
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Medios de cultivo para la micropropagacién de orquideas (iniciando con
semillas):

Para la iniciacién o germinacién de las semillas se prepara un medio
con 30 g/1 de sacarosa y las sales minerales y vitaminas MS. Se ajusta el pH
a 5.8 y se agrega 7 g/l de agar. Para la multiplicacién y desarrollo de las
plantulas se prepara el medio anterior pero se adicionan 200 mg/1 de caseina
hidrolizaday 400 mg/lde extracto de malta. Se puede adicionar 1 mg/1de BAP
a este medio si se desea acelerar la multiplicacién.

METODOS DE DESINFECCION

El cultivo in vitro consiste en cultivar un explante con potencialidad de
diferenciacion bajo condiciones asépticas en presencia de una dieta balancea-
da de nutrientes y hormonas. Estas a la vez son condiciones ideales para el
crecimiento y proliferacion de microorganismos contaminantes, de ahi que
podemos imaginar la importancia de los métodos que usemos para desinfectar
superficialmente los explantes, esterilizar los medios de cultivo, desinfectar
los instrumentos, la camara de transferencia de flujo laminar y limpiar los
cuartos de trabajo.

- Material vegetal:

El procedimiento de desinfeccién superficial del explante debe eliminar
los microorganismos pero a la vez debe causar el menor dafno posible al
explante. Varios compuestos se han recomendado y entre los mas usados
estan el hipoclorito de sodio (cloro comercial del 2% al 5%) y de calcio (del 6%
al 12%) que se recomienda como menos téxico y el etanol (70%). También se
ha recomendado la adicién de un detergente (2 a 4 gotas de Tween-20) para
romper la tensién superficial y permitir que el explante esté en mejor contacto
con el quimico. Por ejemplo, para desinfectar ramas ortotrépicas de café que
se colectan en el campo, primero se enjuagan con agua corriente, se incuban
en hipoclorito de calcio al 10% por 30 minutos y luego en hipoclorito de calcio
al 8% por 20 minutos, en la caAmara de transferencia de flujo laminar se
enjuagan con agua destilada estérilal menos 3 veces antes de iniciar su cultivo
in vitro. El uso de antibidticos se recomienda como ultima alternativa para
limpiar los explantes, éstos pueden influir negativamente en otros procesos
del cultivo.
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No se puede generalizar sobre el tipo de desinfectante o la concentracién
de éste a utilizar ya que cada especie y tipo de explante es un caso particular
lo que resalta la importancia de experimentar con diferentes métodos utilizan-
do un numero reducido de explantes. Sin embargo, se puede decir que la
concentracién mas liviana de desinfectante que sea efectiva contra la conta-
minacién de determinado explante es la mas adecuada, si es mas diluida que
ésta no se eliminaran los microorganismos y si es mas concentrada se
quemara el explante. Para facilitar la limpieza del explante es importante
considerar que los brotes nuevos son més limpios que los viejos. materiales
que crecen en el invernadero son mas Iirnlilos que los que se mantienen en el
campoy entre mas pequerno sea el explante a introducir a cultivo in vitro menor
sera la contaminacion a eliminar, sin embargo, el tamaio debe ser tal que
facilite el establecimiento del tejido. Otra recomendacién que se ha formulado
es el uso de antioxidantes si se observa coloracién café en el explante durante
el proceso de desinfeccién. Por ejemplo, 100 mg de acido ascérbicoy 150 mg
de acido citrico en un litro de agua destilada. Esta solucién de antioxidantes
se esteriliza y en ella se sumergen los explantes antes de iniciar el proceso de
reduccién de su tamano para iniciar el cultivo.

- El medio de cultivo:

Por lo general el medio de cultivo se esteriliza en el autoclave a una
presién de 115 Ib. (1219C) durante 20 minutos, sin embargo, el tiempo de
esterilizacién dependera del volumen de medio. Otro método muy utilizado
es la esterilizacién en frio utilizando para ésto filtros miliporosos que pueden
retener hongos y bacterias. Para esta operacién es necesario esterilizar
primero tanto los recipientes como los filtros que se usaran. Para facilitar este
tipo de esterilizacién una opcién podria ser la utilizacién de aparatos de
filtracién previamente esterilizados y desechables que se encuentran en el
mercado.

