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DESARROLLO

INTRODUCCION

Muchas especies tienen la capacidad de propagarse por via agdmica, ademas de
la reproduccion sexual. La multiplicacién agdmica permite la formacién de un
conjunto de individuos genéticamente idénticos, que se denomina clon. Se em-
plean 6rganos (tubérculos, bulbos, raices, hojas, etc.) o trozos de érganos (estacas,
raices y hojas) que se plantan en sustratos adecuados.

En la década del 80 se desarroll6 una técnica de propagacion agamica, deri-
vada de los conocimientos adquiridos en el cultivo in vitro de tejidos y 6rganos
vegetales, denominada micropropagacion, debido al uso de explantos peque-
fos, que pueden dar origen en corto tiempo a cientos de individuos idénticos,
cultivados asépticamente en condiciones ambientales controladas para que las
células puedan expresar su potencial intrinseco o inducido. Se basa en el con-
cepto de totipotencia.

El explanto es la unidad basica en la propagacion por cultivo de tejidos. Pue-
den provenir de: porciones de tejidos (hojas, tallos y peciolos), meristemas
apicales, anteras, secciones de raiz, segmentos uninodales de tallo, meristemas

caulinares, yemas laterales y células.

El cultivo in vitro de células, tejidos y 6rganos vegetales permite estudiar todos
los factores que influyen sobre el metabolismo, crecimiento y desarrollo de los
vegetales, ya que numerosas condiciones (quimicas, fisicas y biolégicas) pueden
ser controladas y variadas segin su objetivo determinado. Esto permite que di-
chas técnicas tengan un campo de accion muy amplio dentro de la investigacién
cientifica.

Los sistemas de cultivo de tejidos tienen potencial para la produccién de
productos secundarios, como sustancias farmacéuticas y muchas aplicaciones
en el desarrollo de las plantas, asi como la obtencién de plantas libres de virus
a través del aislamiento de meristemas no infectados. En micropropagacion los
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sistemas de cultivo de tejidos tienen dos usos principales: 1) la propagacién répida
en masa de clones —ornamentales, arométicos, medicinales—y 2) el desarrollo,
mantenimiento y distribucién de clones especificos probados para organismos
patdgenos. La aplicacion de las técnicas de cultivo de tejidos a la regeneracion y
propagacion comercial de plantas enteras es un desarrollo que se ha convertido
en alternativa importante de los métodos convencionales de propagacién en una
amplia gama de especies de plantas.

El explanto cultivado in vitro puede regenerar plantas a través de dos vias: por
organogénesis y por embriogénesis somadtica segin sea la respuesta a las distintas
composiciones de los medios nutritivos. En las dos vias es posible distinguir
dos modelos de desarrollo morfogénico: la morfogénesis directa, cuando los
6rganos o embrioides se originan directamente del explanto, en ausencia de
proliferacion de callos y la morfogénesis indirecta, en la que la formacién de
callo es previa al desarrollo de estructuras organizadas. El explanto genera un
callo, que en un medio adecuado puede diferenciar meristemoides que desa-
rrollaran tallos y raices, dando origen a numerosas plantulas. Cada una de éstas
se separa del callo original y, tras un periodo de rusticacién (adaptacién) se
trasplanta a una maceta y se la acondiciona en un invernaculo, con humedad

relativa alta y baja irradiancia; la etapa final es cuando se llevan a campo las

plantas obtenidas por via directa o indirecta.

| 4

Es necesario ademds adoptar procedimientos de asepsia para mantener los
cultivos libres de contaminacién microbiana. Aunque estos principios son bési-
camente invariables en todos los laboratorios de cultivo de tejidos vegetales, su
aplicacion puede presentar variaciones en magnitud y complejidad, dependiendo
de los objetivos del laboratorio; asi mientras que un laboratorio de investigacion
puede ser pequeno en tamafio pero muy especializado en equipos e instalaciones,
uno de produccién comercial tiende a ser mds grande y simple. Un laboratorio de
investigacion puede también tener un rol de ensenianza y en este caso es frecuente
que se asignen en él dreas especiales para la ensenanza y demostracion.

