AVANCES DE LA MICROPROPAGACION in vitro DE
PLANTAS LENOSAS

JORGE ELIECER RAMOS AMAYA

C.C.17.127.974

CARLOS OMAR PATINO TORRES PhD

ASESOR

ESPECIALIZACION EN BIOTECNOLOGIA AGRARIA
UNIVERSIDAD NACIONAL ABIERTA Y A DISTANCIA (UNAD)
NOVIEMBRE DE 2012, BOGOTA



Nota aclaratoria

La Universidad (UNAD) vy los
jurados no se hacen
responsables por los
conceptos emitidos por el
autor.



Nota de aceptacion

CARLOS OMAR PATINO TORRES
Director del trabajo

MANUEL FRANCISCO POLANCO PUERTA
Firma del jurado

REINALDO GIRALDO DIAZ
Firma del jurado

Bogota, Mayo 12 de 2014



Dedicada a:

Eva Matilde Becerra Diaz, por su invaluable ayuda.



AGRADECIMIENTOS

El autor expresa sus mas sentidos agradecimientos a:

Todos los profesores que con sus luces ayudaron a realizar
este proyecto, especialmente a los de la Universidad

Nacional, Abierta y a Distancia.



INDICE

PORTADA
NOTA ACLARATORIA
NOTA DE ACEPTACION
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
INDICE

INDICE DE TABLAS
INDICE DE FIGURAS
LISTA DE ANEXOS
RESUMEN
ABSTRACT

INTRODUCCION
MICROPROPAGACIONIn vitro DE LENOSAS

1.

11
1.2
1.3

2.1
2.2
2.3
2.4
241
2.5
251
252
253

GENERALIDADES
RESENA HISTORICA

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES
MATERIALES PARA EL CULTIVO in vitro

CULTIVO DE TEJIDOS DE ESPECIES LENOSAS
MICROPROPAGACION in vitro

FUENTE DE EXPLANTES

PRUEBA DE VIABILIDAD DE LAS SEMILLAS
GERMINACION

Tratamientos para la germinacién

DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL
Plantas madres

Semillas

Explantes

Pagina

Xi
Xii

Xiii

g w w w -

18
19
22
25
26
27
28
28
29
30

Vi



2.6

DESINFECCION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

2.7 MEDIOS DE CULTIVO

2.8 CONDICIONES DEL CULTIVO

2.9 MULTIPLICACION O PROLIFERACION
2.10 ENRAIZAMIENTO

2.11 ENDURECIMIENTO O ACLIMATACION
3. CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

34
34
41
41
42
44

51

52

64

vii



INDICE DE TABLAS

Pagina

TABLA N° 1. Diferentes tratamientos para germinacion de semillas 27

TABLA N° 2. Composicion de WPM (Woody Plant Medium) 40

viii



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.

INDICE DE FIGURAS

Rutas de regeneracion en cultivo in vitro de tejidos vegetales

Cultivo de meristemos

Cultivo de meristemos y yemas

Cultivo de tejidos

Algunos equipos para el cultivo in vitro
Invernadero

Algunos instrumentos de vidrio

La micropropagacion vegetal

Corte de los nudos.

Preparacion de explantes.

Prueba por tetrazoilo

Desarrollo de brote y raiz in vitro

Produccion de brotes adventicios a partir de nudos
Etapa de enraizamiento

Planta micropropagada y enraizada

Planta creciendo en condiciones in vitro
Invernadero de aclimatacion

Invernadero de aclimatacion y endurecimiento
Plantas micropropagadas adaptadas a condiciones ex vitro
Resumen de la propagacion in vitro

Péagina

10
11
12
13
15
16
17
19
21
23
26
27
42
43
44
45
47
49
49
50



ANEXO 1

ANEXO 2.

ANEXO 3.

LISTA DE ANEXOS

Composicion y preparacion del medio
Murashige y Skoog

Interaccion de las hormonas en la planta

Principales métodos de micropropagacion

Pagina

65

68

70



RESUMEN

Las plantas lefiosas ademas de tener una gran importancia econdémica, juegan un
papel preponderante en el medio ambiente debido a su aporte paisajistico
(embellecimiento), y a la descontaminacién atmosférica (captacion de CO,).
Constituyen un grupo de gran interés dentro del cual se encuentran especies
forestales y frutales. La micropropagacion es un sistema de propagacion asexual a
partir de un segmento de una planta madre, que da como resultado plantas
genéticamente idénticas, debido a la totipotencialidad. Por este sistema se han
propagado mas de 140 especies maderables en el mundo. En Colombia se han
realizado pocos trabajos al respecto, pero ya hay protocolos que sirven de modelos
para futuros estudios, especialmente de plantas autdctonas. La embriogénesis
somatica es considerada la mejor via de regeneracién de plantas lefiosas. Para logra
un excelente trabajo se debe contar con unas buenas instalaciones, excelentes
equipos y un personal idéneo. Alli se tratan los explantes al igual que las plantas
madres, se colocan en medios de cultivo desinfectados, se realiza la multiplicacion o
proliferacion de explantes, continuacion sigue el enraizamiento, luego el
endurecimiento y la aclimatacion de las plantas. Aunque la micropropagacion in vitro
de plantas lefiosas es dificil, se han logrado grandes avances en los ultimos afios,
obteniendo altos promedios de supervivencia en muchas plantas lefiosas
(maderables y frutales), debido a las mejoras en las técnicas de asepsia,
endurecimiento y aclimatacién de las plantas obtenidas en cultivo in vitro, pero
principalmente el desarrollo y obtencion de plantas libres de virus y bacterias,
utilizando la reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) y el ensayo de

inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) en los explantes.
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ABSTRACT

Woody plants also have great economic importance, playing a leading role in the
environment due to its scenic contribution (embellishment), and air pollution control
(CO2 uptake). They are a group of great interest within which forest species and fruit
are. Micropropagation is a system of asexual propagation from a segment from a
mother plant, resulting in genetically identical plants because totipotency. For this
system have spread over 140 timber species in the world. In Colombia there has
been little work on the subject, but there are protocols that serve as models for future
studies, especially native plants. Somatic embryogenesis is considered the best way
of regeneration of woody plants. To achieve an excellent job must have good
facilities, excellent equipment and skilled personnel. There explants as mother plants
are placed in culture media treated disinfected , multiplication or spread of explants is
carried out , is then rooting, and then hardening the plant acclimatization . Although
the in vitro micropropagation of woody plants is difficult, have made great strides in
recent years, obtaining high average survival in many woody plants (timber and fruit)
due to improvements in aseptic techniques, hardening and acclimatization plants
grown in vitro culture, but mainly the development and production of virus-free plants
and bacteria, using the chain reaction (PCR) and linked immunosorbent assay
(ELISA) in the explants.
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INTRODUCCION

El recurso forestal de Colombia se ha deteriorado de manera considerable.
Aungue no existe consenso en cuanto al area deforestada anualmente en el pais,
ni sus tendencias actuales, los estimativos oscilan entre las 360.000 a las 600.000
hectareas anuales, que, en cualquier caso se encuentran entre las mas rapidas
del mundo. Una tercera parte de la cobertura forestal del pais ha sido eliminada.
El proposito principal de este trabajo, es contribuir a la difusion del conocimiento

logrado por la propagacion in vitro de las plantas lefiosas

Aunque la biotecnologia forestal se ha extendido a las actividades de por lo
menos 140 géneros de arboles, la mayoria de los proyectos se ha centrado en
sblo siete: Pino, Eucalipto, Abeto, Arce, Alamo, Roble y Acacia, por su gran
rentabilidad econémica.

En Colombia se han realizado pocos trabajos sobre la propagacion de plantas
lefiosas in vitro. Algunos trabajos forestales en guayacan (Tabebuia serratifolia),
en aliso (Alnus acuminata), en ocobo (Tabebuia rosea), en encenillo
(Weinmannia tomentosa), son de gran importancia para la conservacion y

propagacion de especies en peligro de extincion.

Los trabajos relacionados con la micropropagacion in vitro de lefiosas, se
consultaron en las bibliotecas de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogota, de la Universidad Distrital Francisco José de Caldas, del Jardin Botanico
José Celestino Mutis, de la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia

(Tunja), ademas de las consultas por Internet.



Por lo tanto esta revision bibliogréfica tiene como objetivos, dar a conocer los
avances alcanzados hasta el momento sobre la propagacion in vitro de plantas
lefiosas en el mundo y en nuestro pais, y especialmente cuales son las
principales ventajas de esta técnica de multiplicacion vegetal, para ser
implementada en nuestro pais, tanto en la multiplicacion comercial de especies
forestales como en la conservacion de muchas especies lefiosas nativas con

algun nivel de amenaza de extincion.



MICROPROPAGACION in vitro DE LENOSAS

1. GENERALIDADES

1.1 RESENA HISTORICA

Del latin totuspotens: totus (todo) y potens (poder o habilidad), el término célula
totipotencial, es utilizado en biologia para referirse a células que poseen la
capacidad de dar origen a diferentes tipos celulares, incluso pudiendo una sola de
estas células dar origen a millones de células, tejidos, 6rganos e incluso
embriones (Tobar, 2011).

Una planta al crecer va aumentando su poblacion de células las cuales se
especializan en sus funciones. El aumento de la poblacion de células se realiza
por medio de la divisién celular. Antes que una célula madre se divida en dos
células hijas, hace una copia exacta de su primer genoma. Como resultado, las
dos células hijas generalmente tienen exactamente la misma composicion
genética como la de su célula madre. Cada célula viva de la planta debe contener
todos los genes y por lo tanto tiene la capacidad de generar una planta completa.

Esto se llama: célula totipotencial (Tobar, 2011).

En 1838, Matthias Schleiden (1804-1881), un botanico aleman, afirm6 que los
vegetales son agregados de seres completamente individualizados,
independientes y distintos, que son las células mismas. La palabra "célula” habia
sido usada por primera vez con un sentido biolégico en 1665 por Robert Hooke
(1635-1701) quien habia notado que el corcho y otros tejidos vegetales estan
constituidos por pequefas cavidades separadas por paredes. En 1839, el fisiélogo

aleman Theodor Schwann (1810-1882), publicé las investigaciones microscépicas
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sobre la concordancia de estructura y de desarrollo de los animales y las plantas,
obra en la que presento la idea central de que "hay un principio general de
construccion para todas las producciones organicas y este principio de

construccion es la formacion de la célula” (Curtis, et al., 2007).

Gottlieb Haberlandt (1854-1945), botanico austriaco, fue el primero en sefalar la
posibilidad del cultivo de tejidos aislados. Desde las primeras afirmaciones de
Haberlandt, los métodos de cultivo de células y tejidos se han desarrollado, dando

lugar a importantes descubrimientos en Biologia y Medicina (Despommier, 2009).

La teoria propuesta por Schleiden y Schwann (1938), establece que las células
son autosuficientes y, que, en principio son capaces de regenerar una planta
completa, lo anterior constituye el nucleo central del cual nace el cultivo de tejidos.
Los primeros intentos fueron realizados por Haberlandt en 1902; mas tarde otros
ensayos fueron realizados por Harrison, Burrows y Carrel entre 1907 y 19009.
Nobécourt, Gautheret y White, consiguieron el primer cultivo de tejido auténtico
en el afo de 1939 (Pierik, 1990). Es decir, tuvieron que pasar 100 afios para que
la teoria de la totipotencia fuera comprobada. Desde el afio de 1939 este tema ha
venido en progreso, pero ha tenido un desarrollo extraordinario en los ultimos 30

afos.

La ciencia del cultivo de tejidos vegetales debe su origen a la investigacion sobre
hormonas que controlan el crecimiento y el desarrollo vegetal. Este conocimiento
se combiné con las técnicas basicas de microbiologia por las cuales los
microorganismos se hacen crecer en medios estériles para su produccion e

identificacion (Salazar, 2010).