- La cristaleria:

La cristaleria debe lavarse con detergentes que se eliminen facilmente
conagua. Es recomendable que la cristaleria que haya estado en contacto con
altas concentraciones de hormonas se enjuague con etanol al 70% antes de
lavarla con agua y detergente para asegurarnos de eliminar los residuos. Una
vez finalizado el proceso de lavado es recomendable dar un altimo enjuague
con agua destilada.
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- La camara de transferencia de flujo laminar:

La camara de transferencia de flujo laminar esta provista de un filtro
HEPA (el cual no debe ser tocado debido a su fragilidad) que permite que el aire
que suavemente circula a través de la cAmara sea estéril. Esto permite al
técnico abrir libremente los tubos y realizar las transferencias de manera
razonablemente segura. Sin embargo, antes de iniciar las labores debe limpiar
las superficies de la cAmara (mesa y paredes interiores), para ésto se utiliza
alcohol de 702. Otra recomendacion que ayudara a mejorar la técnica de
trabajo en la cAmara es nunca colocar beakers, frascos de cultivo u otros, al
frente del drea de trabajo ya que esto interrumpe el flujo de aire estéril. Utilice
las 3/4 partes mas internas de la camara para trabajar y coloque cerca de
donde se abren los frascos de cultivo el mechero o quemador, de manera que
no tengan que permanecer abiertos por mucho tiempo. Estas practicas le
ayudaran a reducir la contaminacién en los cultivos.

- Los instrumentos de trabajo:

La técnica comuinmente utilizada para esterilizar los instrumentos
metalicos, pinzas, bisturies, tijeras, etc. es el flameo previa inmersién en
alcohol de 952. Sise usa vidrio como base para las operaciones de transferen-
cia éste puede asperjarse con alcohol de 952 y flamearse. Cuando se utilizan
platos petri o papel, éstos deberan esterilizarse antes haciendo uso del
autoclave. Otra recomendacion (til es la de asperjar el exterior de los frascos
de cultivo, agua estéril, etc. con etanol para asireducir las posibles fuentes de
contaminacién.

- El cuarto de transferencia:

La limpieza del cuarto de transferencia es un factor importante para
lograr el éxito. Este debe limpiarse con desinfectantes y a fondo. Es
recomendable hacer la limpieza al final del dia de manera que a la mafnana
siguiente el cuarto esté libre de olores y se pueda iniciar el trabajo temprano.
No debe permitirse el ingreso de alimentos a esta habitacién.

- El técnico:

Eltécnico debe ser cuidadoso en las operaciones que realiza, estar atento
a no hacer movimientos bruscos dentro de la cAmara de transferencia para no
interrumpir el flujo de aire. Antes de iniciar labores de transferencia de
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cultivos es recomendable que limpie sus manos y brazos conalcohol, usar una
bata de laboratorio limpia y trabajar a brazos extendidos de manera que pueda
hacer las manipulaciones en la parte mas interna posible de la cAmara y a la
vez que el aliento de su respiracién no llegue a los explantes evitando con esto
contaminacién.

EMBRIOGENESIS SOMATICA Y SUSPENSIONES
DE CELULAS

Estas técnicas tuvieron su origen en el concepto de Totipotencia enun-
ciado por Haberland en 1902. Totipotencia significa que todas las células
vegetales tienen la capacidad de formar plantas completas.

La totipotencialidad de la célula vegetal se debe a la particularidad que
tiene cualquier célula vegetal de perder su diferenciacién (desdiferenciacién).

Los primeros resultados a favor de esta teoria fueron los obtenidos por
Reinert en 1958 y Steward et al. en 1958. Estos investigadores lograron
inducir la formacién de embriones somaticos a partir de raices de zanahoria.
A la fecha se han realizado cientos de estudios con diferentes plantas
confirmadose los resultados anteriores. Algunas revisiones sobre la
embriogénesis somatica se pueden encontrar en: Tisserat et al. 1979;
Ammirato 1983; Evans et al. 1981; Vasil 1982.

EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis se refiere a la formacién de un embrién somatico a
partir de células somaticas que no son el producto de la fusién de gametos.
Esta terminologia fue utilizada por Tokin en 1963 para describir la formacién
de un individuo a partir de una o varias células somaticas. Sin embargo, este
fenémeno no debe confundirse con la organogénesis.

