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PROLOGO

Entre las muchas definiciones de Biotecnologia
Vegetal, considero como la mas ajustada a los objetivos
de este texto la siguiente: «Aplicacion de los fundamentos
y técnicas del cultivo in vitro de material vegetal, de
la Biologia Molecular y de la Ingenieria Genética al
conocimiento, mejora y productividad de las plantas».
Esta definicion no solo tiene en cuenta el empleo de la
Biotecnologia Vegetal a la mejora de las plantas, sino que
también resalta su utilidad al progreso del conocimiento
de procesos fisiologicos de los vegetales tan complicados
como la floracion, el crecimiento y desarrollo de los
tejidos y organos, la respuesta a las fithormonas, la
fructificacion o la senescencia y la apoptosis celular, por

citar solo algunos.

De esta manera, el objetivo de la Biotecnologia
Vegetal y que sera descubierto en las lineas de este
material lo constituye la «modificacion de las plantas
con propositos de investigacion o de obtencion de
individuos mejorados». En efecto, gracias al desarrollo
de las técnicas de cultivo in vitro y de transformacion
geneética y el conocimiento de los procesos fisiologicos de

los vegetales ha experimentado un avance espectacular.

Dos grandes grupos de técnicas acompanan a
la Biotecnologia Vegetal , las basadas en la Biologia
Celular, la Fisiologia Vegetal y la Bioquimica, que
han posibilitado el cultivo in vitro de células y tejidos
vegetales, permitiendo el control y la modificacion del

desarrollo y proliferacion celular para conseguir la
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regeneracion de plantas completas a partir de trozos de

tejido o, incluso, desde células individuales.

Esto sera lo que se desarrollara en este material el cual
busca dar a conocer algunos ejemplos particulares de la
Biotecnologia Vegetal, comprendiendo que sus aportes
puedan variar desde las investigaciones en el campo de la
genetica, fisiologia, botanica, agronomia y mejora vegetal;
las aplicaciones a los aspectos agricolas, por ejemplo
plantas transgénicas resistentes a plagas, enfermedades
y estreses abioticos; mejora de la productividad vy
calidad nutritiva de los cultivos; micropropagacion y
clonacion de especies vegetales; obtencion de individuos
haploides; rescate de embriones; conservacion de
germoplasma vegetal y de la biodiversidad agricola;
obtencion de plantas libres de enfermedades y seleccion
asistida por marcadores moleculares. Asi como también,
aplicaciones industriales y farmacologicas. Colorantes;
metabolitos secundarios de uso en la industria quimica
y farmacéutica; fragancias y perfumes; aditivos
agroalimentarios; insecticidas biologicos; aceites mas
cardiosaludables; bioplasticos biodegradables; enzimas
de uso industrial; planticuerpos y vacunas de uso animal

y humano.

Les invito a leer con detenimiento estos apuntes que
lejos de pretender ser un manual, es solo una obra para

la aplicacion del conocimiento.
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PREFACIO

Este texto esta dirigido a los interesados en la
Biotecnologia Vegetal. El término Biotecnologia
comenzo a utilizarse en los afios 70 para referirse a
una serie de aplicaciones derivadas especialmente de la
Genética, Fisiologia, Bioquimica, Microbiologia, Biologia
Molecular y Tecnologia del ADN recombinante, técnica

cominmente conocida como Ingenieria Genética.

En un contexto amplio, por Biotecnologia se entiende
«la aplicacion de sistemas biologicos y organismos a los
procesos técnicos e industriales» y como Biotecnologia
Vegetal «la aplicacion de los fundamentos y técnicas
del cultivo in vitro de material vegetal, de la Biologia
Molecular y de la Ingenieria Genética al conocimiento,
mejora y productividad de las plantas con fines agricolas
e industriales». En este libro, se trataran las materias
fundamentales de la Biotecnologia Vegetal, incluyendo
el cultivo in vitro de células y tejidos, la transformacion
de plantas mediante ingenieria genética y sus principales
aplicaciones, su repercusion sobre la sociedad y sus

perspectivas de futuro.

Finalmente, queremos dejar constancia de nuestro
agradecimiento a todos los lectores y aquellos que

contribuyeron que esta obra se hiciese realidad.
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INTRODUCCION

La Biotecnologia vegetal, a través de técnicas
especificas tales como el cultivo de tejidos, células y
organos, la fusion de protoplastos, la transformacion
genética, la edicion génica, entre otras, representan una
herramienta valiosa para el desarrollo sostenido de
recursos renovables tanto del sector agricola como el

forestal.

La propagacion vegetativa mediante el cultivo in vitro,
tiene la propiedad de producir plantas genéticamente
idénticas a la planta progenitora, perpetuandose asi las

caracteristicas especificas deseables de la planta madre.

La inclusion de estas técnicas de cultivo in vitro en los
programas de mejoramiento genético y el establecimiento
de plantaciones comerciales, permite la clonacion masiva
de especies vegetales en espacios reducidos, conservando
las caracteristicas valiosas de los materiales, asi como
la obtencion de material de propagacion libre de
enfermedades. Ademas, facilita la comercializacion y
transporte de las plantas asi propagadas a lugares y
paises lejanos con menores restricciones aduaneras y
menores posibilidades de pérdida de materiales (Nehra,
y otros, 2005).

El contenido de este texto tiene como objetivo
mostrar la informacion relativa a los conocimientos
de la infraestructura basica para el cultivo de tejidos y
organos, asi como la descripcion de las metodologias

para promover la regeneracion de plantas.
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La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

La vinculacion entre los profesionales de la agronomia
y la silvicultura en las aplicaciones biotecnologicas en
lo relacionado al cultivo de tejidos vegetales, es un paso
importante, debido a que en algunas otras instituciones
solo se imparte a nivel de posgrado.

Se han desarrollado protocolos para la propagacion
clonal y a partir de semillas de especies forestales
nativas de la region. Una de las limitantes para el
desarrollo de la mayoria de las respuestas in vitro es
la contaminacion provocada por hongos y bacterias,
asi como la aclimatizacion in vitro, para que la planta
salga con caracteristicas adaptativas a las condiciones
ex vitro. Otro factor, clave es contar con un adecuado
funcionamiento de los equipos que son importantes en
las actividades del laboratorio (autoclaves, destiladores,
potenciometro etc.) que garanticen tanto la calidad del
agua, la conservacion y almacenamiento de los reactivos
y productos que de ellos se obtienen. Ademas, la
preservacion de las condiciones ambientales adecuadas;
para llevar a cabo las técnicas del cultivo in vitro, tanto en
los laboratorios de ensefianza, como en los comerciales
y los de investigacion. Es imprescindible tener en cuenta
diferentes aspectos y seguir una serie de procedimientos
a fin de hacer uso eficiente del equipamiento, el
instrumental y reactivos, en particular en este Gltimo

caso, con los reguladores de crecimiento vegetal.

20

CAPITULOI

ORGANIZACION, EQUIPAMIENTO
Y FUNCIONALIDAD DEL
LABORATORIO DE CULTIVO
DE TEJIDOS VEGETALES



1 Organizacion, Equipamiento Y Funcionalidad
Del Laboratorio De Cultivo De Tejidos Vegetales

1.1 Generalidades

En la planeacion y organizacion de un laboratorio
de cultivo de tejidos vegetales, se debe considerar,
principalmente, las condiciones de asepsia en las que se

debe trabajar, asi como su funcionalidad.

En general, un laboratorio de cultivo de tejidos no
es muy distinto de cualquier otro laboratorio, quiza
la diferencia principal es lo relativo a la cuestion de
la asepsia y a la secuencia que deben tener las areas,
para lograr protocolos de cultivo in vitro eficientes y con

escasas pérdidas.

1.2 Distribucion de las diferentes areas de
Laboratorio

Area de direccion

En esta area se lleva a cabo las actividades
administrativas y académicas, donde se encuentran
ubicados generalmente el personal que dirige el

laboratorio, docentes, investigadores.
Area de lavado y limpieza

Todo laboratorio debe contar con un area definida
para realizar la limpieza de los utensilios y herramientas
y contar con un sistema eficaz para la disposicion final

de los materiales que puedan generar contaminacion. El
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La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

suministro permanente de agua de calidad y contar con
sitios que permitan el secado de la cristaleria y demas
materiales lavados. Esta agua también se puede emplear

para el lavado del material vegetativo (explantes).

Area de preparacién de medios de cultivo y del
material vegetativo.

En esta zona se elaboran los medios de cultivo que
seran utilizados en las diferentes fases de desarrollo de
los cultivos in vitro, en ella se encuentra lo siguiente:
mesas de trabajo, gabinetes para guardar reactivos,
cristaleria, charolas de plastico para transportar
soluciones concentradas, tubos de ensayo, frascos
de vidrio, generalmente tipo gerber con tapas
transparentes para dejar pasar la luz, gradillas, tapones,
agitadores magnéticos con control de temperatura,
balanza granataria, balanza analitica, potenciometro,
dosificadores automatico de medio (Jeringa de flujo
continuo o pipeteo automatico), autoclave, destilador
de agua, equipo para la coccion (cocina, horno
microondas), estereoscopio, etc. Es necesario llevar un
registro de inventario que indique no solamente las
cantidades existentes de cada uno de los productos,
también sus caracteristicas fisico-quimicas y el sitio de
almacenamiento.

24
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Areade direccion

Area de invernadero Areadelavado ylimpieza

Aren de preparacion de
medios de cultivay del
material vegetatvo

Areadeincubaciine
cémarasde crecimiento

Areadesiembray B
( diseccidn Area de esterilizacion

Figura 1 Distribucion de las diferentes areas de

Laboratorio
Area de esterilizaciéon

La esterilizacion del medio de cultivo y utensilios
se lleva a cabo en autoclaves, debe tener una buena
ventilacion.

Area de siembra y diseccion

En esta zona se deben tener los maximos cuidados
de asepsia, para lo cual se emplea una campana de aire
de flujo horizontal a filtracion, instrumental (bisturies,
pinzas y navajas), cristaleria y agua en condiciones
estériles. Ademas de microscopios, estereoscopicos, film
o cinta de tamafio apropiado para el sellado de los tubos

y frascos.
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La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

Area de incubacién o camaras de crecimiento

Es conocida también cuarto de cultivo, en el cual
existe un control de luminosidad, temperatura vy
humedad. Deben tomarse en cuenta principalmente las
conexiones eléctricas, existen anaqueles para incubacion
con iluminacion individual para cada uno de ellos, se
facilita su manejo con controles automaticos (Timers)
para luz, pudiendo establecer fotoperiodos especificos,
de preferencia el tipo de luz blanca, suministradas por

lamparas LED.

Figura 2 Distribucion delas diferentes areas de trabajo,

de un Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales

Area de invernadero
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Es muy importante contar con un darea donde se
pueda transferir las plantas provenientes del laboratorio
buscando un buen control de temperatura y humedad,
elementos criticos durante la fase de aclimatacion
del material generado. Es recomendable contar con

nebulizacion.

1.3 Descripcion de los principales equipos e
insumos utilizados en el laboratorio

Autoclave

Figura 3 Autoclave

Se caracteriza por ser un equipo que trabaja a una
alta presion y en cada esterilizacion hay que cuidar
el nivel de agua. El tiempo de esterilizacion se cuenta
cuando la presion esta entre 18 a 22 Ib/in2 (1.2 - 1.3
kg/cm2) y 121°C, una vez transcurrido el tiempo de
esterilizacion (15 — 20 min). Se debe observar que la aguja
del manometro indique 0 kg/cm? hay que considerar
que al abrir la tapa saldra vapor muy caliente por lo que

hay que tener mucho cuidado.
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Camara de Flujo Laminar
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Figura 4 Camara de flujo laminar

Cuando se trabaje en una camara de flujo laminar, es
necesario considerar que existe un mechero con flama
constante y un recipiente con alcohol que se usa para
flamear continuamente el instrumental (pinzas, bisturi,
etc), hay que tener mucho cuidado para no encender el
recipiente con alcohol,ademas el uso delaluz ultravioleta

no debe activarse mientras se trabaja en este equipo.

Parrilla de agitacion con calentamiento

Figura 5 Parrilla de agitacion con calentamiento

28
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Este equipo esta destinado para la homogenizacion
de los compuestos de un medio de cultivo, cuando se
requiera temperatura mayor a la del ambiente, se debe
utilizar recipientes de cristal, para utilizar la barra
magnética en recipientes de vidrio, hagalo deslizandolo
por las paredes, la agitacion no hay que hacerlo a
velocidades muy altas.

Potenciometro de Ph

Figura 6 Potenciometro de pH

Este equipo permite medir el pH de diferentes
soluciones en escala de 0 a 14 (acido o alcalino), después
de agregar todas las sustancias que requiere el medio
de cultivo, excepto el gelificante, se mide el pH, para ello
es necesario iniciar calibrando el potenciometro con una
solucion de pH referencial (4, 7, o 10) antes de tomar las
lecturas para que sean mas exactas. El nivel adecuado
para un medio de cultivo es generalmente de 5.8 para
lo cual se utilizan soluciones acidas (HCI 0.1 y 1.0N) o

29
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alcalinas (NaOH 0.1 y 1.0N) para llevar el pH hasta el
nivel deseado. Después de usar el potenciometro hay
que lavar y secar el electrodo y colocar nuevamente su
cubierta que siempre debe contener buffer. Las soluciones
para aqjustar el pH pueden ser irritantes al contacto
con la piel, los ojos o la boca, hay que manejarlas con
precaucion.

Agitador orbital

Figura 7 Agitador orbital

Se requiere para agitar los cultivos de células en
suspension, para mantener oxigenado el cultivo, antes
de colocar o retirar cultivos del agitador debe estar
apagado. No se debe utilizar velocidades de agitacion
muy altas, la mayoria de las células vegetales en cultivo
requieren entre 90 y 120 rpm.
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Balanza Analitica
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Figura 8 Balanza Analitica

Se requiere del uso de balanzas electronicas con
sensibilidad al menos de cuatro decimales de gramo
(0.0000g), hay que utilizar espatula para el manejo del
reactivo, es importante depositarlo gradualmente para
no rebasar el peso buscado y asi evitar tener que regresar
reactivo manipulado a su deposito. Al terminar de usar la
balanza, hay que limpiar cualquier residuo derramado,

asegurandose de desconectarla de la corriente eléctrica.

Micropipetas

Figura 9 Micropipeta
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Permiten el manejo de pequefios volimenes de forma
muy precisa, dependiendo de la capacidad: de 1 a 10 pL,
de 10 a 100 pL y de 100 a 1000 pL (recuerde que 1 ml
equivale a 1000 uL).

Refrigerador

Figura 10 Refrigerador

Una vez rotulado con el nombre, concentracion, fecha
de elaboracion, se debe conservar en refrigeracion los
reactivos, sustancias y medios de cultivo, todo material
dentro del refrigerador debe estar colocado en recipientes
libres de suciedad, y cualquier medio contaminado es
conveniente desalojarlo y llevarlo al autoclave para
esterilizarlo.

La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

32

Microscopios

Figura 11 Microscopios

El mas utilizado es de bajos aumentos con enfoque
amplio (estereoscopio), el microscopio de bajos aumentos
es muy util para observar estructuras morfogénicas
como brotes, raices, estomas, inflorescencias inmaduras,

embriones somaticos, etc.

1.4 Manejo de sustancias peligrosas

Son pocas las sustancias peligrosas que se manejan en
las practicas de Cultivo de Tejidos Vegetales, pero no por
eso se debe descuidar su manejo y es importante sefialar

que ninguna sustancia se debe pipetear con la boca.

Los reguladores de crecimiento sintético como el 2-4
D (acido 2,4 — diclorofenoxiacético) y el TDZ (tidiazuron)
se consideran sustancias peligrosas y nunca deben
manejarse sin equipo de proteccion como mascarillas o
cubrebocas en el momento de pesarlos y guantes para

manejarlos. Nunca se debe permitir el contacto con la
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piel u otras partes del cuerpo, tampoco los medios de
cultivo que los contengan deben tocarse, a pesar de que
se utilizan en concentraciones muy bajas es conveniente
tener en cuenta el riesgo que representan, ya que pueden
ser mutagénicos y potencialmente cancerigenos. En el
caso del 2,4-D, lo recomendable es afadirlo al medio de
cultivo después de la coccion o después del autoclavado,
mediante filtracion con filtros de 0,22 uM en condiciones

de cabina de flujo laminar.

1.5 El uso del hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio puede encontrarse en
productos con diferentes concentraciones de ingrediente
activo, suministrados por proveedores de reactivos para
laboratorios, pero lo mas comin es el uso de blanqueador
comercial, que puede adquirirse en tiendas y centros
comerciales. Este debe manipularse con cuidado, ya
que es una sustancia corrosiva e irritante al contacto
con partes sensibles del cuerpo, es recomendable usar

guantes y cubre boca para su manejo.,

Las sustancias que se utilizan para ajustar el pH
del medio de cultivo como el acido clorhidrico (HCI)
y el hidroxido de sodio (NaOH), se preparan en
concentraciones de 0.1 o 1.0N) pueden ser irritantes al
contacto con la piel o mucosas, de llegar a ocurrir se

debe lavar con agua abundante.

Algunas sales minerales también pueden ser irritantes

al contacto e inhalacion, es conveniente leer las etiquetas
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para tener informacion sobre su manejo.

1.6 Medidas de seguridad

Enellaboratoriodebe contar consalidasde emergencia
y estar sefializadas, todo el laboratorio debe contar
con kits de primeros auxilios y extintores de incendios.
Para cada equipo se debe colocar en forma escrita, y
claramente visible, el protocolo de manejo, disponer de
canecas de deposicion de residuos en sitios estratégicos,
almacenar los vidrios rotos y materiales cortantes
en recipientes separados y debidamente rotulados, y
realizar mantenimientos preventivos periodicos de los

equipos.
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2 Morfogénesis In Vitro

2.1 Generalidades

La morfogénesis engloba el desarrollo de las formas
y estructuras de un organismo, sin embargo, el término
forma no debe entenderse solo como morfologia externa,
sino como su organizacion completa, que comprende
distintos niveles, tales como son: nivel celular, nivel de

tejido, nivel de 6rgano, etc.

Es necesario conectar estos niveles de complejidad
estructural para entender la morfogénesis. Se conoce
muy poco sobre las bases moleculares de la morfogénesis
tiene como objetivo fundamental identificar los procesos
moleculares, bioquimicos y fisiologicos que conducen a
la aparicion de nuevas estructuras organizadas en el

cuerpo de las plantas.

2.2 Control y expresion de la Morfogénesis

La organogénesis y la embriogénesis somatica son
dos procesos morfogenéticos muy frecuentes en el
cultivo in vitro de especies vegetales. La organogénesis
es el proceso por el cual se puede obtener plantas a
partir de yemas, tallos, raices, flores; mientras que la
embriogénesis somatica es el proceso por el cual se
obtiene una estructura similar al embrion zigotico sin

que medie la fertilizacion de gametos.

Esto ocurre por la totipotencialidad celular que habia

sido anunciada por Haberlandt en 1902, quien propuso
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la teoria de que todas las células vegetales tienen la
capacidad de regenerar plantas completas. Trabajos
posteriores en callos de tabaco y con el adicion de
cineting, la primera citocinina o citoquinina descubierta,
fue posible demostrar que la diferenciacion de brotes,
raices o de ambos, era regulada por el balance de
auxinas/citocininas. La diferenciacion comprende los
cambios morfologicos y fisiologicos que conllevan a la
especializacion de las células y a la formacion de los

diferentes tejidos y organos de la planta.

En todas las plantas se presentan las células
embrionarias indiferenciadas y es a partir de ellas que
sucede la diferenciacion de los tejidos permanentes
primarios de la planta. Esto ocurre de forma normal

durante la formacion de los organos de las plantas.

En condiciones de laboratorio in vitro, mediante
esos mecanismos se puede obtener el cultivo de tejido,
de cualquier planta y de cualquiera de sus organos , la
Unica condicion es que el pedazo de la planta (explante)
este compuesto por células vivas. Este es el fundamento
fisiologico de la obtencion de los cultivos de tejidos
vegetales in vitro. Esto se logro por primera vez a partir
de la década de los afios 30 del siglo pasado y es una
metodologia basica imprescindible que se aplica en la

Biotecnologia Vegetal actual para regenerar las plantas:

1. Totipotencialidad
2. Desdiferenciacion y Rediferenciacion
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3. Balance Auxinas/Citocininas

La totipotencialidad es la habilidad de una célula a
desarrollarse y producir células diferenciadas, hasta la
produccion de un organismo, permitiéndole expresar sus
genes, incluso las células mas maduras y diferenciadas
retienen la capacidad de retroceder a un estado mas
primitivo, es decir desdiferenciarse para poder producir
de nuevo muchas células nuevas y finalmente organismos

completos.

Las células vegetales crecidas en condiciones
asépticas sobre medios de cultivo adicionados con
hormonas vegetales, pueden dividirse dando dos tipos

de respuesta:

eUna desdiferenciacion celular acompafiada de
crecimiento tumoral, que da lugar a una masa de
células indiferenciadas denominada callo, la cual bajo
las condiciones adecuadas es capaz de generar 6rganos
o embriones somaticos, llamados asi porque son
estructuras similares a un embrion, pero no se originan

por union de gametas.

eUna respuesta morfogenética por la cual se forman
directamente organos organogénesis o embriones,

embriones somaticos.

La formulacion del medio cambia seguin se quiera
obtener un tejido desdiferenciado (callo), crecer yemas y
raices, u obtener embriones somaticos.
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El éxito en la propagacion de una planta dependera
de la posibilidad de expresion de la potencialidad
celular total, es decir que algunas células recuperen
su condicion meristematica. A tal fin, debe inducirse
primero la desdiferenciacion y luego rediferenciacion
celular, uno de los factores mas importantes a tener en
cuenta para lograr la respuesta morfogenética deseada
es la composicion del medio de cultivo (Agrawal &
Sardar, 2003).

El caracter del proceso de diferenciacion depende
del genoma de la especie, y que esta regulado por el
balance hormonal propio y por el estado fisiologico del
organo, tejido o célula puesta en cultivo. Sin embargo,
este balance puede ser modificado por el agregado
de compuestos que imiten la accion de las hormonas
vegetales. Estos compuestos son los reguladores de
crecimiento y se emplean en los medios de cultivo para
conseguir la micropropagacion de una planta.

La totipotencialidad celular es fundamental en el
desarrollo de plantas genéticamente modificadas o
transgénicas. Una vez realizada la transformacion, ya
sea por Agrobacterium o por el método biobalistica, el
paso siguiente es el cultivo in vitro con el fin de obtener
a partir del explanto inicial transformado, plantulas que

lleven el transgén en todas sus células.
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3 Conceptos, Definiciones Del Cultivo De Tejidos
Vegetales

3.1 Generalidades

Cultivo de Tejidos Vegetales involucra diferentes
técnicas de cultivo de material vegetal diverso, incluyendo
a los protoplastos (células desprovistas de su pared
celular), células, tejidos, organos y plantas completas.
También se lo conoce como cultivo in vitro de plantas,

por realizarse en recipientes de vidrio.

El Cultivo de Tejidos Vegetales es una técnica
biotecnologica que comprende el mantenimiento
de plantas o componentes de estas en condiciones
ambientales controladas, ausencia de microorganismos
asociados con nutricion heterotrofica y en recipientes de

plastico o vidrio.

Permite la propagacion clonal masiva de plantas en
espacios reducidos y obteniendo tasas de multiplicacion
inimaginables  bajo  condiciones  normales  de

multiplicacion de propagulos asexuales.

3.2 Conceptos y definiciones

La Propagacion vegetativa tiene la propiedad de
producir plantas genéticamente iguales a la planta
progenitora, perpetuandose asi las caracteristicas

especificas deseables de la planta madre.

La propagacion in vitro se puede realizar via

embriogénesis somatica u organogénesis (Nehra, y otros,
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2005). La regeneracion de plantas via embriogénesis
somatica ha sido mas promisoria para las gimnospermas,
mientras que para las angiospermas, la organogénesis
ha permitido obtener los mejores resultados (Xavier,
Wendling, & Silva, 2013).

3.3 Métodos de propagacion in vitro

Los métodos de propagacion in vitrovia organogenesis,
estan basados fundamentalmente en la multiplicacion
de brotes axilares a partir de una plantula, mediante el
cultivo aséptico de un apice o meristemo (Vasil, 1994).
Esta técnica (Xavier, Wendling, & Silva, 2013) constituye
una de las aplicaciones mas generalizadas del cultivo in
vitro, la composicion del medio de cultivo depende de la
especie vegetal y de la fase del proceso de propagacion
in vitro (Castillo, 2005).

Aplicada a la rama forestal, la organogénesis
ha permitido la propagacion de plantas de diversos
géneros como: Acacia, Bombax, Casuarina, Dalbergia,
Eucalyptus, Ficus, Pinus, Gmelina, Populus, Platanus,
Salix, Shorea, Tectona, Terminalia, Quercus, Swietenia,
Cedrella, Hibiscus, Tabebuia, Castanea, entre otros
(Castillo, 2005) (Xavier, Wendling, & Silva, 2013).

La inclusion de técnicas de cultivo in vitro en los
programas de mejoramiento genético y el establecimiento
de plantaciones comerciales, permite la clonacion
masiva de diversas especies vegetales en tiempos y

espacios reducidos, conservando las caracteristicas

46

La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

valiosas de los materiales, asi como la obtencion
de material de propagacion libre de enfermedades.
Ademas, facilita la comercializacion y transporte de las
plantas asi propagadas a lugares y paises lejanos con
menos restricciones aduaneras y menores posibilidades
de pérdida de materiales (Nehra, y otros, 2005).

Sin embargo a pesar del gran nimero de especies
forestales propagadas por cultivo in vitro, se presentan
problemas derivados de varios factores como: la
oxidacion fendlica, la contaminacion endogena de los
explantes, la hiperhidricidad, necrosis apical. Ademas de
la disponibilidad y respuesta estacional de los explantes,
el enraizamiento y la supervivencia ex vitro (Merkle &
Nairn, 2005).