El laboratorio de cultivo de tejidos debe disponer de un drea destinada al es-
tablecimiento, crecimiento y multiplicacion de especies producidas; esta drea es
especialmente necesaria en los laboratorios de investigacion, desarrollo y en los
de produccién comercial. Finalmente, la decision de establecer un laboratorio de
cultivos de tejidos requiere de un estudio y analisis critico acerca de la necesidad
de hacerlo, dentro de un contexto integral del desarrollo de la investigacién y Ia
produccidn agricola o forestal de la region o pais. Por lo tanto, el establecimiento
y funcionamiento del laboratorio debe ser, idealmente, el producto de esfuerzos
multidisciplinarios.
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A.INDUCCION DE CALLOS IN VITRO

Usando técnicas de cultivo de tejidos la formacién de callos puede ser inducida
en numerosos 6rganos y tejidos de plantas, que en general no desarrollan callos
en respuesta a un dano. El material vegetal cominmente cultivado incluye cam-
bium vascular, parénquima de reserva, periciclo de raiz, cotiledones, meséfilo de
la hoja y tejido provascular (Dodd y Lorin, 1982).

Los callos no tienen patrones predecibles de organizacion, estdn presentes en
centros localizados de actividad meristemdtica y a menudo aparecen en regiones
cambiales rudimentarias con zonas de diferenciacién vascular. Una de las carac-
teristicas importantes de callo, desde un punto de vista funcional, es su irregular
crecimiento, teniendo el potencial para desarrollar raices normales, brotes y
embriones que forman plantulas.

La caracteristica general del crecimiento de callos abarca una compleja relacion
entre el material usado para iniciar los callos, la composicién del medio y las con-
diciones experimentales durante el periodo de incubacion. Algunos desarrollos
de callos son fuertemente lignificados y duros en textura, y no se pueden separar
facilmente en pequenios fragmentos. Por el contrario los callos frégiles se separan
facilmente y se los denomina cultivos friables, frégiles («frieble cultures» ). Los
callos pueden ser amarillentos, blancos, verdes o coloreados con antocianinas.
La pigmentacion serd en todo el callo o en algunas regiones sin pigmentar. Su
anatomia es de variacién considerable a lo largo de la diferenciacién celular.

Los primeros estudiosos asumieron que el cultivo de callos derivados de érga-
nos que contienen clorofila podran ser autotréficos en su nutricion. Los callos
con clorofila, de cualquier manera, son dependientes de azticar ex6geno para

continuar creciendo, aun con adecuada intensidad de luz (Dodd y Lorin, 1982).
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Un callo friable puede ser subdividido con una espétula fina o con un bisturi,
y transferido directamente a la superficie del nuevo medio. Los callos duros
deben ser transferidos a la superficie de una caja de Petri, esterilizada, y frag-

mentado con un bisturi. Solamente se debe transferir tejido sano, el tejido

marrdn, necrético debe ser eliminado.

| 4

Después que el callo ha crecido asociado al tejido original por un tiempo se

vuelve necesario pasarlo a un medio fresco, etapa denominada repique. El creci-
miento en un mismo medio por un periodo extenso, provocard el agotamiento
de nutrientes y una desecacion gradual del agar por la pérdida del agua. Los
metabolitos secretados por los callos, se pueden acumular en niveles toxicos en
el medio. La transferencia del fragmento del callo debe ser suficiente para ase-
gurar el nuevo crecimiento en el medio fresco. Si el indculo transferido es muy
pequeno, va a exhibir una tasa de crecimiento muy baja, o no va a crecer. Algunos
autores (Dodd y Lorin, 1982) recomiendan que el indculo debe tener 5-10 mm de
didmetro y pesar 20-100 mg. Los repiques sucesivos se realizan cada 28 dias en
tubos de cultivo que tienen 30 cm® de medio. El tiempo entre repiques es variable
y depende de la tasa de crecimiento del callo.