Caracteristicas de un embrién somaitico:

Sonestructuras bipolares con un eje radical-apical, y no poseen conexio-
nes vasculares con el tejido materno (generalmente aislados por una epider-
mis). Esta estructura es capaz de crecer y forar una planta completa. En
muchos aspectos de su desarrollo los embriones somaticos mantienen una
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similitud con los embriones cigéticos. Sin embargo, pueden ocurrir anorma-
lidades en el desarrollo como por ejemplo la fusién de los cotiledones.

Embriogénesis directa o indirecta:

Aunque a veces esta distincién no es adlmitida es importante resaltar que
la embriogénesis somatica puede acompaiiarse de un fenémeno llamado
callogénesis o formacién de un callp (n callo puede ser definidos como un
conjunto desorganizado de células ca‘paces de dividirse, pudiendo ser
meristematicas o embriogénicas). Es el resnltado de la totipotencialidad.

»

Factores que afectan la embriogénesis somatica:

A la fecha existen muchas teorias sobre la embriogénesis somaticay los
factores que favorecen este proceso, sin embargo, no parecen existir reglas ni
recetas universales.

El Explante: s S L a C

En base a la definicién de totipotencia, virtualmente todos los tejidos
vegetales tienen capacidad para formar embriones somaticos in vitro. Sin
embargo, dependiendo de las especies y de las condiciones de cultivo, pocos
explantes son capaces de iniciar la embriogénesis somdtica. En general, los
explantes utilizados con mas éxito en varias especies de la mayoria de las
familias de plantas son los cotiledones, los hipocétilos y los embriones. Sin
embargo, tambjén se: utilizan los &pices, segmentos de hoja, raices e
inflorescencias. Por ejemplo, los embriones cigéticos inmaduros han resul-
tado el explante mas favorable para inducir la embriogénesis somatica en la
mayoria de los cereales. También se han utilizado las hojas en sorgo, café y
palmaceasy las nucelas en citricos y mango. En general se puede admitir que
entre mas joven sea el tejido utilizado (estadio juvenil poco diferenciado) mas
facil sera desviarlo de su programa genético y asi obtener la desdiferenciacién
hacia la formacién de embriogénesis somatica.

Segun Litz, 1984 y Dhed'a et al, 1991, un factor a considerar es que
muchas veces dentro de una misma especie, las reacciones de las diferentes
variedades pueden ser muy diferentes. Asi, un método establecido para un
cultivar o variedad podra no aplicarse a otro individuo de la misma especie.

La semilla y sus tejidos juegan un papel muy importante en el desarrollo
del embrién cigético. Los tejidos en muchas especies crean barreras que
permiten regular el intercambio gaseoso asi, el oxigeno disponible para el
cigoto es limitado. A nivel de nutricién, los teiidos de la semilla como la nucela
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y el endospermo proveen al cigoto los elementos necesarios para su desarrollo:
carbohidratos, lipidos y proteinas. Los tegumentos juegan también un papel
importante en la regulacién de la luz.

Factores Externos:

En contraste con los esfuerzos que se han dedicado al estudio de los
medios de cultivo y las sustancias de crecimiento, pocos investigadores se han
dedicado a estudiar el efecto de los factores ambientales.

El oxigeno:

El nivel del oxigeno en cultivo de tejidos depende de los gases presentes
alrededor y dentro del recipiente de cultivo y de su proporcién. EIl nivel de
oxigeno dependera entonces de la manera en que se cierre el frasco de cultivo,
de la frecuencia de los subcultivos y del metabolismo de los tejidos que rodean
al tejido embriogénico (callos). En trigo, Carman (1989) demostré que bajas
dosis de oxigeno favorecian la embriogénesis somatica. Por otro lado
Engelmann (1990), trabajando con palma africana encontré que la conserva-
cién de cultivos embriogénicos se favorecié en presencia de una atmésfera al
1% de O, + 99% de N,, ya que el nitrégeno desplaza rapidamente el oxigeno.

El medio:

Los medios semi-sélidos son los mas empleados. Sin embargo, existen
varios estudios que demuestran la importancia del agente gelificante : agar,
gelrite, agarosa.

