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Cultivo de células, tejidos
y 6rganos vegetales ~In Vitro”

Por: M. Moran Martin*, M. Caho Herrero*.

INTRODUCCION

Durante millares de anos el hombre ha
observado y explotado la capacidad rege-
nerativa que poseen las plantas superio-
res. Sin embargo, las técnicas de laborato-
rio para el cultivo estéril de 6rganos vy teji-
dos vegetales no fueron establecidas has-
ta el siglo XX, cuando Haberlandt en 1902
comenzo los primeros experimentos que
verdaderamente pueden ser descritos
como tales.

(") Dpto. Biologia Vegetal
Universidad de Salamanca

A partir de este momento se planteé la
necesidad de utilizar tejidos meristemati-
cos pero no fue posible lograr un cultivo
indefinido hasta el descubrimiento de las
auxinas, sustancias reguladoras del creci-
miento vegetal.

Los primeros cultivos de tejidos vege-
tales, entendiendo como “cultivo de teji-
dos” “...aquel cultivo multicelular en un
medio solido y nutrido con un medio liqui-
do en el que las células estan en continui-
dad protoplasmatica” (Street, 1977), fueron
obtenidos por Gautheret, Nobecourt y
White en 1939 y los medios nutritivos en
los que crecian estaban perfectamente for-
mulados. En 1948, Skoog y Tsui, sugirieron
que en cultivos de callos podia provocarse
la aparicion de estructuras morfologica-

mente diferenciadas (tallos y/o raices),
regulando la composicidén quimica del
medio nutritivo. Estos autores, buscando
un factor que estimulase la division celular
lo encontraron en preparaciones degrada-
das de DNA. Este, fue identificado como 6-
furfurilaminopurina y recibio el nombre de
kinetina. Posteriormente se sintetizé un
analogo de este compuesto, la 6-bencila-
minopurina, también con propiedades
estimuladoras de la division celular. A
todos estos compuestos se les dio el nom-
bre genérico de citoquininas.

Skoog y Miller en 1957, propusieron la
hipétesis de que la formacion de tallos y
raices en cultivos de callos podia ser regu-
lada por auxinas y citoquininas en concen-
traciones adecuadas.
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Tabla 1. Solucién nutritiva seguin el medio de Murashige y Tabla 2. Composicion de otros medios usados en el cultivo de

Shoog células y tejidos vegetales
Conshluyentes Molandad enr el Concentracion de  Volumen de conservacion de
medio la solucion la salucion  la solucion stack Constituyentes Concantracion an el medio de cultivo (mg/ litros)
stock(mg/itro) stock por White's Schenk y 8. Heller s Lismaiet y Skooyg
litro de Hildehrank :
medio{mi)
NH,NO, - - - - 1650
Macronutrientes 50 +4°C NH:H,PO, - 300 - -
inorganicos (NH.):S04 - 134 -
KNG, 81 2500 3000 1900
NHNO, 206x10’ 3300 CaCl; 2H,0 200 150 75 440
KNO, 1.88 x 10" 38000 MgS0:7H,0 74 400 500 250 370
CaCl; 2H,0 300x10° 8800 KH,P0, 12 . - 170
MgS0, 7H.0 1.50 x 10™ 7400 Ga(NOy), 142 -
KH,P0, 1.25 x 107 3400 NaNO, . . 600 -
KC! 6s - - 750 -
Oligoelementos L +4°C N&H:FD4 H,0 —ars - 150 125
K 500« 107 166 ; . 10 10
H,80, 100 % 10" 1240 MnS0,4H,0 - - - o1 223
MnS0, 4H.0 .99« 10° 4480 Kl E 1 075 [VR&Y 83
ZnS04 /H:0 299x10° 1720 ;B0 - 5 3 1 52
Na;Mod, 2H,0 1.00 x 10° 50 ZnS0, 7H;0 = 1 2 1 BE
Cu80, 5H,0 100 x 107 5 CuS0; - 02 0025 : -
CoCl; BH,0 1.00x 107 5 CuS04 5H;0 - 003 0025
Na;Mo0, 2H,0 - at 025 - .25
Fuente de Hierro 5 +4°C CoCl; 8H:0 - 01 nns Y25
AICH . , i 003 =
FeS0. 7TH:0 1.00x 107" 5560 NiCl; 6H;0 - - B 003
Na,EDTA 2H,0 1.00x 10" 7460
FeCl; BH.0 - s N \
Compuestos FeS0, 7TH,O - 15 - 27 86
Organicos 3 -20°C (en Fe)(80.) 246 1
alicuotas de 5 Sequastreno 330 Fe - g 28 .
Myo-Inositol 490x10* 20000 mi) Na;EDTA L 20 : = i7.26
Acido Nicatinico 486x 10" 100 Myo-Inositol - 1000 100 100
Piridoxima-HCI 240 x 10" 100 Acsdo Nicolinico 5 110 o4
Tiammna-HCl 300 x 107 100 Piridoxina-HCl & 5 1
Ghgina 3.00 x 10" 400 Tiamina-HCI - 035 1
_Extracto de levadura 100
Fuente de carbono _Sacarosa 20000 3¢000 20000 - 30000
Aftadida pH 58 55 58