Gauthered (1959, citado por Dodd y Lorin, 1982) ha descrito las caracteristicas
dela formacién callosa en el cultivo de la raiz de zanahoria. Fragmentos del floema
proliferan débilmente y producen pustulas separadas de células, o una capa fina
de células del parénquima. Explantos del xilema exhiben dos respuestas diferen-
tes dependiendo de su origen. Si el explanto se obtuvo de una zona cercana del
cambium, los derivados mas cercanos se dividen vigorosamente y forman un callo
grande. Del tejido sacado de la region central del cambium resultan sélo callos
separados en las extremidades de conductos. Los explantos del floema que bordea
el cambium vascular producen los crecimientos mds vigorosos.
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A.l. INDUCCION DE CALLOS IN VITRO
A PARTIR DE EXPLANTOS DE ZANAHORIA

El objetivo es inducir la formacién de callos en un explanto primario extirpado
de la raiz principal de zanahoria (Daucus carota) y mantener el crecimiento

de los mismos en repiques sucesivos.

TECNICA OPERATORIA

Se utilizard un medio de cultivo solidificado en agar con diferentes con-
centraciones hormonales de 4cido naftalenacético (ANA) y benciladenina
(BA), que tienen en comtin componentes del medio nutritivo de Murashige

& Skoog (1962), segtin se detalla en la Tabla 1.

TABLA 1. Descripcién de los medios de cultivo a ser utilizados para la induccién a la
formacién de callos a partir de segementos de raiz de zanahoria

IDENTIFICACION DE MEDIOS CONCENTRACION HORMONAL
(medio bésico MyS) ANAmg/L BAmg/L
A — 0,4
B 0,01 03
C 0,03 0,2
D 0,2 0,2

- Seleccionar una raiz de zanahoria (Daucus carota) bien desarrollada.

- Lavar la raiz con agua jabonosa, enjuagar, secar y raspar la superficie.

- Cortar rodajas de 3 mm de grosor.

- Sumergir las rodajas en una solucién de hipoclorito de sodio al 5% mas
una gota de un tensioactivo (Tween 20) durante 10 minutos, agitindolas
peridédicamente.

- En la cdmara de flujo laminar realizar tres lavados, con intervalos de mi-
nutos, utilizando agua destilada esterilizada.

- Esterilizar pinzas y bisturi utilizando agua lavandina, alcohol 70°y mechero.

- Colocar en caja de Petri con papel de filtro (ambos elementos previamente
esterilizados) las rodajas hasta que se escurran, luego pasarlas a otra caja de
Petri esterilizada y cortar 10 trozos (4 mm de lado) de la zona del floema
cercana al cambium para cada tratamiento.

- Flamear laboca de cada tubo de ensayo sobre mechero, utilizar una pinza
esterilizada y colocar el explanto de zanahoria sobre la superficie del medio

de cultivo; por dltimo tapar el tubo y colocarlo en la cimara de crecimiento
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con condiciones de temperatura y luz controladas (26 °C y fotoperiodo de
16 horas de luz, 8 horas de oscuridad).

- Realizar observaciones dos veces por semana, fraccionar los callos desa-
rrollados y repicar (en medio fresco), una vez que éstos logren un desarrollo
por lo menos del doble de su tamano original. Se evaluard la respuesta al
crecimiento en los distintos medios de cultivo.

Interpretar los resultados obtenidos y redactar el informe correspondiente.

A.2. INDUCCION DE CALLOS IN VITRO
A PARTIR DE EXPLANTOS DE LAVANDA

El objetivo es obtener callos a partir de tejido foliar de plantas de lavanda

(Lavandula spp.) y multiplicarlos en sucesivos repiques.

TECNICA OPERATORIA

- Seleccionar hojas de una planta madre de «lavanda>, en buen estado sanitario.

- Lavar la rama seleccionada con agua jabonosa y enjuagar con abundante
agua destilada, escurrir sobre papel absorbente.

- Separar las hojas y colocarlas en una solucion de alcohol 70 % durante
50", escurrir.

- Enlamesa de flujo laminar pasarlas a una solucién de lavandina comercial
al 10 % durante 20, detener el proceso si se observa decoloracion del tejido.
Enjuagar con abundante agua destilada esterilizada tres veces por un periodo
de 3 minutos cada uno.

- Seleccionar, con preferencia, la parte basal de cada hoja, descartar el
resto. Colocar los trozos en los diferentes medios de cultivo (ver Tabla 2) en

posicion vertical, manteniendo su polaridad.