Aunque en la fase de iniciacién de la embriogénesis somatica se utiliza
preferencialmente el medio sdlido, el medio liquido es muy utilizado en la
multiplicacién a gran escala.

"El cultivo en medio liquido presenta varias ventajas:

- Individualizacién de todos los embriones somaticos.

- Aumento del potencial embriogénico.

- Aumento en la expresién de los pro-embriones y por ende, un aumento
del namero de embriones somaticos

- Mejoramiento de la maduracién de los embriones y como consecuencia
mejoramiento de la germinacién de los mismos.
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El proceso consiste en transferir el cultivo embriogénico a un erlenmeyer
con medio liquido con agitacién o en bioreactores. También se puede utilizar
el “Sistemma de Inmersién Temporal”, el cual ha sido desarrollado recientemen-
te. Este sistema consiste en sumergir el cultivo en el medio a intervalos
regulares, por ejemplo, 4 veces al dia por un periodo de 1 minuto.

El medio de cultivo:

Por lo general, se utiliza el medio de Murashige y Skoog o modificaciones
de éste.

Sacarosa:

La sacarosa se utiliza en niveles de 2 a 3% (20 a 30 g/1). Sin embargo,
existen varios estudios que demuestran que altas dosis de sacarosa pueden
favorecer la embriogénesis somatica. Asi, Wetherell (1984) reporté el uso de
sacarosa a 120 g/l en zanahoria. Por otro lado, Escalant y Teisson (1989)
demostraron que en Musa fue necesario utilizar 60 g/l de sacarosa. Segin
Finer (1987), otra ventaja que conlleva el utilizar altas concentraciones de
sacarosa (120 g/l1) es poder disminuir la dosis de auxina.

Nitrégeno:

El nitrégeno es sin duda un elemento esencial en el cultivo de tejidos.
Existen varias formas de suministrarlo siendo las mds comunes el NH,
(amonio) y el NO, (nitrato). También se puede complementar la dosis con el
nitrégeno organico provisto por amino acidos tales como glutamina y alanina,
la caseina hidrolizada o por el agua de coco.

Carbén Activado:

El carbén activado se utiliza principalmente para limitar los problemas
de oxidacién asociados al cultivo de tejidos (liberacién de compuestos
fendlicos que provocan la oxidacién y muerte del tejido). El carbén activado
adsorbe las sustancias quimicas en general, limitando asisu intervencién con
el tejido cultivado. Con respecto a las auxinas y citocininas, se cree que el
carbén activado las retiene liberandolas progresivamente en el medio favore-
ciendo asi la embriogénesis somatica. Las dosis comanmente utilizadas van
de 0.1 g/la 1g/1.
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Reguladores del Crecimiento:
- Las auxinas

De acuerdo con Evans et al. 1981, en la mayoria de los sistemas de
embriogénesis somatica la induccién requiere una concentracién alta auxina
o equivalente: AIA; ANA; 2,4-D: 2.4,5-T; picloram (4-amino-3,5,6-
trichloropicolinic acid); dicamba. El 2,4-D siendo el mas utilizado. Las
concentraciones utilizadas son muy variables (0.5 - 27.6 uM hasta 450 uM en
presencia de carbén activado).

- Las citocininas:

Las citocininas como el BAP, la kinetina y la zeatina son a veces utilizadas
en el medio de induccién de la embriogénesis somatica. Sin embrago son
mucho mdés utilizadas en la fase de diferenciacién y maduracién del embrién
somatico.

- Otras sustancias:

- Enel caso de las especies lenosas, se ha recomendado incorporar el acido
giberélico (GA,) con el fin de ayudar a la maduracién y germinacién de
los embriones soméaticos.

- E1 ABA o 4cido abscisico puede favorecer la embriogénesis somatica. En
trigo, se observé que en ausencia de ABA el embrién cigético utilizado
como explante primario germinaba (Javed, 1989). La adiciénde ABA (0.5
- 1 mg/1) al medio de cultivo permite inhibir la germinacién y aumentar
los porcentajes de callos embriogénicos. Otro punto importante reside
en el control que tiene el ABA sobre el desarrollo del embrién somatico
reduciendo la produccién de embriones anormales.
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SUSPENSIONES CELULARES

Los primeros ensayos de cultivo de células vegetales aisladas fueron
realizados por Haberlandt. Para 1937, en un estudio con células aisladas de
la cofia de raices, Gautheret resalté la importancia de condicionar previamen-
te el medio de cultivo (nodriza) antes de inocular las células aisladas.