Las plantas tienen un poder regenerativo muy superior a los animales. EI hombre
ha manipulado durante miles de afios el contenido genético de plantas con
interés agricola, por sucesivos cruces y seleccion de semillas. Lo que ahora
puede alterarse es la velocidad de produccion de esos cambios al aplicar las
nuevas tecnologias que permiten la formacion de genomas hibridos de origenes
muy dispares. Para obtener buenos cultivos de células vegetales se debe partir de

un explante rico en células capaces de una rapida proliferacion, como las células

4



apicales de la raiz, las yemas o semillas en germinacion. A partir de ellas se

puede obtener una masa indiferenciada denominada “callo”.

El callo tisular puede propagarse indefinidamente por subdivisiones en un medio
nutricional basico con fitohormonas (una auxina, una citoquinina y una giberelina,
por ejemplo). El estado de diferenciacion puede ser mantenido o alterado
variando el tipo y concentracion de fitohormonas en el medio: una concentracion
alta de auxinas frente a citoquininas inducira la formacion de raices, mientras que
concentraciones altas de citoquininas frente a auxinas induce la formacion de
tallos. Las concentraciones de hormonas adecuadas varian de una planta a otra,
por lo que hay que determinarlas en cada caso experimentalmente (lzquierdo,
1999).

La investigacion y las aplicaciones de la biotecnologia en el sector forestal
avanzan rapidamente, pudiéndose identificar cuatro biotécnicas que se utilizan
principalmente: La micropropagacion y el cultivo de tejidos, la biologia molecular
y los marcadores, la modificacion genética, la gendmica y la crioconservacion.
Entre las 2700 actividades de biotecnologia que se realizaron en el mundo en los
altimos 10 afios, la modificacion genética representa alrededor del 19%
solamente. El potencial de los rasgos de interés para los arboles genéticamente
modificados (GM) son el aumento de la produccion y calidad de madera,
resistencia a insectos, enfermedades y herbicidas (FAO, 2004).

1.2 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

En su acepcion amplia, el cultivo de tejidos vegetales se define como un
conjunto muy heterogéneo de técnicas que presentan en comun el hecho de que
un explante, o sea, unas partes separadas del vegetal, tales como protoplastos,
células, tejidos u 6rganos- se cultivan asépticamente en un medio artificial de
composicion quimica definida y se incuba en condiciones ambientales
controladas. Cada fragmento origina una planta idéntica a aquella de donde se
tomé el fragmento, aunque, también puede ser modificada genéticamente para

tener variedades artificiales (Mroginski et al., 2010).



Estas técnicas pueden ser utilizadas en vegetales como herramientas para la
micropropagacion rapida de clones, eliminaciébn de virus y enfermedades,
produccién de haploides, aislamiento y utilizacion de protoplastos, cultivo de
embriones, produccién de fitoquimicos, ingenieria genética, mutacion y seleccion
celular, produccion de semillas sintéticas y estudios basicos de anatomia,

desarrollo, fisiologia y nutricion vegetal (Mroginski et al., 2010).

El cultivo in vitro de plantas consiste en reproducir numerosos ejemplares a partir
de pequefias partes de tejido de una planta madre, obteniendo plantas
homogéneas, en grandes cantidades, libres de patégenos y en cualquier época
del afio. Esta técnica permite tener una mayor tasa de reproduccién que en los
cultivos tradicionales y es de gran ayuda para la conservacion de especies que
estén en peligro de extincion o en estado de vulnerabilidad. Existe una gran
diferencia entre las plantas herbaceas y las plantas lefiosas, debido a que estas
dltimas son dificiles de clonar porque tienen una capacidad regenerativa
relativamente lenta (Pierik, 1990). Las arbdéreas (recalcitrantes) han presentado
mayores dificultades por su condicion estructural y porque los procesos

morfologicos fisioldgicos y biolégicos han sido menos estudiados (Perea, 1990).

Las aplicaciones del cultivo in vitro de plantas (Salazar, 2010) son:

= Multiplicacion masiva de plantas para especies de dificil propagacion por
otros métodos.

» Rescate de especies en vias de extincion.

» Clonacién de individuos de caracteristicas agrondmicas especiales.

* Produccion de semillas sintéticas.

* Produccién de plantas libres de enfermedades (obtencion de plantas libres
de virus). Produccion de nuevos hibridos.

= Germinacion de semillas.

= Generacion de variabilidad en mejora genética (incluyendo la obtencién de

plantas transgénicas).



= Conservacion de germoplasma (conjunto de individuos que representan la
variabilidad genética de una poblacion vegetal).

= Seleccion, cruzamiento, control de enfermedades y produccién en masa de
cultivos de cosecha e involucra diferentes plantas en agricultura,
horticultura, forestales y frutales. Produccion de haploides.

» Estudios fisiol6gicos diversos.

» Sistema modelo para estudios de fisiologia vegetal.

* Produccion de metabolitos secundarios.

= |Lucha contra enfermedades.

Las ventajas de la multiplicacion (Salazar, 2010) in vitroson:

* Propagacion vegetativa rpida y a gran escala.

» Uniformidad del material obtenido.

= Multiplicacion de plantas recalcitrantes a las técnicas convencionales.

» Reduccion del tiempo de multiplicacién y del espacio requerido para tal fin.
= Mayor control sobre la sanidad del material propagado.

» Introduccion rapida de nuevos cultivares.

= Conservacion de germoplasma en condiciones seguras.

» Facilidades para el intercambio internacional de material vegetal

La técnica del cultivo in vitro para la obtencion de especies forestales, ha sido
lenta. Se han publicado diversos trabajos de micropropagacion de especies
maderables en un nuimero superior a 140 especies (Corbino, 2005), entre las
especies para fines industriales han sido Alamos (Populus spp.), Eucaliptos
(Eucaliptus spp.), Arces (Arce spp.), Abedules (Betula spp.), Castafios (Castanea
sativa), Robles (Quersus humboldtii), Pinos (Pinus patula). En Colombia se han
realizado pocos trabajos sobre la propagacion de plantas lefiosasin vitro. Cabe
destacar los trabajos en forestales de bosque humedo tropical realizados por la
Universidad Catdlica de Oriente (Castro, 1992), en abarco (Cariniana pyriformis),
almendrén (Terminalia catappa), guayacan (Tabebuia serratifolia) y comino (Aniba
perulitis) y el trabajo de Hodson (1998), en aliso (Alnus acuminata); Defelipe,

(2011) en quina (Cinchona pubescens); Schuler et al., (2005) en ocobo (Tabebuia
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rosea) y nogal cafetero (Cordia alliodora); Marulanda et al., (2000) en aliso (Alnus
acuminata), nogal cafetero (Cordia alliodora) y mora (Rubus glaucus); Pedroza et
al.,(2007), en escobo (Hipericum goyanessii); en encenillo (Weinmannia
tomentosa) y rodamonte (Escallonia myrtilloides), Villamizar (2005); en guadua
(Bambusa vulgaris), Hurtado et al., (2010); en tomate de arbol (Cyphomandra
betacea), Espinosa et al., (2005); en guayaba (Psidium guajaba), Ocampo y
Nufez (2007); en flormorado (Tabebuia rosea Bertold DC) Suarez, et al., (2006);

en teca (Tectona grandis L), Castro et al., (2002).

La regeneracion de plantas a partir de cultivo in vitro de ciertas especies lefiosas,
exige la busqueda de técnicas complejas (Perugorria, 2005). Estas deben permitir
a las plantas sobrevivir a los problemas de oxidacion, heterogeneidad de
respuesta y sobre todo a la ambientacion cuando son trasplantadas a un sustrato
y expuestas a las condiciones naturales. Los explantes cultivados in vitro pueden
dar dos tipos de respuesta: una des diferenciacion celular acompafiada de
crecimiento tumoral, que da lugar a una masa de células denominada callo o una
respuesta morfogénica por la cual o se forman dérganos (organogénesis) o
embriones (embriogénesis somatica) (Lopez, 1996).

La embriogénesis somatica esta ampliamente considerada como la mejor via de
regeneracién que utilizan las técnicas de cultivo de tejidos vegetales en
biotecnologia forestal. Los avances actuales en biotecnologia-genémica estan
teniendo un gran impacto en el uso de material selecto en muchos programas de
mejora. La embriogénesis somatica esta contribuyendo a la produccion de plantas
transgénicas y a la consecucion de la silvicultura clonal de alta productividad, con
calidad de madera mejorada y menor impacto de enfermedades, en plantaciones
forestales (Celestino, 2005).En la embriogénesis somética el enraizamiento es
reemplazado por una etapa de maduracion y germinacion de los embriones para

la diferenciacion de los apices caulinares y radiculares.

Las plantas producidas asexualmente a través de organogénesis in vitro, son de

calidad uniforme, y pueden ser reproducidas mas rapidamente que a través de la
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sexual o por técnicas convencionales de propagacion. Tales plantas crecen y
maduran mas répido que las plantas propagadas por semillas (Vasil y Vasil,
1980).

La multiplicacion in vitro de especies agroforestales puede lograrse por tres rutas
diferentes: 1) por desarrollo de brotes preexistentes, 2) por formaciéon de
meristemos adventicios, y, 3) por diferenciacion de embriones somaticos (Aguilar
et al., 2010).

1) Hasta la fecha, la multiplicacion de plantas por medio de &pices
preexistentes es el método mas comun para la propagacion clonal de
maderas duras, siendo el mas utilizado en coniferas. En esta técnica se
utilizan apices de yemas terminales, axilares y nudos. Este sistema de
propagacion tiene la ventaja de que los brotes se multiplican directamente,
sin una fase intermedia de callo (masa de células no diferenciadas) siendo
en general, las plantas regeneradas, genéticamente estables; sin embargo,
el numero de plantas que se produce es limitado debido a que depende
del niumero de brotes preexistentes en el explante. Si bien la tasa de
multiplicacion inicial es baja, ésta se incrementa durante los primeros
subcultivos y eventualmente se puede alcanzar una tasa considerable de

multiplicacion (Thorpe et al., 1991).



CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Figura 1. Rutas de regeneracion en cultivo in vitro de tejidos vegetales
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Fuente: El autor, 2012.

2) Los meristemos no poseen tejido vascular lo que los mantiene
parcialmente aislados del resto de la planta. Dado que los virus y bacterias
gue son endopatdgenos de las plantas, y, se movilizan por los haces
vasculares, se usa el cultivo in vitro de meristemos en la propagacion de
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plantas, para que tengan mayor oportunidad de estar libres de patdgenos.
En el afio de 1998, Faccioli y Marani, encontraron que los virus son
rapidamente transportados a lo largo de toda la planta por el floema, y asi
se distribuyen sistémicamente; los meristemos no tienen tejido vascular
formado, por lo tanto, el avance es solamente a través del movimiento
célula a célula; comprobaron que el Tobacco mosaic virus (TMV) y el
Potato virus X (PVX), avanzan de 1 a 8 cm/h por el tejido vasculary de 5 a
15 pm/h (10°m/h) célula a célula, por esta razén se supone que las células
meristematicas no estdn completamente invadidas por virus cuando se
encuentran en activo crecimiento. La obtencién de meristemos exentos de
virus y bacterias, es un proceso probabilistico, que no ocurre en el ciento
por ciento de los casos, sino sélo en una alta proporcién. Por lo tanto es
necesario realizar pruebas de comprobacién de los patégenos, para estar
seguros de que dicha planta esta libre de ellos. Para analizar los
patdgenos se utilizan ensayos mediante métodos inmunoldgicos, injertos
sobre especies marcadoras, microscopia electrénica, entre otros. El cultivo
de meristemos se ha realizado con éxito en plantas lefiosas como uvas,

eucaliptus, manzanos y citricos.