...NACE UNA ESTRELLA




Carbohidratos

Todos los cultivos “in vitro” de células
vegetales necesitan la presencia de un
azucar como fuente de carbono y energia.
Generalmente se emplea la sacarosa a
una concentracion que varia entre 20 y 45
g/l. Este compuesto participa en la fuerza
osmotica del medio ademas de proporcio-
nar glucosa y fructosa para las diferentes
rutas metabolicas (Brown et al., 1976).

Sustancias reguladoras de crecimiento
La mayoria de los cultivos requieren un
aporte exogeno de auxinas y citoquininas
naturales o sintéticas, aunque algunos teji-
dos son capaces de mantener el creci-
miento en ausencia de fitohormonas, ya
que sus niveles endogénos son suficientes
para satisfacer sus propias necesidades.
La auxina natural que mas se utiliza es
el acido indolacético (AlA). Dentro de las
auxinas sintéticas las mas empleadas son
el acido naftalenacético (ANA) y el 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). Su accion
principal es la estimulacion de la diferen-
ciacion de raices y la elongacion de tallos.
El 2,4-D a dosis muy elevadas actua como
herbicida debido probablemente al poten-
cial genotoxico de esta auxina, no obstan-

“La replicacion o
clonacion de
plantas permite
obtener un
material vegetal
de iguales
caracteristicas y
libre de
enfermedades”

te, suele ser un buen promotor de la forma-
cion de callos si se anade al medio en con-
centracién inferior a 1 mg/|, siendo muy
efectivo en la induccion de embriogénesis
somatica, particularmente en gramineas,
aunque el desarrollo posterior de estos
embrioides puede ser inhibido por este
compuesto. Otras auxinas sintéticas utili-

zadas en cultivos celulares son el acido
2,4,5,-triclorofenoxiacético (2,4,5,-T) y el
acido 2-metil-4-clorofenoxiacético (MCPA)
etc.

Las citoquininas regulan la division
celular y en los cultivos celulares suelen
favorecer la diferenciacion de tallos. Se
emplean normalmente las citoquininas sin-
téticas kinetina (Kin) y la 6-bencil-aminopu-
rina (BA) y la natural zeatina. Estas sustan-
cias que se afiaden exogénamente, no son
esenciales, ya que algunos tejidos crecen
indefinidamente sélo con auxinas.

Ademas de los compuestos menciona-
dos existen otras sustancias reguladoras
de crecimiento que pueden ejercer algun
control en la morfogénesis como son, las
giberelinas, el acido abscisico (ABA) y el
etileno. Asi el ABA generalmente es un inhi-
bidor natural del crecimiento y a menudo
tiene una influencia positiva en la madura-
cion de embrioides somaticos, reduciendo
las anormalidades frecuentemente obser-
vadas en su desarrollo. La accion mas nor-
mal de las giberelinas es la estimulacion de
la elongacion de los tallos. El etileno al tra-
tarse de un gas, ha sido ignorado durante
mucho tiempo en cultivos de tejidos vege-
tales, sin embargo existen estudios sobre
la influencia de este compuesto en la orga-

Ahora, las formas de la Agricultura estan cambiando. Ahora, hay
una nueva géneracic’m de agricultores-muy espécializados. Y para
ellos ha nacido una nueva estrella, para satisfacer sin limite todas
sus necesidades.