Las técnicas de cultivos asépticos han contribuido
no solo a un mejor entendimiento de los eventos de la
diferenciacion celular, sino a un mejor aprovechamiento
de tales eventos en la explotacion mas eficiente de las
plantas. En este tltimo aspecto vale la pena mencionar
los siguientes usos de la técnica del cultivo in vitro:
a) Propagacion masiva de plantas, b) Clonacion de
individuos de caracteristicas agronomicas muy deseables,
c) Obtencion de plantas libres de virus, d) Produccion
de semillas sintéticas, e) Conservacion de germoplasma,
f) Obtencion de metabolitos secundarios, g) Produccion
de nuevos hibridos, h) Mejora genética de plantas, i)
Germinacion de semillas, j) Produccion de haploides, k)

Estudios fisiologicos diversos (George, 2008).
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ELABORACION DE MEDIOS
DE CULTIVO Y SOLUCIONES
CONCENTRADAS



4 Elaboracion de medios de cultivo y soluciones
concentradas

4.1 Medios de Cultivo

De acuerdo con (Gamborg, Murashige, Thorpe, &
Vasil, 1976), el éxito en el cultivo de tejidos depende
de la seleccion del medio de cultivo, incluyendo su
composicion quimica y su formula fisica. La formulacion
descrita por (Murashige & Skoog, 1962), conocida como
medio de cultivo basal (MS) es la mas empleada en
la fase I. Existen ademas diversos componentes que
enriquecen los medios de cultivo, entre ellos: vitaminas,
aminodcidos, aztcares y reguladores de crecimiento:

auxinas y citoquininas (Gonzales, 2002).

La sacarosa constituye la principal fuente de carbono
de los medios de cultivo (Rao KS, 1996), su concentracion
optima en los medios de cultivo varia entre 20 -80 g L™,
en dependencia del tipo de cultivo y material vegetal. Al
medio de cultivo se le afiade generalmente reguladores
de crecimiento durante la iniciacion del cultivo vy
uno de los reguladores mas utilizados es el 6-BAP
(6-bencilaminopurina), en concentraciones que varian
entre 0,88 y 22,0 uM (Gonzales, 2002).

4.2 Componentes del medio de cultivo

Sales inorganicas

Los compuestos minerales presentes en el medio de

cultivo constituyen todos aquellos elementos inorganicos
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que son necesarios para el desarrollo de la planta:
macroelementos y microelementos como: Nitrogeno (N)
es un componente de los acidos nucleicos y aminoacidos
y es un regulador del pH en el medio. Su deficiencia
produce cultivos cloroticos y de tamafio reducido; se
suministra al medio en forma de amonio (NH,") y nitrato
(NO,"). Fosforo (P) Es abundante en zonas meristematicas
y es componente de las moléculas de ADN y ATP. Los
tejidos deficientes en fosforo tienen tamafo reducido y
coloracion rojiza. Este elemento se adiciona al medio
en forma de fosfato de potasio (KH,PO,) o fosfato de
sodio (NaH,PO,). Potasio (K) promueve el crecimiento
de tejidos meristematico, actia como osmoregulador y
regula el pH. Se agrega al medio de cultivo en forma de
fosfato de potasio (KH,PO,) o cloruro de potasio (KCI).
Magnesio (Mg) Es un componente de la molécula de
clorofilay actta como activador enzimatico, su deficiencia
se observa en la clorosis de hojas maduras. Se agrega al
medio en forma de sulfato de magnesio (MgSO,7H,0O)
(Agrawal & Sardar, 2007).

Azufre (S) Es componente de algunas proteinas y
enzimas; su deficiencia se observa en forma de hojas
clordticas. El azufre es suministrado al medio en forma
de compuestos a base de sulfatos (SO,). Calcio (Ca) Es
un componente de la pared celular y promotor de la
formacion de raices; en cultivo de tejidos su deficiencia
puede causar muerte de meristemos. El Ca se agrega al
mediodecultivoenformade clorurode calcio(CaCl,2H,0)
o como nitrato de calcio (Ca(NO,),). Cloro (Cl) Este
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elemento actia como un osmoregulador y componente
del fotosistema II del proceso de la fotosintesis. Es
adicionado al medio en forma de compuestos a base de
cloruros (ClL) (Agrawal, 2007).

Sodio (Na) Es un elemento que actGa como
osmoregulador y confiere tolerancia a la salinidad
en algunos tipos de plantas; se adiciona al medio de
cultivo en forma de compuestos a base de sodio (Na).
Manganeso (Mn) Este elemento es un componente de la
membrana de los cloroplastos y su deficiencia se observa
en plantas adultas en forma de moteados foliares. Es
suministrado al medio en forma de sulfato de manganeso
(MnSO,H,0O).

Zinc (Zn) Tiene diversas funciones, entre ellas la
de actuar como activador enzimatico de la clorofila.
Se suministra al medio en forma de sulfato de zinc
(ZnSO,7H,0). Boro (B) Es un elemento que al parecer
funciona en el transporte de azucares, en la estructura
de la membrana celular y en el metabolismo del
acido fenolico, es suministrado al medio en forma de
acido borico (H,BO,). Cobre (Cu) Este microelemento
interviene en la sintesis de la clorofila y en la
transferencia electronica. Se adiciona al medio en
forma de sulfato de cobre (CuSO,5H,0). Molibdeno
(Mo) Se cree que interviene en la conversion del N en
amonio y en la fijacion del mismo. Es agregado al medio
como molibdato de sodio (Na,MoO,2H,0). (Al Malki &
Elmeer, 2010) Cobalto (Co) Es un elemento componente
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de la vitamina B12 y de la sintesis de acidos nucleicos.
Es agregado al medio de cultivo en forma de cloruro
de cobalto (CoCl,6H,0). Hierro (Fe) Esta involucrado
entre otros procesos en la sintesis de clorofila y en las
reacciones de oxido/reduccion que suceden en los
cloroplastos y mitocondrias. Su deficiencia se expresa en
hojas con apariencia clorotica. El hierro es adicionado
al medio mezclando sulfato ferroso (FeSO,7H,O) con la
sal disodica del acido etilendiamina tetraacético (EDTA)

formando el quelato de hierro.
Vitaminas

Los tejidos y células vegetales cultivado in vitro
requieren de suplementos externos de estos compuestos
para llevar a cabo sus procesos de crecimiento vy
desarrollo. Siendo las mas comunes: Tiamina (Vitamina
B,) Es un cofactor que actta en el ciclo de los acidos
organicos de la respiracion (Ciclo de Krebs) y es un
componente regular de la mayoria de los medios de
cultivo. Acido nicotinico (Niacina o Vitamina B,) Es un
componente de las enzimas que acttan en las reacciones
activadas por la luz. Su uso es menos comun que la
tiamina. Mio-inositol Es un constituyente del complejo B
de vitaminas y componente regular de todos los medios
de cultivo. Aunque no es estrictamente necesario para los
procesos de crecimiento y desarrollo, los cultivos tienen
un mejor comportamiento en presencia de éste. Acido
ascorbico (Vitamina C) Es usado mas frecuentemente

como un antioxidante en cultivo de tejidos de especies
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que producen grandes cantidades de fenoles in vitro.
Reguladores del crecimiento vegetal

Son compuestos, algunos naturales (fitohormonas)
y otros sintéticos que, a muy bajas concentraciones,
afectan los procesos de crecimiento y desarrollo de
las plantas (Aragon, Escalona, Rodriguez, Capote, &
Gonzalez, 2010)Los tejidos in vitro generalmente no
producen cantidades necesarias de reguladores para
suplir las necesidades de sus procesos, por lo que se
hace necesario suplementar con fuentes exogenas. Las
hormonas o reguladores de crecimiento clasicos son las
auxinas, citocininas, giberelinas, el acido abcisico y el
etileno (Apostolo, 2000)

Auxinas: son reguladores de crecimiento que
estimulan la dominancia apical, el crecimiento y la
division celular, el desarrollo meristematico, la induccion
de raices adventicias y la formacion de embriones
somaticos. En su estado natural la planta produce el
acido indolacético (AIA) y el acido indolbutirico (AIB),
los cuales son sintetizados en los apices foliares desde
donde se desplazan en forma basipétala a la parte
radical. Entre los compuestos analogos a las auxinas,
sintétizados en el laboratorio, el acido naftalenacético
(ANA), el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el
picloram. En el cultivo de tejidos in vitro, los mas usados
son el AIB y ANA en la micropropagacion de meristemos

y organogeénesis. El 2,4-D y el picloram tienen efectos

55




La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

mas fuertes, por lo que son utilizados en la induccion
de tejidos embriogénicos. EI AIA por su facilidad para
ser degradado enzimaticamente es menos utilizado
(Berthouly, 2005).

Citocininas: Estos reguladores de crecimiento actian
enlainterrupciondeladominanciaapical,divisioncelular,
desarrollo de yemas axilares y retardo de la senescencia
de hojas. Son sintetizados en los apices radicales desde
donde son transportadas a las yemas apicales y axilares.
Naturalmente la zeatina y el 2-isopentenil adenina (2iP)
son sintetizados por la planta, pero en el comercio se
pueden encontrar sustitutos como la benzilaminopurina
(BAP o BA), la kinetina y el tidiazuron (TDZ). De todos
estos compuestos, BAP es mas utilizada en cultivo in
vitro, especialmente en la multiplicacion de meritemos
pre-existentes y organogeénesis (Gaspar, Kevers, & Bisbis,
2000)

Giberelinas Son compuestos que promueven el
alargamiento de los entrenudos de la planta mediante la
induccion de la division y elongacion celular. La sintesis
en plantas completas ocurre principalmente en las hojas
jovenes. Aunque existen mas de 90 compuestos similares,
la giberelina mdas cominmente utilizada en cultivo in
vitro es el acido giberélico (GA,), el cual es adicionado al
medio de cultivo para promover la elongacion de tallos
micropropagados y conversion de embriones somaticos
en plantas (Valledor, Hasbin, Cafial, & Rodriguez, 2010

). Se ha observado cierto efecto inhibitorio en formacion
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de nuevos tallos y raices y la induccion de tejidos
embriogénicos, por lo que es inconveniente su uso en los
eventos de multiplicacion de brotes y emision de raices.
El GA, es alterado en su estructura por el calor, por lo

que es mejor esterilizar a través de filtracion.

Acido abscisico: Este requlador de crecimiento es el
encargado de controlar la apertura y cierre de estomas,
inhibir la elongacion y division celular, promover cierto
grado de absicion foliar e inducir la dormancia de las
semillas. Su sitio de origen son las raices y las hojas

adultas desde donde se desplaza a sus sitios de accion.

En condiciones in vitro inhibe la formacion de callo
y es utilizado para inducir la maduracion de embriones
somaticos y la formacion de organos de almacenamiento
y dormancia como cormos y microtubérculos. No es
soluble en agua por lo que debe ser diluido en etanol (De
Feria, Jiménez, Barbon, Capote, & Chavez, 2003)

Etileno Es un gas que es sintetizado a partir del
aminoacido metionina y se produce en la mayoria de
los tejidos vegetales. En plantas induce la senescencia
y absicion de hojas y flores, la formacion de raices
adventicias y elimina la dormancia de semillas y yemas.
Su presencia se torna inconveniente en condiciones
in vitro, por lo que algunas veces la ventilacion de los

tejidos es necesario para evitar su acumulacion.
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Carbohidratos

Las plantas en su estado natural producen sus
propias fuentes de energia (autoétrofos); sin embargo, en
condiciones in vitro, por la ausencia de fotosintesis los
organismos vegetales necesitan de una fuente externa
de carbohidratos para poder crecer y desarrollarse
(heterotrofos), por lo que la mayoria de los medios deben
ser suplementados con compuestos que actiien como

fuente de energia como la Sacarosa

Es un disacarido compuesto por fructosa y glucosa
(C,,H,,0,,). Se adiciona al medio en forma de aztcar

comun y casi siempre es una concentracion del 2 al 4%.
Agua

El agua constituye mas del 95% de cualquier medio
de cultivo y es el solvente de todos los solutos que
componen en el medio. Es necesario aplicar mecanismos
que permitan alcanzar un alto grado de pureza del agua
corriente antes de ser utilizada para las preparaciones
de medios como es la destilacion, desionizacion vy la

OSMosis reversa.

La destilacion, es el mas coman y utilizado de los
meétodos de purificacion de agua, se requiere de un
equipo relativamente economico (destilador) y facil de

manejar.

Desionizacion, consiste en la remocion o captura

de contaminantes presentes en el agua con base a su
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carga eléctrica, el proceso funciona forzando el paso
del agua a través de unas columnas que contienen
resinas con diminutas esferas plasticas cargadas con
iones de hidrogeno (H') e hidroxido (OH"), los cuales
son intercambiados por contaminantes cationicos o

anionicos presentes en el agua.

Osmosis reversa, este sistema consiste en utilizar
presion para hacer pasar el agua a través de membranas
semipermeables que permiten la retencion de particulas
y contaminantes.

Agentes gelificantes y solidificantes

Existen dos estados para la consistencia del medio de
cultivo, y éstos dependen de la presencia o ausencia de
un medio de soporte. Los medios liquidos generalmente
estan conformados Gnicamente por la formulacion del
medio disuelta en agua sin ningun tipo de medio de
soporte; de forma inversa, los medios en estado semi-
solido adquieren cierta dureza proporcionada por
agentes gelatinizantes. Agar Es el elemento gelatinizante
mas usado debido a su grado de dureza que permite
sostener los cultivos en su sitio y su inactividad ionica que
permite el flujo de nutrientes del medio hacia los tejidos.
Estructuralmente, el agar es una mezcla compleja de
polisacaridos extraidos de algas rojas que se disuelven a
100°Cy solidifican a 45 °C, no es digerido por las enzimas
vegetales y no reacciona con los componentes del medio.

En el comercio existen diferentes tipos de agar, por lo
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que es conveniente usar uno con alto grado de pureza
y que esté manufacturado para cultivo de tejidos (TC-
Agar); igualmente, se debe tener en cuenta que los pH
bajos (<4.0) afectan la dureza del mismo. Generalmente
una concentracion de 0,6 a 0,8 % (6 a 8 gL ™) es suficiente
para lograr una dureza adecuada del medio de cultivo
(Afreen, Zobayed, Kubota, Kozai, & Hasegawa, 1999)

Phytagel: Es un polimero derivado de la fermentacion
de la bacteria “Pseudomonas elodea”. De forma natural
contiene cantidades significativas de potasio, sodio, calcio
y magnesio, aunque no perjudiciales y generalmente es
mas duro que el agar. Se utilizan proporciones de 0,2% a
0,4% (2 a4 gL™"). Una tercera alternativa a la formulacion
del medio de cultivo es el de doble fase. En este medio,
se coloca una fase solida y sobre esta una fase liquida; la
solida brinda la estabilidad para mantener en su sitio a
los explantes, y la liquida le permite renovar el suministro
de nutrientes sin realizar subcultivos del material vegetal
permitiendo el crecimiento de los tejidos en el mismo
recipiente; adicionalmente, la adicion de nutrientes
disueltos en una fase liquida permite una asimilacion
mas rapida de los nutrientes (Cabrera, y otros, 2011)

4.3 Formulacioén y preparacién de medios de
cultivo

La mayoria de las formulaciones de medios de cultivo
que se conocen en la actualidad fueron desarrollados
en la década de los 60°s y 70°s del siglo XX, y difieren

basicamente en la concentracion de las sales que utilizan.
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La formulacion del medio de Murashige y Skoog (1962)
es la mas utilizada a nivel mundial en el cultivo de
plantas o tejidos vegetales in vitro y se caracteriza por
tener un contenido alto de sales. Otras formulaciones
ampliamente utilizadas son la B5 (Gamborg, Murashige,
Thorpe, & Vasil, 1976), utilizada preferiblemente en
el cultivo de callos y células, Nitsch para el cultivo de
anteras

Tabla 1 Formulacion de macro y micro nutrientes de

cuatro medios de cultivo

Medios dz cultivo 1 ‘ 2 | 3 4
MS SH | BS White
CONCENTRATION
Macronutrientes mM v | _&\d v
NH,NO; 206 25.0 | —
_KNO; 18.8 14| 250 038
Cl. 3.0 16 Lo
Ca(NO;) — — - 13
MgS0, L5 — | 10 3.0
Na,SO, T R | 1.4
(NHy )50y - - | Lo
KH.PO, 1.25 1.25
NaH;PO4. L1 01
NH,H,PO, 26
Micronutrientes uM M | uM M
KI 5.0 60 | 45 45
KCl R 8719
H:BO; 100.0 80 | 485 243
NnSOy 100.0 60 | 592 224
7050, 30.0 35 | 70 104
NaMoQs, 1.0 04 | 1.0
Cuso, 0.1 08 [ 01 0.0
CoCly. 0.1 — | 01
Na:EDTA 100.0 550 | —
FeSO4. * 1000 550 |
Fe2(SO,); 63
Comp arganicos LM pM UM umM
Myo-Inositol 550.0 55000 | 555.1 —
Arido Nicotinico 4.6 40.6 | 81 0.4
PrdoxmaHCl [ 24 | 24 [ 49 [ 00
Tiamna HCL 0.3 148 | 296 0.0
Glicina 26.6 | 40.0

Fuente: (Di Pinto, Terio, Novello, & T., 2020)
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Existentresformasdiferentesderealizarlapreparacion
de los medios de cultivo: la primera es pesando todos
los componentes en forma individual, al momento de
preparar la formulacion. Un segundo método consiste
en la preparacion de soluciones madres o stock, y el
tercero es la dilucion de formulaciones premezcladas
comercialmente y que vienen en cantidades especificas
para determinar cantidad de agua. Estas Gltimas son
bastante convenientes por la facilidad de preparacion

pero por el alto costo no son utilizadas regularmente.

4.4 Preparacion de soluciones madres o stock

Las soluciones madres consisten en medios de cultivos
preparados a concentraciones muy altas lo cual permite
tomar una determinada cantidad de éstas y diluirlas
en agua para completar el volumen total de medio a la
concentracion requerida. Generalmente las soluciones
stock se preparan a una concentracion 10 a 100 veces
(10x a 100X) mayor a la concentracion final del medio,
de tal forma que la dilucion de 10 ml o 100 ml de ésta,
respectivamente, en un litro de agua terminara en la
concentracion adecuada del medio.

La preparacion de soluciones stock es relativamente
facil, disminuye costos, facilita el pesaje de componentes
que se agregan en pequefias cantidades y permite
modificar las concentraciones de los ingredientes. Para
mayor facilidad de manejo, normalmente las sales con
los elementos que se agregan en cantidades milimolares
(mM), tales como N, P, K, Na, S, Cl, Ca, se preparan en
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un stock separado a una concentracion de 10X; mientras
que los elementos que se agregan en cantidades trazas o
micromolares (uM), Mn, B, Cu, Mo, Co y Fe, se preparan
a una concentracion de 100X.

4.5 Calculo de cantidades

La mayoria de los medios de cultivo expresan las
cantidades de sus componentes en unidades de masa.
Estos en muchos casos no refleja la diferencia que
puede existir entre compuestos andlogos que difieren
en sus estructuras moleculares. Puesto que el efecto de
una sustancia es el resultado de la accion del nimero
de moléculas presentes en el medio y no de su peso,
las cantidades adicionales se convierten en factores
criticos, especialmente cuando se comparan los efectos

de reguladores de crecimiento (Gamborg et al., 1976).

Las cantidades de los componentes del medio deben
calcularse preferiblemente en unidades molares; por
ejemplo, al agregar 1 mg L' de ANA (peso molecular
= 186,2) y calcular en nimero de micromoles que se
adiciona (1000/186,2) es de 5,37 uM. Si agregamos el
mismo peso de AIB, otra auxina, (peso molecular = 203,2)
tenemos que el namero de micromoles que se adiciona
(1000/203,2) es de 4,92 uM, es decir se estaria agregando
una mayor cantidad real de ANA que de IBA. Si esto no
se tiene en cuenta, es posible que las evaluaciones de un
experimento puedan conducir a expresar conclusiones
erroneas.
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Las formulas necesarias para realizar la conversion
de unidades de masa a unidades molares y viceversa
son:

Molar (M) = g L'/ Peso Molecular
Minimolar (mM) = mg L' / Peso Molecular

Micromolar (uM) = ug L'/ Peso Molecular
Preparacién del medio de cultivo

El proceso de preparacion de un medio de cultivo se
efectlia en una serie de pasos, que deben terminar en la
obtencion de una formulacion con los componentes en
la proporcion adecuada, el pH optimo, la consistencia
deseada, estéril y distribuido en las cantidades
requeridas. Los pasos a seguir para la preparacion de

un litro de medio de cultivo son los siguientes:
Adicién de los componentes

Diluir en una cantidad de agua pura (500 ml para
1 L de medio) las soluciones stock, el aztcar, el mio-
inositol, la tiamina, los reguladores de crecimiento, etc.,
de acuerdo con lo requerido para el medio de cultivo
especifico y luego adicionar agua pura hasta completar
1000 ml. Esto debe realizarse con la ayuda de una barra
magnética en un plato giratorio, con el fin de lograr la

completa dilucion de todos los componentes.
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Medicién y ajuste de pH

El pH del medio es determinante para la solubilidad
delas sales, asimilacion de los reguladores de crecimiento
y la dureza del medio. La medicion y ajuste de pH debe
realizarse antes de la esterilizacion del medio de cultivo
y se efectia adicionando HCl o NaOH para disminuir o
aumentar su valor, respectivamente. Aunque el pH del
medio puede tener un rango de 4,5 a 6,0; este se ajusta
a un valor entre 5,6 o0 5,8, lo cual dependera del cultivo,
con el fin de que al ser esterilizado disminuya a su
valor 6ptimo para la toma de nutrientes por los tejidos
vegetales (entre 5.4 y 5.5).

Adicién de agar

Al preparar medios de consistencia semisolida,
el agar debe ser agregado y mezclado después de la
medicion del pH, ya que su adicion previa puede dafar

el potenciometro.
Esterilizacion

Generalmente, el medio con todos sus componentes es
esterilizado en un autoclave a una temperatura de 121
pc y una presion de 1,05 kg cm™, mientras que el tiempo
de esterilizacion, depende de la cantidad de medio que

se tenga en el recipiente. (Tabla 2)
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Tabla 2 Tiempos de esterilizacion en autoclave

Volumen de medio Tiempo minimo de esterilizacion
(ml) (min)
20-50 15
75 20
250-500 25
1000 30
1500 35
2000 40

Fuente: (Colectivo de Autores., 2008.)

Un método alternativo de esterilizacion de medios
liquidos es por filtracion, utilizando membranas con
poros diminutos (0,22um) que evitan el paso de bacterias,
hongos y la mayoria de virus; sin embargo, debido a
sus costos y funcionalidad, éste método se utiliza sélo
para esterilizar aquellos compuestos que cambian su
naturaleza con el calor (acido abscisico, acido giberélico,

etc).
Distribucion

De acuerdo con las caracteristicas de los recipientes
o contenedores a utilizar, el medio es distribuido antes
y después de la esterilizacion. Generalmente cuando
el medio es liquido y se utilizan erlenmeyers de vidrio,
las cantidades de medio son distribuidas previo a la
esterilizacion en cada uno de los recipientes; de forma
inversa cuando el medio es semi solido, la distribucion
puede hacerse antes de la esterilizacion cuando se
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utilizan recipientes de vidrio (tubos de ensayo y frascos),
aunque en este caso el agar debe ser disuelto calentando
el medio antes de la distribucion. Al utilizar recipientes
plasticos (cajas de Petri desechables, etc.) que no resisten
la temperatura de esterilizacion, la distribucion de
las cantidades del medio debe hacerse posterior a su

esterilizacion.
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CAPITULO V

PREPARACION DEL MATERIAL
DE SIEMBRA, DESINFECCION Y
ESTABLECIMIENTO IN VITRO,
VIA ORGANOGENESIS.



5 Preparacion Del Material De Siembra,
Desinfeccion Y Establecimiento In Vitro, Via
Organogénesis

5.1 Generalidades

La propagacion in vitro constituye una de las
aplicaciones mas generalizadas del cultivo in vitro,
donde a partir de un fragmento (explante) de una planta
madre, se obtiene una descendencia uniforme, con
plantas genéticamente idénticas, denominadas clones. El
explante mas usado para los procesos de propagacion in
vitro via organogénesis son las yemas vegetativas de las
plantas. Los frascos de cultivo que contienen las plantas
se ubican en camaras de crecimiento con luz artificial o
solar, donde se fija la temperatura en valores que oscilan
entre los 21 y 28°C, ademas de controlar la cantidad de
horas luz. Por su parte, el medio de cultivo se compone de
una mezcla de sales minerales, vitaminas, reguladores

de crecimiento, azucar, agua y gelificante.

La composicion del medio de cultivo depende de la
especie vegetal y de la fase del proceso de propagacion
in vitro (Castillo, 2005). El éxito con este método ha sido
relativamente rapido con especies herbaceas, pero el
progreso con plantas perennes ha sido mas lento debido
al mayor desconocimiento de la informacion genética
en estas especies y a su forma “recalcitrante” para
la regeneracion y multiplicacion de algunas de ellas,
tipico de las plantas lefiosas (Nehra, y otros, 2005). No

obstante, aplicada a la propagacion de especies arboreas,
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la organogénesis ha permitido la propagacion de varias

especies lequminosas.