Figura 2. Cultivo de meristemos

Fuente:

meristema
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planta i i lanta
madre cultivo de meristema formacién de érganos

Biotecnologia, Universidad Nacional de Quilmes, Buenos Aires, Argentina, 2006.
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Figura 3. Cultivo de meristemos y yemas
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Fuente: Biotecnologia, Universidad Nacional de Quilmes, Buenos Aires, Argentina, 2006.

El cultivo de meristemos elimina las infecciones virales y es el material

preferido para la conservacion del germoplasma.

Otra hipétesis propone que la inhibicion de la replicacion de los virus en la
zona meristematica es debida a la alta tasa metabdlica del meristemo y a la
elevada concentracion de reguladores en esa zona (Casado, 2000).
Presumiblemente es mas dificil para un virus invadir células con alta
actividad metabodlica, como las células meristematicas donde esta
ocurriendo activa mitosis. Se ha observado que altas concentraciones de
2,4-D (Acido 2,4 diclorofenoxiacético) en el medio de cultivo inhibe la
multiplicaciéon de los virus. Por lo tanto se puede suponer gque las altas
concentraciones de auxinas enddgenas existentes en los apices

meristematicos pueden producir un efecto similar (Patrignani et al., 2008).
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3) La embriogénesis somaticaes una técnica biotecnoldgica de propagacion
de plantas que permite obtener embrioides a partir de células soméaticas
desde cualquier tipo de tejido. Como en este proceso no hay fusion de
gametos, no hay combinacién genética, por lo tanto el embrioide obtenido
es idéntico al arbol donador de tejidos. Hay una clonacioén ciento por ciento
del individuo de donde se obtuvo el material (Vargas, 2007). Esta técnica
es definida como un proceso en el cual una estructura bipolar, con un eje
radical y uno apical, semejante a un embrion cigético, se desarrolla de una
célula somética sin conexion vascular con el tejido original. Estas
estructuras son capaces de crecer y formar plantas normales (Litz, et al.,
1991; Arnold et al., 2002).

Figura 4. Cultivo de tejidos
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Tomado de: www.slideshare.net/.../generalidades-de-cultivos-in-vitro
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1.3 MATERIALES PARA EL CULTIVO in vitro

La micropropagacion in vitro, es el conjunto de técnicas y métodos del cultivo
de tejidos utilizados para obtener plantas asexualmente en forma rapida,
eficiente, libres de enfermedades y en grandes cantidades. El laboratorio de
micropropagacion de tejidos vegetales debe contar con las instalaciones, el
equipo y los reactivos necesarios para realizar investigaciones en diferentes
tipos de plantas, permitiendo generar nuevos protocolos de micropropagacion

de plantas in vitro, que logren una propagacion masiva, libre de enfermedades.

Las instalaciones del laboratorio deben contar con: Area de oficinas, area de
observacion y examen, area de preparacion de medios de cultivos (material de
vidrio e instrumentos como la balanza de precisién, autoclave, guantes,
mascara, reactivos como sales minerales, agar, sucrosa, antioxidantes,
fitohormonas, desinfectantes como acido hipocloroso, alcohol etilico,
soluciones jabonosas, agitador magnético, criba vibradora, camara de flujo
laminar, vidrieria como), area de lavado y esterilizacién, almacén, area de
incubacion o de crecimiento in vivo, area de flujos laminares o de

transferencia, invernadero.

Autoclave: Una autoclave es un recipiente de presion metalico de paredes
gruesas con un cierre hermético que permite trabajar a alta presion para realizar
una reaccién industrial, una coccién o una esterilizacién con vapor de agua. Su
construccion debe ser tal que resista la presién y temperatura desarrollada en su

interior.

La esterilizacion por vapor a presion se lleva a cabo en una autoclave. Estos
equipos emplean vapor de agua saturado, a una presion de 15 libras lo que
permite que la camara alcance una temperatura del21°C. El tiempo de
esterilizacion usualmente es del5 minutos, sin embargo, en algunas
oportunidades, dadas las caracteristicas del material, es necesario variar el
tiempo (Padrique, 1992).

14



Figurab. Algunos equipos para el cultivo in vitro

Autoclave  Camaras de flujo laminar

Camara de cultivo Micropropagacion Medio de cultivo

Fuentes: www.es.wikipedia.org/wiki/Autoclave
www.es.wikipedia.org/wiki/Cabina de flujo laminar
www.articulos.infojardin.com/Frutales/cultivo-invitroreproduccion.htm

Camara de flujo laminar: Una cabina de flujo laminar, cAmara de flujo laminar o
campana de flujo laminar, es un recinto que emplea un ventilador para forzar el
paso de aire a través de un filtro de aire y que proporciona aire limpio a la zona de
trabajo, libre de particulas de hasta 0.1 micras. Este tipo de equipos se fabrican
en forma generalmente prismatica con una Unica cara libre (la frontal) que da
acceso al interior, donde se localiza la superficie de trabajo, que normalmente

permanece limpia y estéril.

Las camaras de cultivo: En este tipo de camaras, no solo se pueden simular
condiciones ambientales variables de temperatura y humedad, sino también de
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radiaciones solares y atmdsferas gaseosas modificadas (ozono, CO,, etc.,) en
funcion de los entornos de investigacibn que se pretendan estudiar.
Los nuevos sistemas de iluminacion fotosintéticamente activa, basados en la
tecnologia optoelectronica, se seleccionan en base a clorofilas, carotenoides, etc.,
con controles precisos del espectro de la radiacion y la intensidad, fotoperiodo y
localizacion geogréfica.

Invernadero: Un invernadero (o invernaculo) es un lugar cerrado, estatico y
accesible a pie, que se destina a la produccion de cultivos, dotado habitualmente
de una cubierta exterior translicida de vidrio o plastico, que permite el control de
la temperatura, la humedad y otros factores ambientales para favorecer el
desarrollo de las plantas. En la jardineria antigua espafola, el invernadero se
llamaba estufa fria. Segun el Diccionario de la Academia de la Lengua, el
invernadero es un lugar preparado artificialmente para cultivar las plantas fuera de

su ambiente y clima habituales.

Bureta. Las buretas son tubos cortos, graduados, de diametro interno uniforme,
provistas de un grifo de cierre o llave de paso en su parte inferior llamado
robinete. Se usan para ver cantidades variables de liquidos, y por ello estan
graduadas con pequefias subdivisiones (dependiendo del volumen, de décimas
de mililitro o menos). Su uso principal se da en volumetrias, debido a la

necesidad de medir con precision volumenes de liquido variables.

Figura 6. Invernadero
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Fuente: www.es.wikipedia.org/wiki/Invernadero

Figura 7. Algunos instrumentos de vidrio

Bureta
Pipeta volumétrica Probeta Caja de Petri

Fuentes: www.es.wikipedia.org/wiki/Bureta;www.es.wikipedia.org/wiki/Pipeta
www.es.wikipedia.org/wiki/Probeta (quimica)www.es.wikipedia.org/wiki/Placa _de Petri

La pipeta es un instrumento volumétrico de laboratorio que permite medir la
alicuota de liquido con bastante precision. Suele ser de vidrio. Esta formada por
un tubo transparente que termina en una de sus puntas de forma conica, y tiene

una graduacion (una serie de marcas grabadas) indicando distintos volumenes.

La Probeta es uninstrumento de laboratorio que se utiliza, sobre todo
en analisis quimicos, para contener o medir volumenes de liquidos de una forma
aproximada. Es un recipiente cilindrico de vidrio con una base ancha, que
generalmente lleva en la parte superior un pico para verter el liquido con mayor
facilidad.

17


http://www.es.wikipedia.org/wiki/Invernadero
http://www.es.wikipedia.org/wiki/Bureta
http://www.es.wikipedia.org/wiki/Pipeta
http://www.es.wikipedia.org/wiki/Probeta_(qu�mica)
http://www.es.wikipedia.org/wiki/Probeta_(qu�mica)

La placa de Petri, o capsula de Petri, es un recipiente redondo, de cristal o
plastico, con una cubierta de la misma forma que la placa, pero algo mas grande
de diametro, para que se pueda colocar encima y cerrar el recipiente, aungque no
de forma hermética. Es parte de la coleccion conocida como «material de vidrio».

Tiene uso en microbiologia.

2. CULTIVO DE TEJIDOS EN ESPECIES LENOSAS

El establecimiento in vitro de tejidos vegetales de algunas especies de plantas,
especialmente lefiosas, esta, en gran medida, limitado por la ocurrencia de
oscurecimientos letales en los explantes y en el medio de cultivo. Esto, constituye
un problema serio y frecuente, desde el inicio y durante el mantenimiento de un
tejido cultivado in vitro (George, 1996; Leukkanen et al., 2000; Murkute, 2003;
Tang, 2004, Cabrera, 2003).

La compleja conformacion de las distintas células de la madera en combinacién
con la rigidez propia de las paredes celulares le confiere al tejido lefioso su
fortaleza. Estas especies presentan, en su mayoria, resistencia a ser propagadas
in vitro. Por esta caracteristica se les conoce como plantas recalcitrantes
(Alexander, 2000).

Las especies lefiosas se caracterizan por tener un tejido lignificado (Latin: lignun,
madera), que proporciona rigidez a la pared celular y ademas, resistencia al
ataque de los microorganismos, porque impide la penetracion de las enzimas
destructivas en la pared celular. Las plantas lefiosas son de crecimiento lento, de

ciclo vegetativo largo.

El mejor medio para el desarrollo de brotes es WPM (Wood Plant Medium),
suplementado con sacarosa (30 g/l); el medio WPM es bajo en concentracion de
sales, esta combinacion favorece notablemente el enraizamiento de los explantes,
(Pérez, 2001; Aguilar, et al., 2010; Ocampo y Nufiez, 2007, Yaya et al., 2005).

18



Otros medios utilizados con frecuencia en el cultivo in vitro de plantas lefiosas son
los de sales basales MS con agar y el medio organico minimo Murashige con
agar y sucrosa. Para el cultivo de células y protoplastos y en la regeneracion de
plantas, es muy utilizado el medio B-5 o de Gamborg et al., 1968 y sus derivados.
La menor concentracion de nitratos en B-5 marca la diferencia con el medio MS,
aunque el B-5 posee una mayor concentracién de sales en general, por lo que se
conoce como el medio de sales mayores (Lopez, 2009). El medio MS es llamado

el de sales menores.

Figura 8. La micropropagacion vegetal

Fuente: Biotecnologia, Universidad Nacional de Quilmes, Buenos Aires, Argentina, 2006.

2.1  MICROPROPAGACION in vitro

En la micropropagacion in vitro se utiliza la cdmara de cultivo que es un
receptaculo disefiado para permitir el control de algunas variables del ambiente
fisico. Se pueden controlar la temperatura, la iluminacion y el fotoperiodo y en
algunos casos la humedad del aire y su composicién (Griffiths, 2008). En las
camaras de cultivo, la temperatura de incubacién oscila entre 20° C y 28° C. El
fotoperiodo es importante. Como el cultivo in vitro tiene sacarosa, necesita menos

luz que el cultivo in vivo. La luz es necesaria en los procesos fisiolégicos como el
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fototropismo, la germinacién, la floracién y otros (Pedroza, 2008). En la caAmara
de cultivo, es importante conocer cudl es el espectro que emiten las fuentes de luz
y en qué medida se adapta este a las necesidades del cultivo. La irradiacion in
vitro es un 10% menor que el valor de plena insolacion. Se utilizan diferentes
lamparas entre ellas las lamparas incandescentes y fluorescentes, hay también
lamparas de vapor de Hg (mercurio) y Na (sodio) (Morgan, 2011).