Una nueva estrella diferente, con la posib‘ilidad de tres nuevos
tipos de tractor: Standard, Alta Visibilidad o Perfil inclinado.

Una nuevra estrella que es muy potente, que monta motares de
nuevo diseno y un nuevo elevador por caudal y presién. La trans-
mision puede ser elegida entre una gama amplisima, siempre con
una sola palanca de accionamiento, e incluso con inversor para
reducir los ciclos de trabajo. La relacion peso-potencia y el increible
radio minimo de giro son dos caracteristicas particulares de esta
nueva estrella. Y toda ella arropada con unas novisimas, conforta-
bles, y mas que nunca espaciosas cabinas de seguridad.

Y en cualquier caso, ofreciendo un gran rendimiento y unos alti-
simos niveles de productividad.

La Serie MF 4200 esta formada por una galaxia de estrellas. Sin
limites, porque ofrecen al agricultor todo lo que necesita para su

explotacion: una calidad de. muchas estrellas.
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nogénesis y la citodiferenciacion Huxter et
al. (1981), y se ha comprobado que en
algunas especies inhibe el desarrollo de
los embrioides.

Asi pues, aunque una de las hipotesis
mas aceptada sea que la organogénesis
esta regulada por cambios cuantitativos en
el balance entre ciertos constituyentes del
medio nutritivo (Sanchez-Gras M.C. and
Calvo M.C. 1996) y del balance auxina/cito-
quinina. Dependiendo del nivel endogéno
de ambos compuestos en el tejido, la adi-
cidén de sustancias reguladoras del creci-
miento provocan resultados contradicto-
rios en muchas especies cultivadas “in
vitro”.

Vitaminas

Las vitaminas ejercen funciones catali-
ticas en los sistemas enzimaticos y se
requieren unicamente en cantidades mini-
mas. Aungue el mioinositol es un carbohi-
drato, normalmente se considera junto a
las vitaminas, pues no es adecuado como
fuente de carbono. Este compuesto rara
vez es esencial aunque su efecto benefi-
cioso ha sido probado en numerosos
€asos.

Algunos autores piensan que la Unica
vitamina requerida en cultivos celulares es

“Esta técnica se
estd aplicando
tanto a plantas de
porte herbdceo
como lenoso
obteniendose
ventajosos
resultados”

la tiamina (vitamina B,), mientras que el
acido nicotinico (niacina) y la piridoxina
(vitamina Bg) pueden estimular el creci-
miento. En casos determinados otras vita-
minas pueden ejercer un efecto estimulan-
te como por ejemplo el acido folico y la
biotina. Kao y Michayluk en 1975, incluye-
ron numerosas vitaminas adicionales en
cultivos de Vicia hajastana pero no ha sido

posible demostrar los requerimientos
especificos de la mayoria de las sustancias
incluidas.

Aminoacidos y suplementos organicos
complejos

Generalmente los aminoacidos no se
incluyen en los medios de cultivo a excep-
cion de la glicina. Ahora bien, en algunos
casos es necesario suplementar el medio
nutritivo con compuestos organicos que
sirvan como fuente de nitrogéno reducido,
para ello se anade una gran variedad de
extractos complejos naturales como pue-
den ser, leche de coco, hidrolizado de
caseina o extracto de malta. No obstante, y
siempre que sea posible, es conveniente
eliminar de los medios nutritivos el empleo
de extractos naturales complejos debido al
desconocimiento que existe normalmente
de su composicion quimica y de su modo
de accion a nivel molecular.

FACTORES FISICOS

Las condiciones fisicas en las que se man-
tienen los cultivos de tejidos vegetales “in
vitro” pueden afectar el crecimiento y
desarrollo de los mismos, entre estos fac-
tores pueden destacarse :
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imbatibles,

B Nuevos motores Perkins,
que utilizan la tecnologia mas
reciente, y alcanzan unas
prestaciones y una economia

e Magnifica nueva cabina

y controles gue dan un
confort y una facilidad de uso
extraordinarios. Gran zona
acristalada y cristales traseros
3/4 curvados que proporcio-
nan una visibilidad excelente
en todo momento.