Las suspensiones celulares consisten en células libres y agregados
celulares puestos en un medio liquido en movimiento. Tales suspensiones
pueden ser permanentes mediante el suministro continuo de nutrientes.

Iniciacién de las suspensiones

Explante: El material comtinmente utilizado consiste en trozos de
tejidos friables de tipo “callo”. A veces es necesario, utilizar enzimas
(pectinasas y celulasas) para liberar las células. La calidad del explante inicial
es muy importante, el mejor inéculo consiste de un cultivo friable con un alto
ritmo de divisién celular, por ejemplo, un cultivo embriogénico el cual es un
tejido friable constituido por células embriogénicas y proembriones somaticos.

Recipiente: Por lo general el inéculo se siembra en erlenmeyers. Sin
embargo, debido a la gran importancia de la relacién volumen de medio y
volumen del inéculo es aconsejable algunas veces utilizar recipientes de tipo
“Multi-Well Tissue Culture Plates” o sea, cajas de petri con varias celditas.
Para la produccién masiva de células o metabolitos secundarios a nivel
industrial se utiliza los “bioreactores”.

Muchos de los trabajos publicados sobre suspensiones celulares resal-
tan la importancia de la densidad del inéculo en el éxito de las suspensiones.
En general se recomienda empezar con voliimenes pequeiios de medio (10 a
50 ml) y un indculo de 2 a 5 g (peso materia fresca).

Caracteristicas de las suspensiones celulares:

En su fase de iniciacién las suspensiones celulares constan de varios
tipos de células:

- Células diferenciadas sin capacidad de divisién: son células alargadas y
grandes con una vacuola enorme y un citoplasma reducido con un
nucleo pequernio.
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- Células meristematicas: mas pequeiias, con un citoplasma mas denso
ocupando todo el espacio intracelular.

- Células embriogénicas: con un citoplasma ocupando todo el espacio
intracelular, sustancias de reservas como almidén, proteinas y lipidos.

En restimen, durante el periodo de iniciacién la suspensiones celulares
constan de varios tipos de células asi como de agregados de diferentes
tamanos y en ciertos casos de proembriones y embriones somaticos.

Desarrollo de la suspension de células

El desarrollo de la suspensién celular, por lo general, comprende tres
fases: una fase inicial de latencia durante la cual la densidad de células no
aumenta; una fase de alto crecimiento durante la cual el volumen celular
aumenta y una ultima fase llamada “estacionaria” durante la cual el creci-
miento se manteniene constante y el volumen celular no aumenta. El
crecimiento de una suspensién de células es por lo tanto de tipo exponencial.

El desarrollo de la suspensidon celular esta relacionado con varios
factores:

- Tipo de explante inicial.

- Calidad del medio de cultivo: reguladores del crecimiento, compuestos
organicos y minerales.

- Condiciones ambientales: relacién oxigeno/CO,, luz/oscuridad.
- Velocidad de agitacién (60 - 100 rpm).

- Densidad en materia celular: relacién volumen de células / volumen de
medio.

Es dificil establecer reglas en lo que concierne a estos parametros, sin
embargo, en la gran mayoria de los casos, se recomienda un cambio de medio
cada semana (en ciertos casos cada 3 dias). Varios estudios han demostrado
que durante la fase de crecimiento la suspension celular puede acabar
rapidamente con varios de los nutrientes. Por ejemplo, Brown y Beevers (1987)
demostraron que en suspensiones de arroz, el fosfato y el azticar del medio
fueron limitantes después de 7 dias de cultivo. Existe también gran evidencia
de que la divisién celular se favorece en presencia de reguladores tipo auxina
como el 2,4-D; el picloram, etc. Por el contrario, la formacién de embriones
somaticos requiere de una disminucién en la concentracién en auxina y la
introduccién de citocininas al medio de cultivo.
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También es muy importante considerar el cultivo de células en presencia
de “nodrizas”. En efecto, en la mayoria de los casos, cuando se trata de
suspensiones de células aisladas (es decir obtenidas a través de un filtro de
50 u) la divisién celular y el crecimiento de estas células dependen de la
presencia cercana de un tejido “nodriza” que proporcione a las células los
metabolitos necesarios.