En el caso de la propagacion de ocobo (Tabebuia rosea) y nogal cafetero (Cordia
alliodora), Schuler et al., (2005), reportaron el uso de las siguientes condiciones:
los explantes se incubaron a una temperatura de 27°C + 5, 16/8 horas de
luz/oscuridad y humedad relativa de 60% durante 30 dias. Para la propagacion de
guayaba (Psidium guajava L.), Laffitte et al., (2004), utilizaron un fotoperiodo de

16 horas, una temperatura de 26+ 1, durante 45 dias

Para la propagacion de lefiosas, se pueden emplear diferentes fuentes de
explantes. Se recomiendan nudos de 0.5 a 1.5 centimetros, provenientes de
plantas jovenes germinadas bajo condiciones controladas, plantas de 15 a 40
centimetros, también arboles adultos provenientes de viveros o de zonas

cercanas al sitio donde se sembraran (Barba, 2001).

El cultivo de segmentos nodales consiste en el aislamiento de una yema, junto
con una porcién de tallo, para obtener un brote a partir de la yema. Este es el
método mas natural de la propagacion in vitro que también puede aplicarse in
vivo. Cada una de las yemas que se encuentran en las axilas pueden ser aisladas

sobre un medio nutritivo, intentandose asi su desarrollo in vitro (Pierik, 1990).

Los brotes adventicios se pueden producir a partir del explante directamente, o
bien, a partir de callos derivados del explante primario. Para fines de propagacion
actualmente se prefiere producirlos del explante directamente, ya que a partir de
callos su formacion ha sido muy dificil y frecuentemente genera anormalidades.
En la diferenciacion de brotes adventicios existe una interrelacion entre el
explante, el medio y las condiciones ambientales del cultivo (Villalobos y Thorpe,
1991).
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Figura 9. Corte de los nudos.

Tomado de: www.fagro.edu.uy/~fisveg/docencia/cursos%20posgrado%20y%20...

Una planta que se ha originado in vitro, difiere en muchos aspectos de la que se
forma in vivo (Pierik, 1990), ya que sus condiciones tanto ambientales como del
sustrato, la luz, nutricion, son muy diferentes. Ademas es importante sefialar que
el crecimiento in vitro es heterdétrofo y el crecimiento in vivo autétrofo. El ambiente
in vitro, con una alta humedad relativa, bajo o nulo intercambio gaseoso, escasez
de CO; durante casi todo el periodo, produccion de etileno y baja densidad
fotosintética, induce perturbaciones en las plantas desarrolladas bajo esas

condiciones.

Tanto los explantes enraizados in vitro como ex vitro no estan en condiciones
para desarrollarse en un invernadero. Por lo tanto deben aclimatarse a las
condiciones de humedad y luz del invernadero, disminuyendo progresivamente la

humedad y aumentando poco a poco la intensidad de la luz (Caro, 2004).
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2.2 FUENTE DE EXPLANTES

Explante es cualquier parte vegetal que ha sido separada de la planta, que puede
ser un tejido (fragmentos de hojas, tallos, raices, pétalos, etc.). Con excepcion de
los 6vulos y el polen, los explantes estan constituidos por tejidos y/o células
somaticos. Cuando de extrae un explante de la planta se debe tener en cuenta el
tamanfo, la fuente, la edad fisiolégica del mismo. La asepsia de los explantes y las
condiciones de esterilidad, donde se desarrolla el proceso de establecimiento del
material vegetal in vitro, es de vital importancia para el éxito de la técnica de

cultivo de tejidos vegetales.

El tamafio del explante es importante porque cuanto mas grande sea, mayores
seran las posibilidades de obtener proliferacién callosa, aunque ello es posible
que traiga aparejadas mayores probabilidades de heterogeneidad y de
contaminacion con microorganismos. Existe un tamafio minimo del explante,
variable segun el material vegetal, por debajo del cual no se obtienen respuestas
deseables. El efecto del tamafo del explante puede apreciarse en cualquier
sistema de cultivo e independientemente de la fuente de donde proviene dicho
explante; su importancia ha sido sefialada en cultivos de meristemos (Hu et al.,
1983), anteras (Xu et al., 1982), suspensiones celulares (Street, 1977b),
embriones (Monnier, 1976), y protoplastos (Kao et al., 1980).

Respecto a la fuente de explantes, Marquinez (1998), recomienda utilizar un banco de
plantulas ex vitro utilizando semilla colectada de arboles sanos y vigorosos. También se
puede realizar la germinacion in vitro de las semillas seleccionadas, pero teniendo
cuidado en el cumplimiento estricto de los protocolos de asepsia; ademas, es
recomendable mantener estas plantas madres, es decir, las plantas donadoras, durante
un tiempo que puede oscilar entre varias semanas a varios meses, en un invernadero
bajo condiciones controladas. En este ambiente se cultiva la planta en un medio sanitario
Optimo y con un control de nutricibn y riego adecuados, que le van a permitir un

crecimiento vigoroso y libre de enfermedades (Castillo, 2004).
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Figura 10. Preparacién de explantes.

1) Ramas jovenes, 2) Deshoje del tallo, 3) Desinfeccion superficial y 4) Nudo aislado.

Tomado de: Ocampo y Nufiez, 2007.

Los explantes que mejores resultados dan son los tomados de las plantas jovenes
(L6pez, 2010; Mroginski et al., 2002; Roque y Ardisana, 2006; Collado et al.,
2004; Marquinez, 1998), debido a que el desarrollo de la morfogénesis
(capacidad de regenerar 6rganos y tejidos a partir de un explante inicial) es mas
rapido, la extraccion de explantes se debe realizar en cabinas de flujo laminar

para garantizar la asepsia.

Varios autores entre ellos Villalobos et al., 1984 y Bonga, 1982, han encontrado
que la edad del explante es importante en el desarrollo in vitro y critico para las
especies maderables; la micropropagaciéon es mas facil empleando tejidos

juveniles, y mas dificil, con tejidos adolescentes y maduros.

La propagaciéon in vitro de la mayoria de las plantas lefiosas requiere de la
utilizacion de explantes provenientes de materiales juveniles (Bonga, 1980;
Dodds, 1982). Es importante por lo tanto, formar un banco de plantulas ex vitro
utilizando semillas recolectadas de arboles sanos y vigorosos preferentemente
cercanos al sitio donde se van a plantar los futuros arboles; los explantes se

toman de plantas jévenes (L6pez, 2010; Marquinez, 1998).

Cuando se utilizan semillas, se recomienda para una mayor germinacion,

sumergirlas en agua a 75° C por medio minuto y remojarlas en agua a 18° C mas
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acido giberélico (AG3), con dosis que pueden ser de 600 mg/L hasta 2300 mg/L,

durante 24 horas (Hermosillo et al., 2008).

De acuerdo con el material vegetal utilizado, la técnica la propagacion in vitro
puede ser de: Cultivo de érganos (yemas axilares y apicales, nudos en tallos),
cultivo de tejidos (hojas, peciolos, meristemos) y cultivo de células (células y
protoplastos), utilizando reguladores de crecimiento. En todos los casos se puede
lograr como producto final, plantas enraizadas, que van a ser aclimatadas
previamente a la etapa de desarrollo en viveros convencionales, en donde
logrardn el crecimiento necesario para su instalacion en el campo en forma

definitiva (Dominguez, 1997).

Siguiendo las pautas dadas por (Gold et al., 2005; Bacshetta, 2008; Nava et al.,
2011; Ramirez et al., 2004; Rache et al., 2010), se recomienda hacer un banco de
plantulas ex vitro utilizando semilla recolectada de arboles sanos y vigorosos que

se hallen cerca del sitio de la futura siembra.

Segun las recomendaciones dadas por la CAR (1990), los frutos deberan
recolectarse cuando se tornen de color marrén (o cuando se marchiten las flores)
y luego de secarse al sol durante dos dias se les extraeran las semillas; estas se
sembraran en semillero a 5 mm de profundidad, a 2 mm entre si, en lineas
separadas 10 centimetros, en tierra finamente tamizada y desinfectada.
Posteriormente se cubrirdn con una muy delgada capa de paja y se regaran. De
acuerdo con la CAR, (1990), Marquinez, (1998), Gémez et al., (1998), Carlson,
(2004), el trasplante se debera efectuar cuando la planta alcance 20 centimetros
de altura. Tacaronte et al., (2004), Lopes et al., (2005), Universidad Catodlica
(2006), Ocampo y Nufiez, 2007, aconsejan que de este banco de plantas
jévenes que han estado bajo condiciones controladas de temperatura, humedad,
luminosidad, etc., se tomen nudos entre 0.5 cm. y 1.5 cm., (cada nudo tiene un

meristemo axilar).

En la actualidad el Grupo de restauracion ecolégica de una Universidad Nacional
(Greunal), posee en el paramo de Sumapaz a 3200 m.s.n.m., un vivero donde se

han producido unas 70 especies nativas en diferentes estratos: herbaceo,
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arbustivo y arboreo. Alli se encuentran plantas lefiosas como Polylepis quadrijuga
Bitter (colorado) Escallonia myrtilloides (rodamonte) y Escallonia paniculata (tibar)
entre otras (Garcia, 2012). El material de este vivero podria utilizarse para
obtener los explantes de lefiosas. Estas plantas por estar en el paramo a baja
temperatura, tienen poca carga microbiana. Existe también la posibilidad de
obtener explantes de lefiosas en el vivero ubicado en la zona de paramo del

Parque Nacional Natural del Cocuy (Mufioz, 2002).

El Jardin Botanico de Bogota (www.jbb.gov.co), tiene viveros en el Parque de la
Florida y en el tinel de propagacién de la sede principal, para la produccion vy el
desarrollo de especies vegetales, cuyo propésito es la arborizacion y jardineria
urbana, con garantia la alta calidad de las plantas alli desarrolladas. Hay cerca de
98 especies entre las que se cuentan: arrayan (Ageratina aristeii), cajeto

(Cytharexylum subflavescens), cedro (Cedrella montana).

2.3 PRUEBA DE VIABILIDAD DE LAS SEMILLAS

Segun Conci, 2004, los virus de plantas son responsables de importantes
pérdidas en los rendimientos, llegando en algunos casos a ser limitantes para el
cultivo. La mayoria de ellos no se transmiten por semilla, por lo tanto, las especies
que se multiplican por esta via, tienen la posibilidad de liberarse de estos

patdgenos en forma natural.

Si se va a constituir el banco de plantas ex vitro usando semillas, sera necesario
hacer la prueba de viabilidad. Los investigadores Bonner et al., (1994), Moya,
(2010), Vadillo et al., (2004), usaron para este fin, cloruro de 2, 3, 5 trifenil
tetrazolio (TZ) que es un indicador para revelar los procesos de reduccion que se
llevan a cabo en el interior de las células vivas y fue utilizado para diferenciar
tejidos metabdlicamente activos de aquellos que no lo eran, especialmente en
viabilidad de semillas; a la semilla se le hace una pequefia incision con un bisturi,
en la zona alejada de la radicula, luego se le aplica la solucion y se observa el
resultado a las 12 horas. La solucién es del 1% (10 gr de TZ por litro de agua

destilada). Son semillas viables, aquellas en las cuales se tifien de rojo todas las
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partes esenciales del embrion. El compuesto blanco de tetrazoilo es reducido
enzimaticamente a 1, 3,5-trifenilformazan o simplemente formazan de color rojo.

En las zonas de necrosis, el tretrazoilo conservara su color blanco.

Figura 11. Prueba por tetrazoilo. Tejidos muertos de color blanco, alternando con tejidos sanos de

color rojo.