M £l bastidor se ha disefado para propar-
cionar resistencia y rigidez maximas, con facil
accesibilidad a los principales puntos de control
y facilitando el acceso a los filtros y los puntos
de llenado y vaciado

M El sistema de
cambio mas sencillo
de uso del mercado.
Los controles,
'simples y eficientes,
astan agrupac;us a
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¥ Alta capacidad del eleva
dor "Ferguson”, el mejor sis-
tema de control del mundo,
con dos bombas hidraulicas

independientes. conductor.
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AGCO lberia, S. A. :
Via de las Dos Castillas 33, Atica 7 - (Edificio 6)
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El método de esterilizacion

El medio de cultivo de tejidos vegeta-
les puede ser esterilizado mediante auto-
clave o bien por filtracion, siendo mas uti-
lizado el primer procedimiento, aunque
numerosos componentes del medio pue-
den descomponerse, alterarse o bien
reaccionar con otros sustancias al ser
expuestos a altas temperatura. Asi por
ejemplo la sacarosa en combinacion con
otros compuestos puede caramelizarse
pudiendo ser toxica para los cultivos celu-
lares.

Un gran numero de aminoacidos y
sustancias reguiadoras de crecimiento
son labiles a altas temperaturas, por ejem-
plo la glutamina, el acido indolacético, el
acido giberélico y la 6-bencil-aminopurina.
También la tiamina puede ser degradada
en parte, al ser sometida a altas tempera-
turas, poniéndose de manifiesto sobre
todo cuando los niveles de este aminoaci-
do son limitantes (Linsmaier y Skoog,
1965). En estos casos se hace necesaria la
esterilizacién por filtracion.

El pH del medio

Por lo general el pH de los medios de
cultivo se ajusta entre 5 y 6 antes de este-
rilizar y anadir el agar. Algunos investiga-
dores han variado significativamente
estos valores del pH, obteniendo resulta-
dos interesantes.

La mayoria de los medios de cultivo
estan pobremente tamponados y las fluc-
tuaciones de pH que ocurren pueden ser
perjudiciales para la supervivencia y creci-
miento de las células, en estos casos se
hace necesario ahadir al medio sustancias
tamponadoras, por ejemplo MES, para
que el crecimiento celular sea posible.

Laluz

Los cultivos de tejidos vegetales no
son fotosintéticamente eficientes e inclu-
so, por lo general, no son autotréficos. No
obstante, al igual que las caracteristicas
de la radiacion influyen en el desarrolio de
la planta también afectara a los procesos
morfogenéticos de los cultivos. El tiempo
de exposicién (fotoperiodo), la calidad de
la luz e intensidad de la misma influye en
el comportamiento y metabolismo de los
cultivos, afectando a las actividades enzi-
maticas que participan en la biosintesis de
diferentes compuestos (Hahlbrock et al.,
1980).

La temperatura

Existe poca informacién sobre la tem-
peratura 6ptima para el crecimiento y
mucho menos para la produccion de
metabolitos secundarios. Por lo general,
los cuitivos “in vitro” se mantienen a una
temperatura entre 25-27°C de forma ruti-
naria, pero la optima para el crecimiento
de cada cultivo deberia ser investigada
individualmente para cada especie.

li'a
micropropagacion
permite obtener
cosechas con un
alfisimo grado de
homogeneidad,
sin pérdida de
calidad”

PRINCIPALES METODOS DE
MICROPROPAGACION

La obtencion de plantas es el pilar indis-
cutible de la metodologia del cultivo de
células y tejidos “in vitro”. Sin ella, la hibri-
dacion de protoplastos, los estudios de cre-
cimiento y diferenciacién, la generacion de
genotipos variantes, el cultivo de anteras, el
clonaje, la eliminacidén de enfermedades
mediante el cultivo de meristemos y
muchos estudios sobre reguladores del
crecimiento serian imposibles.

La propagacién asexual utilizando las
técnicas del cultivo de células y tejidos
vegetales “in vitro” puede realizarse siguien-
do el esquema que se muestraenlafigurai.
En ella se observa que la obtencién de plan-
tas puede realizarse por morfogénesis
directa o indirecta a partir de un explanto o
bien mediante el cultivo de meristemos y/o
de apices caulinares.