La propagacion in vitro, es una técnica de propagacion
deplantas, que proporciona ciertas ventajas comparativas
sobre las técnicas tradicionales de propagacion a nivel
macro, tales como mayores tasas de multiplicacion en
periodos de tiempo y espacios mas eficientes. Obtencion
de plantas con altos grados de uniformidad genética y
fenotipica, regeneracion de plantas completas a partir de
células, tejidos u organos, rapido desarrollo y liberacion
de cultivares mejorados o genéticamente modificados,
posibilidad de obtener plantas sanas a partir de material
contaminado con patogenos de tipo sistémico, reduccion
de costos y riesgos de pérdidas en el almacenamiento
de germoplasma, y adicionar un valor agregado a las
plantas producidas. También tiene ciertas limitantes
que impiden su uso generalizado en todas las especies
vegetales. Algunas de estas limitantes son la deficiente
disponibilidad, o ausencia total, de protocolos para
ciertas especies, denominadas recalcitrantes por su
dificultad de manejo en condiciones in vitro, la ocurrencia
de altos niveles de variacion somaclonal en ciertos tipos
de plantas y los altos costos de produccion que implica

la produccion in vitro.

5.2 Fases de propagacion via organogénesis

Se reconoce cinco fases en el proceso de propagacion
in vitro via organogénesis, las mismas son: Fase 0 o fase

preparativa; fase I o fase de establecimiento; fase II o
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fase de multiplicacion; fase I1I o fase de enraizamiento y
fase IV o fase de aclimatacion, algunos autores plantean
un numero mayor de fases, pero estas se encuentran
implicitas dentro de las antes mencionadas (Jimenez,
1998).

5.3 Fase preparativa o Fase 0

Esta fase persigue garantizar material de partida de
alta calidad genética y fitosanitaria, disminuyendo los
problemas de contaminacion para lograr un esquema
de propagacion in vitro real y repetible (George, 2008).
Aunque algunos trabajos de investigacion sefialan
el empleo de tejidos adultos de plantas provenientes
de campo, el porcentaje de contaminacion en este
tipo de material es alto (Sanchez, 2001). Para poder
establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se debe
obtener explantes con un nivel nutricional y un grado
de desarrollo adecuado, para esto es recomendable
mantener a la planta madre durante un periodo de
tiempo que puede oscilar entre unas semanas o varios
meses bajo condiciones sanitarias controladas y con un
control de la nutricion y riego adecuados para permitir un
crecimiento vigoroso y libre de enfermedades (Castillo,
2005). La importancia del establecimiento de un banco
de plantas donantes bajo condiciones semicontroladas
(invernadero o casa de cultivo) y la aplicacion sistematica
de fungicidas comerciales, con el fin de disminuir los
porcentajes de contaminacion microbiana en la fase de

establecimiento. Una vez seleccionado el mejor explante
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se requiere desinfectarlo superficialmente, ya que en
el medio de cultivo pueden crecer microorganismos,
principalmente bacterias y hongos, que competiran
ventajosamente con el explante (Villalobos & Thorpe,
1991).

5.4 Fase de establecimiento o Fase 1

El objetivo de esta fase es lograr el establecimiento
in vitro del explante de forma vigorosa y libre de
contaminacion para iniciar la multiplicacion en gran
escala. En el cultivo de tejidos in vitro de especies lefiosas
generalmente se presentan limitaciones que dificultan el
desarrollo de las fases de la propagacion in vitro, sobre
todo durante el establecimiento. Los mayores problemas
durante el establecimiento in vitro son la contaminacion
bacteriana y fangica, presente en la superficie de las
hojas y segmentos nodales, asi como la oxidacion fenolica
(Teixeira, 2001) (Azofeifa, 2009). La seleccion del tejido
vegetal, el estado fisiologico del mismo, la metodologia
de desinfeccion, asi como el medio de cultivo, tiene gran
influencia en la efectividad del establecimiento in vitro.
(Andrade, Wong, Waddell, & Liu, 2007).

Seleccion del explante

Las caracteristicas del explante son determinantes en
esta fase y seguin sefialan (Olmos, Luciani, & Galdeano,
2004). Los factores que influyen sobre la calidad del
explante son: la edad ontogénica vy fisiologica del mismo,

el tipo de organo que sirve como explante inicial, el
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tamano y estado fitosanitario de la planta donante y la
estacion en la cual se colecta el material vegetal. Por lo
tanto, diversos autores plantean la necesidad de realizar
tratamientos de revigorizacion o plantas donadoras de
explantes, sobre todo en especies lefiosas. Por otra parte
(Mroginski, Sansberro, & Faschland, 2004), sefialan
que la edad del explante es un factor critico, siendo la
propagacion in vitro a partir de tejidos jovenes la de
mayor éxito, los 6rganos jovenes tienen mejor respuesta
en el establecimiento in vitro que los obtenidos a partir

de materiales adultos.
Desinfeccion de los apices

Para la desinfeccion se han empleado diferentes
compuestos. La seleccion y concentracion de los
desinfectantes y el tiempo de desinfeccion, se determinan
en gran medida por las caracteristicas del explante; en la
practica se establecen experimentalmente por ensayo y
error (Villalobos & Thorpe, 1991). Los mas comunes son
la solucion de hipoclorito de sodio y de calcio, el peroxido
de hidrogeno, el nitrato de plata, el cloro comercial, el
etanol a diferentes porcentajes y otros (Orellana, Garcia,
Bermudes, Veitia, & Romero, 2002). Otro desinfectante
comunmente utilizado para la desinfeccion de las
especies forestales es el bicloruro de mercurio (HgCl,) que
es el de mayor toxicidad y se emplea en concentraciones
bajas durante cortos periodos de tiempo (Abdelnour &
Mufioz, 2005).
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Ademas, para el control de patogenos que permanecen
latentes durante el cultivo in vitro se emplean antibioticos
en el medio de cultivo (Olmos, Luciani, & Galdeano,
2004). La desinfeccion superficial incluye varios pasos: el
lavado de los explantes con agua corriente, el empleo de
etanol al 70% por un minuto, sequido de concentraciones
variables de hipoclorito de sodio (0,5 a 1,5% de cloro
activo) con unas gotas de tensoactivos para favorecer
su penetracion y actividad. Posteriormente los explantes
deben ser enjuagados al menos tres veces con agua
destilada estéril (Levitus, Echenique, Rubinstein, Hopp,
& Mroginski, 2010).

Algunos microorganismos permanecen latentes y se
expresan cuando son transferidos a un medio de cultivo
nuevo. En general, estos incluyen los microorganismos
superficiales del material vegetal, los microorganismos
endogenos y los microorganismos propios del manejo
en laboratorio. En la fase I también puede observarse
infecciones por bacterias y hongos asociados a trips
(Thripidae) que sobreviven a los tratamientos de
esterilizacion 'y por microorganismos endogenos
latentes dentro del sistema vascular, resultado de
una esterilizacion inefectiva de los explantes. Estos
microorganismos latentes podrian manejarse mediante
el empleo de antibioticos en el medio de cultivo (Levitus,
Echenique, Rubinstein, Hopp, & Mroginski, 2010).
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Medios de cultivo

De acuerdo con (Gamborg, Murashige, Thorpe, &
Vasil, 1976) el éxito en el cultivo de tejidos depende
de la seleccion del medio de cultivo, incluyendo su
composicion quimica y su formula fisica. La formulacion
descrita por (Murashige & Skoog, 1962), conocida como
medio de cultivo basal (MS) es la mas empleada en
la fase I. Existen ademas diversos componentes que
enriquecen los medios de cultivo, entre ellos: vitaminas,
aminoacidos, azicares y reguladores de crecimiento:
auxinas y citoquininas (Gonzales, 2002). La sacarosa
constituye la principal fuente de carbono de los medios
de cultivo (Rao KS, 1996), su concentracion optima en los
medios de cultivo varia entre 20-80 g L', en dependencia
del tipo de cultivo y material vegetal. Al medio de cultivo
se le afnade generalmente reguladores del crecimiento
durante la iniciacion del cultivo y uno de los reguladores
mas utilizados es el 6 — BAP (6 — bencilaminopurina),
en concentraciones que varian entre 0,88 y 22,0 uM
(Gonzales, 2002).

En especies forestales como la teca (Tectona grandis
L.), (Abdelnour & Mufoz, 2005), sefialan el empleo
del medio de cultivo MS con 30 g L' de sacarosa y 2,3
gL' de Phytagel®. Durante esta fase los apices fueron
cultivados en el medio de cultivo basico enriquecido con
thidiazuron (TDZ) o benciladenina (BA), en la oscuridad
durante una semana y luego transferidos a condiciones

de luminosidad (36,0 um m™ s™'). En este mismo cultivo
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(Quiala, Barbon, Jiménez, de Feria, Capote, & Pérez, 2006)
recomendo el uso del medio de cultivo MS con 20 gL' de
sacarosa, 4,4 uM de 6-BAPy 2,5 g L' de Phytagel®.

Una problematica que se presenta en la propagacion
in vitro lo constituye la oxidacion fenolica, para
contrarrestar este efecto se afiaden a los medios de
cultivo de establecimiento compuestos antioxidantes
como el acido citrico, la cisteina, el acido ascoérbico y
adsorbentes como la polivinilpirrolidona (PVP) y el
carbon activado, las concentraciones mas frecuentes
de carbon activado flucttan de 2,0 a 3,0 g L' (Azofeifaq,
2009). (Teixeira, 2001), destaco que en condiciones in
vitro la oxidacion fendlica constituye un inconveniente
en el establecimiento de especies lefiosas, la misma
que en gran medida esta relacionada con el genotipo,
tipo de explante y época del afio, ya que en periodos
de crecimiento activo de la planta la concentracion de

polifenoles es menor.

5.5 Fase de Multiplicacion o Fase Il

Esta fase tiene como objetivo principal la produccion
del mayor namero posible de propagulos a partir de
los explantes introducidos in vitro, sin comprometer la
calidad genética de las plantas generadas. Esta fase es la
que determina la eficiencia del proceso (Pérez, Ramirez,
Nafez, & Ochoa, 1998). Durante la multiplicacion in
vitro se espera que los explantes que sobrevivieron las
fases 0 y I originen brotes con varias hojas, en la base

de cada hoja hay una yema que se desarrollara luego
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de ser puesta en contacto con el medio de cultivo.
Periodicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar
en un medio de cultivo mediante divisiones y resiembras
en recipientes adecuados. Estas operaciones se realizan
en la cabina de flujo laminar lo que permite mantener las

condiciones de asepsia.

De esta forma aumenta el nimero de plantas en cada
subcultivo. EI nimero de plantas a obtener dependera
de la especie vegetal y de las condiciones de cultivo y el
medio de cultivo, lo que permitira alcanzar incrementos
exponenciales, considerando que todos los factores que
afectan el crecimiento hayan sido optimizados (Castillo,
2005). Durante la multiplicacion del material vegetal, en
dependencia de la especie, se utilizan diferentes manejos
para subcultivar los brotes a medio de cultivo fresco,
la separacion de los nuevos brotes y la diseccion del
explante inicial separando los apices de los segmentos
nodales (Abdelnour & Mufioz, 2005) (Mendoza, Royani,
& Rugini, 2007).

Medios de cultivo

El estado fisico de los medios de cultivo y la
formulacion de las sales inorganicas constituye un
aspecto importante para el cultivo in vitro. Desde que se
inicio el cultivo de tejidos, los medios de cultivo han sido
empleados en estado semisolido y liquido (Novak, 1988),
con las sales inorganicas completas o reducidas en un

50%. Esta Gltima estrategia es muy comin en las especies

79




La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

forestales para controlar desordenes fisiologicos como la
hiperhidricidad (Azofeifa, 2009) (Chaturvedi & Razdan,
2004) (Souza, Dantas, Cavalcante, Tenorio, & Houllou,
2017), estudiaron el efecto de las sales completas y
reducidas al 50% durante el establecimiento in vitro
de segmentos nodales de Azadirachta indica A. Juss,
los autores observaron diferencias significativas entre

ambos tratamientos.

La totalidad de los explantes en el medio de cultivo
con las sales completas se tornaron de color marron
después de dos semanas de cultivo, mientras que en el
medio de cultivo con el 50% de las sales MS el 50%, el
50% de los explantes brotaron en un medio de cultivo
suplementado con 1,0 uM de 6 — BAP. En otras especies
leguminosas arboreas la gran mayoria de la literatura
cientifica existente coincide en el empleo de medios
de cultivo semisolidos para esta fase del proceso
de propagacion in vitro. Siendo estos utilizados en
investigaciones descritas para Caesalpinia echinata
Lam. (Werner, Milanez, & Mengarda, 2010), Caesalpinia
bonduc (L.) Roxb (Cheruvathur, Britto, & Thoma, 2010) y
Caesalpinia pyramidalis Tul. (Silva TS, 2012).

5.6 Fase de Enraizamiento o Fase III

El objetivo de esta fase es preparar las plantas
para su restablecimiento en condiciones naturales,
es la fase mas voluminosa de todo el proceso, ya que
cada brote debe manejarse de forma individual en

condiciones in vitro para que ademas de crecer y formar
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un pseudotallo o tallo, forme y desarrolle raices que le
permitan absorber los nutrientes al trasplantarlo sobre
un sustrato enriquecido y convertirse en una planta
aclimatizada lista para llevarse al campo (Orellana.,
1998). Con bajas concentraciones de auxinas predomina
la formacion de raices adventicias, mientras que con
altas concentraciones de auxinas no se producen raices
y tiene lugar en cambio la formacion de callo (De Souza
& Grasso, 2012). En muchos de los casos las raices que se
han originado in vitro son vulnerables y no funcionan de
forma adecuada en vivo (no tienen o tienen poco pelos
radicales) por lo que mueren rapidamente debiendo ser
sustituidas por nuevas raices subterraneas. Un desarrollo
pobre del sistema radical hace que el crecimiento en
vivo sea lento, especialmente cuando hay una elevada
transpiracion. Es de vital importancia que las plantas in
vitro pierdan la menor cantidad de agua posible cuando
pasa a condiciones ex vitro (De Souza & Grasso, 2012).
La formacion de organos, especialmente la formacion
de raices adventicias y funcionales, es facilitada por un
mejor suministro de oxigeno. Es un hecho comprobado
que, especialmente los brotes in vitro de especies lefiosas
encuentran grandes dificultades en regenerar sus raices,
cuando estas se encuentran en agar. Por esta razon
desde hace algunos afios se informan trabajos donde se
sustituye el agar por minerales como la vermiculita, la
perlita, entre otras buscando una mayor oxigenacion en
la zona de formacion de las raices (Abdelnour & Mufioz,
2005) .
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El efecto estimulador de las auxinas en el
enraizamiento de plantas procedentes del cultivo in vitro
de diversas especies lefiosas ha sido descrito por varios
autores como (Copes & Mandel, 2000) (Husen & Pal,
2003) (Lara, Wolodarsky, Aravena, Cortes, Fraver, & Silla,
2003); Blanco et al., 2004; Tacoronte et al., 2004; Billard y
Lallana, 2005) recomendandose su empleo en la mayor
parte de los medios de cultivo para el enraizamiento. Por
su parte Azcon — Bieto y Talon (2008) sefialaron que cada
organo presenta una sensibilidad diferente a la auxina,
las raices son mas sensibles que las yemas, y estas mas
sensibles que los tallos. Asi el tratamiento con una
disolucion 10°uM de auxina producira un crecimiento
maximo en las yemas y una ligera estimulacion en los
tallos, mientras que el crecimiento de las raices estaria
fuertemente inhibido. El desarrollo de una metodologia
de propagacion in vitro eficiente y con bajos costos que
permita obtener plantas con un sistema de raices de alta
calidad es esencial para el escalado de la propagacion in

vitro en cualquier cultivo.

5.7 Fase de Aclimatizacion

Esta esla fase mas dificil del cultivo, cuando las plantas
in vitro son transferidas del ambiente aséptico y rico en
nutrientes del frasco de cultivo para iniciar su desarrollo
en condiciones ex vitro. Se requiere de condiciones
adecuadas y grandes cuidados para que estas no mueran
por pérdida excesiva de agua o por ataque de patogenos
(Martinez et al., 2005). Segin Rodriguez et al. (2009) al
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ser sacadas las plantas in vitro del frasco de cultivo o
tubo de ensayo, deben ser limpiadas de todos restos del
medio de cultivo con agua corriente y ser sumergidas
en una solucion de fungicida sistémico. Se colocaran en
vasos o macetas, en una mezcla balanceada de suelo,
arena y material inerte estéril, almacenadas en un
invernadero bajo condiciones de humedad constante y
baja radiacion solar. Se requiere durante los tres primeros
dias, de un ambiente cercano al 95% de humedad relativa
y 30% e exposicion a la luz. Al cabo de unos dias una
vez endurecidas deben ser aclimatizadas, por lo que
se trasplantan a un nuevo sustrato con suelo, arena y
materia organica en condiciones de vivero (Posada,
2016). Durante un proceso de aclimatizacion, las plantas
propagadas in vitro logran sobrevivir a condiciones ex
vitro después del trasplante. Es importante que tengan
las mismas un sistema radical funcional para garantizar
no solo su supervivencia, sino su crecimiento durante y
después de la fase de aclimatizacion en invernadero, en

vivero y posterior en el campo (Rodriguez et al., 2009).
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6 Uso De Los Reguladores De Crecimiento

6.1 Generalidades

Los reguladores de crecimiento, son compuestos
algunos naturales (hormonas) y otros sintéticos, que
a muy bajas concentraciones, afectan los procesos de
crecimiento y desarrollo en las plantas Los tejidos in vitro
generalmente no producen las cantidades necesarias de
reguladores para suplir las necesidades de sus procesos,
por lo que se hace necesario suplementar con fuentes
exogenas. Las hormonas o reguladores de crecimiento
clasicos son las auxinas citocininas, giberelinas, el acido

abcisico y el etileno (Suarez, 2011).

En general, la respuesta de un tejido al cultivo in vitro
depende en mayor medida de la interaccion entre el
nivel fitohormonal endégeno y el tipo y concentracion de
los reguladores de crecimiento en el medio de cultivo. De
acuerdo con esto, cada explante o un mismo explante
pero de diferentes especies, puede responder de manera
distinta a una misma concentracion de reguladores
de crecimiento, a causa de diferencias en el contenido
hormonal endogeno (Molphe-Balch et al., 1999).

6.2 Proliferacion de brotes en el Cultivo in vitro

Las citoquininas han sido esenciales para el desarrollo
de brotes ya que la elongacion y el incremento en su
proliferacion depende de la presencia de una fuente
externa de estos reguladores del crecimiento (Kim y Kim,
2002).
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Autores como Cruz y Ramos (2003), Billard y Lallana
(2005), Rios et al. (2005), Quintanilla (2007) sefialaron que
en especies lefosas, durante la fase de multiplicacion de
los brotes es casi indispensable la adicion de citoquininas
yesel 6-BAPla mas utilizada. Sinembargo, enla mayoria
de las especies forestales la adicion de una auxina en
combinacion con citoquinina mejora la proliferacion
y la calidad de los brotes (Nayak et al., 2007). En este
sentido, Abdelnour y Mufioz (2005) indicaron que para
el caso de la teca, durante la fase de multiplicacion, los
brotes obtenidos en la fase de establecimiento fueron
cultivados en un medio de cultivo al que se le adiciono
8,8 uM de 6-BAP, solo o en combinacion con 0,098 y 0,98
uM de acido indolbutirico (AIB), lo que indujo la mayor
proliferacion de brotes (4,6).

Por su parte Soni et al. (2011) sefialaron después de
evaluar el efecto de varias concentraciones de 6-BAP
(2,22 - 4,44 uM) combinadas con 0,49 uM de AIB en
un medio de cultivo MS para la induccion de brotes
axilares en ‘Merton 1-793’, un cultivar patron para
injertos en manzano (Malus domestica Borkh); que
la mayor proliferacion de brotes (85%) ocurrio en el
medio de cultivo MS con 6-BAP (4,44 uM) y AIB (0,49
uM). Diferentes autores destacaron que la combinacion
de 6-BAP y ANA fue mas efectiva para induccion de
brotes en especies arboreas como Ficus benghalensis
L. (Munshi et al., 2004), Acacia mangium Willd. y A.
mangium Willd. x A. auriculiformis A. Cunn. Ex Benth
(Monteuuis et al., 2013).
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Autores indicaron que después de evaluar el efecto
de la combinacion de 4,44 uM de 6-BAP y 0,54 uM de
ANA; alcanzaron 2,68 numero de brotes por explante
con una longitud de 1,81 cm en el primer subcultivo,
mientras que en el sequndo subcultivo 3,26 cm brotes
por explante con una longitud de 1,64 cm de longitud
del brote de Caesalpinia spinosa. Esto permitio la
produccion de brotes con calidad para pasar a la fase de
enraizamiento. Lo que demuestra la importancia de la
combinacion de ambos reguladores de crecimiento para

la multiplicacion in vitro de una especie lefiosa como C.

spinosa (figura 12).

Figura 12. Brotes in vitro de C. spinosa en fase de
multiplicacion obtenidos en medio de cultivo basal MS
50% con 4,44 uM de 6-BAP + 0,54 uM de ANA a los 60
dias de cultivo, subcultivo tres (A) frascos de cultivo con
los brotes in vitro, (B) Brotes Axilares (Fotos: Nuiez et
al., 2017).
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6.3 Efecto de niveles de auxinas en el
enraizamiento in vitro

La formacion de raices en un brote in vitro es un
proceso complejo que consta de al menos dos fases: la
formacion de los primordios de raiz a partir de ciertas
células susceptibles y el crecimiento de las raices. Ambas
fases requieren de auxinas, aunque las necesidades de
cada una son diferentes y depende de la especie (Acosta
et al., 2008).

Los mejores resultados en el enraizamiento de las
plantas in vitro de C. espinosa fue de AIB 2,45 uM,
con diferencias significativas. También la altura de los
explantes en relacion con los demas tratamientos fue
superior. Las plantas desarrollaron como media tres

pares de hojas en todos los tratamientos.

De forma integral la mejor concentracion de AIB para
el enraizamiento de los brotes in vitro de C. spinosa
fue 2,45 uM de AIB. Con valores siempre superiores o
iguales con relacion a los otros tratamientos. El 72% de
los brotes desarrollaron raices in vitro en el medio de
cultivo compuesto por el 50% de las sales MS + 2,45 uM
de AIB.

Al incrementar la concentracion de AIB, en el medio
de cultivo tuvo un efecto negativo en el namero de raices
por explante. Al respecto Taiz y Zeiger (2002) refieren
que altas concentraciones de auxinas no solo retarda

el alargamiento celular sino que inhibe la formacion de
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raices, los resultados coinciden con lo sefialado por estos
autores (Tabla 3, Figura 13).

Tabla 3 Efecto del AIB en el enraizamiento de brotes
de C. spinosa, a los 60 dias de cultivo (Fotos: Nufiez et
al., 2017).

Altur Nimero de|Plantas
AIB (uM) (cm) a hojas enraizadas | NGimero | Longitud de
¢ %) de Raices | la raiz (cm)
232c 3,0a 1,90
0 51,5¢ c 4,10b
285b 3,0a 2,25
1,22 60,5 b b 520 a
3,58 a 3,0a 3,35
2,45 72,0a a 4,40 ab
221c 2,0b 1,10
4,90 69,5 a d 2,10 ¢

4,90 uM 245 M

Figura 13 Explantes de C.spinosa

Enlailustracion se presenta Explantes de C.spinosaen
fase de enraizamiento en medio de cultivo con diferentes
concentraciones de AIB a los 60 dias de cultivo (Fotos:
Nunez et al., 2017).
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En la concentracion mas alta de AIB (4,90 uM) se
observo que las hojas de los brotes in vitro, se mostraban
con foliolos pequefios y senescencia de los mismos. La
abscision de los o6rganos de las plantas es un fenémeno
relacionado con el efecto auxinico (Taizy Zeiger, 2002). De
las auxinas, el AIB es el requlador del crecimiento en los
medios de cultivo mas empleado para el enraizamiento

de otras especies leguminosas arboreas.

El enraizamiento es una fase dificil durante la
propagacion in vitro de muchas especies lefiosas
(Custodio et al., 2004). No obstante, Ahmad et al.,
(2003) y Custodio et al.,(2004) sefialaron que tener la
mayor cantidad de plantas in vitro con raices es un
aspecto importante para aumentar la supervivencia y
el crecimiento durante la aclimatizacion ex vitro y que
las pérdidas en esta fase tienen desde el punto de vista
practico un valor econémico. Otros autores recomiendan
usar para el enraizamiento de diversos genotipos de
nogal microbrotes de 3 a 5 cm de longitud, provenientes
directamente de la multiplicacion y subcultivados cada

tres semanas.

Se ha sefialado que la perdurabilidad de las vitro
raices en el tiempo, la existencia de conexion vascular de
éstas con el tallo y la presencia de elementos vasculares
bien estructurales son unindicador de que las condiciones
bajo las que se conduce las fases de pre-induccion y de

expresion radical son, como minimo favorables.
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7 Desordenes Morfo-Anatémicos Y Fisiologicos
Asociados Al Cultivo In Vitro.

7.1 Generalidades

El cultivo de tejidos ha sido extensamente utilizado
para la rapida multiplicacion de gran cantidad de
especies vegetales, sin embargo el éxito comercial del
mismo dependedelahabilidad de transferiracondiciones
ex vitro las plantas a gran escala, con bajos costos de

produccion y un alto porcentaje de supervivencia.

Las plantas durante el cultivo in vitro sufren cambios o
anomalias que las hacen generalmente muy susceptibles
al trasplante. En algunas especies forestales las pérdidas
pueden ascender hasta mas del 30% de las plantas
producidas in vitro. De modo que, entender y conocer
estas anormalidades es prerrequisito indispensable para
desarrollar un protocolo de aclimatizacion y trasplante

eficiente.

7.2 Caracteristicas del microambiente que generan
los desordenes estructurales vy fisiol6gicos.

Las plantas o brotes que se desarrollan in vitro
estan expuestas continuamente a un microambiente,
creado para provocar el minimo de estrés y estimular el

crecimiento del cultivo.
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Estas condiciones se caracterizan por:
Frascos de cultivos semi-herméticos

e alta humedad relativa

e limitado intercambio de gases
e escaso CO,
e acumulacion de etileno

e baja luminosidad

Medios de cultivos artificiales sobredimensionados en

nutrientes

e sales minerales
e sacarosa

e reguladores del crecimiento y suplementos

Aunque, estas condiciones bajo las cuales la gran
mayoria de los laboratorios realizan el cultivo de tejidos
promueven el rapido crecimiento, con frecuencia también
conducen a la formacion de plantas con anomalias
estructurales y fisiologicas. Las cuales desarrollan
un genotipo incapaz de sobrevivir en condiciones
ambientales cuando son directamente transferidas a

condiciones de invernadero o campo.

