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n Situación actual

EI cultivo in vĈtro
en la reproducción
vegetativa en plantas
de vivero

EI cultivo in vitro de tejidos vegetales es una definición genérica
que incluye el cultivo de protoplastos, de células, de tejidos, de órgan
y de plantas

Las nuevas tecnologías han
aumentado los métodos a través
de los cuales las pl^mtas se pue-
den propagar de manera vegetativa.
El cultivador debe decidir yué
método utilizar. Su elección de-
penderá de la velocidad con la
que las nuevas plantas se preci-
sen, el coste de la producción de
éstas, y la calidad del producto fi-
nal. Una de las alternativas es la
utilización de las técnicas de cul-
tivo itl ^^itrn de tejidos vegetales.

El cultivo in vitro de tejidos
vegetales es una definición gené-

rica que incluye el cultivo de
protoplastos, de células, de teji-

os

dos, de brganos y de plantas. Es-
tos diferentes tipos de cultivo tie-
nen como faeaor común, el creci-
miento en condiciones estériles,
en un medio nutritivo, general-
mente gelidificado, y en condicio-
nes ambientales controludas (tem-
peratura y luz), y por tanto ópti-
mas. Así, se cultiva una determi-
nada parte de la planta original, se
induce la formación de brotes, se
multiplican y las plantas o brotes
obtenidos deben someterse a un
proceso de aclimatación para
adapturlas de nuevo a las condi-
ciones in i^ivo, dónde se cultivan
hasta diferentes estadios según la
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finalidad. EI nombre de cultivo in

i^itro proviene del hecho de que
todo el cultivo se realiza habitual-
mente en recipientes de vidrio
aunque actualmente también se
utilizan otros materiales como el
polipropileno. I el término más

ampliamente utilizado para desig-
nar la técnica de cultivo de tejidos
utilizada para propagar vegetati-
vumente una planta es el de mi-
cropropagación.

Se ha escrito mucho sobre
las aplicaciones del cultivo de te-
jidos vegetales en los viveros. E1
cultivo de tejidos normalmente se
piensa en que es práctico scílo pa-
ra la propagación de aquellos cul-
tivos que son difíciles de propa-
gar por los métodos convenciona-

les. Y no es sólo ésto. La micro-
propagación es beneficiosa para

este tipo de cultivos y además
para aquéllos que son fiíciles de

propagar por métodos convencio-
nales pero que con el cultivo in

ritro adquieren alguna caracterís-
tica que los hace ventajosos.

Las especie o cultivos se se-
leccionan para ser introducidos in
^^itro según el siguiente criterio:
especies que tienen problemas de

regeneración in ti^ivo, es decir, un

bajo porcentaje de germinación
(Pelnr^^oniunt peltahu^^); especies

en que las plantas de uno de los
scxos tiene valor comercial (llex

EI cultivo in vitro,
en todas sus
formas, tiene
como factor
común
el crecimiento
en condicones
estériles en un
medio nutritivo,
generalmente
gelificado
y en condiciones
ambientales
controladas.
En la foto gradeta
de geranio dentro
de flujo laminar.

EI nombre
de cultivo in vitro
proviene
del hecho de que
todo el cultivo
se realiza
habitualmente
en recipientes
de vidrio aunque
actualmente
también se utilizan
otros materiales
como el
polipropileno.
En las imágenes
cámara de cultivo
y túnel de
aclimatación.

uyuifi^liurn); especies difíciles de

propagar (Acucici dealhatci); espe-
cies a las que se les quiere aplicar
la técnica de la ingeniería genética
(Dinnthus crn•rophrllus) y espe-
cies en las que al micropropagar-
las adyuieren alguna característica

que les hace inerementar su valor
comercial (Lai^anduln «n,^^ustifolin).

Para un viverista o cultiva-
dor, el cultivo de tejidos vegetales
in rin•n se utiliza, además de la
micropropagación, para conseguir
los siguientes objetivos: multipli-
cación, saneamiento y conserva-
ción de nuevas variedades (seed-
lings) y saneamiento de varieda-

des susceptibles a determinadas
patologías.

Me gustaría resaltar el uso

del cultivo i^t i^itro para esta últi-
ma finalidad: obtencibn, irrmteni-
miento y micropropagación de
plantas libres de detenninados pa-

tógenos. Las pluntas con estas ca-
racterísticas adquieren un alto va-

n Las nuevas tecnologías han aumentado
los métodos a través de los cuales las plantas

se pueden propagar de manera vegetativa.
El cultivador debe decidir qué método

utilizar

lor en el mercado y son requeri-
das por ayuellos viveristas, a pe-
sar de su coste, cuyo producto fi-
nal es la venta de esquejes con o
sin raíz que se obtiene del cultivo
de plantus madres libres de virus
y bacterias para la cual ese culti-
vo es susceptible. Éste sería, por e-
jemplo, el caso del geranio o de la
petunia.