Existe varios tipos de nodriza como por ejemplo: los callos embriogénicos
o meristematicos. El cultivo con nodriza puede realizarse en varias formas.
Una es el cultivo de las células aisladas en presencia de nodrizas (callo) en su
alrededor o también se puede precondicionar un sustrato dejando la nodriza
un cierto tiempo y removiéndola al momento de inocular las células aisladas.
Se piensa asi que las sustancias necesarias al buen desarrollo de las células
aisladas son proporcionadas a través del medio de cultivo.

Una vez que las condiciones de cultivo son establecidas, se puede
multiplicar una suspensién. Para ésto se realizan divisiones sucesivas de la
masa celular colocandose éstas en otros recipientes.

Evaluacion del crecimiento:

Existen diferentes métodos para la evaluacién del crecimiento de una
suspension de células.

- Conteo de células:

Es necesario en este caso tener una suspension sin agregados grandes,
de lo contrario se haria necesario un tratamiento con enzimas tipo pectinasa
(0.1% durante 16 h a 26°C). EIl conteo se realiza usando un microscopio.

- Determinacién del volumen celular:

Se toma una fraccion de la suspensién celular y se transflere a un tubo
graduado de centrifugacién. Después de centrifugarla durante 3 minutos a
2500 rpm, el material celular sedimenta y se puede apreciar el volumen
celular. Se expresa en ml de células por ml de medio. Este método de
evaluacién es facil y rapido. Ademas, puede realizarse en condiciones
estériles, lo que permite conservar la totalidad de la suspensién.

- Peso fresco
- Peso seco

- Turbidez:
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Usando un fotocolorimetro con filtro azul (400-465 nm).
- Indice mitético:

Consiste en la evaluacién del niimero de células en estado de mitosis.
Este indice se calcula de la siguiente manera:

IM = Células en mitosis x 1 0O
total de células

Regeneracién de plantas a partir de suspensiones celulares:

La regeneracién de plantas completas a partir de suspensiones celulares
puede ocurrir mediante varios procesos tales como: callo + organogénesis;
callo + embriogénesis somdtica o embriogénesis somatica “directa”. Por lo
general, la regeneracién a partir de callos ocurre después de “platear” una
aliquota de la suspensién sobre un medio semi-sé6lido adecuado. La formacién
de plantas a través de la embriogénesis somatica puede ocurrir directamente
en el medio liquido o después del “plateo” sobre el medio semi-sélido.

En general, el desarrollo de plantas a partir de suspensiones celulares
requiere una disminucién de las auxinas y la introduccién de citocininas.
También puede ser muy til la presencia del acido abscisico (ABA) como
regulador de las divisiones celulares. El ABA favorece la obtenciéon de
embriones somaéaticos bien formados (evita los problemas de embriones pluri-
cotiledonarios)y también la germinacién y la obtencién de plantas completas.
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METODOS DE CONSERVACION
DE LOS RECURSOS FITOGENETICOS

Durante los altimos afios el germoplasma vegetal, al igual que otros
recursos naturales, se esta perdiendo en forma alarmante, en muchos casos
antes de percatarnos de su existencia, su potencial y su valor real. La
destruccién de los habitat, la seleccién natural, los agentes biéticos y
paradéjicamente, el abandono de las variedades tradicionales en favor de las
nuevas variedades mejoradas, han sido los factores involucrados en esta
erosién genética. Recordemos que el germoplasma vegetal es un recurso
irrenovable y que es vital para la seguridad alimentaria de la humanidad y por
ende para un desarrollo sostenible. Debido a esta erosién genética acelerada
de las especies vegetales se ha despertado gran interés por desarrollar
métodos eficientes para conservar el germoplasma, esto es, preservar con la
mayor integridad posible toda la variabilidad disponible en una especie dada.

I. CONSERVACION IN SITU

Idealmente la diversidad vegetal deberia conservarse in situ coexistiendo
con otros organismos vivos en su ambiente natural. Sin embargo, diferentes
experiencias senalan que a fin de garantizar la existencia del recurso, se
requiere de otros métodos de preservacién. Como resultado, se han desarro-
llado sistemas de conservacidn ex situ.