El estudio y conocimiento de la morfo-fisiologia
de las plantas in vitro, entender mejor las sefiales de
respuestas de estas a los cambios del microambiente.
Este conocimiento permite optimizar las condiciones
de cultivo in vitro, controlar mejor la morfogénesis y

reducir los desordenes fisiologicos, lo que incrementa la
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eficiencia en la aclimatizacion de plantas.

Los cambios mas frecuentes que se observan en las
plantas propagadas in vitro generalmente afectan la
capacidad fotosintética, la funcionalidad de los estomas,
la caracteristicas de la cuticula, la anatomia y la sobre-
acumulacion de agua en los tejidos (hiperhidricidad).

Capacidad fotosintética

La presencia de sacarosa y sales minerales que se
utilizan en los medios de cultivo, sumado a los bajos
niveles luminosidad y el escaso CO, en los frascos de
cultivo, provocan una disminucion de la capacidad
fotosintetica de las plantas cultivadas in vitro. Aunque
en ocasiones estas plantas pueden parecer normales, en

realidad tienen una actividad fotosintética baja.

En los frascos de cultivos casi herméticos el poco
intercambio gaseoso genera un microambiente semi-
enrarecido con una reducida disponibilidad de CO,
atmosférico, por tanto la sacarosa suministrada de
manera exogena en el MS, se convierte en la fuente
primaria de suministro de carbono, lo que provoca que
estas plantas no necesiten el desarrollo de un aparato
fotosintético normal. Es por ello que en comparacion
con plantulas de semilla cultivadas en invernadero, las
plantas cultivadas in vitro generalmente tienen menor
contenido de clorofilas y carotenoides, o de enzimas
responsables de la fotosintesis, como por ejemplo la

ribulosa bifosfato carboxilasa (RuBisCo), que es una
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enzima clave en la fijacion del CO, atmosférico.

En 1978 Grout y Donkin durante el estudio de plantas
in vitro de coliflor, midieron la toma de CO, de estas
plantas y el intercambio de gases utilizando carbono
marcado con isotopos radioactivos y un analizador de
gas infrarrojo. Como resultado encontraron que la toma
de CO, era despreciable en la luz mientras las plantas
estuvieron in vitro. Una vez transferidas a invernaderos
el balance negativo de CO, persistio durante 2 semanas
mas y solo a partir de la tercera semana se registro
un balance positivo de CO,, lo cual coincidio con el

desarrollo de nuevas hojas.

7.3 Funcionamiento del complejo estomatico

La estructura del estoma y su mal funcionamiento
se han considerado como factores que contribuyen a la
excesiva pérdida de agua en las plantas cultivadas en
condiciones controladas. Los estudios de microscopia
electronica indican que la estructura en las plantas
cultivadas in vitro difiere marcadamente con las plantas
cultivadas en invernadero o campo. Mientras que en las
plantas in vitro los estomas tienen células oclusivas mas
redondeadas y elevadas sobre el parénquima de la hoja,
las plantas de campo presentan estomas con células
oclusivas elipticas y hundidas en el parénquima de la

hoja.

Apertura y cierre estomatico: Muchos autores
describen que los estomas de las plantas in vitro
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muestran incapacidad para cerrar adecuadamente
cuando son separadas del medio de cultivo. Por ejemplo,
los estomas en hojas escindidas de plantas in vitro de
teca cultivadas en medio de cultivo semisolido con 4,44
uM de 6-BAP se observaron completamente abiertas
al microscopio electronico de barrido (MEB), estos no
cerraron inmediatamente después que fueron extraidas
de los frascos y expuestas al ambiente ex vitro. Sin
embargo, las plantas procedentes de los biorreactores de

inmersion temporal se observaron cerradas (Fig. 14).

Figura A Figura B

Figura 14 A) Estomas de Plantas cultivadas in vitro

de teca (Tectona grandis L)

Figura A) Medio de cultivo semisolido. Figura B)
Biorreactores de inmersion temporal. (Fotos: Quiala et
al., 2012).

Densidad estomatica: Se ha descrito que la densidad
estomatica en plantas in vitro del género Prunus y
Rhododendrum aumento después de la transferencia
ex vitro, mientras que el tamafio del poro estomatico

disminuyo. Tamafio del poro: La dimension del poro
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estomatico es controlada por el volumen relativo de
las celulas oclusivas, correspondiente al grado de
turgencia. La turgencia de las células oclusivas depende
del potencial osmotico e hidrico. Por lo que el fallo de
los estomas para cerrarse adecuadamente puede ser el
resultado de propiedades anormales de la pared celular

o de la inapropiada funcion del protoplasto.

Por ejemplo estudios en Crisantemo revelan que
los estomas de plantas in vitro no se cerraron cuando
fueron incubados en la oscuridad, tratados con ABA
o colocados en una solucion hipertonica, lo cual fue
correlacionado con defectos en la estructura de la pared
celular, caracterizados por una orientacion anormal de
las microfibrillas de celulosa. Cuticula de la hoja: La
cuticula es una capa no celular superficial secretada por
la epidermis y compuesta por una matriz de cutina y
cera que cubre la superficie de los tejidos de la planta,
su funcion primaria es limitar la pérdida de agua por

transpiracion.

La permeabilidad del agua a través de la cuticula
esta influenciada primeramente por la estructura y la
cantidad de cera cuticular y epicuticular. De hecho, la
escasa deposicion de cera EPI cuticular en la superficie
de las hojas de las plantas in vitro es considerado como
uno de los factores mas importantes, responsables de la
excesiva pérdida de agua, que conducen a un trasplante
deficiente. ~ Por otro lado, estudios comparativos

realizados en Berza, indicaron que la composicion
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quimica de la cera EPI cuticular de hojas desarrolladas

in vitro fue diferente de aquellas en invernadero.

Se detecto en la cera de las plantas in vitro, una mayor
proporcion de esteres y compuestos polares, asi como
significativamente menos hidrocarburos de cadena larga
que las plantas de invernadero. Los compuestos polares
son menos hidrofobicos que los hidrocarburos de cadena
larga por lo que permiten una mayor permeabilidad al
agua, de modo que es muy probable que esta composicion
quimica anormal contribuyera a la pérdida de agua de

las plantas in vitro.

Anatomia: La pobre diferenciacion del mesofilo y
la débil vasculatura de las hojas desarrolladas in vitro
tornan a las plantas altamente susceptibles al stress
durante el trasplante. Las hojas in vitro son mas delgadas
y tienen poco desarrollo del parénquima de empalizada
con significativa cantidad de espacios de aire en el
mesofilo en comparacion con las plantas de invernadero.
Estudios comparativos realizados en hojas de plantas de
ciruela propagadas in vitro revelaron que el parénquima
tenia una sola capa de células de empalizada con grandes
espacios de aire en comparacion con las usuales dos o
tres capas observadas en las plantas de invernadero o

campo.

Los tallos de las plantas in vitro suelen ser mas
delgados y tienen considerablemente menos tejido de

sostén colénquima y esclerénquima que aquellas de
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invernadero o campo.

Por otro lado, las raices in vitro suelen ser
delgadas, cubiertas por pelos radiculares y con menos
peridermo. Generalmente la conexion entre la raiz y
el tallo es incompleta, lo que resulta en una ineficiente

transportacion de agua desde la raiz a los brotes.

Se ha descrito ademas que por ejemplo los hidatodos
de hojas propagadas in vitro de fresa estan abiertos,
mientras que los de las plantas de invernaderos se
observaban poco abiertos o cerrados. Teniendo en cuenta
que los hidatodos se encontraban abiertos y exhibian
sintomas de gutacion, los autores sugieren que estos
podrian contribuir a la pérdida de agua por la region

adaxial de la hoja.

7.4 Hiperhidricidad

El cambio hiperhidrico es la culminacion de varias
fases en las que en distinto grado se manifiestan
malformaciones y alteraciones en el normal
funcionamiento de las plantas afectadas. Es reconocido
como un problema serio que limita el éxito de muchos
sistemas de micropropagacion y aunque ocurre en

muchos géneros, es mas frecuente en las especies lefiosas.

Las plantas cultivadas in vitro son sometidas a
condiciones medioambientales especificas, creadas
para estimular el rapido crecimiento. Sin embargo, en
ocasiones estas condiciones pueden ser perjudiciales y

provocar estrés: el corte de los explantes y su transferencia

102

La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

a medio de cultivo fresco, el bajo potencial osmoético del
medio de cultivo, que favorece el movimiento rapido
del agua al interior de los tejidos, el alto contenido de
compuestos nitrogenados, la alta humedad relativa y la
acumulacion de gases toxicos en la atmosfera interna de
los frascos de cultivo, la baja intensidad luminosa, las
altas concentraciones de reguladores del crecimiento,
principalmente citoquininas, las cuales pueden reprimir
o modificar la respuesta morfogenética de los explantes
(Franck et al., 2004).

Aunque muchas de las plantas pueden adaptarse a
estas condiciones medioambientales, algunas de ellas
se desarrollan anormales, con un aspecto trasltcido,
debido a deficiencias de las clorofilas y al alto contenido
de agua (Gaspar et al., 2002; Ziv, 1991). Este fenomeno,
fue previamente conocido como vitrificacion (Debergh
et al, 1981) y afios mas tarde redefinido como
hiperhidricidad (Debergh et al., 1992). Es descrito como
un desorden fisiologico causado por la presencia de
grandes cantidades de agua residual en los espacios
apoplasticos de los tejidos. Las hojas y los tallos de las
plantas hiperhidricas muestran una apariencia turgente
y acuosa, sus 6rganos se muestran transltcidos, menos
verdes y se quiebran con facilidad (Ziv, 1991).

La hiperhidricidad, bajo condiciones especificas
puede evolucionar hacia la pérdida de la capacidad
regenerativa, estd asociado a un proceso de
juvenilidad (Gaspar et al., 2002) e implica problemas
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de diferenciacion de los tejidos (Kevers et al., 2004). Los
brotes hiperhidricos (BH) enraizan en un porcentaje bajo,
generalmente no sobreviven durante la aclimatizacion
y cuando lo hacen con frecuencia dan lugar a plantas

malformadas (Hazarika, 2003).

En general, estudios morfo-anatomicos realizados
en BH de Prunus avium L., revelan que los tallos se
observan engrosados y con los entrenudos mas cortos
que las plantas con apariencia normal, con hojas mas
finas, con frecuencia muy elongadas, arrugadas, risadas
y quebradizas (Gaspar, 1991). En Simmondsia chinensis
(Link) Schn., los BH anatomicamente se caracterizan por
una hipertofria en el parénquima cortical y la médula del
tallo, con grandes espacios intercelulares, asi como un
incremento del espacio extracelular y volumen de aire.
Los vasos y traqueidas en las plantas hiperhidricas no
estan lignificadas apropiadamente y se ha determinado
un menor contenido de ligninas en comparacion con los
brotes normales (Apostolo y Llorente, 2000).

Enhojashiperhidricasde Prunus aviumL.,sedetectola
no existenciadel tejido deempalizada o este se encontraba
practicamente reducido y el mesofilo esponjoso poseia
grandes espacios intercelulares (Kevers et al., 2004). En
BH de Vanilla planifolia L., se detectaron severos dafios
estructurales en el domo apical y la ausencia de bandas
procambiales que descendieran basipetalmente a partir
del primordio de la hoja (Sreedhar et al., 2009).
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Los tejidos hiperhidricos en comparacion con los
tejidos normales, presentan diferentes caracteristicas
bioquimicas, algunas de ellas relacionadas con las
anomalias morfologicas descritas para este tipo de
brotes (Gaspar, 1991), como son:

—Menor contenido de masa seca y mayor contenido
de agua, esencialmente localizada en los espacios

apoplasticos.

—Menor contenido de ligninas, asociado con una baja
actividad de enzimas involucradas en la polimerizacion

de las ligninas o en la sintesis de sus precursores.

—Menos celulosa, lo cual esta asociado con una baja
relacion C/N favorable a la sintesis de aminoacidos que
de unidades de azlcar para formar celulosa.

—Elevada actividad glutamato deshidrogensa, lo que
sugiere cambios en la composicion de carbohidratos
para la sintesis de aminoacidos.

—Menos clorofila, lo cual pudiera ser la causa de
la apariencia traslicida y probablemente una baja

capacidad fotosintética.
—Menor contenido de fenoles.

—Elevada actividad Peroxidasa, lo cual pudiera estar
asociado a un incremento del catabolismo de las auxinas.
El transporte polar de la auxina es aparentemente
reducido.

—Menor contenido de Ca2+, Mn2 +y Na+ y mas K+, al
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menos en clavel (Dyanthus caryophyllus L.)

—Reducida produccion de etileno, sequido del dafio
oxidativo a medida que permanecen las condiciones que

favorecen la hiperhidricidad.

La hiperhidricidad es un desorden multicausal y
los factores que la generan estan relacionados con las
condiciones de cultivo in vitro (Debergh et al., 1992,
Kevers et al., 2004). Por ejemplo, en Prunus avium L., la
hiperhidricidad delosbrotes puede serinducida en cuatro
semanas mediante el reemplazo del agar por el gelrite en
el medio de cultivo (Franck et al., 1998), de forma similar
ocurre con los brotes de Alloe pollyphyla L. (Ivanovay Van
Staden, 2011). La alta humedad relativa en los frascos
de cultivo de los tratamientos con menor frecuencia de
ventilacion forzada, favorecio6 la hiperhidricidad de los
brotes de clavel (Dyanthus caryophyllus L.) (Majada et
al. 1997), mientras que una ventilacion optima permitio
controlar este desorden en Scrophularia yoshimurae L.
(Tsay et al.,, 2006). En Solanum tuberosum L., el mayor
numero de BH observados en los sistemas de cultivo
completamente hermeético, estuvo asociado con una
elevada concentracion de etileno y CO2 en los frascos de
cultivo (Park et al., 2004). Los reguladores del crecimiento
aplicados de manera exogena al medio de cultivo,
principalmente las citoquininas, constituyen uno de
los principales factores que generan la hiperhidricidad
(Debergh, 1983).
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Las citoquininas son esenciales para la morfogénesis
via organogeénesis, a partir de que estan asociadas con
el desarrollo del aparato fotosintético de las plantas
(Argita et al., 2005), estas pueden afectar de forma
directa la diferenciacion de los cloroplastos (Kulaeva et
al., 2002; Oliveira et al., 2008), incrementar la actividad
fotoquimica del fotosistema II (PSII) (Goltsev et al., 2001)
y reducir la degradacion de las clorofilas (Downs et
al.,, 1997). También se ha descrito, que las citoquininas
estimulan el desarrollo del sistema vascular vy
promueven el transporte de nutrientes (Aloni, 2001). Sin
embargo, existen diferencias en la capacidad de cada
tipo de citoquinina y su concentracion para afectar la
estabilidad de las membranas fotosintéticas (Genkov et
al., 1997), la eficiencia fotosintética (Goltsev et al., 2001),
la diferenciacion de los cloroplastos y el contenido de
clorofilas (Oliveira et al., 2008), asi como la morfogénesis
de los brotes (Nagori y Purohit 2004) y la aparicion de
desordenes morfo-fisiologicos como la hiperhidricidad
(Ivanova, 2009; Moncalean et al., 2009; Ivanova y Van
Staden, 2011).

Castro et al. (2002) describen que la hiperhidricidad
en la teca se manifiesta por suculencia de los tejidos de
las hojas y los tallos y apariencia vidriosa de los mismos,
que disminuyen la calidad de los brotes y la eficiencia
del proceso de propagacion in vitro. Asi mismo refieren
durante la propagacion in vitro de este cultivo, el
estudio de diferentes concentraciones de 6-BAP para la

multiplicacion de los brotes y destacan que el porcentaje
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de BH aumento proporcionalmente con la concentracion
de esta citoquinina en el medio de cultivo y que el menor
porcentaje de BH (5,0%) se obtuvo con 2,22 uM de 6-BAP.

Otros autores destacan el control efectivo de la
hiperhidricidad en brotes de teca, mediante la reduccion
de los compuestos nitrogenados del medio de cultivo, la
sustitucion del agar por el gelrite, la adicion de pectina
y el empleo de una mezcla de auxina, citoquinina y
giberelina durante la multiplicacion de los brotes, asi
como la adicion de putrescina al medio de cultivo de
enraizamiento, no obstante estas estrategias si bien
fueron efectivas, probablemente encarecen el proceso de
propagacion a escala comercial. En otros cultivos como
Actinidia deliciosa L., la exposicion de los brotes a una
elevada concentracion de 6-BAP (44,4 uM) indujo la
hiperhidricidad de los brotes (Moncalean et al., 2009),
mientras que en Alloe pollyphyla L., concentraciones
de 6-BAP superiores a 4,44 uM incrementaron
significativamente el nimero de BH (Ivanova y Van
Staden, 2011).

De acuerdo a Debergh et al. (1992) pueden existir
varios niveles de hiperhidricidad, de manera que estos
desordenes pueden estar presente en el material vegetal,
sin que exista manifestacion visual en la morfologia de los
brotes, por lo que la apariencia vitrea seria el indicador
mas distintivo de la etapa final de la hiperhidricidad,
el cual generalmente coincide con un grado severo
de desordenes anatomicos vy fisiologicos e incluso la
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pérdida de la capacidad morfogenética o la activacion

de la muerte celular programada (Ziv, 1991).

La hiperhidricidad, al igual que la habituacion, se ha
considerado como parte de una progresion neoplastica,
que conduce en un corto tiempo a una pérdida de la
capacidad de diferenciacion celular o de regeneracion
de plantas y a largo plazo a un cancer o la muerte
celular (Gaspar et al., 2000). Se ha podido detectar
una distribucion anormal de ADN (aneuploidia vy
poliploidia), en células con una pérdida de la totipotencia
organogénica, como por ejemplo en callos habituados e
hiperhidricos de Beta vulgaris L. (Kevers et al., 1999).
También en regenerantes hiperhidricos de guisantes
(Lathyrus sativus L.) obtenidos a partir de callos, la
hiperhidricidad observada fue asociada con un contenido
anormal de ADN (Ochatt et al., 2002). Sin embargo,
estudios comparativos realizados mediante citometria
de flujo en BH y brotes normales de Prunus avium L., no
revelaron diferencias en el cariotipo (Franck et al., 2004).
Por lo que concluyen que la hiperhidricidad no fue
consecuencia de una modificacion genética, sino de una
respuesta fisiologica a una condicion medioambiental

especifica.

La teoria mas aceptada acerca de la causa de la
hiperhidricidad sugiere que la hipolignificacion de
las células hiperhidricas, debido a la alteracion de
la actividad de enzimas peroxidasas acidas y de la

fenilamonio liasa (PAL) pudiera disminuir la presion
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parietal y facilitar el contacto entre las células y el medio
de cultivo, alterando el balance osmotico de la célula
(Gaspar, 1991; Olmos et al., 1997). El agua retenida en
los espacios intercelulares (Gribble et al., 1998) pudiera
alcanzar niveles de saturacion provocando hipoxia
celular y bajo esta condicion de estrés se ha demostrado
existe dafio oxidativo por peroxidacion lipidica en los
tejidos (Monk et al., 1989), ademas algunas actividades
metabolicas que pueden generar H,O, en las plantas
(Asaday Takahashi 1987) podrian alterarse, conduciendo
a la produccion de niveles toxicos de H,O, y de estrés
oxidativo (Olmos et al. 1997). Sin embargo, resulta dificil
determinar si los BH se encuentran estresados o no y
cuales de estos cambios bioquimicos son los que causan
el estado hiperhidrico y cuales son consecuencia (Franck
et al., 2004).

7 .5Factores que generan la hiperhidricidad

Las causas de estas malformaciones, estan todas

ligadas a las caracteristicas especiales del cultivo in vitro:

-Medios de cultivos sobredimensionados en elementos
minerales, carbohidratos y elevadas dosis de requladores

de crecimiento, que producen un efecto subtoxico global;

-Condiciones de cultivo caracterizadas por una baja
intensidad luminosa, una alta humedad relativa y un

escaso intercambio gaseoso.

-Por otro lado tenemos factores relacionados con el

material vegetal, su manejo y las caracteristicas propias
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de cada especie.

Material vegetal: especie, cultivar, tiempo del
subcultivo, nimero de subcultivos.

Especie, cultivar: Se ha descrito que las especies
lefiosas son mas susceptibles a la hiperhidricidad que
las especies herbaceas. Incluso dentro de una misma
especie existen cultivares mas susceptibles que otros.
Tiempo de subcultivo: es otro de los factores a tener
cuenta, se ha descrito por diversos autores que la
presencia de brotes hiperhidricos se incrementa cuando
los explantes son repicados de manera muy frecuente en
un tiempo relativamente muy corto en medios de cultivos
que contienen fundamentalmente citoquininas. Se ha
observado que en dependencia de la especie, el nimero
de brotes hiperhidricos ha disminuido con el incremento
del tiempo de subcultivo. En nuestra opinion, podriamos
especular que esto se debe al agotamiento durante el
tiempo de cultivo de componentes del medio de cultivo
que inicialmente al estar en altas concentraciones
favorecen la hiperhidricidad como es el caso de las sales

nitrogenadas, los reqguladores del crecimiento, etc.

Sin embargo, al disminuir la concentracion de estos
componentes, el explante que inicialmente emerge con
sintomas de hiperhidricidad se recupera gradualmente,
siendo capaz de emitir nuevos organos con una morfo-
fisiologia normal. Nimero de subcultivos: El subcultivo
muy frecuente del material vegetal durante largos

periodos de tiempos puede provocar en algunas especies,
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lo que se conoce como habituacion. Principalmente
ocurre en aquellas especies para las cuales se utilizan
elevadas concentraciones de citoquininas. El subcultivo
continuado provoca que el explante sea capaz de producir
de forma endogena niveles sostenidos de citoquinina, los
cuales pueden conllevar a la aparicion de posteriores

desordenes estructurales vy fisiologicos.

Medio de cultivo: estado fisico, concentracion y tipo
de gelificante, el tipo y concentracion de reguladores del

crecimiento, concentracion de sales.

Estado fisico: En cuanto al estado fisico del MS se ha
demostrado que el medio de cultivoliquido en condiciones
estaticas favorece la formacion de brotes hiperhidricos
en algunas especies de plantas, en comparacion con los
medios semisolidos. Tipo de gelificante y concentracion:
se ha descrito por diferentes autores que por ejemplo,
el Phytagel y el Gelrite (que son productos sintéticos)
inducen con mas frecuencia la formacion de brotes con
desordenes morfo-fisiologicos que el Agar-Agar. Por
otro lado la concentracion del gelificante es también
importante, ya que cambia el potencial hidrico del
medio, el incremento del gelificante aumenta la dureza
del medio de cultivo y forma una matriz mas fina que
ofrece mayor resistencia al agua, lo cual hace mas lento
el movimiento de los componentes del MS al interior del
explante, permitiendo que estos sean asimilados por
el explante de forma gradual. Tipo de regulador del

crecimiento y concentracion: De todos los reguladores
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del crecimiento las citoquininas como el BA'y la Kinetina
son las mayoras inductoras de la hiperhidricidad en las
plantas in vitro y dentro de las auxinas el 2,4-D. Sobre

todo, cuando se utilizan en concentraciones elevadas.

Estudios realizados para determinar la influencia
de diferentes factores en la proliferacion de brotes y la
aparicion de hiperhidricidad en teca (Tectona grandis L.)
(Quiala et al., 2014), demuestran que con el incremento
de la concentracion de 6-BAP se logra una alta tasa de
proliferacion de brotes cuando los explantes se cultivan
en un medio con 6,66 y 8,88 uM de 6-BAP (5.22 y 5.56
brotes/explante, respectivamente). Sin embargo, la
hiperhidricidad se incremento proporcionalmente
alcanzando valores del 25 y 35%, respectivamente en
estos dos tratamientos (Tabla 4). El Gelrite favorecio la
hiperhidricidad en comparacion con el agar (Tabla5)ylos
subcultivos sucesivos en medios de proliferacion con 4,44
uM 6-BAP dieron como resultado una alta proliferacion
de brotes y una baja frecuencia de hiperhidricidad, pero
solo hasta el 112 subcultivo. A partir de este subcultivo
el namero de brotes hiperhidricos se incrementa de un
subcultivo a otro provocando una baja frecuencia de

formacion de brotes normales ([lustracion 15).
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Tabla 4 Efecto de la concentracion de BA sobre
la aparicion (namero de brotes por explante) e
hiperhidricidad (%) de brotes de T. grandis

La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

(BA]| Hiperhidricidad (%)
Proliferacion (brotes/

(M) explante)

0.00 1.05d -

2.22 2.84c 10d

4.44 4.88b 15¢

6.66 5.22ab 25b

8.88 5.56a 35a

+EE £0.62 +4.21

Los explantes de brotes se cultivaron en medio a base de
MS gelificado con agar (6,6 g 1-1). Los datos se recogieron
después de 4 semanas de cultivo. Los valores representan
las medias (40 brotes por tratamiento, repetido tres
veces, n=120) y EE= Error Estandar. Letras diferentes
en la misma columna indican diferencias significativas
determinadas por Tukey en P < 0,05

Tabla 5 Efecto del tipo de agente gelificante sobre
la proliferacion (nimero de brotes por explante) e
hiperhidricidad (%) de brotes de T. grandis

. Proliferacion (brotes/ Hiperhidricidad ()
Agente gelificante
explante)
Agar 3.70b 16 b
Gelrite 4.84a 34 a
+EE +1.01 +8.18
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Los explantes de brotes se cultivaron en un suplemento
basado en MS con 4,44 uM de BA. Los datos se recogieron
después de 4 semanas de cultivo. Los valores representan
las medias (40 brotes por tratamiento, repetido tres
veces, n=120) y EE= Error Estandar. Letras diferentes
en la misma columna indican diferencias significativas
determinadas por Tukey en P < 0,05
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Figura 15 . A Proliferacion (vastago/explante). B
Hiperhidricidad (%) de brotes de T. grandis formados
desde el subcultivo 1 al 21. Los datos se recogieron
después de 4 semanas de cultivo. Los valores representan
las medias (40 brotes por cada subcultivo). Letras
diferentes en las barras indican diferencias significativas
determinadas por Tukey en P < 0,05. (Quiala et al., 2014)

Concentracion de sales: Las altas concentraciones
de sales nitrogenadas inducen hiperhidricidad en las
plantas in vitro. Segin se conoce, existen diferentes
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formulaciones de medios basales y en dependencia
de la especie es recomendable utilizar uno u otra
formulacion, para evitar estas anomalias. El medio de
cultivo MS por ejemplo es muy rico en sales nitrogenadas
y se recomienda para casi todas las especies pero no es
el ideal para la propagacion de las especies lefiosas;
en su lugar se recomienda la formulacion del medio
DKW, que contiene menor concentracion de compuestos

nitrogenados.