Regeneracion de plantas “in vitro” por
morfogénesis

Las células vegetales en cultivo pueden
expresar en un momento dado, y en condi-
ciones adecuadas su totipotencia, siguien-
do una ruta organogénica que conduce al
desarrollo de meristemos caulinares y/o
radiculares, o una ruta embriogénica que
implica la formacién de embriones somati-
cos 0 zigoticos.

Cualquier especie vegetal puede ser
regenerada “in vitro” utilizando métodos
diversos. La eficiencia depende de la espe-
cie, del tejido u érgano cultivado y del pro-
cedimiento elegido. La regeneracion de
plantas puede llevarse a cabo mediante tres
métodos: cultivo de embriones, embriogé-
nesis somatica y organogénesis.

El cultivo de embriones se realiza culti-
vando asépticamente un embrién zigotico.
El embridn se aisla de la semilia o del 6vulo
y se emplaza en un medio nutritivo que sus-
tituya al endospermo; el desarrollo subsi-
guiente y la germinacioén tiene lugar como si
se tratase de una semilla.

La embriogénesis somatica o asexual es
la produccién de estructuras embriogénicas

Etapa ¢ Etapa | Etapa Il Etapa ill Etapa IV
Cultivo de meristomos
-~ Meristemo
\ Culllvo de Aplces caulinares .
o . - g"é
Porpagacion b
por - v
yemas axlares %\ > 3
Ap.ce caubnar \
= Ramlificacisn axilar Ramn'mclm axilar mumpln
< Plantta
/ Cullivo de nudos
v ﬂ P

MORFOGENESIS  ~

DIRECTA

Explanto

AN

MORFOGENESIS
INDIRECTA

Propagacién

PLANTA MADRE

po
vaslagos o embriones
adventicios

a2 partir del
axplanto

(de George, 1996)

Crecimiento de catko

PRINCIPALES METODOS DE MICROPROPAGACION

Putntuias

P A
7

Fomuclon Indirecta

% Fommaclon directa
de vdstagos
Véstagos
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\ f—“’v(‘ Embriogénesis ——

directa
Embriones somaticos

“ de vistagos
% E’\J Planita

( Catlo
Suspension
celular

indivecta
—_

/ (de calio)
Embriones somaticos.

— Yy

Vistagos

adventicios

o4 Embtriogénesis
o

Pléntule

{(de célulns aisiadas)

Fig.1. Diferentes métodos de obtencion de plantas mediante el cultivos “in vitro” de

tejidos vegetales.
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originadas en células somaticas. Un
embrién somatico es una estructura bipolar
independiente que no esta fisicamente uni-
do al tejido que la origina. Estos embrioides,
término que generalmente se utiliza para
diferenciarlo de los embriones zigéticos,
pueden desarrollarse y germinar dando
lugar a plantulas a través de la misma serie
de acontecimientos correspondientes a la
germinacién de embriones zigoticos.

La organogénesis puede iniciarse a par-
tir del explanto, morfogénesis directa o a
partir de callos, morfogénesis indirecta. La
regeneracion de vastagos se inicia con la
formacion de zonas de células meristemati-
cas (meristemoides) capaces de responder
a determinados factores, dentro del tejido, y
originar asi un primordio. Dependiendo de la
naturaleza de estos factores internos, el
estimulo podrnia iniciar la formacién de una
raiz, un tallo o un embrioide, no obstante se
desconocen los factores que regulan el ori-
gen de estas zonas meristematicas. La ini-
ciacion del proceso es asincrénico y, en
ocasiones, impredecible, pero en cualquier
caso so6lo unas cuantas células estan impli-
cadas, originandose el crecimiento de tallos
a partir de callos o a partir de yemas axilares
generadas en cultivos de apices y la subse-
cuente formacion de raices. Los tallos y rai-
ces asi foormados son estructuras unipola-
res y conectados fisicamente al tejido que la
origina.

En resumen la regeneracion de plantas
por organogénesis puede llevarse a cabo
de tres formas:

a) Mediante la produccién de érganos
adventicios a partir de callos derivados de
un explanto.

b) Por la formacién de érganos adventi-
cios originados directamente en el explanto,
sin que intervenga la fase de callo.