Tomado de: www.fcagr.unr.edu.ar/Extension/Agromensajes/19/7AM19.htm

2.4 GERMINACION

Azcdn, (2000), recomienda el uso de tratamientos pre germinativos en semillas y
embriones de especies lefiosas y semilefiosas, porque es muy importante para su
posterior desarrollo y mas aun en cultivos in vitro, ya que de esto depende el
rompimiento de la dormancia externa e interna de las semillas. Es muy conocida
la accion del &cido giberélico como un factor esencial en este proceso. Ramirez et
al., (2004), Gonzélez, et al., (2009), proponen otros tratamientos pre
germinativos como son: la hidratacion por varias horas-y solo serviran las semillas
que absorban el agua (se veran hinchadas)-con agua hirviendo, con agua
caliente, la escarificacion mecénica, la escarificaciébn quimica generalmente con
acido clorhidrico o agua oxigenada. La escarificacion implica el adelgazamiento

del endocarpio 6seo de la semilla, que impide la absorcibn de agua. Este
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adelgazamiento puede

superficie de la semilla hasta que el endosperma se haga visible.

Figura 12. Desarrollo de brote y raiz in vitro

Tomado de: www.uhu.es.com

2.4.1 Tratamientos para germinacion

Tabla N° 1.Diferentes tratamientos para germinacion de semillas

lograrse mecanicamente (lijando) desgastando

1
Semilla en
medio
acido
H,SO,4

2
Incisién en
latestay
cultivo en
la
obscuridad

3
AG3
(3mgl/l)
Incision
en la testa
y cultivo
en la

oscuridad

4
AG3
(3mgl/l)
Incision
en la testa
y cultivo

con luz

5
Prueba de
imbibicion

en agua.
Cultivo

con luz

6
Prueba de
imbibicion

en agua.
Cultivo en
la

oscuridad

Fuente: Varios autores
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Para el tratamiento con &cido sulfurico (96% de pureza) es necesario hacer la
prueba de germinacion para diferentes tiempos (10 a 30 minutos) durante los
cuales las semillas se encuentren totalmente cubiertas y a una temperatura entre
18°C-27°C. Después se lavan con el fin de eliminar todo el 4cido y se colocan a
remojar en agua durante 3 dias, se desinfectan para posteriormente colocarlas en
el sustrato de germinacion, que puede ser el medio de cultivo para lefiosas
Woody Plant Medium (WPM) (FAO, 1989). Si se realiza la siembra directa de la
semilla para germinacion, debe hacerse en el sustrato recomendado por la CAR
(1990). El lavado, el remojo y la desinfeccidén seran iguales para los otros cinco
tratamientos. El acido giberélico (AG3), es una fitohormona que se utiliza en un
rango de concentracion de 0.01mg/litro - 10 mg/litro, para incrementar la
germinacion de las semillas (FAO, 1991), y estas se deben dejar de uno a tres

dias en remojo.

2.5 DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL

2.5.1 Plantas Madres.

Pedroza et al., (2008), lograron excelentes resultados al desinfectar el material
vegetal (las ramas de donde se tomaran los nudos) antes de realizar la diseccion
del mismo; este material fue sumergido en Benlate (fungicida sistémico) al 2%
durante una hora y luego se realizaron cuatro enjuagues con solucién jabonosa y
agua destilada estéril; después se hizo una inmersion de las ramas en alcohol al

70% durante un minuto y se lavaron con agua destilada estéril, tres veces.

Fuentes y Chuquillanque, (2003), aseguran que las contaminaciones bacterianas
o fungicas se pueden detectar mediante simples observaciones visuales
(Microscopio estereoscoOpico). Existen bacterias enddgenas que permanecen
latentes en la planta y aparecen en subcultivos avanzados. Para las
contaminaciones virales, el diagnostico se realizara en las plantas madres, antes
de introducirlas en el cultivo in vitro.Genberries, (2011), anota que recientemente
se han desarrollado herramientas moleculares que permiten una mayor eficacia

en el hallazgo de virus presentes en plantas, dirigidas a la deteccion de material
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genético viral en el vegetal y que se basan en las reacciones de PCR (Reaccién
en cadena de polimerasa).

Robles, et al., (2010) e Iglesias, (2004), recomiendan que se realicen ensayos
inmunoenzimaticos (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay: ELISA) para virus.
Fuentes y Chuquillanqui, (2003), afirman que este procedimiento
inmunoenzimatico se basa en la deteccion de un antigeno o anticuerpo
inmovilizado sobre una fase soélida mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen una reaccion. Robles, et al., (2010), Iglesias, (2004),
Genberries, (2011), han comprobado que estos dos ensayos (ELISA y PCR) son
los mejores para encontrar cantidades minimas de agentes infecciosos

(micoplasmas, virus y viroides) en plantas lefiosas.

El uso de sondas moleculares ha dado buenos resultados. La reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) ysus variantes son las técnicas de mayor sensibilidad con
las que se cuenta hasta el presente. Entre ellas se mencionan: PCR anidado,
transcriptasa reversa (RT)-PCR, inmuno captura (IC) RTPCR, entre otras. Esto
posibilita detectar los virus, adin en bajisimas concentraciones. Si bien estas

pruebas son altamente sensibles, alin no son de uso masivo.

Para obtener resultados confiables es recomendable la combinacién de varias
pruebas, es decir, aprovechar la practicidad del ELISA y la sensibilidad de las
técnicas moleculares u otras. En este caso las plantas que resultan negativas a
ELISA pueden ser luego analizadas por una técnica mas sensible y disminuir asi

el nimero de pruebas complicadas o costosas.

2.5.2 Semillas.

Marquinez, (1998) sugiere el siguiente tratamiento, que elimina todas las
bacterias y hongos: Antes de colocar las semillas en el sustrato de germinacion,
es necesario lavar las semillas con agua destilada esterilizada, mas 5 gotas de
jabén liquido y antioxidantes como acido citrico y ascérbico (50 mg/litro).
Enseguida se hacen cuatro (4) enjuagues con agua destilada estéril. A

continuacion se ejecuta una inmersion en etanol al 70% durante un minuto.
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Seguidamente se realiza una inmersion en NaOCI al 5% (p/v) durante 5 minutos.
Finalmente se enjuaga con agua destilada esterilizada, mas antioxidantes como

acido citrico y acido ascoérbico (50 mg/litro).

Frank Aponte, en el afio 2008, determind un procedimiento para la esterilizacion
de semillas de Bolaina blanca (Guazuma crinita) y Cedro (Cedrela odorata), para
su germinacion in vitro. Con hipoclorito de sodio al 2% durante 40 minutos logro
cero contaminacion para las semillas de cedro (Cedrela odorata), mientras que
para la Bolaina blanca (Guazuma crinita) se necesitaron 30 minutos para similares

resultados.

Sanchez, et al., (2012), lograron cero contaminacién en semillas de Volantin
(Gyrocarpus americanus H.), lavandolas primero con jabon liquido, colocandolas
posteriormente en una solucion de cloruro de calcio (CaCl,) al 10% durante 15

minutos y sumergiéndolas mas tarde en etanol al 70% durante 5 minutos.

El bafio con Hipoclorito de sodio (1% de cloro activo, durante un minuto) arroj6
buenos resultados en el tratamiento de semillas de tomate (Walasek, 2012),
logrando cero contaminacion y germinacion del ciento por ciento. Igual resultado
obtuvieron Diaz y Hernandez, (2003), en semillas de tomate (infectadas con

Fusarium oxysporum) y bafio con hipoclorito de sodio al 1% durante 15 minutos.

2.5.3 _Explantes.

La desinfeccion superficial de los explantes se puede realizar mediante el uso de
compuestos quimicos con el objeto de eliminar los microorganismos con el menor
dafio posible para el explante. El procedimiento mas utilizado consiste en una
doble desinfeccion mediante la inmersidn de los explantes en etanol (70%v/v)
durante 20-60 segundos seguido de hipoclorito de sodio 1-3%, durante 3-30
minutos, dependiendo de la naturaleza del explante. Algunos procedimientos se
basan en el empleo de Unicamente etanol o de hipoclorito de sodio. Finalmente,
es necesario eliminar los restos de estos productos mediante varios lavados con

agua destilada estéril.
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Es importante la eliminacion de los microorganismos (bacterias, hongos y
levaduras) que se encuentran en la superficie del explante y que en el momento
de la siembra y del desarrollo establecen competencia con él, disminuyendo los
nutrientes que este requiere para su desarrollo, y que producen metabolitos
toxicos que afectan su crecimiento y su enraizamiento. Este procedimiento puede
realizarse lavando el explante con desinfectantes como hipoclorito de sodio,
hipoclorito de calcio, peroxido de hidrogeno, nitrato de plata o cloro comercial,
estos agentes desinfectantes pueden actuar como bactericidas y/o

bacteriostaticos.

En los casos en los cuales no se utilice etanol, la adicion de agentes tensoactivos
junto con el desinfectante es lo recomendado. El mas utilizado es Tween-20. El
proceso de desinfeccion superficial con hipoclorito de sodio es de facil manejo y
no es téxico para el material de siembra utilizado. Se sumergen los explantes en
una solucion al 5% (p/v), con dos gotas de Tween 20, durante diez minutos y se
enjuagan cuatro veces con agua destilada estéril. Con esta desinfeccion se
obtiene una contaminacion cero en todos los explantes utilizados (Revista
Corpoica, 2007; Pérez y Ramos, 2012). Un lavado previo de los explantes con

agua corriente y detergentes, ayuda a una mejor desinfeccion.

La esterilizacién se puede hacer mediante inmersion en etanol al 70% durante 30
segundos, seguida de 25 minutos en agitacion en una solucion acuosa al 21% de
Hipoclorito de sodio tomada de una solucién de lejia comercial. Después se lavan

tres veces con agua destilada esterilizada (Zarate R, et al., 1997).

Luego de la desinfeccion superficial, los explantes (partes de la planta o de
semillas) se colocan en un medio de cultivo estéril. En un periodo de una o dos
semanas se inicia el proceso de germinacion o regeneracion de los nuevos tejidos
vegetales. Durante esta fase se espera que los explantes originen brotes con
varias hojas. En la base de cada hoja hay una yema que se desarrollara luego de
ser puesta en contacto con un medio de cultivo estéril. Periodicamente estos
brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras

en recipientes adecuados. Estas operaciones se realizan en la camara de flujo
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laminar o en un lugar aislado que permita mantener las condiciones de asepsia.
De esta manera se aumentara el nimero de plantas en cada repique o division de
las plantas, que dependera de la especie vegetal y de las condiciones del medio
de cultivo. EI numero de plantas que se obtiene por micropropagacion permite
alcanzar incrementos exponenciales, considerando que todos los factores que

afectan el crecimiento hayan sido optimizados (Castillo, 2004).

Los explantes se deberan desinfectar (Villamizar, 2005; Suérez et al., 2006; Roca,
1991) para liberarlos de bacterias y hongos y poder realizar posteriormente los
cultivos, ya que existe una gama de productos o compuestos quimicos que es
posible utilizar como desinfectantes, pero en la actualidad, se ha generalizado el
empleo de etanol (70% v/v) y de hipoclorito de sodio (NaOCI) del 1% al 5% (p/v),
con menor frecuencia se utilizan el hipoclorito de calcio [Ca (OCI);] del 6% al 12%
y el cloruro de mercurio (HgCl,) del 0.1% al 1.5% que es muy toxico y dificil de
remover del explante, en algunos casos, resulta util emplear un agente tenso
activo, por ejemplo Tween-20 del 0.01% al 0.1%. Después de usar los
desinfectantes serd necesario remover los restos de estos por medio de lavados
con agua destilada estéril, haciendo un minimo de tres enjuagues sucesivos

durante minimo 5 minutos cada uno (Roca, 1991).

Hay soluciones biocidas que matan bacterias y hongos, previenen la germinacion
de esporas y a altas concentraciones pueden eliminar contaminaciones de
microorganismos endofitos, uno de estos compuestos es el PPM (Plant

preaservative Mixture) (Diaz et al, 2005).