Frasco de cultivo: Intercambio gaseoso, composicion y

concentracion de gases

Composicion y concentracion de gases: La condicion
semi-hermeética de los frascos de cultivos impide el
intercambio gaseoso y conduce a la acumulacion a
niveles toxicos de gases como el etileno, que puede
inhibir el crecimiento de las plantas, provocando el
descenso de los niveles de clorofila, lo cual conduce a
la senescencia y la abscision de las hojas, al tiempo que

reduce la disponibilidad de O, para la respiracion.

Ambiente: temperatura, humedad relativa, intensidad

y calidad de luz.

Temperatura y humedad relativa: Una temperatura
elevada provoca la formacion de vapor de agua,
generando una elevada humedad relativa dentro de los
frascos, lo cual favorece el desarrollo de una estructura
anormal, que afecta fundamentalmente el aparato

fotosintético.

116

La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

Intensidad y calidad de luz: la baja luminosidad
durante el cultivo in vitrohace que las plantas desarrollen
un sistema fotosintético ineficiente, incapaz de funcionar
adecuadamente cuando estas son transferidas a
condiciones de luz natural, cuya intensidad es 10 veces

mas intensa.

7.6 Estrategias para controlar o reducir la
hiperhidricidad.

Composicion del medio de cultivo

Reguladores del crecimiento: Se recomienda
preferentemente emplear reguladores del crecimiento
en concentraciones optimas, evitando los excesos. En
el caso que se utilice citoquininas emplearlas en bajas
concentraciones y/o combinadas con una auxina que
favorezca la diferenciacion, tal es el caso del AIA, AIB
o el ANA.

Fuentes de nitrégeno: La reduccion al 75 o al 50% de
las nitrogenadas como el NH,NO, y el KNO, contenidas
en el medio de cultivo MS ha permitido reducir
hiperhidricidad.

Agentes anti vitrificantes: El empleo de agentes anti
vitrificantes como el floroglucinol o agentes osmoticos
como el PEG han permitido reducir la presencia de brotes
hiperhidricos. Ademas, la adicion de carbon activado
tambieén previene la hiperhidricidad en algunas especies,

a partir de que contrarresta la formacion de etileno.
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Reducciéon de fuentes exdégenas de Carbono: La
reduccion del contenido de fuentes de carbono como
la sacarosa o su sustitucion o combinacion con otros
polisacaridos como el manitol o el sorbitol han permitido

controlar la hiperhidricidad en algunas especies.

Estado fisico, soportes y agentes gelificantes: Se
recomienda emplear el medio de cultivo liquido solo en
aquellas especies capaces de adaptarse bien al mismo,
usando siempre soportes como papel, algodon, etc., que
impiden la completa inmersion del explante en el medio
liquido evitando condiciones que provocan hipoxia e
hiperhidricidad. En el caso de los agentes gelificantes
se debe realizar un estudio empleando varios tipos y
concentraciones para cada especie en cuestion y evitar

el empleo de medios de cultivos muy blandos.

Algunos autores sefialan que el cultivo de los
explantes en un medio liquido estacionario por algunos
dias, sequido de un subcultivo sobre un medio en agar
solido, asi como el uso de un medio de agar inclinado ha

sido efectivo para reducir la hiperhidricidad.

Volumen de medio de cultivo: Grandes volimenes
de medio de cultivo, principalmente si este es liquido,
generan la inmersion permanente del explante
provocando hipoxia e hiperhidricidad, por lo que se
recomienda emplear bajos volimenes, lo suficiente para

que el explante quede parcialmente inmerso en él.
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Condiciones de cultivo

Incremento de la intensidad luminosa: Se recomienda
incrementar la intensidad luminosa, para lo cual
el empleo de lamparas tipo LED ha sido sefialado
recientemente como una via muy efectiva. Tengamos en
cuenta que las plantas ex vitrose cultivan en intensidades
de luz de 50000-150000 lux (700 — 2100 pumol m™2 s™),
mientras que las plantas in vitro se cultivan en un rango

de 10 -15 veces menor.

Sistemas ventilados, enriquecimiento de la atmosfera
con CO,: El empleo de sistemas ventilados ha permitido
mejorar la composicion de la atmosfera interna de los
frascos a partir de la renovacion de la mezcla gaseosa,
evitando la acumulacion de gases toxicos como el etileno.
El enriquecimiento en CO, bajo condiciones de alta
intensidad luminica permite estimular la fotoautotrofia
de las plantulas, quiza al contrarrestar la dependencia
que crea la planta del carbono procedente de la sacarosa
del medio de cultivo o al actuar el CO, como antagonista
del etileno, estabilizandose por ello la actividad

metabolica implicada en los procesos de lignificacion.

Enfriamiento del medio de cultivo: el enfriamiento del
medio de cultivo permite reducir la HR en el interior de
los frascos, para lo cual los frascos se colocan en una
plataforma que refresca la parte inferior del frasco para
lograr que el medio este mas fresco que el aire sobre él

evitando la formacion de vapor de agua.
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Material vegetal

Manejo del explante: Para el manejo del explante
es de vital importancia tener en cuenta la especie,
fundamentalmente en las especies lefiosas que son mas
susceptibles a la hiperhidricidad que las herbaceas.
Incluso dentro de las propias lefiosas también existen
peculiaridades, por ejemplo mientras que en el eucalipto
se puede repicar o separar los nuevos brotes en explantes
pequefios, en la teca se debe cortar los segmentos
dejando una porcion de tallo mayor de 1 cm y en aquellos
casos que los entrenudos estén muy unidos, separar
los segmentos dejando que contenga 2 o 3 entrenudos,
de esta forma los nuevos brotes que emergeran de las
yemas basales del explante seran hiperhidricas, pero los
que emergen de las yemas superiores seran normales.
Un manejo inadecuado durante el subcultivo de los
brotes de teca, tal como se aprecia en la figura de la
izquierda conlleva a la formacion de brotes pequefios y
con una morfologia anormal, mientras que un material
manejado segln se observa en la figura de la derecha

permite obtener brotes normales.

En cuanto a la colocacion de los explantes, estos
deben ser introducidos a poca profundidad, evitando,
siempre que sea posible, que las yemas basales entren

en contacto directo con el medio de cultivo.

Nuamero de subcultivos: Se debe evaluar el crecimiento

del material vegetal durante varios subcultivos para
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determinar su namero optimo. Un namero excesivo de
subcultivos en medios enriquecidos fundamentalmente
con citoquininas, puede conllevar a la habituacion
del material vegetal, los cuales acumulan niveles de
citoquininas endogenas que conllevan a un estado
hiperhidrico. Una buena practica suele ser disminuir
los niveles de citoquinina en subcultivos alternos para

desentoxicar el material vegetal y evitar la habituacion.

Densidad de explantes por frasco: La elevada
densidad de explantes en los frascos puede provocar
menor luminosidad dentro de los frascos, hacinamiento
de los explantes y el aumento de la humedad relativa

dentro de los frascos favoreciendo la hiperhidricidad.

Tiempo de subcultivo: En dependencia de la especie el
incremento del tiempo de subcultivo ha permitido reducir
el nimero de brotes hiperhidricos. Por ejemplo, en el caso
de la teca el incremento del tiempo de subcultivo de 28 a
35 dias permitio disminuir en casi un 10% la presencia de

brotes con hiperhidrosis.
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CAPITULO VIII

CULTIVOS

FOTOAUTOTROFICOS

Y ACLIMATIZACION
IN VITRO



8 Cultivos Fotoautotroéficos y Aclimatizacion /n
Vitro

8.1 Generalidades

Las caracteristicas anatomicas y fisiologicas de las
plantas cultivadas in vitro obedecen en gran medida al
microambiente de los frascos de cultivo. Este resulta de la
interaccion de diferentes factores tales como la intensidad
de la luz, la concentracion de dioxido de carbono (CO,) y
la composicion del medio de cultivo (Kozai et al., 2005).
La presencia de sacarosa y sales minerales en los medios
de cultivo, sumados a los bajos niveles de luminosidad y
CO, en los frascos de cultivo, provocan una disminucion
de la capacidad fotosintética de las plantas cultivadas in
vitro. Aunque en ocasiones estas plantas pueden parecer
normales, en realidad tienen una actividad fotosintética
baja (Aragon et al.,2010).

En los frascos de cultivos casi herméticos el poco
intercambio gaseoso genera un microambiente semi-
enrarecido con una reducida disponibilidad de CO,
atmosférico, por tanto la sacarosa suministrada de
manera exogena en el medio de cultivo, se convierte
en la fuente primaria de suministro de carbono, lo que
provoca que estas plantas no necesiten el desarrollo de
un aparato fotosintético normal (Nguyen y Kozai, 2001;
Zobayed et al ., 2001). Como resultado del ambiente in
vitro, las plantas presentan una anatomia vy fisiologia
diferente a las que son cultivadas en condiciones de
campo o casas de cultivo (Pospisilova et al., 1997; Majada
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etal., 2001; Chakrabarty y Subodh, 2008). Los desordenes
afectan todos los 6rganos de la planta, aunque no todos

tienen el mismo peso sobre el comportamiento ex vitro.

Segun Hazarika (2003) dentro de estos desordenes se
encuentran el pobre desarrollo del aparato fotosinteético,
de las cuticulas de las hojas y la emision de raices no
funcionales sin conexion con los haces conductores.
Kevers et al., (2004), informaron que en comparacion
con plantulas de semillas cultivadas en invernadero,
las plantas cultivadas in vitro generalmente tienen
menor contenido de clorofila y carotenoides, o de
enzimas responsables de la fotosintesis. Las plantas
que crecen durante el cultivo in vitro, debido a la baja
luminosidad, pueden tener afectadas la concentracion
de clorofilas y la eficiencia y calidad de los fotosistemas
(Pospisilova et al., 1997; Hazarica, 2003), ademas de
irregularidades en la diferenciacion y la distribucion
de las granas y los tilacoides en los cloroplastos. Por lo
tanto las plantas cuando son transferidas a mayores
intensidades luminosas tienden a tener mayores valores
de fotosintesis, la velocidad de la fotosintesis alcanza un
limite. (Miranda y Williams, 2007). Bajo condiciones in
vitro no controladas ocurre el agotamiento del CO, por
las plantas o la inhibicion por retroalimentacion negativa
del Ciclo de Calvin debido a los aztcares, esto produce
un excesivo flujo de electrones en las membranas de los
tilacoides, lo cual causa fotoinhibicion, fotooxidacion y
reduce la fotosintesis neta (Fn) (Desjardins, 1995). Por

sus caracteristicas anatomicas y fisiologicas (estomas
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poco funcionales, un pobre desarrollo del sistema radical
y de la cuticula, etc.) las plantas propagadas in vitro
necesitan ser gradualmente aclimatizadas al ambiente
ex vitro (Hazarika, 2003; Huang et al., 2011).

Diversas son las estrategias utilizadas para mejorar
la calidad de las plantas desde la etapa in vitro. Dentro
de estas se destaca la adicion a los medios de cultivos
de sustancias que promueven el fortalecimiento de los
tejidos, como es la adicion de floroglucinol, de pectatos
calcicos, etc. (Teixeira da Silva et al.,, 2013; Posadaq,
2016). Otros investigadores cambian algunos factores
del ambiente in vitro para favorecer que el metabolismo
sea mas cercano al autotrofico, como son la reduccion
o eliminacion de la sacarosa del medio de cultivo, el
incremento de la ventilacion de los recipientes ya sea de
forma natural o forzada, el incremento de la intensidad
luminosa y el suministro de CO, (Kozai et al., 2005;
Hazarika, 2006; Aragon et al., 2010; Posada et al., 2015).
La aclimatizacion in vitro es una alternativa empleada
para favorecer el desarrollo de las plantas y por ende
incrementar su supervivencia. Sin embargo, la mayoria
de los estudios se han centrado en las condiciones
ambientales de crecimiento en la fase de aclimatizacion
ex vitro. A pesar de que las condiciones de crecimiento
ambientales de cultivo in vitro han tenido poca atencion,
algunos estudios indican que puede contribuir a
reducir el estrés causado por las condiciones ex vitro y
la disminucion de las tasas de mortalidad observadas

durante la transferencia al ambiente ex vitro (Huang el
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al,, 2011).

8.2 Influencia de la sacarosa y soportes porosos

La sacarosa es la molécula mas transportada dentro
de una planta que crece en condiciones en vivo. En estas
condiciones, tanto las cantidades de nutrientes del medio
de cultivo como de sacarosa disminuyen a medida que
avanza el periodo de cultivo. De forma natural en las
paredes celulares, vacuolas y citoplasma se localizan
isoformas de la enzima invertasa. Como respuesta
al corte realizado los explantes segregan invertasas
a los medios de cultivo (Neguyen y Kozai, 2001). Esta
enzima invertasa hidrolisa la sacarosa convirtiéndola en
glucosa y fructosa, pero el grado de hidrolisis depende
de la cantidad de invertasa secretada, la cual difiere de
una planta a otra. Las plantas in vitro que crecen en los
recipientes de cultivo convencionales se caracterizan
por una tasa de fotosintesis baja causada por las bajas
concentraciones de CO, durante el fotoperiodo y la baja
intensidad luminosa tipica de las camaras de crecimiento
(Kozai y Zobayed, 2000).

Bajo estas condiciones la sacarosa debe ser incluida
en los medios de cultivo para promover el crecimiento
y desarrollo de los brotes. Sin embargo, su suministro
en los medios de cultivos también es posiblemente el
factor que mas influye significativamente en la baja
tasa de fotosintesis neta de las plantas in vitro (Kozai
et al, 2005). Las altas concentraciones de sacarosa

que se utilizan en el medio de cultivo semisolido es
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uno de los factores principales que provocan que las
plantas in vitro realicen escasa fotosintesis. Estudios
realizados en plantas propagadas in vitro de rosas (Rosa
multiflora L. "Montse”) mostraron que la fotosintesis
neta (Fn) de las plantas in vitro estuvo influenciada por
las concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo;
los niveles mas altos de Fn se producian en aquellas
cultivadas con los niveles mas bajos de sacarosa
Capellades et al. (1991); Jo et al. (2009) evaluaron el efecto
de diferentes concentraciones de sacarosa (0-90 gL™)
en el crecimiento in vitro de Alocasia amazonica y su
repercusion en la fase de aclimatizacion. El incremento
de la sacarosa en concentraciones superiores a 30 g L™
durante la fase in vitro, afecto la fotosintesis y la posterior
supervivencia de las plantas. Autores como Kozai (2010)
mostraron que la mayoria de plantas cultivadas in vitro
pueden crecer foto autotroficamente en un medio de
cultivo sin sacarosa, demostrando por primera vez que
estas condiciones ambientales son favorables para la

fotosintesis.

En estudios realizados en plantas in vitro de uva
(Vitis vinifera L.) otros autores encontraron que la
alta intensidad luminosa increment6é la capacidad
fotosintéetica 'y el subsiguiente  mejoramiento
de la supervivencia de las plantulas durante la
aclimatizacion. Resultados similares se han observado
con elevadas concentraciones de CO, (Seon et al., 2000).
Adicionalmente varios autores informaron que la adicion

de sacarosa en el medio de cultivo inhibio la fotosintesis
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en las hojas desarrolladas in vitro (Seon et al., 2000; Van
Huylenbroek et al., 2000). También se implementaron
exitosos sistemas foto autotroficos para el incremento de
la actividad fotosintética y el crecimiento de las plantas
mediante el incremento de la concentracion de CO,ydela
intensidad luminosa en los recipientes de cultivo (Kozai
et al., 2005). Ademas para incrementar la capacidad de
supervivencia durante la aclimatizacion, autores como
Nguyen et al. (1999) recomiendan el uso de soportes
porosos con adicion de medios de cultivos liquidos en
lugar del medio de cultivo convencional gelificado con
agar, para permitir la formacion de raices in vitro con el
desarrollo de un sistema vascular eficiente.

Las plantas que crecen en estos sistemas han sido
bien caracterizadas por varios parametros de desarrollo
y crecimiento incluido la masa fresca y seca de la
biomasa acumulada (Cristea et al., 1999), la tasa de
fotosintesis neta (Heo y Kozai, 2001; Valero-Aracama et
al., 2001), el desarrollo de la cuticula y el funcionamiento
estomatico (Zobayed et al., 2004) y el contenido de
carbohidrados (Gallardo et al., 2004). EI uso de soportes
porosos ha permitido mejorar el enraizamiento in vitroy
el desarrollo autotrofico en varias especies cultivadas in
vitro. Zobayed et al., (2005) describen el uso de Florialita
(vermiculita y fibra de celulosa) durante el cultivo foto
autotrofico de Ipomoea batatas L. Couceiro et al.(2006)
destacan el uso de este mismo sustrato para el cultivo foto
autotrofico de plantas in vitro de Hypericum perforatum

L. Otros autores como Posada et al. (2015) senalan el
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uso de la zeolita como soporte para la aclimatizacion in
vitro de plantas regeneradas de embriones somaticos de
Carica papaya L. El PRO-MIX es un sustrato de cultivo

a base de turba de Sphagnum mezclado con vermiculita.

La textura fibrosa de la turba utilizada favorece el
crecimiento rapido de las raices y permite mantener un
optimo equilibrio aire/agua. Ademas la adicion de un
agente humectante favorece la absorcion y la difusion del
agua.Sphagnum es el géneromasabundantedentrodelas
briofitas, teniendo una importancia considerable para la
ecologia y economia mundial. Un aspecto peculiar de los
musgos de este genero es la baja tasa de descomposicion
del material muerto; por lo anterior, las plantas muertas
se acumulan como turba. Entre las varias razones del
porqué ocurre esto se encuentra la baja concentracion
de nitrogeno en estas plantas, comunmente menos del
1% de la materia seca (Tapia, 2008). EI pH del PRO-
MIX oscila entre 55 y 6,5, su valor de conductividad
eléctrica se encuentra 1,3 y 2,0 dSm™'. La porosidad de
este sustrato se encuentra en un intervalo entre 15y 20%
(del volumen); con una capacidad de retencion de agua
entre 70 y 90% (del peso del sustrato seco). La densidad
aparente del PRO-MIX es de 0,13 a 0,16 g cm’ (Premier
PRO-MIX, 2008).

8.3 Efecto de la ventilacion

La ventilacion es un problema porque la tecnologia
de cultivo de tejidos esta inexplicablemente ligada a

la necesidad de la esterilidad y la prevencion de la
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deshidratacion. La hermeticidad de los frascos de
cultivo y el medio de cultivo rico en nutrientes que
contienen, reducen drasticamente el intercambio de
gases. A pesar de la importancia evidente del medio
gaseoso para los cultivos in vitro, es un componente a
menudo que no se tiene en cuenta en muchas de las
metodologias de propagacion. Esta deficiencia puede
tener consecuencias no deseadas para el rendimiento del
cultivo debido al fuerte impacto fisiologico de los gases
involucrados, especialmente O,, CO, y C,H, (Zobayed et
al.,, 2004). El crecimiento de las plantas in vitro puede
verse seriamente afectado por la composicion gaseosa
de la atmosfera in vitro (Kozai y Zobayed, 2000). Para
las plantas cultivadas en frascos de cultivos cerrados
la mayoria del periodo de luminosidad transcurre con
una fotosintesis neta relativamente baja, lo que retarda
el crecimiento autotrofico e influye negativamente
en la aclimatizacion de las plantas. El uso de los
vasos hermeéticos puede prevenir la contaminacion
microbiana en cultivos in vitro. Sin embargo, el uso de
tales recipientes de cultivo crea un ambiente enrarecido,
una alta humedad relativa (HR) y la condensacion de
agua en la superficie interna del recipiente. La alta HR
en los recipientes de cultivo es en parte responsable de
trastornos fisiologicos y morfologicos, como la falta de
formacion de cera epicuticular o la hiperhidratacion de
las plantas cultivadas in vitro (Aitken-Christie et al.,
1995). Por lo tanto, se conoce que la reduccion de la HR

en el recipiente de cultivo previene la hiperhidricidad,
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las plantas bajo estas condiciones forman in vitro una
cera normal y desarrollan estomas funcionales. Asi,
la aclimatizacion en la fase ex vitro puede reducirse o
incluso eliminarse (Nguyen y Kozai et al., 2005).

El sistema de cierre de los recipientes generalmente
utilizando en el cultivo de tejidos in vitro son de tapas
de rosca, laminas de aluminio, membrana de plastico
transparente, tapas de polipropileno o plasticas, etc., las
cualesrestringenel intercambiogaseosoentreel recipiente
de cultivo y el ambiente exterior. En la actualidad,
existe mayor interés en la aireacion de los recipientes
de cultivo, ya que se ha demostrado que los sistemas
con mayor aireacion ofrecen mayores ventajas para el
desarrollo de los cultivos que el sistema convencional
de tapas de rosca (Zobayed et al., 2001). Mediante el
uso de recipientes de cultivos ventilados (ventilacion
natural o forzada), el agotamiento de CO, durante
el fotoperiodo puede reducirse considerablemente,
y dependiendo del tamafo de las plantulas, las
concentraciones de CO, durante el fotoperiodo puede
reducirse considerablemente, y dependiendo del tamafio
de las plantulas, las concentraciones de CO, se pueden
mantener cerca de la concentracion atmosférica. Los
sistemas ventilados de ventilacion natural o forzada
también reducen adecuadamente la acumulacion de
CO, en el periodo oscuro. La concentracion de CO, puede
incluso enriquecerse por encima de la atmosfera muy
facilmente mediante el aumento de las concentraciones

fuera de los recipientes, lo que permite aumentar la
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fotosintesis dando incluso mayor rendimiento del cultivo
(Kozai et al.,1999; Zobayed et al., 2000). Los recipientes
pueden ser aireados mediante el uso de membranas
de filtros microporosas, utilizando peliculas delgadas
difusibles tales como peliculas de polipropileno o con
aireacion forzada utilizando bombas de aire (Zobayed
et al., 2000). Autores como Nguyen y Kozai (2005)
demostraron que el uso de sistemas ventilados permite
la exitosa propagacion in vitro de varias especies lefiosas
en condiciones fotoautotrofica, como es el caso de
Acacia (Acacia mangium Willd.), bambt (Thyrsostachys
siamensis Gamble), Eucalyptus (Eucaliptus sp.),
Gmelina (Gmelina arbérea Roxb.), mangostan (Garcinia
mangostana L.), Nim (Azadirachta indica A. Juss),
paulonia (Paulownia fortunei Siebold y Zucc.) y pino
(Pinus radiata D.Don). Otros autores como larema et
al. (2012) senalan el cultivo fotoautotrofico de Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen mediante el incremento de
laventilaciondelos frascos conmembranas microporosas.
El estudio de estas condiciones en el cultivo basados en
el uso de soporte poroso, el incremento de la ventilacion
con el uso de membranas microporosas combinado con la
eliminacion de la sacarosa del medio de cultivo pudiera
permitir el desarrollo de un sistema de propagacion in
vitro fotoautotrofico en el guarango para lograr plantas
que sobrevivan con un alto porcentaje en la transferencia

de las condiciones in vitro — ex vitro.
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8.4 Actividad practica

Experimento para determinar el efecto de la sacarosa,
tipos de soportes y la ventilacion de los frascos de cultivo
en el enraizamiento y la aclimatizacion in vitro de brotes

de Caesalpinia spinosa .

Todoslosbrotesin vitroempleados en este experimento
provenientes del tercer subcultivo de multiplicacion
tenian una alturaentre 2,0—2,5 cm, alos cuales solamente
se les habian dejado las tres Gltimas hojas apicales. Estos
brotes fueron colocados en frascos de cultivo de vidrio de
250 mL de volumen total que contenia medio de cultivo
preparado con las sales MS al 50% de su concentracion,
carbon activado 2,0 g L', con dos concentraciones de
sacarosa (0y 30 g L™"). Como soportes se emplearon agar
7,0 g L'y el sustrato PRO-MIX (compuesto por la mezcla
de turba negra Sphagnum, vermiculita, cal dolomitica,
calcitica y agente humectante. A los frascos de cultivo
de los tratamientos con PRO-MIX se les afiadieron
30 g del mismo, esterilizado previamente en estufa
a 180°C durante 20 min y 30mL de agua desionizada
estéril. Los frascos de cultivo fueron cubiertos con tapas
de polipropileno transparente sin orificio, con uno vy
tres orificios de 8 mm de diametro, para incrementar
el intercambio gaseoso. En los orificios se colocaron
filtros de ventilacion, consistentes en discos adhesivos
con microporos (TQPL, Reino Unido). Los mismos
consistieron en una membrana permeable con porosidad
de 0,45 um (Figura 16). El disefio de los diferentes

135




La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

tratamientos empleados se muestra en la Tabla 6.