II. CONSERVACION EX SITU

Estos métodos dependeran del tipo de propagacién de la especie en
particular y/o el tipo de semilla que presentan.

Los bancos de semillas:

En general los bancos de semillas son adecuados para la conservaciéon
alargo plazode especies con semillas ortodoxas, es decir, semillas que resisten
alto grado de desecacidén y allmacenamiento a bajas temperaturas (entre 5°C
y -20°C). Sin embargo, este tipo de almacenamiento es inadecuado o imposible
para un alto nimero de cultivos debido a que poseen semillas recalcitrantes
(no resisten la desecacién y el almacenamiento por largos periodos sin perder
rapidamente la viabilidad), o son propagados vegetativamente. Este es el caso
del cacao, coco, mango, hule, banano, aguacate, yuca, pina, café, pimienta y
muchos otros cultivos. Para la conservacién de especies con semillas
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recalcitrantes o propagadas vegetativamente las colecciones en el campo y
mas recientemente, las colecciones in vitro representan alternativas a consi-
derar.

Las colecciones de campo:

Las colecciones de campo son dificiles de implementar presentandose
problemas como la decisién del tamano adecuado de la muestra para
conservar la diversidad genética. Dependiendo de la especie, ésta podria
variar desde unos pocos individuos hasta miles de plantas para poder
mantener la heterocigocidad. Esto implica que el espacio requerido para la
conservacion sera considerable, mas atin cuando se piensa en conservacién
de especies forestales. Por otra parte, cuando se piensa en conservacién a largo
plazo éste no seria el método mas adecuado. Las plantas estan expuestas a
desastres naturales, agentes biéticos, errores humanos y cambios en las
politicas institucionales o gubernamentales. Ademas, los costos de manteni-
miento y labor son muy altos.

Conservacion in vitro:

Con el desarrollo de las técnicas de cultivo de tejidos es posible la
conservacion y el intercambio de germoplasma vegetal in vitro. La conserva-
cién in vitro ha estado sujeta a discusiones, principalmente debido a que el
germoplasma debe mantenerse bajo estrictos controles de asepsia. Sin
embargo, esto es precisamente lo que permite el intercambio de material
vegetal entre paises sin pasar por el periodo de cuarentena. Esta técnica ofrece
muchas otras ventajas, por ejemplo, permite el almacenamiento de gran
numero de especies en un espacio reducido, se elimina el riesgo de ataques
de plagas y enfermedades. Para aquellos materiales de ciclos cortos se puede
alargar los periodos de transferencia, ademas, es posible producir y mantener
plantas libres de virus con altas tasas de multiplicacién y todo esto indepen-
diente de las condiciones climaticas.

Bajo esta modalidad la conservacion puede realizarse:

1. a mediano plazo, modificando la tasa de crecimiento del cultivo para
alargar los periodos entre transferencias y por ende, disminuir los riegos de
variacién.

2. a largo plazo o crioconservacion que consiste en suprimir totalmente el
crecimiento y metabolismo del material almacenandolo a pltra bajas tempe-
raturas (nitrégeno liquido, -196°C) por tiempo indefinido.
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Conservacién in vitro a mediano plazo:

El método consiste en mantener los cultivos (yemas, plantulas o
meristemos) en condiciones fisica (factores ambientales) y quimicas (compo-
sicién del medio de cultivo) que permitan extender al maximo el intervalo de
transferencia a los medios de cultivo frescos, sin afectar su viabilidad y
reduciendo la posibilidad de pérdida por manipulacién y contaminacién. La
reduccién en la tasa de crecimiento generalmente se logra disminuyendo en
unos grados la temperatura del ambiente y/o la intensidad de la luz,
dependiendo la temperatura de almacenamiento de la sensibilidad de la
especie. Por ejemplo, la Red Internacional para el Mejoramiento del Banano
y el Platano (INIBAP, en inglés) conserva la coleccién mundial in vitro de
bananos y platanos bajo esta modalidad de crecimiento reducido almacenan-
do los meristemos apicales a una temperatura de 152C y una intensidad
luminica de 2000 lux. Por otro lado, el Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT) conserva la coleccién in vitro de yuca a 229C, ya que tempera-
turas inferiores a los 182C son perjudiciales para estos materiales a menos que
la intensidad luminica se reduzca por debajo de 500 lux. Sin embargo,
modificaciones en la concentracién de nutrientes, reguladores de crecimiento,
presencia de osméticos, oxigenaciény el fotoperiodo son factores que también
afectan el crecimiento.