Para la desinfeccion de los nudos, se recomienda aplicar tratamientos mediante el
uso de Alcohol al 70% y NaOCI en concentraciones de 2.5% y 5% durante
diferentes lapsos que podran ser de 1, 2, 3, 4 y 5 minutos, donde se evallan los
siguientes parametros: porcentaje de contaminacion, porcentaje de oxidacion vy
porcentaje de supervivencia, siendo este ultimo, la variable respuesta definitiva,
para escoger el mejor tratamiento de desinfeccion. Para todos los tratamientos
se establecen las siguientes variables: supervivencia (nUmero de explantes vivos),
desarrollo (longitud de los brotes diferenciados), presencia de contaminantes

(nimero de unidades experimentales contaminadas), tipo de contaminacion
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(hongos o bacterias) y presencia de oxidacion fendlica. La determinacion de la
oxidacion fendlica se efecttia en forma visual (Microscopio estereoscopico).

Una de las mayores limitantes en el desarrollo de las plantas lefiosas, es la
dificultad para erradicar las enfermedades endogenas y la excrecion de
sustancias como polifenoles y taninos que en la etapa de adaptacion in vitro crean
oxidacion (Villamizar, 2005, Hernandez y Gonzéalez, 2010). El establecimiento de
cultivos in vitro de tejidos procedentes de plantas lefiosas, se vera impedido por la
aparicion de oscurecimiento y necrosis de los tejidos. ElI fendmeno de
ennegrecimiento ocurre por la accion de enzimas tipo polifenoloxidasas y
tirosinasas que se liberan o sintetizan cuando los tejidos sufren lesiones o
heridas. Estas actuan sobre los polifenoles y la tirosina, oxidandolos a quinonas
que son fitotdxicas, sustancias que a su vez pueden polimerizarse, afectar las
proteinas y en consecuencia inhibir el crecimiento y la viabilidad de los explantes
(Hernandez y Gonzalez, 2010). Los tejidos adultos de especies lefiosas,
particularmente de angiospermas, liberan al medio de cultivo pigmentos
constituidos principalmente por polifenoles y taninos; es por eso que la oxidacion
fendlica es un problema grave en el cultivo in vitro de las especies lefiosas. Se
recomienda no utilizar tejidos adultos y utilizar sombra para disminuir la oxidacién.
Pérez y Jiménez, (1995), recomiendan la incubacion en condiciones de oscuridad
como método para evitar la sintesis de fenoles, porque los productos de la
oxidacion fendlica se forman bajo condiciones de iluminacion, que se manifiestan
en la zona basal del corte del nudo, y en las lesiones que dejaron las hojas al ser

retiradas de los nudos).

Hernandez y Gonzélez, (2010), encontraron que la oxidacion en plantas lefiosas,
puede ser controlada por los niveles de irradiacion recibidos por las plantas
madres, debido a que la actividad de muchos sistemas enziméticos que participan
en la sintesis y oxidacion de los fenoles, es inducida por la luz. Por lo tanto, es
conveniente, que los explantes permanezcan en la oscuridad unos dias, antes de

pasarlos a una intensidad luminica baja.
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2.6 DESINFECCION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

La camara presurizada utilizada generalmente en los laboratorios es la autoclave.
Una vez los medios de cultivo han estado el tiempo suficiente en la autoclave, se
tienen que dejar enfriar hasta alcanzar unos 60°C. Esta temperatura permite coger
los matraces con la mano. Cuando se ha alcanzado la temperatura adecuada, se
procede a la adicién de los componentes termolabiles que han sido esterilizados
previamente por filtracion (Del Campo et al., 2007). Para establecer cultivos
asépticos sera necesario trabajar en ambientes adecuados, esterilizando los
medios de cultivos en una  autoclave a una presion de 15 libras
(aproximadamente una atmoésfera), durante 15 a 20 minutos. A esta presion la
temperatura del vapor de agua sera de 121°C, suficiente para eliminar

eficazmente todas las formas microbianas (Azofeifa, et al., 2008).

2.7 MEDIOS DE CULTIVO

Luego de la desinfeccion superficial, el material vegetal seleccionado se coloca en
un medio de cultivo estéril. En un periodo de una semana o quince dias,
comienza el proceso de germinacion o regeneracion de nuevos tejidos vegetales,

iniciando el ciclo del cultivo in vitro.

Los requerimientos nutritivos para un crecimiento in vitro varian con la especie,
son especificos de acuerdo con la parte de la planta que se esté cultivando y la
respuesta que se desee obtener. Debido a estas necesidades especificas se han

desarrollado muchas formulaciones para los medios de cultivo.

Los medios de cultivo son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones
adecuadas y en condiciones fisicas Optimas, permiten el crecimiento de los
explantes vegetales. Estos medios son esenciales en el laboratorio de tejidos de

cultivo in vitro por lo que un control en su fabricacion, preparacion, conservacion y
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uso, asegura la exactitud, confiabilidad y reproducibilidad de los resultados
obtenidos.

Se han creado numerosos medios de cultivo cuyas diferencias estriban en las
cantidades y tipos de sales empleadas. Entre los mas conocidos se encuentran:
Murashige y Skoog (MS) (1962); Linsmaier y Skoog (LS) (1965); Borgin y Nitsch
(BN) (1967); Gamborg (B5) (1970); White (1963), Miller y Oyima (1968).

Los componentes de los medios de cultivo han sido objeto de estudios extensivos.
Generalmente se agrupan en cinco clases de compuestos: a) macro y micro
elementos; b) fuentes de carbono, generalmente sacarosa; c) vitaminas; d)

nitrégeno reducido, y e) reguladores del crecimiento (Villalobos et al., 1984).

El primer objetivo en la preparacién de un medio de cultivo es suministrar los
nutrimentos minerales en concentraciones adecuadas, se deben incluir los macro
elementos (C, H, O, P, K, N, S, Ca, y Mg) y los micro elementos(B, Zn, Cu, Mo,
Fe, CI); pero, para determinar la formulacion adecuada, que le brinde al tejido la
mejor oportunidad de desplegar su capacidad intrinseca para crecer, se debe
hacer a través de la experimentacion (Roca, 1991). El Nitrégeno (N), forma parte
de los aminoécidos, vitaminas, proteinas y acidos nucleicos, se suministra el
nitrégeno en forma de nitrato y amonio; el Magnesio (Mg), es parte de la molécula
de clorofila y de los ribosomas; el Calcio (Ca), es constituyente de la pared
celular e interviene en la respuesta del crecimiento; el Fésforo (F), forma parte de
las moléculas que almacenan y transfieren la energia quimica de los acidos
nucleicos, de él depende la energia celular; el Potasio (K), desempefia un papel
importante en la regulacibn osmotica y en la actividad enzimatica; el Azufre (S),
es necesario para la sintesis de algunos aminoacidos (Garcia, 2000);el Hierro
(Fe), forma el nucleo del citocromo y parte de la ferrodoxina; el Molibdeno (Mo),
es fundamental para la actividad de la nitroreductasa; el Manganeso (Mn), induce
la sintesis de clorofila que se requiere para la formacion del O, en la fotosintesis;
el Boro (B), es necesario para el sostenimiento de la actividad meristematica y
hace parte de la sintesis de bases nitrogenadas como el uracilo; el Cobre (Cu),
permite la oxidacion respiratoria final y esta ligado al proceso de lignificacion; el

Zinc (Zn), es requerido para la oxidacion y la hidroxilacion de compuestos
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fendlicos; el Cobalto (Co), es un componente de la vitamina Bi»; el Cloro (Cl), es
fundamental para las reacciones que llevan a la evolucion del O, en la

fotosintesis (Garcia, 2000).

Los azucares son productos de la fotosintesis de las plantas, proceso por medio
del cual la planta convierte el diéxido de carbono y agua en carbohidratos con la
ayuda de la clorofila y la luz. Sin embargo las plantas que crecen in vitro, debido
a la baja intensidad luminica no pueden fabricar el azucar que requieren, por lo
gue es necesario adicionar al medio de cultivo, la sacarosa. La sacarosa es la
mas utilizada para propositos de micropropagacion. Generalmente se usan
concentraciones de 1%-6% de sacarosa en el medio de cultivo, aqui es convertida
rapidamente en glucosa y fructosa; la glucosa es la que primero se utiliza seguida
de la fructosa. El azucar blanco refinado, puede resultar adecuado para la
micropropagacion en muchos casos. Se trata de un producto purificado y de
acuerdo con los andlisis se compone de 99,94% de sacarosa, 0,02% de agua y
0,04% de otras sustancias (no hay indicaciones de que estas Ultimas puedan

causar toxicidad in vitro) (Pierik, 1990).

Para lograr un buen crecimiento de las plantas in vitro, es necesario suplir el
medio con una 0 mas vitaminas. La mas utilizada es la B1 (Tiamina) y se la
considera un ingrediente esencial. Otras vitaminas han demostrado tener un
efecto positivo en el crecimiento in vitro tales como: B2 (Riboflavina), B3 (acido
nicotinico), B5 (Acido pantoténico), B6 (Piridoxina), B9 (acido félico), vitamina H
(Biotina), vitamina E (a - tocoferol), vitamina C (Acido ascérbico), con un rango de

concentracion de 1-100 mg/I.

El uso de nitrato exige una mayor demanda energética para la asimilacién del
nitrdgeno si se compara con el amonio, algunos explantes crecen mejor si se les
suministra nitrégeno reducido, recomendandose en este caso la adicion de un
acido organico. Las fuentes de nitrégeno reducido son los aminoacidos, que estan
rapidamente disponibles, por ejemplo la glutamina. El papel de los aminoacidos
en la nutricion de los tejidos y células vegetales es complejo, ya que los tejidos

responden en forma diversa a su suplemento (Krikorian, 1991).
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Los reguladores de crecimiento vegetal (RCV), son moléculas organicas difusibles
gue modulan procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, siendo eficaces
a bajas concentraciones internas, cercanas a 1 mM (milimolar: 0.001 moles por
litro de solucién). Cada uno de los reguladores no solo influye en las respuestas
de muchas partes del vegetal, sino que tales respuestas dependen de la especie,
del 6rgano del vegetal, del estado de desarrollo, de las concentraciones
endogenas y exogenas, de las interacciones entre reguladores de crecimiento y
diversos factores ambientales. Por lo tanto es muy riesgoso generalizar acerca de
los efectos de los reguladores de crecimiento sobre los procesos de crecimiento y
desarrollo de un tejido u 6rgano vegetal en particular (Salisbury & Ross, 1994).

Las sustancias reguladoras de crecimiento vegetal son las auxinas, las
citoquininas y las giberelinas como inductoras de crecimiento y el acido abscisico

y el etileno, como inhibidores del crecimiento (Rodriguez et al, 2009).

Las auxinasson una familia de sustancias quimicas que tienen en comun la
capacidad de regular el crecimiento, la divisidn celular y la diferenciacion de
raices en los cultivos in vitro. En las plantas las auxinas intervienen en el
tropismo a la gravedad y a la luz, la dominancia apical, el crecimiento de las
partes florales, y la diferenciacion de los tejidos vasculares (Davies, 1995). Las
auxinas mas utilizadas son el AIA (Acido Indol-3- Acético), el ANA (Acido a-
Naftalenacético), el 2,4-D (Acido 2,4-Diclorofenoxiacético), el AIB (Acido Indol
Butirico), el pCPA (Acido p-clorofenoxiacético) y el BTOA (Acido Benzotiazol-2-
oxiaceético).

El &cido indol-3- acético o AIA es la auxina mas conocida, es una hormona natural
que se produce en los apices de los tallos, meristemos y hojas jévenes de yemas
terminales, de alli migra por el floema al resto de la planta en forma basipétala (de
arriba para abajo), durante su circulacion, la auxina reprime el desarrollo de brotes
axilares laterales a lo largo del tallo, manteniendo de esta forma la dominancia

apical (Suarez, 2011).
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En cuanto al mecanismo de accidn de las auxinas, se conoce que ellas aumentan
la plasticidad de la pared celular, lo que permite la expansion de la célula. La
elongacion inducida por auxinas se inicia al unirse esta hormona al receptor,
probablemente localizado en la cara externa de la membrana plasmatica, lo que
desencadena una cascada de eventos que determinan la secrecion de protones
por la célula. Como resultado de esta acidificacion, se activan proteinas que
rompen los enlaces cruzados entre las moléculas de celulosa y permiten la
elongacion cuando aumenta la presion de turgencia. Durante este proceso se han
detectado cambios en las concentraciones del trifosfato de inositol y del calcio
i6nico citoplasmético, los que actuarian como segundos mensajeros (Cleland,
1995).