Figura 16 Frascos de cultivo con brotes in vitro de
guarango (C.spinosa) sin filtro, con uno y tres filtros de
ventilacion en la tapa (Fotos: Nufiez et al., 2017).

Tabla 6 Tratamientos empleados para el estudio de
las condiciones foto mixotroficas y foto autotroficas de
los brotes in vitro de C.spinosa (Fotos: Nufiez et al., 2017).

Sacarosa Agar PRO-MIX®
Tratamientos | Ventilacion
(gL (gL (gL
1
sin filtro 30 7 0
(control)
2 1 filtro 30 7 0
3 3 filtros 30 7 0
4 sin filtro 0 7 0
5 1 filtro 0 7 0
6 3 filtros 0 7 0
7 sin filtro 0 0 30
8 1 filtro 0 0 30
9 3 filtros 0 0 30
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La humedad relativa (HR) medida con el empleo de
un termohigrometro portatil con sonda externa (EM
886, PCE-Instruments, Alemania) dentro del frasco de
cultivo con un filtro fue de 73 — 76%, mientras que en los
frascos con tres filtros fue de 65 — 68%. En los frascos de
cultivo cubiertos con igual tapa plastica transparente
sin orificios la humedad relativa medida en el interior
fue de 85 — 90%. Se utilizaron 15 frascos de cultivo con
tres plantas in vitro cada uno por cada tratamiento. A
los 60 dias de cultivo se realizaron las evaluaciones de
indicadores morfologicos vy fisiologicos de las plantas in

vitro.

8.5 Respuesta morfolégica vy fisiolégica en el cultivo
in vitro de Caesalpinia spinosa (Mol.) O. Kuntz, en
condiciones foto mixotroéficas y foto autotréficas

En los tratamientos sin sacarosa y sin ventilacion
utilizando como soporte agar, los brotes in vitro no
sobrevivieron a estas condiciones de cultivo (Figura
17D). Esto pudo ser debido a la baja concentracion de
CO, dentro del frasco de cultivo, el cual no tenia orificio
en su tapa, lo que impidio que los brotes realizaran
fotosintesis, a pesar de la ausencia de la sacarosa en el
medio de cultivo. Lo mismo ocurrio en el tratamiento
empleado el PRO-MIX como fuente de carbono (turba
negra mineralizada) y soporte, sin ventilacion (Figura
17G). Estos resultados demostraron la importancia de la
ventilacion de los frascos de cultivo en el crecimiento in
vitro de los brotes de C.spinosa (Figura 17B,C,E,F,H,I). A
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pesar de la presencia en el tratamiento con PRO-MIX de
turba negra, no fue suficiente el aporte como fuente de
carbono, al estar la misma mas mineralizada que una
turbia rubia. Es necesario una fuente de carbohidrados
en el medio de cultivo (Figura 17A) o una mayor
concentracion de carbono inorganico (CO,) para el
crecimiento y enraizamiento de los brotes in vitro de esta
especie. Al respecto Rodrigues et al. (2016) sefialaron que
los niveles de CO, en el interior de los frascos de cultivo
fueron influenciados por la capacidad de intercambio
gaseoso de los mismos. Por todo lo anterior, a partir
de estos resultados se hace referencia en lo adelante
a los tratamientos con PRO-MIX sin sacarosa y con
incremento de la ventilacion (uno y tres orificios con

filtro) como condiciones de cultivo foto autotroficas.
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Figura 17. Plantas in vitro de C. spinosa cultivadas en
diferentes condiciones fotomixotroficas y fotoautotroficas
a los 60 dias de cultivo. (A) Agar con 30 g L-1 de
sacarosa y sin filtro de ventilacion (control). (B) Agar con
30 g L-1 de sacarosa y un filtro de ventilacion. (C) Agar
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con 30 g L-1 de sacarosa vy tres filtros de ventilacion. (D)
Agar sin sacarosa y sin filtro de ventilacion. (E) Agar sin
sacarosa y un filtro de ventilacion. (F) Agar sin sacarosa
y tres filtros de ventilacion. (G) Sustrato PRO-MIX sin
filtro de ventilacion. (H) Sustrato PRO-MIX y un filtro
de ventilacion. (I) Sustrato PRO-MIX y tres de filtros

ventilacion (Fotos: Nunez et al., 2017).

El mejor tratamiento para el enraizamiento y la
aclimatizacion in vitro se logro en condiciones foto
autotroficas de cultivo (frasco de cultivo con tres filtros
y PRO-MIX como soporte) previo pulso con AIB a los
brotes in vitro. Este tratamiento presento valores iguales
y superiores con diferencias significativas con la mayoria
de los tratamientos para todas las variables evaluadas,
exceptuando el tratamiento con PRO-MIX con solo
un filtro de ventilacion, al cual super6é en variables
importantes como la altura y el namero de raices. En
estos tratamientos se alcanzo un 100% de enraizamiento
con 60 dias de cultivo (Tabla 7 y Figura 17).

Tabla 7 Efecto de las condiciones foto autotroficas y
foto mixotroficas

Soport , . . Longitu -
5L Piiro e Altura  No. de @ Enraizami 7. 1q Nomero
sa () hojas Foliar ento raiz de raices
(g L) (em?) (%) (cm) brote

0 Agar _
3,20c 4,00 a 231c 55,6 ¢c 445 a 3,15b
E1IETS

30 1 Agar  3,30bc  4,00a 237 ¢ 644 c 450 a 3,20b
30 3 Agar 355b 4,00a 3,16b 856 b 460 a 345b
1] 1 Agar 2,45d 3,00b 1,18d 26,7 d 1,30 c 1,20 c
1] 3 Agar  2,60d 3,00b 2,06 c 31,1d 260b 1,60 c
0 1 P 360b  400a 463a 100.0 2 470a 350b
1] 3 P 3,95a 4,00 a 4,37 a 100.0 a 492 a 425 a
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Control*Medias con letras distintas en una misma
columna difieren significativamente segun prueba de H

de Kruskal-Wallis/U de Mann-Whitney (p<0,05; n=45),
P=PRO-MIX. Tabla 7. Efecto de las condiciones foto

autotroficas y fotomixotroficas sobre el enraizamiento
y la aclimatizacion in vitro de plantas de Guarango
(C.spinosa) en frascos de cultivo con diferentes niveles de
ventilacion a los 60 dias de cultivo (Fotos: Nunez et al.,
2017).

Los mejores resultados alcanzados en el tratamiento
formado por frascos de cultivo con tres filtros de
ventilacion, PRO-MIX como soporte (condiciones
fotoautotroficas) pueden tener una explicacion en las
condiciones de cultivo in vitro requerida por esta especie
lefiosa. Todo parece indicar que C.spinosa necesito para
su crecimiento y enraizamiento una fuente de carbono
(CO, atmosfeérico), esto se logro con el incremento de la
ventilacion del frasco de cultivo, lo que probablemente
permitio una adecuada concentracion de CO, para que
las plantas realizaran la fotosintesis y por ende un mayor

crecimiento y enraizamiento in vitro.

Estos resultados no han sido informados hasta el
presente en la literatura cientifica nacional e internacional

para esta especie.

De acuerdo con Kitaya et al. (2005), el uso de
membranas permeables para la ventilacion de los frascos

en el cultivo in vitro permitio mejorar la ventilacion
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natural de los frascos de cultivo y provee una adecuada
concentracion de CO,, lo cual incrementa la fotosintesis y
las tasas de crecimiento. Estos resultados concuerdan con
los descritos por larema et al. (2012) durante el estudio
del efecto de la sacarosa y el incremento de la ventilacion
de los frascos en el cultivo in vitro de la especie ginseg
brasilefio [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen|. Estos
autores destacaron que en presencia o no de sacarosa
el incremento de la ventilacion de uno a dos orificios con
membranas porosas mejoro el crecimiento de las plantas

in vitroy el porcentaje de enraizamiento.

La importancia del desarrollo del sistema radical
estriba en el éxito que posteriormente presentaran las
plantas in vitro en la fase de aclimatizacion ex vitro.
Segun los bajos porcentajes de produccion de raices
de las plantas y una baja fuente de humedad para las
raices son considerados como las principales causas de
pérdidas de plantas durante la fase de aclimatizacion ex

vitro.

Para los bajos porcentajes de enraizamiento y area
foliar mostrados en los dos tratamientos con agar como
soporte, sin sacarosa e incrementos de la ventilacion
(condiciones fotoautotroficas) una posible explicacion a
los resultados alcanzados pudo ser debido al empleo del
agar como gelificante. Este no favorecio el desarrollo de
las raices. Por una parte la matriz que formo el agar es
poco porosa, lo que pudo limitar el flujo de gases, atn

cuando se utilizaran tres filtros de ventilacion. Estas
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condiciones la ventilacion pudiera ser insuficiente para
suministrar la fuente de energia inorganica necesaria
para el crecimiento y enraizamiento de los brotes in vitro.
En el cultivo in vitro la sacarosa sigue siendo la fuente
de energia principal, pero al estar ausente en el medio
de cultivo fue limitante para que las plantas formaran
raices, por lo que evidencia la necesidad en el medio de
cultivo de una fuente de energia para poder lograr la
formacion de estas. También esto pudo provocar que las
plantas tuvieran un pobre crecimiento (2,45 a 2,60 cm de
altura), lo cual debio dificultar el efecto fuente-demanda
para que el fotoautotrofismo potenciara el estimulo

enraizador con el pulso de auxina.

Contrario a lo que ocurrio en los tratamientos con el
sustrato PRO-MIX® como soporte, condiciones de cultivo
fotoautotroficas con incremento de la ventilacion. En
ambos tratamientos, incluso con un filtro de ventilacion se
logra estimular el desarrollo de la planta y la formacion
de raices, lo cual podria estar dado porque el sustrato
PRO-MIX® no es un material totalmente inerte, esta
compuesto por micro y macroelementos, asi como por
vermiculita, la cual es una arcilla muy rica en potasio;
esto sumado a que el sustrato es poroso y que pudo haber
permitido un mejor flujo de gases en la zona radical, son
factores que probablemente facilitaron el efecto fuente-
demanda para que el fotoautotrofismo potenciara el
estimulo enraizador con el pulso de auxina, favoreciendo
el crecimiento de las raices y la absorcion de nutrientes.
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Al respecto Xiao et al. (2011) sefialaron que las
especies lefiosas son generalmente dificiles de enraizar
por lo tanto materiales de soporte tales como vermiculita
y Florialita® podrian ser beneficiosos para estos
cultivos.También Khan et al. (2002) informaron que
lograron un mayor crecimiento de los brotes in vitro de
Eucalyptus tereticornis Smith cultivados en condiciones
fotoautotroficas con Florialita® (mezcla de vermiculita y
fibra de celulosa) como soporte, que aquellos que fueron
cultivados en iguales condiciones, pero con el empleo de
agar. Los resultados de la presente investigacion fueron

similares a los sefialados por estos autores.

De acuerdo a Afreen-Zobayed et al. (2000) la
naturaleza del material de soporte para enraizar
ejerce una considerable influencia sobre el crecimiento
y calidad de las plantas in vitro. La sustitucion del gel
de agar convencional por materiales porosos mejoro
significativamente al ambiente radical y por tanto a las

caracteristicas anatomicas de las raices.

En el cultivo in vitro de la orquidea Laelia anceps
Lindl, Sanchez (2009) inform6 que al evaluar el efecto
en el crecimiento y enraizamiento de los brotes in
vitro del sustrato PRO-MIX® y agua desionizada en
comparacion con la fibra de coco y las sales MS al 100%
de su concentracion, sin sacarosa y en estado liquido
se obtuvieron resultados superiores con este sustrato
en varias de las variables evaluadas. EI PRO-MIX®

por los nutrientes inorgdanicos que aporté (macros y
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micronutrientes) fue superior a las sales MS para las
variables altura, longitud de raiz y masa seca de raiz sin
embargo, las sales MS fueron superiores para la masa

fresca de la parte aerea.

Segln este autor el sustrato PRO-MIX® aporto altos
niveles de fosforo, calcio, hierro, cobre, manganeso y
boro, segqundo en magnesio, zinc, sodio y poco potasio.
La mezcla de la turba con la vermiculita permitio un
buen desarrollo de las raices de las plantas in vitro de la
orquidea. En la presente investigacion el PRO-MIX® fue
capaz de contribuir con sales minerales, ademas de servir
de soporte, lo cual unido a un incremento en la ventilacion
de los frascos de cultivo favorecio el crecimiento y mayor
enraizamiento de los brotes in vitro de C. spinosa a partir

de la mezcla de turba negra de musgo y vermiculita.

No obstante, la presencia de sacarosa en el medio de
cultivo (30 g L") combinado con tres filtros de ventilacion
de los frascos de cultivo favorecio el enraizamiento de
las plantas, aunque con valores inferiores (85,6%) a los
tratamientos con PRO-MIX® sin sacarosa y con uno y tres
filtros (100%).

El uso del sustrato PRO-MIX® con uno vy tres filtros
de ventilacion mostraron los mayores valores para la
variable area foliar con diferencias significativas con

respecto al resto de los tratamientos (Tabla 7).

En los dos tratamientos con PRO-MIX® (condiciones

fotoautotroficas) las plantas in vitro desarrollaron hojas
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compuestas, con dos pares de pinnas y cinco pares de
foliolos (figura 18A), superiores a las plantas cultivadas
en condiciones fotomixotroficas (con sacarosa y agar)
y fotoautotroficas con agar, lo que indico un mayor
desarrollo y similitud con las plantas que crecen in vivo
(Figura 18B).
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Figura 18. Hojas de plantas de C. spinosa. (A)
Cultivadas in vitro en diferentes condiciones de cultivo
fotomixotroficas y fotoautotroficas, a los 60 dias de
cultivo. (B) Hoja de planta en vivero con 30 dias de cultivo
después de la germinacion (Fotos: Nufiez et al., 2017).

Los resultados observados son similares a los
informados por otros autores en diferentes especies
de plantas cultivadas en condiciones fotoautotroficas.
Afreen-Zobayed et al. (2000) sefialaron que en plantas
de boniato [Ipomoea batatas L. (Lam)] empleando la
vermiculita como soporte, se estimulo significativamente
el crecimiento de las hojas (area foliar) respecto al control
en agar. En la orquidea Doritaenopsis Guillaumin, Shin

etal. (2013) refirieron que las condiciones fotoautotroficas
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e incremento del CO, en el frasco de cultivo, también
alcanzaron los mejores resultados respecto al cultivo en
condiciones mixotroficas para las variables area foliar y

largo de la hoja.

Iguales resultados fueron informados por Posada et al.
(2015) para el cultivo in vitro de papaya (Carica papaya
L. cv. Maradol Roja) en condiciones fotoautotroficas de
cultivo. Estos resultados fueron también similares a los
informados por Rodrigues et al. (2016) en la especie
Billbergia zebrina L. estudiando condiciones de cultivo
fotoautotroficas con agar como soporte y orificios con
filtros de ventilacion en los frascos de cultivo.

No obstante, segin Fuentes et al. (2009) no siempre
las condiciones de cultivo fotoautotroficas son adecuadas
para el crecimiento de algunos cultivos como fue el caso
del cocotero (Cocos nucifera L.) donde sin la presencia
de sacarosa en el medio de cultivo las plantas in vitro
tuvieron un area foliar pequefia con respecto a las
cultivadas con sacarosa. Al respecto Jo et al. (2009)
refirieron un mayor desarrollo foliar en plantas de
malanga ornamental (Alocasia amazénica L.) creciendo
en condiciones fotomixotroficas (con sacarosa y agar)
que aquellas cultivadas en condiciones fotoautotroficas

(sin sacarosa y agar).

Sin embargo, larema et al. (2012) sefialaron que no
encontraron diferencias significativas en el area foliar

de plantas de ginseg brasilefio entre tratamientos con
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condiciones fotomixotroficas y fotoautotroficas de cultivo

con incremento de la ventilacion.

El sustrato PRO-MIX® el cual es una mezcla de turba
negra y vermiculita jugoé también un importante papel
en los resultados obtenidos. Al respecto, Fujiwara vy
Kozai (1995) sefialaron que el uso de material poroso
de soporte como la vermiculita mejoro el ambiente en la
zona de la raiz y por lo tanto incremento6 el porcentaje de

enraizamiento y el nimero de raices por planta.

En relacion con lo anterior Imbrogno (2007) informo
que el numero de raices formadas in vitro es una variable
relevante en el enraizamiento y el trasplante a las
condiciones ex vitro donde tiene una enorme influencia
en el mantenimiento del estatus hidrico de las plantas y
por ende, su supervivencia sobre todo en casos de estrés
hidrico. Esto tuvo una influencia clave en los resultados
alcanzados en la supervivencia en condiciones ex vitro

de cultivo del guarango.

Diferentes materiales porosos como soporte en el
cultivo in vitro en sustitucion del agar para mejorar las
condiciones de cultivo in vitro se han utilizado como la
vermiculita; Sorbarod® (tapon de celulosa); Florialita®
(mezcla de vermiculita y fibra de celulosa); lana de roca,
Xiao et al., (2011); zeolita, Posada et al., (2015).

Una alta porosidad del soporte empleado incremento
la concentracion de oxigeno alrededor del sistema

de raices, lo cual mejoro el desarrollo de las raices e
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incremento6 la absorcion de agua y nutrientes por las
plantas in vitro. Ademas, el extenso sistema de raices
que se produce in vitro bajo estas condiciones parece
contribuir al mayor porcentaje de supervivencia de
las plantas durante la aclimatizacion ex vitro. Los
resultados de estos trabajos sefialan la importancia
del uso de la vermiculita como soporte para mejorar el
enraizamiento de los brotes in vitro ya que protege a la
auxina de la descarboxilacion por la accion de la luz y
ademas incremento la concentracion de oxigeno en la
zona de formacion de la raiz favoreciendo su crecimiento
(Xiao et al., 2011).

La turba a partir del musgo Sphagnum aporto
nutrientes minerales a los explantes por su composicion
y aporto oscuridad en la zona de las raices, lo que evito
la degradacion de la auxina por la luz. Segun Aubé et al.
(2015) la textura fibrosa de la turba utilizada favorecio el
crecimiento rapido de las raices y permitio mantener un
optimo equilibrio aire/agua. La presencia de un agente
humectante favorecio la absorcion y la difusion del agua,
lo cual pudo haber influido en el 100% de enraizamiento
obtenido en las plantas in vitro de guarango cultivadas
en el sustrato PRO-MIX®.

Los resultados obtenidos demuestran la efectividad
de las condiciones de cultivo fotoautotroficas empleando
PRO-MIX® como sustrato y que la turba no fue utilizada
por los brotes in vitro como fuente de carbono. Estas

condiciones se favorecieron atn mas con el incremento de
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la ventilacion de los frascos de cultivo, lo que de conjunto
probablemente favorecio el efecto fuente-demanda
para que se potenciara el estimulo de la auxina sobre el

crecimiento y la rizogénesis.

8.6 Determinacién de la masa fresca, seca y el
contenido de agua

Los mejores resultados para las variables masa fresca
y seca se obtuvieron en ambos tratamientos con PRO-
MIX®, sin diferencias significativas entre estos, pero si
con el resto de los tratamientos evaluados. La ausencia
de sacarosa en aquellos tratamientos donde se utilizo
el medio de cultivo gelificado con agar (condiciones
fotoautotroficas) afectdo la masa fresca y seca de los
brotes in vitro, lo cual ocurrié6 en menor medida en los
brotes cultivados en presencia de sacarosa. No obstante,
el incremento de la ventilacion bajo estas condiciones
solo provoco un aumento significativo en estas variables
para las plantas in vitro cultivadas con sacarosa y tres
filtros (Figura 7A 'y B).

El mayor incremento en cuanto a masa fresca y seca
de las plantas in vitro se obtuvo en ambos tratamientos
con PRO-MIX®, lo que pudo corresponder con un mayor
crecimiento y acumulacion de solutos. En cuanto al
contenido de agua el mayor porcentaje se determiné en
las plantas del control, cultivadas con 30 g L' de sacarosa,
con agar y sin ventilacion con diferencias significativas
con los demas tratamientos (Figura 7C). Sin embargo, el

resto de los tratamientos fueron iguales estadisticamente
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a pesar de estar creciendo en frascos de cultivo con
diferentes nimeros de filtros de ventilacion (uno y tres).
Esto puede sugerir que a pesar de las diferencias en la
ventilacion con diferentes nimeros de orificios con filtro,
no fueron capaces de aportar diferencias para esta
variable. Al respecto Rodriguezy Leihner (2006) sefialaron
que la masa fresca constituye una medida del contenido
de agua que puede tener una cantidad determinada de
tejido vegetal, organo o planta completa, mientras que
la masa seca solamente constituye la biomasa producida
por la planta, pues de ella se excluyen el agua y otros

compuestos volatiles.

Ha sido informado por Kubota (2002) y Shin et al.
(2013) que la sacarosa en el medio de cultivo aumento
tanto la masa fresca como seca de los brotes in vitro.
Los resultados alcanzados en la presente investigacion
(tratamiento con sacarosa y tres filtros de ventilacion)
coinciden con lo sefialado por estos autores. Lo anterior
pudo ser debido a que al aumentar el contenido de
sacarosa, el potencial osmotico del medio de cultivo
disminuye (Cardenas y Villegas, 2002) y se limita
la absorcion de agua, pero se favorece el ingreso de
sacarosa y con ello el aumento de materia seca. De igual
forma, Nguyen y Kozai (2001) sefialaron que la masa
seca y fresca se favorecio al utilizar frascos de cultivo con
intercambio gaseoso, locual ocurrié enlos tratamiento con
PRO-MIX® e incrementos de la ventilacion (condiciones
fotoautotroficas de cultivo). Segiin Gaspar et al. (2002) el

contenido de agua es un marcador fisiologico que define
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la calidad de los brotes in vitro.

8.7 Caracterizacion de la anatomia foliar mediante
microscopia electrénica de barrido (MEB)

La caracterizacion mediante MEB de la superficie
abaxial de las hojas de las plantas in vitro de guarango,
demostro que las condiciones de cultivo evaluadas

tuvieron influencia en la anatomia foliar.

La mayor densidad estomatica de la hoja (nimero
total de estomas mm™?) se alcanzo en las plantas in vitro
del tratamiento control (30 g L' de sacarosa, con agar y
sin ventilacion), con diferencias significas con el resto de

los tratamientos (Tabla 8).

El mayor nimero de estomas cerrados por mm? de la
hoja se encontro en los tratamientos con y sin sacarosa,
agar y PRO-MIX® como soporte, todos con tres filtros
de ventilacion. Esto sugiere que en el tratamiento con
sacarosa, agar y tres filtros, la planta in vitro, al no
depender solo de la sacarosa como fuente de carbono
pudo desarrollar una nutricion fotomixotrofica pero mas
proxima a la fotoautotrofica, que condujo a la formacion
de estomas funcionales, al igual que los tratamientos
fotoautroficos con agar y PRO-MIX®.

El menor numero de estomas cerrados, se observo
en el tratamiento control con 30 g L' de sacarosa, con
agar y sin ventilacion (Tabla 8). Esto demostro que bajo
estas condiciones de cultivo la planta al tener limitada
la fuente de carbono proveniente del CO, atmosférico
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condujeron a que la planta in vitro dependa solo de la
sacarosa como unica fuente de carbono; esto unido a
una alta HR dentro del frasco de cultivo que no
favorece la transpiracion, probablemente condujo al
desarrollo de estomas no funcionales y en su mayoria

siempre abiertos.
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Figura 19. Efecto de diferentes condiciones de cultivo
fotomixotroficas y fotoautotroficas en el crecimiento in
vitro de brotes de C. spinosa a los 60 dias de cultivo.
(A)Masa fresca (mg MF). (B) Masa seca (mg MS). (C)
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Contenido de agua (%). Barras con letras distintas indican
diferencias significativas segun prueba de Tukey; p< 0,05
(Fotos: Nufiez et al., 2017). Para el tratamiento estadistico
del contenido de agua, los datos fueron transformados
de acuerdo con x"= 2arcoseno (x/100)0,5. Los datos que

se presentan en la figura son no transformados, (n=30)

El analisis morfométrico del complejo estomatico
demostro que las condiciones de cultivo en el tratamiento
control (30 g L-1 de sacarosa con agar vy sin ventilacion)
favorecieron el aumento tanto del tamario de los estomas,

como de las dimensiones del poro estomatico.

En este tratamiento, se determinaron los mayores
valores en cuanto al largo, ancho y area tanto del estoma
como del poro estomatico, con diferencias significativas

respecto a los demas tratamientos (Tabla 7).

Todo lo contrario ocurrio en los tratamientos con
PRO-MIX® con uno vy tres filtros de ventilacion, los
valores del largo, ancho y area tanto del estoma como
del poro estomatico fueron los mas bajos. Esto pudiera
sugerir la presencia de estomas funcionales, capaces de
cerrar adecuadamente. Sin embargo, en cuanto al ancho
y area del poro estomatico, no se encontraron diferencias
significativas entre los dos tratamientos con PRO-MIX®
y el tratamiento con 30 g L' de sacarosa con agar y tres
filtros de ventilacion, lo que podria ser un indicador
de que en presencia de fuente de carbono, pero con

incremento de la ventilacion los brotes y plantas in vitro
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de C. spinosa desarrollaron estomas funcionales.

La observacion al microscopio electronico de la
superficie abaxial de las hojas mostraron que en todos los
tratamientos los estomas se observaron en forma eliptica

y al mismo nivel de la superficie de la hoja (Figura 20).

No obstante, las microfotografias revelaron que
las condiciones de cultivo in vitro influyeron en la
funcionalidad de los estomas. En el tratamiento control
con 30 g L' de sacarosa con agar y sin ventilacion, los
estomas se observaron en su mayoria abiertos (Figura
20A,B). De forma similar ocurrio en el tratamiento con
un filtro de ventilacion con 30 g L' de sacarosa y agar
(Figura 20C,D). Sin embargo, en el tratamiento con 30
g L' de sacarosa, agar vy tres filtros de ventilacion los
estomas se observaron con el poro de menor tamafio y
casi cerrados (Figura 20E,F).