Crioconservacién o Conservacién in vitro a largo plazo:

La crioconservacién consiste en llevar material biolégico desde su
temperatura fisiolégicamente normal hasta ultra bajas temperaturas y de
nuevo a su temperatura normal sin causar dano. Esta técnica tiene sus raices
histéricas en estudios realizados sobre la sobrevivencia de especies vegetales
en condiciones de temperaturas bajo cero grados centigrados, en zonas
templadas y en la biisqueda de resistencia a las heladas, sin embargo, no fue
sino hasta 1973 cuando se logré una verdadera crioconservacién en nitrégeno
liquido de células de zanahoria.

Al presente, la crioconservacion se ha considerado como el inico método
viable para el almacenamiento de germoplasma vegetal a largo plazo bajo
condiciones de alta estabilidad genética y con un minimo de mantenimiento.
Una vez que el material ha sido congelado a -196°C, las funciones metabdlicas
cesan, por lo tanto, no ocurre divisién celular, deterioro o mutaciones. Mas
aun, el material puede permanecer en este estado por tiempo indefinido. Otras
ventajas que presenta este método de almacenamiento son los bajos costos de
labor y mantenimiento y el reducido espacio requerido. Ademas, permite la
conservacion no sélo de meristemos, sino también de embriones cigéticos,
somaticos, callos embriogénicos, polen y suspensiones celulares, es decir,
material generado en el laboratorio y por ingenieria genética.
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Requisitos para la crioconservacion de especies vegetales:
- Habilidad de cultival; el material in vitro.
- Habilidad de multiplicarlo in vitro.
- Los materiales deben resistir los pretratamientos y crioprotectores.
- El tejido debe regenerarse después del congelamiento.
Etapas en el proceso de crioconservacion:

a) Laseleccidny aislamiento del material a conservar. Enesta etapa se debe
de considerar la estabilidad genética intrinseca del sistema, por lo tanto,
los meristemos y embriones son los materiales prioritarios en programas
de conservacién de germoplasma.

b) Pretratamientoy crioproteccion, se induce cierto grado de deshidratacién
en las células y tejidos para evitar danos causados por la formacién de
cristales de hielo durante los procesos de congelamiento y
descongelamiento. El material puede cultivarse desde unos pocos
minutos hasta varios dias en presencia de sustancias crioprotectoras
como la sacarosa, glicerol, sulféxido de dimetilo y otras. Ademas de
inducir una deshidratacién protectora, estas sustancias disminuyen la
temperatura a la cual el agua intracelular se congela e intervienen en la
estabilizacién de membranas y en la proteccion de sitios de enlace de
enzimas durante el proceso de congelamiento.

c) Congelamiento, éste puede ser ultra rapido por inmersién directa en
nitrégeno liquido o lento siendo necesario un congelador programable
paraobtener resultados precisos y reproducibles. Elalmacenamientoen
nitrégeno liquido es recomendable ya que las fases liquida y vapor se
estabilizan a -1502C, lo que evita el deterioro progresivo del material.

d) Descongelamiento, el la mayoria de los casos se realiza por inmersién de
los viales que contienen las muestras en barfnos de agua a 402C, sin
embargo, se han reportado algunas excepciones donde el
descongelamiento lento ha sido necesario.

e) Recuperacion, es el tratamiento a que se somete el material después del
descongelamiento. Consiste en ellavado odilucién de los crioprotectores
y el cultivo de las muestras en condiciones éptimas para asegurar su
crecimiento.
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Durante los ultimos 20 afos las investigaciones en esta area han
generado gran ntmero de reportes sobre técnicas desarrolladas para la
crioconservaciéon no sélo de especies vegetales de clima templado sino
también de especies tropicales como Musa spp., Manihot esculenta, Theobroma
cacao, Elaeis guineensis, Coffea spp., Rubus, Cocos nucifera, Saccharum
officinarum y muchas otras. Actualmente son pocos los laboratorios que
utilizan la crioconservacioén, sin embargo, el interés por conocer e implementar
este nuevo método de preservacién de germoplasma va en aumento.
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