TaBLA 2. Descripcién de los medios de cultivo, con el agregado de auxina, ANA (4cido
naftalenacético) y citocinina, Kin (kinetina), a ser utilizados en la induccién a la forma-
cién de callos a partir de segmentos de hojas de Lavandula spp

IDENTIFICACION DE MEDIOS CONCENTRACION HORMONAL
(medio basico MyS) ANA mg/L Kin mg/L
A 0,2 0,2
B 0,2 0,5
C 0,5 0,2
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- Una vez efectuada la siembra los tubos se colocan en la cdmara de creci-
miento, con condiciones de temperatura y luz controladas (26 °C y fotoperiodo
de 16 horas de luz, 8 horas de oscuridad).

- Realizar observaciones dos veces por semana, fraccionar y repicar (en un
medio fresco) los callos, una vez que estos logren un desarrollo por lo menos
del doble de su tamano original. Se evaluard la respuesta al crecimiento en
los distintos medios de cultivo.

Interpretar los resultados obtenidos y redactar el informe correspondiente.

9
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B. MICROPROPAGACION DE ESPECIES ORNAMENTALES,
AROMATICAS Y CONDIMENTARIAS

Los objetivos generales son:

1. Obtener embriones sométicos (embrioides) a partir de tejido foliar y de
peciolos de plantas ornamentales. Luego determinar qué combinacién hormonal
es la adecuada para lograr plantas enteras.

2. Obtener plantas completas de especies medicinales y aromdticas a partir de
segmentos uninodales de tallos.

TECNICA OPERATORIA GENERAL

- Eleccién de explantos.

- Preparacion y desinfeccion de explantos.

- Siembra en un medio de cultivo basico de Murashige & Skoog debidamente
esterilizado.

- Repique a diferentes medios segtin la etapa que se quiera desarrollar (multi-
plicacién, enraizamiento)

- Trasplante a sustrato esterilizado

- Aclimatacién de las nuevas plantas. Esta etapa también es denominada rus-
ticacion.
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B.1. REPRODUCCION DE ESPECIES ORNAMENTALES
(«VIOLETA AFRICANA>» Y «BEGONIA> )

El objetivo es evaluar la respuesta al desarrollo de segementos de ldminas

foliares y peciolos colocados en distintos medios de cultivo.

TECNICA OPERATORIA

-A partir de una planta madre que esté bien desarrollada y sana se seleccionan
las hojas con % de su desarrollo y con sus respectivos peciolos.

- Cortar la ldmina foliar en forma irregular, dejando los peciolos enteros.
Lavar con agua destilada y gotas de detergente.

- Sumergir los trozos en alcohol al 70 % durante S0 segundos.

- Luego colocar los trozos en hipoclorito de sodio al 6 % de la concentracion
comercial y 2 a 3 gotas de un tensioactivo (tween 20), durante 15 minutos.

- Llevar el material a cdmara de flujo laminar, realizar 3 enjuagues con agua
esterilizada, durante S, 3 y 3 minutos respectivamente.

- Dejar escurrir los trozos vegetales sobre papel de filtro esterilizado, siempre
en el drea de la mesa de flujo laminar.

-Enla cdmara de flujo laminar, cortar con instrumental esterilizado los trozos
de ldmina foliar en secciones de 10 mm x 10 mm aproximadamente, descar-
tar los bordes, seleccionar aquellos que involucren secciones de nervadura.

- Cortar los peciolos en segmentos de 0,5 a 1 cm de longitud.

- Con la ayuda de pinzas colocar los explantos en un medio basico de
Murashige & Skoog esterilizado con el agregado de dcido naftalenacético y
cinetina (Tabla 3).

Alos siete (7) dias después de la siembra seleccionar los explantos que no

estén contaminados y repicarlos a distintos medios de cultivo, indicados en
la Tabla 3.

TaBLA 3. Descripcién de los medios de cultivo a ser utilizados en la etapa de desarrollo

IDENTIFICACION DE MEDIOS CONCENTRACION HORMONAL
(medio basico MyS) ANA mg/L Kin mg/L
A 0,2 0,5
B 0,1 0,5
C 0,5 0,2
D 0,0 0,5
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Realizar observaciones dos veces por semana, realizindose el repique de
los explantos desarrollados a medios frescos conteniendo igual cantidad de

las hormonas correspondientes.