La micropropagación
La aceptación por parte del

cliente de material procedente de
micropropagación era restrictiva
en los inicios pero, sobretodo de-
bido a la calidad de las plantas
procedentes de in ritro que Ilega-
ba a los viveros, se ha ido reyui-
riendo de esta técnica.

Una de las principales venta-
jas desde un punto de vista comer-
cial es yue la micropropagación
es una técnica de clonaje con la
cual:

- Se puede llevar a cabo de
una manera rápida la multiplica-
ción de un determinado clon.

- Se necesita poco espacio.
- Se puede obtener plunta

durante todo el año.
- Proporciona a la planta ca-

racterísticas yue son ventajosas y
que hacen que aumente el coste
de la planta obtenida.

Desde el punto de vista fisio-
lógico, lati plantas adquieren cam-
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Hay especies,
como la Lavandula

angustifolia,
que con la

micropropagación
adquieren alguna

característica
que les hace

incrementar su
valor comercial.
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bios o obtienen características yue
afectan al crecimiento y fisiología
de éstas. La mayoría de ellos aña-
den valor a la planta micropropa-
gada in i^rtro. Estamos de acuerdo
en que estas características adqui-
ridas son consecuencia de que el
muterial vebetal sufre un "aparen-
te rejuvenecimiento". Las plantas
procedentes de in ^^itro adquieren
una o más de las características
propias de la planta en fase de
crecimiento juvenil. Éstas son o
pueden ser:

- Aumento en la producción
de brotes laterales y de la tasa de
multiplicación.

- Hojas pequeñas, entrenudos
más cortos y tallos más finos.

- Capacidad de enraizar alta
y habilidad de formar raíces ad-
venticias.

- Recuperación del vigor en
el crecimiento.

Desde el punto de vista ge-
nético puede ocurrir yue debido al

n La elección del método de propagación
dependerá de la velocidad con la que
las nuevas plantas se precisen, el coste
de la producción y la calidad del producto
final. Una de las alternativas
es la utilización de las técnicas

de cultivo in vitro de tejidos vegetales
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proceso de cultivo in vitro salgan
a la luz diferencias entre las célu-
las, tejidos y órganos. La posibili-
dad de este riesgo hace que algu-
nos métodos de cultivo de tejidos
no se utilicen para la micropropa-
gación rutinaria en un laboratorio
comercial. Por eso, la técnica ma-
yoritariamente extendida en la
micropropagación es a partir de
tejido organizado, principalmente
a partir de brotes y de entrenudos.
Manteniendo la organización ce-
lular que caracteriza a un órgano,
mantenemos su integridad y fun-
ción en el cultivo in vitro evitan-
do posibles mutaciones (variación
somaclonal), de la misma manera
que cuando en un vivero se pro-
pagan las plantas vegetativamen-
te. Por tanto no debemos esperar

Las plantas
o brotes obtenidos
se someten
a un proceso
de aclimatación
para adaptarlas
de nuevo
a las condiciones
in vivo, dónde
se cultivan hasta
diferentes
estadios según
su finalidad.
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que por este método se obtengan
más mutaciones al azar que las
que aparecen por métodos de pro-
pagación vegetativa convencional.

Indistintamente del método

utilizado para micropropagar y

del tejido del que hemos partido
para su introducción in i^itro, el

laboratorio puede producir brotes
con o sin raíz que provienen di-

rectamente de condiciones in

ti^itro (por tanto sin aclimatar). En
este caso, este material solamente
puede suministrarse a cultivado-
res que dispongan de túneles de
aclimatación. EI laboratorio tam-

bién puede producir brotes ya

aclimatados, enraizándolos in

vitro o ex vitro, lo cual dependerá
de los costes de producción.

Los laboratorios comerciales
existentes actualmente se pueden
clasificar en:

- Laboratorios que sólo ven-

den el producto directamente del
laboratorio, y los cultivos se ven-
den en los frascos en diferentes
estadios.

- Laboratorios unidos a in-
vernadero, que venden los mis-
mos productos que el anterior más
material aclimatado.

- Laboratorios construidos
dentro del vivero ya existente, y
por tanto el material va destinado
al consumo del vivero excepto en
algunos casos que se puede ven-
der algo al exterior.

- Laboratorios al servicio de

empresas obtentoras que reprodu-
cen las variedades obtenidas por
micropropagación (o como banco
de germoplasma) o bien utilizan
estas técnicas dentro del proceso
de obtención de nuevas varieda-
des a través de ingeniería genética.