En los tratamientos sin sacarosa y con unoy tres filtros
de ventilacion (condiciones fotoautotroficas) los estomas
se observaron con el poro de menor tamario y ligeramente
abiertos (Figura 20G,H,1,]). Los estomas se encontraban
también de menor tamafo y en su mayoria cerrados
en los tratamientos con PRO-MIX® con uno (Figura 20
K,L) y tres filtros de ventilacion (Figura 20M,N). Estos
fueron similares a los estomas de las plantas en vivo de

guarango que crecieron en invernadero (Figura 20 N,O).

155




La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

La densidad estomatica se incrementd en el
tratamiento control con 30 g L™' de sacarosa, con agar y
sin ventilacion. Estos resultados sustentan los descritos en
otras especies lefiosas cultivadas in vitrocomo Eucaliptus
camaldulensis Dehnh. (Zobayed et al., 2000), Paulownia
fortunei (Khan et al., 2003), Annona glabra L. (Deccetti,
2008). Todos los autores sefialaron un incremento en
el nimero de estomas por mm? en las hojas de plantas
cultivadas in vitro en condiciones convencionales de
cultivo (sacarosa en el medio de cultivo, agar vy sin filtros
de ventilacion) en comparacion con las hojas de las
plantas que crecieron en otros ambientes in vitro, lo cual
es atribuido principalmente a la alta humedad relativa
dentro del frasco de cultivo (Khan et al., 2003; Deccetti,
2008).

La forma eliptica es tipica de las plantas que crecen
en condiciones en vivo (PospiSilova et al,, 1999) y es
caracteristica de plantas cultivadas in vitro de Nicotiana
tabacum L. (Ticha et al., 1999), Simmondsia chinensis
(Link) Schn (Apostolo y Llorente, 2000) y Eucalyptus
grandis x Eucalyptus urophylla (Louro et al., 1999)
que muestran un desarrollo normal durante la fase de

multiplicacion-crecimiento y enraizamiento in vitro.

Los estomas de las hojas in vitro en el tratamiento
control (30 g L™' de sacarosa, con agar y sin ventilacion)
presentaron una mayor area del estoma que los presentes
en las hojas cultivadas en condiciones de ventilacion con

uno vy tres filtros, en presencia o ausencia de fuentes de
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carbono, con el uso de agar o sustrato PRO-MIX® como
soporte. Estos resultados concuerdan con los descritos
por Deccetti (2008) durante el estudio del efecto de las
condiciones de cultivo in vitro en la morfologia de los
estomas en Annona glabra L. En esta especie las hojas
de los brotes en condiciones de cultivo convencional (sin
ventilacion) presentaron estomas con mayor drea, con
celulas oclusivas en forma de anillos; mientras que en las
hojas cultivadas con incremento de la ventilacion (dos
filtros de 0,5 um) los estomas fueron significativamente

de menor tamafio y con forma eliptica.

La presencia de estomas funcionales en las hojas de
las plantas in vitrode guarango cultivadas en condiciones
de ventilacion, principalmente cuando se utilizaron tres
filtros y utilizando el PRO-MIX® como soporte, pudieran
prevenir la excesiva desecacion de las plantas durante la

transferencia a las condiciones ex vitro.

8.8 Determinacién del contenido de pigmentos
clorofilicos

El' mayor contenido de clorofila a, clorofila b vy
carotenoides totales se obtuvieron en los brotes in vitro
de ambos tratamientos con PRO-MIX® (fotoautotrofismo)
con valores similares a las plantas in vitro cultivadas
sin sacarosa, con agar y ftres filtros de ventilacion
(fotoautotrofismo) con diferencias significativas con los
demas tratamientos. En relacion con el control (30 g
L de sacarosa, con agar sin ventilacion), en todas las

variables evaluadas presento los valores mas bajos. Solo
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fue igualado para la variable contenido de clorofila a
por el tratamiento sin sacarosa, con agar y un filtro de
ventilacion (condiciones fotoautotroficas) (Figura 21
A,B,C).

El menor contenido de clorofilas observados en la
plantas in vitro cultivadas con sacarosa pueden ser
debido a que estas plantas utilizaron la sacarosa como
principal fuente de energia, por lo que probablemente no
requieran tener un alto contenido de clorofilas, ya que
no dependen de la energia luminosa para realizar su
metabolismo. Esto ha sido sefialado por algunos autores
como Hazarika (2003) y Kozai (2005), los cuales sefialan
que la presencia de sacarosa en recipientes de cultivos
con ventilacion limitada inhibe el desarrollo del aparato
fotosintético dentro de ellos el contenido de clorofilas,
debido a que la planta no esta obligada a realizar la

fotosintesis para obtener energia.

Otra posible explicacion podria ser prevencion en la
acumulacion de las clorofilas por la sacarosa, segun
informaron Grout y Donkin (1987) También sefialo Tsay
et al. (2006) que los altos niveles de CO, en los frascos
de cultivo con mayor intercambio de gases favorecio el
incremento del contenido clorofilico en la hoja. Estas
observaciones fueron consistente con lo informado
por otros autores (Nguyen y Kozai, 2001b; Shin et al.,
2013; Martins et al., 2004). Los resultados obtenidos
en la presente investigacion respaldan lo referido por

estos autores. El incremento de la ventilacion causd un
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incremento significativo del contenido clorofilico. Esta
respuesta puede ser relacionada con una disminucion en
la concentracion de etileno en el frasco de cultivo (Alvarez
et al., 2012). Al respecto Hazarika (2006) informo que
la acumulacion de este gas causo degradacion de
los pigmentos fotosintéticos e incluso favorecio a la

formacion de brotes hiperhidricos.

Los incrementos observados en los contenidos de
clorofila ay b en los tratamientos PRO-MIX, sin sacarosa
con uno Yy tres filtros pueden ser una respuesta a las
condiciones de cultivo fotoautotroficas. Estos resultados
fueron similares a los informados por Osorio et al. (2005);
Faisal et al. (2007) y Dias et al. (2013).

Segun Seon et al. (2000) el contenido de las clorofilas
no es un indicador directamente relacionado con la
capacidad fotosintética, pero es un buen indicador del
estado del aparato fotosintético. Como fue sefialado
por Faisal et al. (2007); Dias et al. (2013) el incremento
en el contenido de carotenoides totales observados
en los brotes de las especies Mucuna purence L. y
Ulmus minor pudo ser un reflejo de proteccion de la
maquinaria fotosintética contra los dafios causados por

la fotooxidacion.

Al respecto, larema et al. (2012) informaron un
incremento de la actividad fotosintética al analizar el
contenido de pigmentos clorofilicos y los carotenoides

totales en plantas in vitro de ginseg brasilefio (P.
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glomerata) cultivadas en ausencia de sacarosa y frasco

de cultivo con mayor nivel de ventilacion.

También otros autores informaron el incremento
de los pigmentos fotosintéticos y una mayor actividad
fotosintética en el cultivo in vitro de brotes de estatice
Limonium spp (Lian et al, 2002) y en la orquidea
Dendrobium candidum Wall ex Lind (Xiao et al., 2007)y
Billbergia zebrina (Rodrigues et al., 2016) en condiciones
de cultivo fotoautotroficas.

Tabla 8 Analisis morfomeétrico de la superficie de la
hoja de brotes de C. spinosa

Mgl W0glr 0glr Dgln

VARIABLES gg[jg.m ; ] Saccon Soccon  Saccon  Saccon TEOM[X‘ ¥ PROME MGHEE
IF 3F 1F 3F
Densidad estomatica (mm?) 286a 260b  25b  M9% 25 256b 261b 26046,0
Niitero de estomnas cerrados (mm?)  40c 186b 247 204b B0 234b 261a 185120
Largo del estorna (um) 2179  1906b 1907b 1943 19.34b 19,66b 1801c 195£0,68
Ancho del estoma {um) 1492a 1307 12876 1230b 12,100 12,01h 11,05¢ 12,6:0,60
Area del estoma () 20520 21905b 21298b 21324b 212006 2159b 203,19 2151433
Largo del poro (um) 1091 9llb  79%c  8llbc 80lbc 715d 6.91d 8,30:0,52
Ancho del poro (um) 333 I7lb 024c 209 1ldb 037c 0,16c 1,29:0,70
Areadel paro (um?) 22,66a 160b  310c 1418 738bc 212k 1,67c 9,70:1,95
Nota: diferentes  condiciones de cultivo,

fotoautotroficas y fotomixotroficas a las seis semanas de
cultivo (Fotos: Nufiez et al., 2017).

Medias con letras distintas en una misma columna
difieren estadisticamente segin prueba de Tukey;
p<0,05. Los valores representan la Media GeneraltError
Estandar (n=25) 1 y 3F (uno vy tres filtros de ventilacion).
llustracion 20 Comparacion de la superficie abaxial
(Microscopia Electronica de Barrido) de la hoja de brotes

de C. spinosa
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Figura 20. Comparacion de la superficie
abaxial (Microscopia Electrinica de Barrido}
de la hoja de brotes de C. spinosa, cultivados
en diferentes condiciores de  cultivo
fotomixatroficas y fotoautolréficas, a los 60
dias de cultivo. A, B) Fotomicrografia de los
brotes cultivados con Agar, 30 g L' de
sacarosa y sin ventilacion (Control). C.D)

! Agar, 30 g L' de sacarosa y un filtro de

ventilacién, E F) Agar, 30 g L' de sacarosa y
tres filtros de ventilacion. GH) Agar, sin
sacarosa y un filtro de ventilacion. 1,J) Agar,
sin sacarosa y tres filiros de ventilacion. K.L)
PRO-MIX® con un filtro. M,N) PRO-MIX® con
tres filtros. N,0) Planta in vivo. (A,C.E,G,|.K.M
barras = 50 um, 270X). (i, barra= 20 pm,
400X). (B,D,FHJLNO barras = 20 pm, 3

| 000x) (Fotos: Nifiez et al., 2017)
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8.9 Determinacién del contenido de compuestos
fenolicos totales en las plantas y deteccion de
ligninas en secciones del tallo de los brotes

El contenido de compuestos fenolicos vario
significativamente entre las diferentes condiciones de
cultivo in vitro. Los valores mas altos se obtuvieron en los
tratamientos con PRO-MIX® con ventilacion (uno y tres
filtros), fotoautotrofismo y tratamiento con sacasosa 30
g Ly tres filtros (fotomixotrofismo) con 397,50, 396,29
y 368,46 ug EAG g'MS respectivamente, sin diferencias
significativas entre ellos. Mientras que el valor mas bajo
fue en el tratamiento sin sacarosa y con un filtro (229,03

ug EAG g'MS) condiciones fotoautotroficas (Figura 10).

El mayor contenido de compuestos fendlicos en estos
tratamientos pudo estar dado por la mayor area foliar
que presentaron estas plantas in vitro y los mayores
contenidos de pigmentos clorofilicos. Lo que pudo estar
relacionado con una mayor presencia de cloroplastos,
lugar donde se sintetizan y se acumulan los compuestos
fenolicos. Segun Cartaya y Reynaldo, (2001) los mismos
se encuentran localizados en la membrana de los

tilacoides de los cloroplastos.

162

La Biotecnologia vegetal, aplicada al cultivo in vitro de especies forestales.

E 14,00
1200
Lo,
-3 o
t'g 8,00
5 600
E 400
Toam
0,00
3\'];[ s.:c 30gL'S2e 3091 Sae =‘|'|||cq»’ Sy Sac PROMIX PRO-ME
e 1F £on 3F eon 3F con 1F ton 3F
Tratamianins
000 : a
B.00 5
- 700
L G100
-
g 500
=' 4,00
= 3
5 00
5 200
Y 100
000
gSsee  3agl Sai. 30gL' Sac S Sac SN Sac PROMD PROMD
sin F con con 3F o 1F con 3F con 1F con 3F
Tratanmeil
E s
= - u a
L 250
i
A
E- 2m
%‘ 150
&
& 1,00
[
: - I
Lafe]
30 30 ;L 5&\: SDQL' Sms-m. San Sac PROMDC FROMD
oon 1F con 3F con 3F won 1F con 3F
Tratamierios

r

| |
et Goneral 1
Erver hovce g L Media

Figura 21. Efecto de las condiciones fotomixotroficas y
fotoautotroficas de cultivo en el contenido de pigmentos
clorofilicos en diferentes tipos de brotes de C. spinosa, a
los 60 dias de cultivo. (A) Clorofila a. (B) Clorofila b. (C)
Carotenoides totales (Fotos: Nunez et al., 2017). Letras
sobre barras con letras distintas indican difierencias
estadisticas segn prueba de Tukey para p=<0,05.
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Los compuestos fenolicos son sintetizados en la parte
foliar de las plantas y después en otros tejidos y organos,
por lo tanto la cantidad de estos en las hojas es mucho
mayor que en el resto (Ozyigit, 2008). Este mismo autor
informo en el cultivo in vitro del algodon (Gossypium
hisutum L.) que después de la segunda semana de
cultivo in vitro se incremento el contenido de fenoles

totales, hasta la tercera semana.

En referencia a lo anterior Zagoskina et al. (2000),
encontraron una relacion directa entre el grado
de desarrollo del cloroplasto y la acumulacion de
compuestos fenolicos en diversas zonas de plantas de
té (Camellia sinensis L.) bajo iluminacion continua o
fotoperiodo de 16 horas. Lo cual activé la formacion
de cloroplastos, promovio la sintesis de clorofila y de
metabolitos secundarios. Cartaya y Reynaldo (2001)
sefialaron que los compuestos fenolicos participan en la
fase luminosa de la fotosintesis como catalizadores de
electrones y como reguladores de canales de iones en la
fosforilacion.

En relacion con este tema informaron que los
compuestos fenolicos son esenciales para el control
de varios procesos morfogénicos que ocurren in vitro,
indicando que el rol esta atn lejos de comprenderse. Un
ejemplo es el efecto positivo de los compuestos fendlicos
estimulando la formacion de raices, lo cual apoyan los
resultadosdel presente trabajo, yaquefue posible alcanzar

los mayores porcentajes de enraizamiento (85,6 -100%)
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en los brotes in vitro de guarango en los tratamientos
con condiciones fotoautotroficas de cultivo (con sustrato
PRO-MIX®uno y tres filtros) y fotomixotroficas (sacarosa,
agar y tres filtros de ventilacion) que tenian un alto
contenido de compuestos fenolicos y pudieron tener
un efecto también en la morfogénesis, en este caso la

formacion de raices.

De acuerdo con Grace (2005), los compuestos fenolicos
forman parte de la compleja red de defensa antioxidante
de las plantas. En situaciones de estrés se produce una
acumulacion de compuestos fenolicos, los cuales dado
su cardcter antioxidante desempefian un papel protector
de las células ante la peroxidacion lipidica en estas
circunstancias. Esto pudo ser el caso de los tratamientos
con PRO-MIX® con uno y tres filtros de ventilacion.
Sin embargo, esto no ocurrio en los tratamientos sin
sacarosa, agar e incremento de la ventilacion (condiciones
fotoautotroficas también) con igual estrés, ya que las
plantas de guarango en estas condiciones tuvieron un

desarrollo pobre del area foliar.

Respecto a la variable presencia de lignina en los
tallos de las plantas in vitro, el estudio histoquimico
permitio demostrar que las diferentes condiciones de
cultivo con y sin sacarosa, el uso del PRO-MIX®, asi
como la ventilacion con uno vy tres filtros influyeron en
la disposicion de ligninas en las células vasculares.
En las plantas cultivadas en los tratamientos con 30 g

L' de sacarosa vy sin filtros de ventilacion (control) la
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organizacion del xilema fue pobre y el area de la seccion
transversal tefiida positivamente con fluoroglucinol-
HCI presento patron de disposicion inconsistente, poco

identificable y con escasa lignificacion (Figura 23A).

Este patron de lignificacion fue similar en el
tratamiento con 30 g L™ sacarosa y un filtro de ventilacion
(Figura 22 B). Sin embargo, en presencia de sacarosa el
patron fue mas homogéneo con una incipiente formacion
de haces radiales cuando la ventilacion del frasco de
cultivo se incremento con tres filtros, aunque no todas
las células de los haces radiales se observaron tefiidas
(Figura 22 C). En los tratamientos sin sacarosa con uno
y tres filtros se observo que los haces radiales no estan
bien estructurados, aunque con tres filtros los resultados
fueron mejores (Figura 22 D,E).

En las secciones transversales de los brotes cultivados
con los tratamientos con PRO-MIX® tefiidos con
fluoroglucinol-HCI, independientemente del nivel de
ventilacion, se observo una region bien definida de
color magenta (codigo de color #FFOOFF; CSS, 2017)
y un sistema vascular bien organizado con un patron
de lignificacion homogéneo (Figura 22 F,G).Se observo
ademas, un incipiente crecimiento secundario con la
formacion de haces radiales, caracteristicas similares
a los brotes cultivados in vivo, donde la organizacion
del xilema y floema también fueron normales con la

formacion de haces radiales (Figura 22 H).
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Estos resultados ponen en evidencia que la mayor
presencia de lignina se observo en las plantas cultivadas
en condiciones de fotoautotrofismo durante el
enraizamiento, empleando el PRO-MIX® como soporte.
Esto pudo ser debido a que la lignina se forma en las
plantas mediante la reaccion de fotosintesis (Chavez
y Domine, 2013), siendo estas plantas las que mayor

contenido de pigmentos clorofilicos presentaron.

| E =
Figua 22 Secciones transversales de
abos de brotes de C. spinosa (lincion con
uarogiucinel-HCI) & las seis semanas de

ultivo. (A) 30 g L sacarosa sin filro (B)
30 g L+ sacarosa con un filtro (T} 30 g L'

sacarosa con bes filres (0) sin sacaross

con un fe (E) sin sacarosa con wes
itrae (F) sustratn PROCMEX con un fitro
G} sustratbo PRO-MIX con tres fitro

anta m wvo (H) (barra=200pm, 40x)
(Fotos: Nifiez et al 2017)

Figura 22 Secciones transversales

Por otro lado, los precursores de la lignina son
compuestos fenolicos y es valido sefialar que el mayor
contenido de fenoles totales se determiné en estos
tratamientos con PRO-MIX® y en el tratamiento con
sacarosa, agar y tres filtros de ventilacion, lo que podria
justificar la mayor presencia de ligninas detectadas

mediante la técnica histoquimica en estos brotes.

En plantas in vitro en condiciones fotomixotroficas
y fotoautotroficas de cultivo en el ginseg brasilefio (P,
glomerata) durante la tincion con fluoroglucinol-HCI,
larema et al. (2012) detectaron estructuras lignificadas
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en secciones de tallos de los tratamientos con medio de
cultivo con sacarosa. Sin embargo, las plantas cultivadas
en el tratamiento sin filtro no mostraron engrosamiento
de la pared celular ni lignificacion incipiente del tejido
vascular. Curiosamente, las secciones de tallos de
plantas cultivadas en medio de cultivo sin sacarosa
y filtro con membrana mostraron un mayor grado de
lignificacion. Una tincion intensa de haces vasculares en
los tratamientos restantes indico fuerte lignificacion del
xilema y engrosamiento de la pared celular en la region
interfascicular, formando un anillo continuo. EI mayor
numero de capas celulares con engrosamiento de la
pared celular en la region interfascicular se encontro en
tratamientos que usaban filtros de membrana y medios de
cultivo sin sacarosa. Sin embargo, las plantas cultivadas
con sacarosa y dos filtros probablemente tuvieron una
mayor lignificacion. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo para ambas condiciones de cultivo

fueron muy similares a los informados por estos autores.

Estos resultados indicaron que en los tratamientos con
PRO-MIX®y el uso de filtros de ventilacion (condiciones
fotoautotroficas) se crearon condiciones de cultivo que
favorecieron el crecimiento normal de las plantas in
vitro. Le indujeron a las mismas a desarrollar desde
la etapa in vitro (aclimatizacion in vitro), el desarrollo
de caracteristicas adaptativas morfo-anatomicas y
fisiologicas que podrian ser determinantes durante la
transicion in vitro/ex vitro como fue el desarrollo de

hojas compuestas con dos pares de pinnas, una mayor
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concentracion de pigmentos fotosintéticos, una elevada
acumulacion de compuestos fenolicos, una mayor
lignificacion del tejido vascular, mayor masa fresca y
seca, el desarrollo de estomas funcionales. De acuerdo
a estos resultados, se podria predecir que estas plantas
desarrollaron caracteristicas morfologicas y fisiologicas
necesarias para sobrevivir y adaptarse mejor durante

para la fase de aclimatizacion ex vitro.

8.10 Evaluacién de la supervivencia de las plantas
in vitro en la fase de aclimatizacién ex vitro

La evaluacion de la supervivencia de las plantas de
guarango durante la aclimatizacion ex vitro mostro que
el crecimiento de las plantas in vitro en las diferentes
condiciones de cultivo fotoautotroficas y fotomixotroficas
establecidas durante el cultivo in vitro, influyeron
en el porcentaje de supervivencia ex vitro. La mayor
supervivencia se obtuvo en las plantas procedentes de los
dos tratamientos con PRO-MIX®. En ambos tratamientos
el 100% de las plantas sobrevivieron durante la
aclimatizacion ex vitro, con diferencias significativas con

los demas tratamientos evaluados (Tabla 9).

Las plantas de guarango cultivadas in vitro en
condiciones fotoautotroficas sin sacarosa, agar como
soporte y con un filtro no sobrevivieron durante la
aclimatizacion ex vitro, mientras que el tratamiento
con ftres filtros sobrevivieron en un porcentaje muy bajo
(12,8%) (Tabla 9). Esto pudo ser debido principalmente

al bajo porcentaje de enraizamiento alcanzado por las
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plantas en ambos tratamientos.

Shim et al. (2003) sefialaron que el intercambio
gaseoso en los frascos de cultivo fue mas importante
que la concentracion de sacarosa para el crecimiento
del portainjerto de Vitis 5BB’ en condiciones ex vitro.
Los resultados alcanzados con los tres tratamientos
con condiciones de cultivo fotomixotroficas apoyan los
resultados referidos por estos autores. En la medida que
se incremento el intercambio de gases (cero, uno vy tres
filtros) aument6 el nivel de supervivencia ex vitro de las

plantas de C. spinosa en estas condiciones (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de las diferentes condiciones de cultivo
fotomixotroficas y fotoautotroficas en la supervivencia de
las plantasin vitro de C.spinosa, durante la aclimatizacion
ex vitro a los 15 dias después del trasplante (Fotos: Nufiez
et al., 2017).

Tabla 9. Efecto de las diferentes condiciones de cultivo
fotomixotroficas y fotoautotroficas

Sacarosa Agar PRO—I\]Z[!])® (g Venfilacion Supervivencia (%)
QgL QL
30 7 0 sin filtro 545¢
30 7 0 1 filtro 62,0c
30 7 0 3 filtros 78,6 b
0 7 0 1 filtro 00e
0 7 0 3 filtros 12,8d
0 0 30 1 filtro 100 a
0 0 30 3 filtros 100 a
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Medias con letras distintas en una misma columna
difieren significativamente segin prueba de H de
Kruskal-Wallis/ U de Mann-Whitney (p<0,05; n= 100),

Las plantas in vitro de C. spinosa cultivadas en los
tratamientos que tuvieron los mayores valores de area
foliar, fueron las que alcanzaron el 100% de supervivencia
en condiciones de aclimatizacion ex vitro. Al respecto
Tadesse et al., (2000) informaron que el area foliar de las
plantas in vitro al inicio del proceso de aclimatizacion ex
vitro fue una caracteristica importante para lograr una

mayor area foliar al final de esta fase.

Se confirma asi el problema de la muy baja
supervivencia si no se realizan oportunos manejos que
logren mejor calidad de plantas in vitro, con énfasis en
su patron de raices. Autores como Afreen-Zobayed et al.
(2000) en el boniato (Ipomea batata L.) alcanzaron 90%
de supervivencia en las plantas in vitro cultivadas en
condiciones fotoautotroficas respecto al 73% de aquellas
cultivadas en agar y sacarosa. Kozai et al. (2005)
informaron en la especie Lirio Cala (Zantedeschina
elliottian L.), 95% de supervivencia (condiciones
fotoautotroficas) a los 12 dias del trasplante a fase de
aclimatizacion en relacion con el 60% de las plantas
cultivadas en condiciones mixotroficas. También en la
especie Abeto chino [ Cunninghamia lanceolata(Lambert)
Hooker| obtuvieron 16% de supervivencia en las plantas
in vitro cultivadas en condiciones fotomixotroficas y 95%

en las fotoautotroficas.
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Sin embargo, Jo et al. (2009) informaron que los
mejores resultados en la aclimatizacion ex vitro lo
alcanzaron para la especie ornamental Oreja de Elefante
(Alocasia amazonica) las plantas cultivadas con 30 g
L de sacarosa y no aquellas que fueron cultivadas en

condiciones fotoautotroficas.

Al respecto Kozai y Zobayed (2000) informaron que
con la micropropagacion fotoautotrofica la formacion
de las raices, el desarrollo y crecimiento in vitro de las
plantas son fisiologica y morfologicamente normales. Las
plantas son capaces de controlar la transpiracion y por
lo tanto tener una menor pérdida de agua cuando son
expuestas a condiciones ambientales ex vitro. Una de
las razones puede ser una alta porosidad del material
de soporte, lo cual permite una alta disolucion de la
concentracion del oxigeno alrededor de la base del
brote. Todo lo anterior parece haber ocurrido también
en las plantas de guarango cultivadas en condiciones
fotoautotroficas empleando el sustrato PRO-MIX® como
soporte y con incrementos de la ventilacion en los frascos

de cultivo.