Interpretar los resultados obtenidos y redactar el informe correspondiente.

B.2. MULTIPLICACION DE ESPECIES AROMATICAS
Y CONDIMENTARIAS («<OREGANO> Y <«MENTA> )

El objetivo es obtener plantas completas de especies medicinales y aromaticas

a partir de segmentos uninodales de tallos.

TECNICA OPERATORIA

Utilizar tallos vegetativos de «orégano> y «menta> provistos por una planta

madre en buen estado sanitario y/o tallos de plantas mantenidas in vitro.

1. Si se parte de segmentos uninodales de plantas cultivadas in vitro se
procede a:

- desinfectar los instrumentos,

- extraer con una pinza las pldntulas del tubo de ensayo,

- cortar los segmentos,

- repicar a los medios correspondientes (Tabla 4).

2. Si se parte de plantas cultivadas en inverndculo:

- Quitarlas hojas delos tallos y cortar segmentos uninodales 6 binodales, lavar-
los con agua destilada y 2 a 3 gotas de detergente durante 10 minutos, escurrir.

- Sumergirlos en alcohol al 70 % durante 50 segundos.

- Luego colocarlos en una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % de la con-
centracion comercial y 2 a 3 gotas de tween 20, durante 15 minutos, escurrir.
(En caso de observar pérdida de color antes de los 15 minutos suspender el
tratamiento y proceder a realizar el préximo paso).

- Enla cimara de flujo laminar, realizar 3 enjuagues con agua esterilizada,
durante 5, 3 y 3 minutos respectivamente. Colocar los explantos sobre papel
de filtro esterilizado.
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Una vez obtenidos los explantos se procede a la siembra, cuidando de
mantener su orientacion (polaridad) en un medio inicial de Murashige &
Skoog (M&S) sin el agregado de hormonas.

Los brotes desarrollados a partir del explanto original (segmento de ta-
llos) se repicaran a medios que tienen como base el M & S con el agregado
de hormonas como auxina: ANA (4cido naftalenacético) y citocinina: Kin
(kinetina) segtin se detalla en la Tabla 4.

TABLA 4. Descripcion de los medios de cultivo a ser utilizados en la etapa de desarrollo

IDENTIFICACION DE MEDIOS CONCENTRACION HORMONAL
(medio basico MyS) ANA mg/L Kin mg/L
A _ _
B 0,2 0,2
C 0,2 0,5
D 0,5 0,2

Una vez efectuada la siembra ylos repiques, los tubos se colocan en cdmara
de crecimiento, en la que se controlan las condiciones de temperatura y luz
(26 °C y fotoperiodo de 16 horas de luz, 8 horas de oscuridad).

Interpretar los resultados obtenidos y redactar el informe correspondiente.

(GLOSARIO

Asepsia: técnicas empleadas para impedir el acceso de microorganismos al campo de
trabajo.

Callo: masa amorfa surgida de la proliferacién de células del parénquima.

Clon: conjunto de individuos genéticamente idénticos.

Cultivo in vitro: literalmente quiere decir «en vidrio>. Se utiliza, porque al menos
inicialmente se usaron recipientes de vidrio para el cultivo.

Embrioide: embrién somatico.

Explanto: unidad basica en la propagacion por cultivo de tejidos. Parte de un vegetal
que se cultivard in vitro, pueden ser protoplastos —células desprovistas de pared celu-
lar- células, tejidos u 6rganos

Medio nutritivo-medio de cultivo: formulacién de sales inorgénicas y compuestos

organicos requeridos para la nutricién y manipulacién de los cultivos.
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Meristemoide: a partir de una célula epidérmica o del mesdfilo foliar se suceden una
serie de divisiones mitéticas. Este conjunto de células agrupadas a modo de esferas se
denomina meristemoides. Son los responsables de la diferenciaciéon de nuevos 6rganos.

Segmentos uninodales: trozos de tallo con un solo nudo, con yemas axilares.

Totipotencia: «una célula vegetal o grupo de células colocadas en condiciones ade-
cuadas es capaz de regenerar un individuo completo e idéntico al que le dio origen>.
Totipotente: tejidos o células que son capaces de formar cualquier estructura del

individuo maduro.
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