La rentabilidad que para un
vivero puede tener el disponer de
un laboratorio de cultivo in vitro
vendrá determinada como es lógi-
co, por factores económicos. Para
ello deben responderse alguna de
las siguientes preguntas:

^,EI proceso de micropropa-
gación es eficiente? ^Son los cos-
tes de producción de estas plantas
rentables? ^,Pueden las plantas mi-
cropropagadas in vitro ser produ-
cidas en cantidades suficientes en
que su coste pueda ser comparado

con el de la propagación conven-
cional? ^,Salimos con ventaja tra-

bajando con material de este tipo?
^Las plantas obtenidas in vitro

encajaran en alguna de las fases
de la secuencia de producción del
vivero? ^,Si las plantas producidas
in vitro no se van a consumir en
el vivero, disponemos de agilidad
en la venta de éstas '?, es decir,
^existen alrededor del laboratorio
canales de distribución abiertos y
eficaces?. En el área donde traba-
jamos, ^,hay gran oferta de los
productos que se producen in
vitro? .

Eficiencia del proceso de
micropropagació^a

Los costes de la micropropa-
gación están influenciados por un
gran número de factores, tales
como el coste de las instalaciones
del laboratorio (edificio y equipa-
miento), el coste del material fun-
gible (medios de cultivo, recipien-
tes, pequeños aparatos), la mano
de obra y el genotipo de la espe-
cie que se quiera micropropagar,
ya que condicionará que los dife-
rentes pasos del proceso de culti-

La plantas
procedentes
de cultivo in vitro
adquieren una
o más de las
características
propias
de la planta
en fase
de crecimiento
juvenil.

n Los puntos críticos del cultivo in vitro son,
principalmente, el establecimiento
del cultivo estéril, la vitrificación durante
la fase de multiplicación y las pérdidas
durante la fase de aclimatación in vivo
de las plantas

vo in vitro y transferencia del ma-

terial vegetal in vivo sean más o

menos eficientes. Así, según la
planta que se desee micropropagar,
nos podemos encontrar con una

mayor o menor:
- Dificultad de establecer el

cultivo.
- Rapidez o efectividad para

multiplicarse y de obtener una
tasa de multiplicación aceptable.

- Aptitud para el enraizamien-
to de los brotes in vitro o ex vitro.

- Pérdida de plantas durante
las diferentes fases del proceso de
micropropagación (i.e. pérdida de
plantas por contaminación, brotes
afectados por vitrificación, plan-
tas que no superan el proceso de

aclimatación...).
- Viabilidad en la obtención

del número de plantas finales re-
queridos (si forma parte de un re-
querimiento puntual o si forma
parte de un proceso continuo por
requerimiento del vivero o bien
del mercado).

Los puntos críticos del culti-

vo i^^z ritro son, principalmente, el
establecimiento del cultivo estéril,
la vitrificación durante la Pase de
multiplicación y las pérdidas du-
rante la fase de aclimatación in

vivo de las plantas. La bibliogra-
fía sobre estas cuestiones es bas-

tante escasa en comparación con
otros campos. Este hecho puede

observarse en la grát^ica I"Evolu-
ción del número de publicaciones

en las que se trabaja con plantas",
que avanza en paralelo con la grá-
fica "Evolución del número de pa-

Centes relacionadas con plantas".
En lo que hace referencia a publi-
caciones en el área de la micro-
propagación ésta se ha estabiliza-
do en los últimos años después de
un incremento en los años inicia-

les del cultivo in vitro, al igual
que las patentes. Por otra parte,
muy frecuentemente la investiga-
ción que se publica sobre micro-

propagación no es aplicable direc-
tamente en los procesos de un la-
boratorio comercial. Ésto puede
ser debido a toda una serie de fac-
tores inherentes a cada laboratorio
(tipo de frasco utiliaado en los ex-
perimentos, tipo de sellado de és-
tos, volumen de medio en los
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Evolución del número de patentes y publicaciones relacionadas
con plantas en general, con cultivo in vitro de plantas y con
micropropagación de plantas.
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frascos, etc), que hará que no re-
sulte rentable su utilización en un
laboratorio de micropropagación,
aún sabiendo que son factores al-
tamente intluyentes en el cultivo
de las especies in vitro. En conse-
cuencia los laboratorios deben ha-
cer investigación por ellos mis-
mos y[ratar que el proceso sea lo
más rentable posible.