Por la formacion de plantulas a partir de
yemas.

El estudio de los factores que regulan la
organogénesis es dificil, aunque se piensa
que el control del proceso esta determinado
por:

1) Genotipo del material cultivado.

2) Estado fisiolégico de la planta dona-
dora

3) Composicién quimica del medio

4) Factores ambientales del cuitivo

5) Reguladores del crecimiento.

La accion de estos factores no se pue-
de generalizar existiendo varias hipétesis
sobre su modo de accion. La mas aceptada
es que la organogénesis esta regulada por
el balance cuantitativo de todos los consti-
tuyentes que componen el medio. Asi la adi-
cién o no de diferentes compuestos organi-
cos puede influir en la intensidad de la res-
puesta y también en el modelo de diferen-
ciacién.

CULTIVO DE MERISTEMOS Y APICES
CAULINARES

Durante los ultimos anos se esta utili-
zando la técnica de cultivo “in vitro” como
una medida altemativa de la propagacion
asexual para plantas con interés economi-
co. Se trata de un sistema de propagacion
vegetativa a partir de cuitivos de tejidos
meristematicos. Se utilizan como explantos
tanto meristemos de tallos, como apices de
tallos o bien yemas apicales, tomando la
zona del meristemo apical, o con mas fre-
cuencia la regién meristematica subapical.
Cuando la eliminacién viral no es parte del
objetivo, es preferible partir de apices de
tallos y de yemas apicales que de cultivo de
meristemos.

Para el cultivo de apices caulinares o

meristemos por micropopagacion de
numerosas especies vegetales se necesita
la contribucion de tres medios diferentes:
uno para el establecimiento del cultivo del
apice caulinar, otro para la multiplicacién de
tallos y un tercero para el enraizamiento
(Hiraoka y Oyanagi, 1988).

Existen tres posibles rutas para la multi-
plicacién de propagulos “in vitro”: a)
aumentando la relacién de yemas axilares;
b) produccion de yemas adventicias por
medio de una ruta organogénica; c) por
embriogénesis somatica. Todos ellas pre-
sentan una serie de ventajas e inconvenien-
tes. Asi, en la regeneracién “in vitro” por
organogénesis y embriogénesis somatica,
se producen mas variaciones en el desarro-
llo pues por lo general es necesario un paso
previo de induccion de callos, con la subsi-
guiente reorganizacion dentro de las plantu-
las para obtener la planta completa. Sin
embargo, utilizando el método de prolifera-
cion de yemas axilares a partir de cultivos
de meristemos, apices de tallos o yemas
apicales solamente se requiere la elonga-
cion del tallo y la diferenciacion de raices
para originar la nueva planta aunque este
hecho no ha podido ser demostrado en
muchas especies vegetales.

Cuando se da una formacion previa de
callo se origina un incremento en la frecuen-
cia de cambios genéticos, especiaimente si
se produce una poliploidia o una aneuploi-
dia, resultantes de anormalidades mitéticas,
mientras que las plantas derivadas de culti-
vos de meristemos, apices de tallos y
yemas apicales son practicamente estables
genéticamente, lo que produciria material
uniforme para experimentacién o para pro-
duccién de protoplastos.

A pesar de que el nivel de multiplicaciéon
de plantulas por via organogénica o por via
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embriogénica es muy aito, este disminuye
rapidamente después de varios subcultivos
y en algunos casos se llega a perder su
potencial morfogénico. Sin embargo, el
porcentaje de multiplicacién por prolifera-
cion de yemas axilares, que en un principio
es relativamente bajo, va aumentando en
progresion geométrica durante los prime-
ros subcultivos, hasta llegar a un punto en
que la produccion alcanza una estabilidad.
Todo esto hace que econdmicamente la
regeneracion por este método sea benefi-
ciosa, pues, un unico explanto, en un ano,
es capaz de producir millones de plantas,
que pueden servir como fuente continua de
propagulos, aunque hubiera que renovar
periodicamente dicha reserva con cultivos
de explantos frescos. Asi mismo, no se
puede olvidar que esta técnica se puede
utilizar cuando los métodos organogénicos
y embriogénicos fallan como alternativa
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