Las citocininas o citoquininas son derivados de la adenina que promueven la
division celular. Entre las més utilizadas estan: BA (Bencil Adenina), KIN (Cinetina
o 6-furfuril aminopurina), Zea (Zeatina), 2-iP (N-isopentenil adenina). Las dos
primeras son citoquininas sintéticas y las dos ultimas naturales. Las citoquininas
producen efectos fisiolégicos como division celular, regulacion de la morfogénesis,
rompimiento de la dominancia apical, retraso de la senescencia foliar, promocion
de la maduracion de los cloroplastos. Las citoquininas en interaccion con las
auxinas, regulan la diferenciacion in vitro. La relacibn elevada de
citoquininas/auxinas produce tallos, la relacion baja de citoquininas/auxinas
produce raices (Krikorian, 1995). Las citoquininas son producidas en las zonas de
crecimiento como los meristemos, en la punta de las raices (zonas proximas del
apice) y son transportadas via acropétala (de abajo hacia arriba), moviéndose a
través de la savia en los vasos correspondientes al xilema desde el apice de la
raiz hasta el tallo o brote, estimulando la division celular en tejidos no
meristematicos (Suéarez, 2011).

Las giberelinas son fitohormonas reguladoras del crecimiento de las plantas. La
giberelina usualmente utilizada en cultivos vegetales es GA3, conocida también
como acido giberélico. En un cultivo de tejidos GA3 se usa para estimular la
elongacién de los tallos o la conversion de brotes a tallos. Puede reducir la

formacion de brotes in vitrosi se aplica a cultivos de tejido vegetal en la etapa de
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iniciacion. GA3 generalmente reduce la formacion de raices y la embriogénesis in
vitro (Paredes, 2009).

El acido abscisico es un inhibidor de crecimiento, el cual reprime la
embriogénesis soméatica y reduce la frecuencia de anormalidades de desarrollo
como son formacion secundaria de embriones a partir de embriones somaticos y
la germinacion precoz. El acido abscisico (ABA) en la mayor parte de los casos
produce un efecto negativo en los cultivos in vitro, pero en determinados casos
promueve la maduracion de embriones, y en cultivos de células en suspension

facilita la sincronizacion de la division celular (Quemada, 2006).

El etileno, interviene en procesos como: liberacion de la dormancia, crecimiento y
diferenciacion de brotes y raices, formacion de raices adventicias, abscisién de
hojas, flores y frutos, induccion de floracion en algunas plantas, senescencia de
hojas, flores y maduracion de frutos (Méndez, 2012). Ver: Anexo No. 1. Medios de

cultivo.

Después de agregar todos los componentes del medio de cultivo, se procede a
ajustar el pH final, afadiendo NaOH 0.1N, para obtener un pH de 5.8. Los
valores bajos, inferiores a 3.5 impiden la solidificacion de los agentes gelificantes

afadidos a los medios solidos (Rossi, 2003).

La temperatura a la que esta expuesto el explante cultivado in vitro afecta a la
mayoria de los procesos fisioldgicos y por lo tanto es un factor fundamental que
se debe controlar. Cada especie tiene un intervalo de temperaturas en el que se
produce el crecimiento Optimo (20°C-28°C). Este intervalo puede variar de
acuerdo con el genotipo, tipo de explante, época del afio, edad de la planta
madre, fotoperiodo, etc. La humedad relativa debe estar entre 80% y 90%.El ciclo
de luz oscuridad generalmente es de 16/8 horas. La luz es uno de los factores
determinantes del desarrollo de los organismos autotrofos, por ello es importante
controlar el factor luz en los cultivos in vitro. La luz proporciona la energia para la
fotosintesis. Las necesidades de luz in vitro son menores que in vivo, dado que el
medio de cultivo tiene cantidades importantes de sacarosa, los cultivos in vitro se

portan parcialmente como autotrofos (Rossi, 2003).

39



El medio de cultivo recomendado por Rossi, (2003); Corredoira et al., (2011),
Tapia, (2010), Lopes, et al., (2005), Ocampo y Nufiez, (2007), para el desarrollo
de explantes de plantas lefilosas es: WPM (Woody Plant Medium).

Tabla N° 2. Composicion de WPM (Woody Plant Medium)

MACRONUTRIENTES mag/l MICRONUTRIENTES mag/l
Nitrato de amonio Acido Borico 6.2
NH4NO3 400 H3BO3
Cloruro de Calcio 96 Na,EDTA. 2H,0 37.2
CaCl,2H,0
Sulfato de Magnesio 370 Sulfato Cuprico 0.25
MgSO,. 7H,O CuSO0O.. 5H,0
Sulfato de Potasio 990 Sulfato Ferroso 27.8
K2SO4 FeSO4. 7TH,0
Fosfato Potasico 170 Sulfato de 22.3
KH2S04 Manganeso MnSQy.
4H,0
Nitrato de Calcio Ca 556 Sulfato de Zinc 8.6
(NO3),. 4H,0 ZnS0,.7H,0
Molibdato de Sodio 0.25
Na,Mo004.2H,0
Aditivos Myo-Inaositol Piridoxina-HCI Glicina 2.0
100mg/I 0.5mg/I mg/I
Sucrosa 20 g/l Acido Tiamina- HCI Agar 6 g/l
Nicotinico 0.5 1.0 mg/l
mg/l

Tomado de: Instituto Tecnolégico Superior de Misantla. México.
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2.8 CONDICIONES DE CULTIVO

De acuerdo con Atares, (2007), Castillo, (2009), Salazar, (2008), los explantes se
colocaran en una camara de crecimiento controlado, para su desarrollo y
crecimiento. Las condiciones ambientales durante el periodo de incubacion
deberan ser mantenidas en el fotoperiodo de 14:10 (luz/oscuridad), temperatura
de 25°C = 2°C, lamparas fluorescentes de luz blanca de una intensidad de 3000

Lux, Humedad Relativa del 70% y pH de 5.8. Contando con total esterilidad.

2.9 MULTIPLICACION O PROLIFERACION

Una vez que el explante se ha adaptado a las condiciones del laboratorio, sin
presentar algun tipo de contaminacion enddégena o exdgena, es pasado a un
nuevo medio de cultivo, agregandole algunas fitohormonas necesarias en el
proceso de organogénesis. A medida que el explante comienza a crecer y
multiplicarse es subdividido y cada nuevo explante es cultivado individualmente
en un nuevo medio de cultivo, una vez multiplicado y desarrollado, nuevamente es
subdividido y a esta parte se le llama subcultivo; el nimero de subdivisiones
depende de la especie (Suarez, 2011).

Para disminuir las contaminaciones se debe realizar una adecuada preparacion
de la planta donadora de explantes, cultivandola preferentemente en invernaderos
tratados con productos quimicos que eliminen patdgenos y eventuales

microorganismos endofitos particularmente los hongos (Gamboa, 2006).

Los reguladores del crecimiento vegetal son compuestos organicos distintos a los
nutrientes, que en cantidades pequefias aumentan, evitan o cambian de alguna
manera el proceso natural y fisiolégico en la planta. Es necesario conocer el
agente inductor del mayor porcentaje de brotes, y, aplicarlo a los segmentos
nodales. Estos brotes se individualizaran y se establecera una nueva fase de
multiplicacion bajo las mismas condiciones iniciales de induccion. Se puede hallar

el agente inductor, realizando un tratamiento con reguladores de crecimiento tipo
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citoquinina: 6-Bencilaminopurina (BAP), Benciladenina  (BA) y  6-furfuril-
aminopurina (KIN), cada una con tres concentraciones diferentes (0.1, 0.5y 1.5

mg/l) y un tratamiento testigo sin reguladores.

Figura 13. Produccion de brotes adventicios a partir de nudos.

-

ot |

1) Segmentos nodales en medio de cultivo. 2) y 3) Brotes a los 15 dias. 4) Brotes a los 30 dias.

5) Brotes para nueva multiplicacion. Tomado de: Ocampo y Nafiez, 2007.

2.10 ENRAIZAMIENTO

La edad de la planta madre influye en la capacidad de enraizamiento y se
recomienda la aplicacion de hormonas para la propagacion de plantas
(Rodriguez, 2012). En castafio (Castanea dentata) y roble (Quercus humboldtii),
también se ha comprobado la pérdida de la capacidad de enraizamiento in vitro
de material adulto con relacibn al material del mismo genotipo que retiene
caracteristicas juveniles (Greenwood, 1987; Bonga et al., 2010; Sanchez et al.,
2000).
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En general, la evidencia demuestra que la facilidad de enraizamiento de tejidos
juveniles es mas funcién de la facilidad de formar raices que de una restriccion
fisica para la emergencia radicular. Algunos de los factores que pueden ser
determinantes en el éxito del enraizamiento de los explantes, son el tipo y
cantidad de auxinas aplicadas para favorecer la formacion de raices adventicias
porque modifican la extensibilidad celular, al producir factores que ablandan la
pared. El acido indolbutirico (AIB) es un fitorregulador auxinico sintético
comunmente utilizado por su estabilidad, ya que es muy resistente a la oxidacion
por la luz, enzimas u otros agentes (Azcon, 2000). La concentracion de AIB varia
con la especie que se esté utilizando.

Después de la fase de multiplicacién, los brotes obtenidos nuevamente, se
individualizan y se llevan a la fase de enraizamiento. Para el enraizamiento se
pueden evaluar seis concentraciones diferentes de Acido indolbutirico AIB (0, 1,
2, 4, 6, 8 mgl/l), y también Acido naftalenacético (ANA) con iguales
concentraciones que el AIB. Luego de conocer el mejor sustrato para el
enraizamiento, se hara el cultivo de los brotes en él, y cuando las plantulas ya

estén enraizadas se transferiran a las condiciones de la cAmara hUmeda.

Figura 14. Etapa de enraizamiento

Tomado de: www.webapp.ciat.cgiar.org/biotechnology/cultivo tejidos/capitulo6
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Figura 15. Planta micropropagada y enraizada

Tomado de: Suarez et al., 2006.

2.11 ENDURECIMIENTO Y ACLIMATACION

Las plantas formadas en condiciones in vitro, crecen bajo un ambiente controlado
y si son llevadas a su ambiente natural, pueden deshidratarse facilmente y morir,
por lo tanto, es muy importante que sean sometidas a un acondicionamiento

previo llamado endurecimiento o aclimatacion (Suéarez, 2011).

Después de transferir las plantas al ambiente ex vitro, estas deben modificarse
para lograr la adaptaciéon al nuevo ambiente, ya sea en el invernadero o en el
campo, algunas posibles adaptaciones a las condiciones in vitro, que inducen
perturbaciones en las plantas que se estan desarrollando, son por ejemplo: alta
humedad relativa, bajo o nulo intercambio gaseoso, escasez de CO, durante casi
todo el periodo, produccion de etileno y baja densidad fotosintética. Por otra parte,
la anatomia de la hoja es influenciada por la luz y la humedad, diferencidndose
anatomicamente de las originadas in vivo (Brainerd et al., 1981).
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Figura 16. Planta creciendo en condiciones in vitro

Tomado de:www.moradelacastilla.blogspot.com

La aclimatacién es un factor importante en la posterior supervivencia de la planta,
ya que es una etapa critica dentro del proceso, en la que se produce la mayor
pérdida de plantas. En ella es importante comenzar reduciendo gradualmente la
humedad relativa, para permitir con esto ademas del cierre estomatico, una mejor
formacién de cuticula y disminuir la pérdida de agua. Por otra parte, para tener
mejores resultados en el establecimiento in vivo es necesario el desarrollo
radicular in vitro (Pierik, 1990).