Uno de los factores críticos
es, como hemos dicho, el alto
coste de la mano de obra. Este he-

cho ha desencadenado que un

gran número de laboratorios de
micropropagación se hayan tras-

ladado a países donde la mano de
obra es más barata, o bien a lleva-
do a automatizar alguna de las
operaciones que se llevan a cabo
durante el proceso de micropropa-
gación. Así entre ellas está: la
automatización en la preparación
y distribución del medio de culti-
vo, la separación o división de los
brotes obtenidos (como cada es-

pecie es diferente este proceso es

n Micropropagación
q Cultivo in vitro
^ Plantas / 40
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Evolución del número de laboratorios de cultivo ín vitro
en Europa, España y Catalunya según datos recogidos
en los proyectos COST 87, COST 882 y COST 843

Catalunya oficiales 1 2
^

4 5
^

5

^^

5

Catalunya comerciales 1 7 8 6 8 7
España oficiales 3 8 13 17 21 28
España comerciales 2 11 12 11 14 17
Europa oficiales 154 247 329 307 256
Europa comerciales 137 170 172 193 129

más difícil de automatizar pero ya
existen robots que realizan este
proceso). Otra opción es reducir
alguna de las etapas del proceso
de micropropagación como puede
ser la utilización del medio de dos
fases (sólida más liquida), o enra-
izamiento ex vítro.

Posibilidad o agilidad en la
venta del produeto

En España la micropropaga-
ción y venta de plantas micropro-
pagadas in vitrn ha tenido un de-
sarrollo limitado al contrario de
lo que ha pasado en países euro-
peos con redes de distribución
muy consolidadas y con el esta-
blecimiento de laboratorios en
países con mano de obra muy ba-
rata como son los del Este de Eu-
ropa y Países Asiáticos. La mayo-
ría de estos laboratorios comer-
ciales han participado en la mi-
cropropagación de plantas orna-
mentales y especies cultivadas
para obtener flor cortada. Pero la
fuerte competencia entre los dife-

rentes laboratorios hace que no se
puedan aumentar los precios. Así
el margen de beneficio para este
tipo de productos es muy bajo y
consecuentemente algunos labo-
ratorios han salido del negocio.

Es difícil obtener informa-
ción acerca de los laboratorios co-
merciales referente al número de
personas trabajando, número de
plantas producidas por año, espe-
cies micropropagadas. Así, algu-
nos laboratorios rehusan contestar,
otros muestran una imagen muy
optimista, dando a entender que
son más eficientes y productivos de
lo que realmente son o dando datos
de la planta producida más que de
la vendida en el mercado.

De todas maneras, existe un
estudio del año 2002 realizado en
24 países de Europa. De un total
de 442 laboratorios dedicados a la
micropropagación, 153 eran co-
merciales y el resto oficiales. EI
número de estos últimos dedica-
dos a la micropropagación ha dis-

Después
de unos años
del boom inicial,
los laboratorios
comerciales
actualmente
existentes
dedicados
exclusivamente
a la
micropropagación

han adaptado

su producción
a la demanda
y tienen
una buena
canalización
del producto.
Foto: Compo
Agricultura.

minuido en los últimos años debi-
do a que éstos laboratorios están
utilizando las técnicas de cultivo
de tejidos vegetales como una he-
rramienta junto con las técnicas
de ingeniería genética para apli-
carlas a la biotecnología vegetal.

E] número total de plantas
producidas por todos ellos fue de
179 millones. En esta industria
trabajan 3337 personas. Y la espe-
cie micropropagada en la que tra-
bajan más laboratorios es Prunus,
en el caso de planta leñosa, Ficu.r
como planta de interior y Lilium
como tlor cortada. En el cuadro 1
se puede observar cómo ha ido
variando el número de laborato-
rios dedicados al cultivo de teji-
dos vegetales, según los datos ob-
tenidos a partir de los proyectos
COST 87, COST 822 y COST 843
(Cuadro 1).

Actualmente en España exis-
ten 17 laboratorios comerciales de
cultivo de tejidos vegetales, según
el listado que aparece en la web
de la Sociedad Española de culti-
vo in i^in-o de tejidos vegetales
(SECIVTV) (http://www.ivia.es/
SECIVTV/empresas.htm).

Después de unos años del
boom inicíal, los laboratorios co-
merciales actualmente existentes
dedicados exclusivamente a la
micropropagación han adaptado
su producción a la demanda y tie-
nen una buena canalización del
producto, ya sea porque producen
plantas para el consumo propio 0
bien porque tienen el valor añadi-
do de la calidad, que es lo que da
confianza al comprador. Y los la-
boratorios oficiales han dejado en
un segundo término la investiga-
ción en lo que hace referencia a
micropropagación pura y dura de
diferentes especies, dedicándose
básicamente a la investigación de
los mecanismos bioquímicos in-
volucrados en la micropropaga-
ción y en nuevas técnicas para
mejorar los puntos críticos del
cultivo in i^itro como son la vitri-
ficación y la aclimatación. Y
mientras tanto cada día son más
las especies,incluídas especiesle-
ñosas, que son propagadas gracias
al cultivo in vitro de tejidos.
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