Como sefialaron Saez et al. (2012) en el cultivos in
vitro de brotes de Casfanea sativa L. con incremento
de la ventilacion en los frascos de cultivos mostraron
diferencias morfologicas significativas con respecto a
los brotes cultivados en condiciones convencional. Estos
cambios permitieron que las plantas tuvieran calidad

similar a plantas de semillas. Las condiciones de cultivo
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con mayor ventilacion en el frasco de cultivo aumentaron
la capacidad de respuesta de los estomas e incrementaron
la capacidad de las plantas para controlar la pérdida de
agua. Esto pudo favorecer la aclimatizacion ex vitro al
evitar una excesiva desecacion de las plantas después
del trasplante, sumado a una mayor concentracion
de pigmentos fotosintéticos, lo que hizo posible su

adaptacion a las condiciones ex vitro.

Alos90diasde cultivoen condiciones de aclimatizacion
ex vitro las plantas de guarango de ambos tratamientos
con PRO-MIX® alcanzaron valores superiores en todas las
variables evaluadas, con diferencias significativas con el
tratamiento con sacarosa, agar y tres filtros de ventilacion
(Tabla 10 y Figura 23). Una vez mas, se confirmo que las
condiciones de cultivo fotoautotroficas empleando PRO-
MIX® como soporte, sin sacarosa e incrementos de la
ventilacion de los frascos de cultivos permitieron un alto
enraizamiento y la aclimatizacion in vitro de los brotes
de C. spinosa que garantizaron una alta supervivencia en

condiciones ex vitro de cultivo.

Tabla 10 Efecto de las condiciones de cultivo
fotomixotroficas y fotoautotroficas con sustrato PRO-
MIX® sobre las variables morfologicas de plantas in vitro
de C. spinosa en condiciones de aclimatizacion ex vitro,
a los 90 dias después del trasplante (Fotos: Nufiez et al.,
2017).
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Tabla 10 Efecto de las condiciones de cultivo

fotomixotroficas y fotoautotroficas

Area Long. de
Sacarosa . Altura No. de Foli la raiz
3 Filtro Soporte . oliar >
(gL™h (cm) hojas (cm?) mas larga
(cm)
30 3 Agar 6,55 b 4,34b 6,30 b
5,20 b
0 1 PRO-MIX 9,90 a 512a 9,32 a 9,70 a
0 3 PRO-MIX 10,15 a 5,28 a 9,45 a 10,42 a

Medias con letras distintas en una misma columna
difiere significativamente segin prueba de H de Kruskal-
Wallis/U de Mann-Whitney (p<0,05; n=100)

Figura 23. Plantas propagadas in vitro de C

spinosa después de 90 dias en fase de aclimatizacion
ex vitro procedente de tres condiciones de cultivo (A)
fotomixotroficas (sacarosa 30 g L', agar como soporte
y tres filtros). (B) fotoautotroficas (sustrato PRO-MIX®
y un filtro de ventilacion). (C) fotoautotroficas (sustrato
PRO-MIX® vy tres filtros de ventilacion) (Fotos: Nufiez et
al., 2017).

En plantas in vitro de FEucaliptus camaldulensis
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(Zobayed et al., 2000) informaron que las plantas que
crecieron en materiales porosos pueden sobrevivir a las
condiciones ambientales ex vitro. Ademas sefialaron que
obtuvieron una alta correlacion entre los porcentajes de
supervivencia con el desarrollo de las raices, gracias a la

mejora del ambiente en la zona radical.

También en papaya cultivar ~ Maradol Roja’, Posada
et al. (2017) alcanzaron altos niveles de supervivencia
en la aclimatizacion ex vitro al combinar condiciones
de cultivo fotoautotroficas (sin sacarosa, como soporte
la zeolita e incremento de la ventilacion con orificios en
los frascos de cultivo) y el AIB; lo que permitio alcanzar
100% de enraizamiento in vitro, la aclimatizacion in
vitro y 96,5% de supervivencia a los 15 dias en la fase de

aclimatizacion ex vitro.

De acuerdo con larema et al. (2012) durante
la propagacion in vitro fotoautotrofica del ginseg
brasilefio en frascos de cultivo de vidrio con incremento
de la ventilacion (uno y dos filtros en la tapa) y sin
sacarosa, pero con agar como soporte alcanzaron 100%
de supervivencia en la fase de aclimatizacion ex vitro.
Estos resultados en la presente investigacion apoyan lo

informado por estos autores.

En resumen, los resultados obtenidos hasta aqui
demuestran la importancia de un pretratamiento in
vitro donde las condiciones de cultivo que se crean,

favorezcan el fotoautotrofismo de las plantas para que
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estas desarrollen caracteristicas morfo-anatomicas y
fisiologicas mas proximas a las de plantas que crecen in
vivo. En este caso el uso del PRO-MIX® como soporte y
el uso de filtros de ventilacion en los frascos de cultivo
favorecieron el desarrollo de plantas con la formacion
de un buen sistema radical, una mayor acumulacion de
materia fresca y seca, mayor concentracion de pigmentos
fotosintéticos y de compuestos fenolicos. Asi como la
formacion de hojas compuestas con dos pares de pinnas
y mayor numero de foliolos, con la presencia de estomas
funcionales y la formacion de haces vasculares bien
lignificados y con mejor organizacion del tejido vascular.
Todas estas caracteristicas garantizaron que estas
plantas propagadas in vitro de C. spinosa sobrevivieran
y se adaptaran mejor durante la fase de aclimatizacion

ex vitro.
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9 Elaboracion De Soluciones Concentradas y
Medios De Cultivo Para El Establecimiento /n Vitro
Via Embriogénesis Somatica (ES)

9.1 Formacion de embriones somaticos

La Embriogénesis somatica se define como la
formacionde unembrion a partir de células somaticas, sin
la necesidad de la fusion de gametos Merkle et al., 1995.
La formacion de embriones somaticos puede ocurrir por
via directa o indirecta, la primera ofrece la posibilidad
de obtener embriones somaticos directamente desde el
explante utilizado sin la formacién de callo; mientras
que, la segunda incluye la desdiferenciacion de tejidos
para inducir la formacion de callos que luego produciran
embriones somaticos Slater et al., 2003. Este desarrollo
directo es el resultado de una fuerte correlacion entre el
tipo de explante y la concentracion de la auxina. La ES
directa se ha desarrollado con el empleo de diferentes
reguladores del crecimiento utilizando embriones
cigoticos Fernando et al., 2001; Del Sol et al., 2001. El
regulador del crecimiento tipo auxina mas utilizado en
la formacion de los embriones somaticos ha sido el 2,4
— diclorofenoxiacético (2,4-D) en concentraciones que
han variado desde 9,0 — 112,5 uM en dependencia del
cultivar, no obstante segun el tipo de explante inicial
utilizado se han empleado otras auxinas con el acido
indol- 3—acético (AIA) en combinacion con la citoquinina
6-bencilaminopurina (6-BAP) Gallardo et al., 2004.
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9.2 Multiplicacién secundaria de los embriones
somaticos

Los procesos de multiplicacion han recibido varios
términos como embriogénesis somatica secundaria,
recurrente o repetitiva, conocida como fase de
Proliferacion de los ES Merkle et al.,1995; Von Arnol,
2008. El grado de diferenciacion de los embriones
somaticos varia en las distintas especies de plantas.
Sin embargo, en muchas especies a partir del embrion
primario no se desarrolla una planta sino que da lugar
a sucesivos ciclos de embriones secundarios, terciarios,
etc, lo cual se reconoce como embriogénesis secundaria,
continua o recurrente. En algunos casos la formacion
de embriones secundarios es de gran importancia para
aumentar la cantidad de plantas regeneradas Merkle et
al.,,1995; Von Arnold, 2008. Usualmente, los ES tienen
una mayor capacidad embriogénica que ningdin otro
explante y han demostrado que pueden incrementar
las tasas de regeneracion en varias especies Saiprasad,
2001. Segun Parrott, 2002 cuando las concentraciones de
auxina exogena se elevan a un determinado nivel, los
embriones somaticos no pasan de la etapa globular, se
detiene su desarrollo y forman embriones nuevos a partir
de los existentes. La ES secundaria constituye uno de los
aspectos mas interesantes de la embriogénesis somatica
debido a las posibles aplicaciones de la misma para la
propagacion masiva como en el mejoramiento genético.
En cultivos de ciclo de vida larga, como los frutales y

forestales, es posible mantener lineas embriogénicas
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preservadas in vitro mientras son probados bajo
condiciones de campo, una vez seleccionadas las lineas
pueden ser multiplicados en grandes cantidades por

embriogénesis secundaria Wann, 1989.

9.3 Maduracién

La fase de maduracion es un complejo periodo de
desarrollo del embrion somatico en el cual ocurre la
expansion de la célula, la acumulacion de sustancias de
reserva y adquieren tolerancia a la desecacion Parrott,
1993. Los niveles de sacarosa favorecen la maduracion
de los embriones por dos razones, la primera de ellas es
que bloquea la germinacion precoz de los mismos y la
segunda es que resulta ser un excelente proveedor de
carbohidratos que son utilizados para su crecimiento,
la respiracion y la acumulacion de carbohidratos de
reserva. Merkle et al., 1995.

La correcta acumulacion de reservas conlleva
a un incremento en la masa seca de los embriones
somaticos, lo que indica una alta calidad en el vigor e
influye positivamente en su posterior germinacion Fuiji
et al.,, 1990. Diferentes patrones en la acumulacion de
sustancias de reserva en el embrion somatico pueden
guiar los protocolos para elevar el desarrollo y posterior
rendimiento de las plantas. Se han realizado varios
estudios usando como marcadores de la calidad del
desarrollo del embrion somatico distintas sustancias de
reserva tales como la acumulacion de proteinas, lipidos

y almidon, aunque este tltimo ha sido menos estudiado
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Parrott, 2002. La adicion del acido abscisico (ABA)
durante la fase de maduracion del embrion promueve
también la acumulacion de sustancias de reserva, esto
seguido de un apropiado tiempo de secado puede lograr
un mejor crecimiento y desarrollo del embrion somatico
y también previene la germinacion precoz, Attree et al,,
1992. En un estudio reciente de Malabadi et al., 2011 con
doce cultivares de papaya emplearon exitosamente para
la maduracion de los embriones somaticos un medio de
cultivo compuesto por las sales de Murashigue y Skoog
(1962) (MS), 3% de sacarosa, 5uM de ABA'y 8 gL' de
agar; se mantuvo en condiciones de oscuridad durante
cuatro semanas. Al igual que los embriones cigoticos, la
maduracion del embrion somatico termina en un cierto
grado de secado, que se traduce en una reduccion gradual
del metabolismo por la pérdida de agua, pasando a un
estado metabolicamente inactivo o de reposo, Jiménez y
Thoma, 2006, Von Arnol, 2008.

9.4 Germinacion de los embriones somaticos

En el proceso de embriogénesis somatica los pasos
finales lo constituyen las fases de germinacion y la
conversion en plantas. Sin embargo, en la mayoria de
los trabajos realizados, los autores hacen poca distincion
entre los procesos de germinacion y conversion. Merkle
et al., 1995. La germinacion se refiere al desarrollo de la
raiz y/o brote y las primeras sefiales en esta etapa en
los embriones somaticos son la elongacion del hipocotilo,

el desarrollo de color verde de los cotiledones y la
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elongaciondela radicula. Alemanno et al., 1997; Salomao
y Mundim, 2000. Las reservas de proteinas y lipidos en
el embrion somatico declinan sustancialmente a partir
del primer dia en condiciones de imbibicion in vitro o
bien antes de la elongacion de la raiz. Cry et al., 1991. La
degradacion tan rapida de las sustancias de reserva en
el embrion somatico, la cual es diferente en un embrion
cigotico es probablemente el resultado de la falta del
tejido nutritivo que rodea a la semilla, lo cual explica el
por queé a veces las plantas de embriones somaticos son
mas pequenas y débiles que las procedentes de semillas.
Merkle et al., 1995.

9.5 Conversion

La Conversion la definen algunos autores como la
emision de brotes con el primer par de hojas verdaderas
en condiciones ex vitro. Alemanno et al.,, 1997. Mientras
que otros la definen como la supervivencia y desarrollo
en fase de propagulo en condiciones ambientales ex
vitro o seq, en el suelo. Stuart y Strickland, 1984. La
capacidad de obtener plantas in vitro con raices no es
necesariamente un indicador de continuo crecimiento
y vigor en condiciones ex vifro ya que también la
altura de las plantas, el namero de hojas y el estado
de funcionamiento de los estomas son fundamentales
para su adaptacion a las nuevas condiciones de cultivo.
Fuji et al.,1990. El crecimiento ex vitro de las plantas
procedentes de embriones somaticos es el resultado de

los tratamientos previos realizados durante las fases
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in vitro. Hogberg et al., 2001; Von Arnold et al., 2002;
Gaj, 2004. Sin embargo, la induccion, formacion de los
embriones somaticos y la germinacion en plantas todavia
presenta problemas enmuchas especies cultivadas. La
transferencia de las plantas in vitro a las condiciones ex
vitro es una de las etapas criticas de cualquier protocolo
de propagacion. Lo fundamental es que las plantas
desarrollen un buen sistema radical, debido a que su
nutricion depende en gran parte de la efectividad de sus
raices, asi como, de los nutrientes acumulados en las
plantulas antes de llegar a las condiciones ex vitro. En
el caso de los ES, su conversion a plantas en la Gltima
fase del proceso embriogénico garantiza la existencia
de un sistema radical que determinara una mayor
supervivencia en la fase de aclimatizacion. Malabadi et
al,, 2011.

9.6 Enraizamiento in vitro

Se conoce como la etapa de transferencia de las
partes aéreas (brotes) producidas para medios de cultivo
de enraizamiento con auxina para la formacion de las
raices adventicias. Con bajas concentraciones de auxinas
predomina la formacion de raices adventicias, mientras
que con altas concentraciones de auxinas no se producen
raices y tiene lugar en cambio la formacion de callo. De
Souza y Grasso, 2012. La formacion de raices en un brote
in vitro es un proceso complejo que consta de al menos
dos etapas: la formacion de los primordios de raiz a partir

de ciertas células susceptibles y el crecimiento de las
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raices. Ambas etapas requieren de auxinas, aunque las
necesidades de cada una son diferentes y dependen de
la especie. Acosta et al.,2008. En muchos de los casos las
raices que se han originado in vitro son vulnerables y no
funcionan de forma adecuada in vivo (no tienen o tienen
pocos pelos radicales) por lo que mueren rapidamente
debiendo ser sustituidas por nuevas raices subterraneas.
Un desarrollo pobre del sistema radical hace que el
crecimiento in vivo se haga dificil, especialmente cuando

hay una elevada transpiracion.

Es de vital importancia que las plantas in vitro
pierdan la menor cantidad de agua posible cuando
pasan a condiciones ex vitro (De Souza y Grasso, 2012.
La formacion de organos, especialmente la formacion
de raices adventicias y funcionales, es facilitada por un
mejor suministro de oxigeno. Es un hecho comprobado
que, especialmente los brotes in vitro de especies lefiosas
encuentran grandes dificultades en regenerar sus raices,
cuando estas se encuentran en agar. Por esta razon
desde hace algunos afios se informan trabajos donde se
sustituye el agar por minerales como la vermiculita, la
perlita, florialita, la lana de roca, entre otros buscando
una mayor oxigenacion en la zona de formacion de
las raices (Afreen-Zobayed et al., 2000; Yu et al., 2000;
Kozai et al., 2005).

El genotipo también tiene una importancia clave en
el proceso de enraizamiento. Segun De Souza y Grasso
(2012) existen varias evidencias de que la formacion
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de raices en los segmentos de tallos o brotes in vitro es
genéticamente controlada. La gran variacion observada
en especies, cultivares y clones en relacion a la mayor
o menor habilidad natural de formacion de raices ha
demostrado la importancia de los factores genéticos en

el enraizamiento.

9.7 Variacion somaclonal en poblaciones de
plantas obtenidas por embriogénesis somatica

La propagacion in vitro de plantas lefiosas y cultivos
frutales constituye éxito en la aplicacion comercial del
cultivo in vitro. Un aspecto importante a considerar
cuando se propagan plantas es el mantenimiento
de la integridad genética con respecto a la planta
madre. Debido a esto, la variacion somaclonal se
ha informado en diferentes niveles (morfologica,
citologicos, citoquimica, bioquimica y molecular) en
plantas micropropagadas (Rani y Raina, 2000). Con el
fin de evaluar su presencia varias estrategias se han
utilizado para detectar variantes somaclonales, basado
en uno o mas determinantes de los rasgos morfologicos,
andlisis citogenético (variacion numérica y estructural
en los cromosomas) y los marcadores moleculares y
bioquimicos (Rani, Parida y Raina, 1995). Ademas, los
estudios sobre la variacion somaclonal son importantes
para su control y la posible supresion con el objetivo de
producir plantas genéticamente idénticas y para su uso
como una herramienta para producir la variabilidad

geneética, lo que es usado en la mejora genética. La
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variacion somaclonal se ha estudiado extensamente en
plantas herbaceas, mientras que pocos estudios se han

centrado en los cultivos frutales perennes.

En cuanto a la estabilidad genética de las plantas
propagadas in vitro, se ha demostrado que son
estables, a partir de la proliferacion de brotes axilares
y meristemos, por sus caracteristicas morfologicas,
agronomicas e industriales y por los analisis citologicos,
isoenzimaticos y moleculares, y se considera el sistema
mas adecuado para la multiplicacion clonal de papaya
(Roque et al., 2006). Sin embargo, se han observado
pequenas diferencias entre plantas micropropagadas
y las producidas por semilla, siendo las primeras
ligeramente de menor porte y mas precoces, lo cual es
ventajoso para la cosecha (Fitch et al., 2005; Talavera
et al., 2009). Por otro lado, cuando se ha utilizado la
embriogénesis somatica como proceso de propagacion,
se han conseguido variaciones morfologicas en la altura
de la planta, nimero y longitud de flores, al igual que en
el namero de frutos, las dimensiones y su forma, sobre
todo cuando se usan altas concentraciones de 2,4-D (45
uM) y estas diferencias se pudieron asociar a patrones
polimorficos obtenidos en el andlisis molecular del ADN
usando cebadores arbitrarios (RAPD) (Homhuan et al.,
2008). En otro estudio y con concentraciones bajas de
2,4-D (9,0 uM), hubo un porcentaje alto de variaciones
de ploidia, del 14%, en las plantas in vitro regeneradas
(Clarindo et al, 2008). Las tasas de multiplicacion

pudieran aumentarse significativamente en 20 veces o
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mas al utilizar la embriogénesis somatica, pero existe
el riesgo de aumentar la variabilidad de las plantas
producidas (Clarindo et al., 2008; Homhuan et al., 2008).

Diferentes técnicas de analisis molecular se han
utilizado para sefialar la variacion somaclonal en
plantas obtenidas por cultivo de tejidos.

9.8 Consideraciones sobre las aplicaciones de la
embriogénesis somatica a la rama forestal.

El primer reporte exitoso de la aplicacion de la
embriogénesis somatica (ES) fue descrito en el afio1985
para especies coniferas, desde entonces hasta la
actualidad son impresionantes los resultados que se han

logrado.

Esta poderosa herramienta ahora esta disponible para
muchas especies forestales de importancia economica
y ecologica. Entre sus muchas aplicaciones, la actual y
mas importante es su implementacion en la silvicultura
multivarietal, con el desarrollo de plantaciones
comerciales a partir de variedades de arboles con
atributos superiores para la silvicultura, junto con la
criopreservacion. La ES ofrece una produccion eficiente
de los mismos genotipos probados de manera constante
a lo largo del tiempo y, por lo tanto, permite el desarrollo
de variedades de arboles de alto valor equivalentes a las
variedades agronomicas. Esto ha llevado al desarrollo
a escala comercial de variedades de piceas y pinos,

ofreciendo un nuevo paradigma en la mejora de arboles.
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Ademas, la ES la principal tecnologia habilitadora para
muchos procedimientos de biotecnologia de arboles,
incluida la transformacion genética, la edicion génica
y la posterior propagacion masiva. La aplicacion de
ES en la preservacion de especies ecologicamente
importantes y amenazadas abre una nueva dimension
para la conservacion de recursos genéticos y la
restauracion de especies en ecosistemas degradados. Ya
se estan realizando esfuerzos para preservar las especies
amenazadas y propensas a enfermedades, como los
pinos de corteza blanca y los pinos agiles en el oeste
de Canada por medio de ES. Ademas, existen muchas
potencialidades de la ES aun sin explotar para la
investigacion de la biologia de los arboles; esto incluye la
geneticq, la fisiologia, la resistencia alas enfermedades, la
genomica, la metabolomica, la proteémica, el desarrollo,
la epigenética, etc. Las propiedades de muestreos
uniformes y precisos que ofrecen las réplicas clonales
producidas por la ES constituye un beneficio importante

para tales estudios.

De acuerdo a Bonga y Park (2010) en los altimos
40 afios, los programas de mejoramiento de arboles en
todo el mundo han contribuido en gran medida a los
atributos de productividad y calidad de la madera de las
plantaciones forestales. La entrega de dicha mejora ha
sido a través de huertos semilleros y seguin estos autores,
este seguira siendo el principal medio de proporcionar
mejora genética. Estos programas generalmente

producen un aumento de altura del 3 al 5% cuando se
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evaltan alrededor de los 10 afios de edad. Sin embargo,
los huertos de semillas a menudo se asocian con varias
ineficiencias, como la contaminacion por polen y las
contribuciones desiguales de los padres. Ademas, los
programas de mejoramiento convencionales suelen
ser esfuerzos a largo plazo, que involucran seleccion
y pruebas recurrentes de multiples generaciones que
generalmente son costosas y requieren mucho tiempo.
Ademas, nos enfrentamos a nuevos desafios: (1) la
productividad de las plantaciones debe llevarse a
un nivel superior, lo que genera un debate sobre la
silvicultura intensiva en sitios privilegiados: (2) los
objetivos de los productos estan cambiando a medida
que buscamos nuevos productos; (3) el cambio climatico
arroja incertidumbre sobre la adaptacion de los arboles;
(4) la resistencia a plagas sequira siendo un problema
y (5) se espera que contribuyamos a la conservacion y
restauracion de especies de arboles amenazadas. Lo
anterior conduce a que existe la necesidad de desarrollar
un sistema de reproduccion y despliegue “flexible”.
Por lo tanto, es necesario modificar la estrategia de
reproduccion actual para enfrentar estos desafios. La
embriogénesis somatica (ES), la criopreservacion y el uso
de marcadores genéticos moleculares son tecnologias
que se pueden usar para impulsar la silvicultura
intensiva pero sostenible, simplificar los esquemas de
mejoramiento y seleccion, estudiar la dinamica del
polen de los huertos de semillas, brindar una dimension

adicional parala conservacion y restauracion de especies,
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y en la investigacion que aporta al conocimiento de la

respuesta genética a factores bioticos y abioticos.

Al comienzo del siglo XX Haberlandt predijo que
si todas las células de un organismo tenian la misma
informacion genética que la célula inicial, el cigoto, seria
posible una “marcha atras” en su expresion génica, de tal
forma que volvieran a expresar el patron de desarrollo
embriogénico hasta formar auténticos embriones de
origen somatico. Esta posibilidad se verifico en células
del parénquima de raiz de zanahoria a finales de los
anos 50, y desde entonces se ha ampliado a cientos de
especies diferentes. Las primeras especies forestales en
las que se logro esta expresion de la “totipotencia” de sus
células fueron Santalum album en el caso de frondosas
(Rao, 1965), y Picea abies (Chalupa, 1985; Hackman vy
Von Arnold, 2008) y Larix decidua (Nagmani y Bonga,
1985) en el caso de coniferas. Desde entonces se han
publicado miles de articulos y se han regenerado cientos
de especies forestales por embriogénesis somatica. Esta
via de regeneracion consiste en la obtencion de semillas
somaticas, que tienen su origen en celulas somaticas
de la planta donante, las cuales se reprograman vy
siguen un patron de desarrollo idéntico al embrion de
origen cigotico. Al no ser la célula inicial producto de
un proceso de recombinacion y fusion de gametos, se
conserva integramente el genotipo de la planta donante.
Actualmente, la via de regeneracion que cumple con
los requisitos que se mencionaron anteriormente

para lograr una optima propagacion vegetativa, y
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que por tanto se considera como la mas adecuada
para la micropropagacion de especies forestales, es la

embriogénesis somatica. (Merkle y Deam, 2000.

LaESseestaabriendo pasocomolaviaderegeneracion
mas adecuada para complementar las técnicas de mejora
clasica en diversas especies forestales. La genémica
esta tratando de determinar los procesos basicos que
subyacen a esta via de regeneracion (Bis-hop-Hurley et
al., 2003; Charbit et al., 2004). La posibilidad emergente
de clonar mediante embriogénesis somatica arboles
adultos seleccionados con fiabilidad, podra resolver el
serio problema de las pérdidas de volumen de tronco
constatadas en ramets procedentes del estaquillado
de ortets de edades crecientes, como efecto de su
envejecimiento fisiologico (Smith, 1999). Sin embargo
el coste de producir arboles clonicos es mas elevado
que el de arboles propagados por semilla. Por tanto la
Silvicultura clonal probablemente se practicara en los
sitios comercialmente mas productivos para aprovechar
las caracteristicas especificas de los clones evaluados.
Asi, los bosques clonales representaran solamente una
porcion de las plantaciones forestales. En la mayoria de
los lugares a reforestar, la regeneracion natural y otros
meétodos de gestion forestal que fomenten la silvicultura
sostenible, cabe pensar que seguiran siendo la base
principal de la reforestacion.
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Fotos: Elisa Quiala

Figura 24 Etapas de desarrollo del embrion somatico
de caoba Swietenia sp. A) Globular, B) Corazoén, C)
Torpedo, D) Cotiledonal.

Foto: Quiala et al. (2022)

Figura 25 Embriogénesis somatica indirecta en

Swietenia sp., a partir de segmentos nodales foliares
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