En las evaluaciones realizadas (Rosenberg, 2005) en plantas de vid (Vitis
vinifera) y cerezo (Prunus cerasus), se observdé que una planta que se ha
originado in vitro, difiere en muchos aspectos de la que se forma in vivo,
confirmando la apreciaciéon de Pierik (1990), ya que sus condiciones tanto
ambientales como del sustrato, la luz, nutricion, son muy diferentes. Ademas es

importante sefialar que el crecimiento in vitro es heterétrofo y el crecimiento in
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vivo autotrofo. EI ambiente in vitro, con una alta humedad relativa, bajo o nulo
intercambio gaseoso, escasez de CO, durante casi todo el periodo, produccion de
etileno y baja densidad fotosintética, induce perturbaciones en las plantas

desarrolladas bajo esas condiciones.

Las plantas obtenidas in vitro tienen: hojas delgadas, tallos débiles, raices débiles
y poco funcionales, conexion tallo-raiz incompleta, baja tasa fotosintética. El
proceso de adaptacion debe ser gradual, con disminucién de la humedad relativa,
crecimiento autotrofico y condiciones sépticas. Las plantas in vitro presentan poca
capacidad de retencion de agua. El desarrollo de las plantas in vitro permite una
elevada humedad relativa en el interior de los frascos, baja intensidad luminosa,
bajo intercambio gaseoso, abundante disponibilidad de nutrientes y carbono
(generalmente en forma de sacarosa) y una pequefia variacion de temperatura en

un rango considerado 6ptimo para el cultivo (Aloisio, 1997).

Durante las dos primeras semanas después del trasplante, es necesario controlar
adecuadamente los factores ambientales y practicamente se requiere simular las
condiciones del ambiente in vitro, para que las plantas se adapten a las nuevas
condiciones; para evitar el exceso de transpiracion de las jévenes plantas, y
lograr un adecuado desarrollo de sus estomas y cuticula, es necesario mantener

una elevada humedad relativa (Haggman et al., 1999; Sanchez, 2000).

Las plantas cultivadas in vitro micorrizadas enfrentan mejor la fase de
aclimatacién. La simbiosis mejora en las plantas la captacion y asimilacion de
nutrientes de baja movilidad como el fésforo. Ademas reduce el estrés hidrico
causado por el deficiente desarrollo de la raiz y mejora el funcionamiento
fotosintético y estomatico. Los hongos micorricicos arbusculares establecen en la
planta un sistema de defensa frente a patdgenos, incrementan el crecimiento
foliar y radicular e inducen la produccion de hormonas en la planta (Espin, et al.,
2010).

Después de 30 dias, se trasladan las plantas al exterior de la cAmara humeda
donde las condiciones son: humedad relativa del 40 al 60%, riego a capacidad de

campo, sombra del 70%. Esta fase puede durar 30 dias. El sustrato de
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endurecimiento es de tierra abonada con escoria finamente pulverizada y
cascarilla de arroz (2:1:1), todo esterilizado; bolsas de polietileno, y humedad
relativa alta durante las primeras semanas, para obtener un porcentaje alto de
supervivencia de plantas adaptadas (Osorio, 2005).La planta desarrollada in vitro
tendrd una primera aclimatacion en el laboratorio (invernadero), y una segunda

en el campo (Garner, 2008).

Como ultimo paso, se siembran las plantas en el sitio definitivo. Alli, se prepara,
con dos o tres meses de anticipacion a la siembra, una mezcla de tierra negra sin
guijarros 89%, aserrin 10% y abono organico 1% (gallinaza), en huecos de 60 x
60 x 60 cm (CAR, 1983).

Figura 17. Invernadero dé aclimatacion

Tomado de: www.vipesa.arquitecturaweb.com

Rache et al., (2010), recomiendan que cuando las plantas in vitro ya estén listas
para la aclimatacion (tres o mas raices con la raiz principal de 5cma 7 cm vy
altura de la planta de 6 cm a 7 cm), se deben limpiar con agua destilada estéril,
eliminando completamente el agar, para evitar la aparicion de hongos y la
deshidratacion en el proceso de cambio de sustrato; ademas, se debe
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proporcionar inicialmente a las plantas trasplantadas una sombra del 70% en la
camara humeda cuya humedad relativa es cercana al 100%. La temperatura es
de 12 % 2°C. La aplicacion del riego es por nebulizacion (Si no se cuenta con
camara humeda, las plantas después de eliminarles todo el agar que tengan, se
trasplantan a recipientes con suelo estéril y se cubren con bolsas de polietileno,
que se iran perforando gradualmente hasta cuando queden eliminadas
completamente en un periodo de 15 a 20 dias, lo que ayudara a las plantas a
adaptarse paulatinamente a las condiciones del invernadero). Suarez et al.,
(2006), advierten que después de 30 dias en la camara humeda, las plantas
deben trasladarse a condiciones de invernadero: Riego a capacidad de campo,
sombra del 70% y temperatura de 12°C. Esta fase puede durar unos 30 dias.
Martinez et al., (2006), sostienen que las plantas se deben pasar a bolsas de
polietileno negro de 20x11 cm que contendrdn: tierra negra abonada, escoria
finamente pulverizada y cascarilla de arroz (2:1:1), todo esterilizado. Cuando las
plantas tengan mas de 30 centimetros de altura se pueden plantar en el sitio

definitivo.

Mufioz, (2002), afirma que no necesariamente se debe enriquecer el suelo de
paramo agregando abonos, ni elementos correctivos; es importante mantener,
eso si, las condiciones naturales del suelo donde se desarrollaran las especies a
propagar; y también asegura que, las plantas propagadas en alturas superiores
presentan mejor aclimatacion y adaptacién al paramo, que las producidas en
condiciones de inferior altitud y permiten mayores porcentajes de crecimiento y

desarrollo.
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Figura 18. Invernadero de aclimatacion y endurecimiento

Tomado de: www.produccion-paulownias.c...

Figura 19. Plantas micropropagadas adaptadas a condiciones ex vitro.

Tomado de: Suérez et al., 2006.
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Figura 20. Resumen de la propagacion in vitro

»
»

y

Fuente: El autor, 2012.
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CONCLUSIONES

Las actividades de micropropagacion in vitro de especies lefiosas y forestales se
iniciaron con estudios de la organogénesis y la embriogénesis de diferentes
especies tales como, cafeto (Coffea arabica cv. Caturra rojo, Coffea arabica cv.
Catimor 9722, Coffea canephora var, Robusta), guayaba (Psidium guajaval.),
teca (Tectona grandis L.), pino (Pinus caribaea), caoba (Swietenia macrophylla),
majagua (Hibiscus elatus L.), morera (Morus alba L.) y Eucaliptus spp). Hoy en
dia esta técnica se aplica a mas de 140 especies lefiosas con mucho éxito, siendo
la técnica mas importante para este tipo de plantas la embriogénesis soméatica

con la cual se logra un gran numero de plantas en un corto tiempo.

La micropropagacion in vitro es una de las técnicas mas usadas para: erradicar
patdogenos de las plantas, propagar clones sanos en grandes cantidades y en
corto tiempo, multiplicar plantas recalcitrantes a las técnicas convencionales,
facilitar el transporte del material in vitro de un lugar a otro, posibilitar la
multiplicacion rapida de una variedad de la cual existan pocos individuos y esté en

peligro de extincion.
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COMPOSICION Y PREPARACION DEL MEDIO MURASHIGE Y SKOOG

Constituyente

Concentracion de la
Soluciéon madre

Volumen de la solucidn
madre por litro de

(g/L) medio
Macros
NHsNO3 16,5
KNOs3 19 100 ml
CaCl,.2H,0 4.4
MgS0O,.7H,0 3,7
KH.PO,4 1,7
Micros
MnSQO4.H,O 1,69
ZnS0,4.7H,0 0,86
HsBO3 0,62
Kl 0,083
Na,Mo0,4.2H,0 0,025 10 ml
CuS0,4.5H,0
10 ml de solucién 25 mg/100 ml
CoCl,.6H,0
10 ml de solucién 25 mg/100 ml
Fuente de hierro
FeS0,.7H,0 0,00556 10 ml
Na,EDTA.2H,0O 0,00746
Vitaminas
Inosol 10
Nicotinico 0,05 10 ml
HCI-Piridoxina 0,05
Glicina 0,2
HCI-Tiamina 0,01

Agregar al medio 3% de sacarosay 0.7% de agar

Tomado de: www.wikipedia.org/.../Murashige and Skoog medium
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OTRAS FORMULACIONES

Nutriente mM MS (1962) WPM (1981) White (1963)
NH4+ 20.61 4,94 --

K+ 20.04 12.61 1.67
Ca++ 2.99 3.00 1.27
Mg++ 1.50 1.50 2.92
S04-2 1.76 7.44 5.81
PO4-2 1.25 1.25 0.144
NO3- 39.40 9.64 3.33

Total mM 60.01 14.58 3.33
Total mM 94.25 42.39 19.04

MS: Morashige y Skoog; WPM: Medio de cultivo para plantas lefiosas.

Tomado de: www.fagro.edu.uy/.../mateoricos/Medios%20de%20cultivo.pdf
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INTERACCION DE LAS HORMONAS EN LA PLANTA

Las auxinas y el écido

El écido giberélico controla
la division celular en la region —
subapical.

La auxina ragula la

diferenciacion, \_

El acido abscisico que se produce
en las hojas en respuesta al deficit_|
hidrico cierra los estomas y as/
raduce la pérdida de agua por la
planta,

Las citoquininas que son
producidas por los frutos jovenes
$0n necesarias para el cracimiento

AlA

—

El etileno se acumula en los frutos
meduros para inducir la
maduracion.

La auxine se desplaza hacia el

AG

extremo de la raiz.

Esquema que
muestra algunas de
las interrelaciones
hormonales tipicas
entre los diferentes
érganos de la planta.

Fs

o

A

glberélico qua son

L~ sintetizados por las hojas y
yemas jovenes se desplazan
por el tallo para controlar la
elongacion.

El estimulo de la floracién se
desplaza de las hojas a las
yemas para iniciar la

= floracion.

Las citoquininas se despla-
| zan de fas raices a las hojas
para mantener en equilibrio
el cracimlento da las raices

y la planta.

Las auxinas y el 4cido gibe-
——rélico promueven la
actividad del cambium en la
formacién de los tejidos
vasculares secundarios.

o, £l etileno y el acido abscisi-
co qua se producen an las
hojas seanescentas
promueven el desarrollo de

\AG yca

la zona de abscision,
El dcldo glberélico y las clto-

quininas sintetizadas en las
raices se desplazan hacia las
hojas y el tallo.

Un fector producido por la
fie de la raiz controla el
geotropismo de esta Gltima.

Tomado de: www.euita.upv.es
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PRINCIPALES METODOS DE MICROPROPAGACION

Meristem

@W

Meristem culture
Shoot tip culture
4;@;—
Axillary branching Mduple axillary shoots
Plantlets

~

Oneotmovenodes

MORPHOGENESIS @

7

ts from
STOCK PLANT tissues

Propagation
adventitious
shoots or embryos

us
on explant

The principal methods of micropropagation.

Tomado de: www.agrosalmir.blogspot.com

Node culture

% Direct shoot Somatic
formation seedlings

Explant \ @ DOt . e——
ombryogenosls

Indirect shoot
formation

- —a- & =
MORPHOGENESlS

embryogenesls

Seedlings
(trom callus)
Somatic embryos

Callus \ Adventtious
Indirect

(From smgle cells)
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