: diferencia de las células de
Alos animales, las células vege-
tales tienen la capacidad inhe-
rente de regenerar un organismo
completo cuando, en condiciones
controladas y asépticas, se aislan de
la planta y cultivan en un medio nu-
tritivo artificial. Esta técnica se co-
noce con el nombre genérico de
“‘cultivo de tejidos’’.

Aungque el potencial del cultivo de
tejidos en varias actividades de la
produccion agricola sélo ha sido de-
mostrado en los ultimos 20 afios, la
investigacion en este campo ha sido
referida como el ‘‘lidser botanico’’
CuyOS numerosos usos estan todavia
por ser totalmente conocidos. Avan-
ces registrados recientemente en la
fisiologia y genética celular y mole-
cular ayudaran a entender mejor y
por lo tanto a controlar el proceso de
clonaje y generacion de plantas in
vitro, requerimiento basico para de-
sarrollar un sistema de manipula-
cidn in vitro aplicable a la agricultu-
ra.

La regeneracién de plantas por
cultivo de tejidos puede ocurrir co-
mo una continuacion del crecimien-
to y desarrollo de estructuras orga-
nizadas separadas de la planta (ej:
meristemas aplicables y auxiliares
del tallo) (Fig. 1), o puede ser el re-
sultado de un proceso de formacién
de novo, a partir de células o grupos
de células donde no existia organi-
zacion alguna; estas células pueden
derivarse de los 6rganos vegetativos
(somdticos) o de las estructuras
sexuales (gaméticas) de la planta.
La formacion de plantas de novo
puede ocurrir a través de la diferen-
ciacion de embriones que se inicia
en células individuales (embriogé-
nesis somadtica y asexual) o via la di-
ferenciacion de érganos vegetativos
(organogénesis) que se inicia en
grupos de células. La regenera-
cion de plantas in vitro depende
de varios factores, siendo los mas
importantes la variedad de planta,
la clase de tejido a cultivar y la com-
posicién del medio de cultivo. Este
ultimo normalmente contiene los
nutrientes inorganicos mayores (ni-
trogeno, fésforo, potasio, calcio,
magnesio) y menores (hierro, co-
bre, molibdeno, boro, sodio), una
fuente de energia (sacarosa), algu-
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Figura 1. Regeneracién de plantas in vitro: A. Diseccién, corte y ‘‘siembra’’ de meristemas api-
cales del tallo (izquierda) y una plantula de yuca crecida a partir de un meristema (derecha).
B. Multiplicacién masiva de la yuca por cultivo de meristemas (arriba) y corte de nudos (abajo).
C. diferenciacién de embriones somdticos a partir de una porcién de hoja de yuca. D. Diferen-
ciacién de véstagos y raices en un grupo de células de Stylosanthes.

CLONAJEDE

CELULAS VEGETALES
“IN VITRO”:

APLICACIONES EN AGRICULTURA

William Roca*

Cuadro 1. Rendimiento de la yuca (var. Secundina) en relacién ala forma de propagacion*

Rendimiento .

Propagacion Raices Almidén Reduccién del

t/ha t/ha rendimiento %
Cultivo in vitro** 24.0a 79a 0
Tradicional (plantas sin
sintomas) 19.6b 6.2b 18.3
Tradicional (plantas con
sintomas) 14.7c¢ 4.5c¢ 38.7
Tradicional (plantas sin
seleccionar) 7.3d 2.4d 69.5

*  Adaptado de: Lozano, C., Jayasinghe, U., y Pineda, B. Boletin de Yuca, Vol. 7, 1983.
** Plantas regeneradas por cultivo de meristemas de clones infectados con una enfer-
medad viral de la Costa Norte de Colombia.
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nas vitaminas (tiamina, dcido nicoti-
nico), compuestos organicos com-
plejos (caseina hidrolizada, etc) y
varias fitohormonas (auxinas, cito-
kininas y giberelinas). De la concen-
tracién y balance de estas iltimas
dependera en gran medida el tipo
de proceso de las células y tejidos
cultivados in vitro: proliferacion ce-
lular, diferenciacion de yemas y
vastagos o diferenciacion de raices.

APLICACIONES

La regeneracion de plantas in vi-
tro puede resultar en la conserva-
cién de las caracteristicas originales
de la variedad o puede liberar ines-
tabilidades que se manifiestan en
plantas genéticamente alteradas.
De aqui que las aplicaciones de las
técnicas de cultivo de tejidos com-
prendan dos grandes areas: propa-
gacion clonal y generacion de varia-
bilidad.

Propagacion Clom‘l

Se han desarrollado esquemas de
propagacion masiva in vitro. Este
método es una forma econdmica y
rapida para aumentar el rendimien-
to y la calidad de plantas alimenti-
cias atacadas por enfermedades
causadas por virus o bacterias (Cua-
dro 1).

Grandes colecciones de varieda-
des pueden ser conservadas in vi-
tro. El alto costo del mantenimiento
en el campo y el riesgo de perder
materiales debido al ataque de pla-
gas y enfermedades, cambios clima-
ticos y problemas de suelos, pueden

ser reducidos o eliminados aplican-

do un sistema de conservacion in vi-
tro a plantas como yuca, papa, ca-
mote, cafia de azicar, platano, etc.
(Cuadro 2).

La coleccion in vitro de yuca man-
tenida en el CIAT actualmente in-
cluye mas de 2.500 variedades.
Ademas, los clones libres de enfer-
medades pueden ser intercambia-
dos in vitro entre peises y continen-
tes minimizando-asi los riesgos de
diseminar plagas y enfermedades.

* Fisiblogo de plantas, cientifico princi-
pal; unidad de Investigaciéon en Biotec-
nologia, CIAT, A.A. 6713, Cali.

Asi, en los tdltimos 6 afios se han
transferido mds de 1.500 variedades
de yuca de Latinoamérica al CIAT,
usando las técnicas in vitro.

Generacién de Variabilidad

® Cruzamientos amplios. Después
de la polinizacion se disectan los
embriones inmaduros, se cultivan
in vitro y regeneran plantas hibri-
das que de otra forma no seria
posible debido al aborto del em-
brién (Cuadro 2).

® (Obtencién de haploides por culti-
vo de anteras. Los granos de po-
len contenidos en la antera tienen
sOlo la mitad de cromosomas de la
especie (haploidia), ademads, los
granos de polen de plantas hibri-
das entre variedades con diferen-
tes caracteristicas contienen com-
binaciones de genes de ambos
padres. Al cultivarlos in vitro, és-
tos formaran plantas en lugar de
gametofitos (Fig. 2). Las plantas
resultantes muestran una diversi-
dad de caracteristicas cercanas a
los padres o combinaciones de es-
tos; ademads, si todos los cromoso-
mas de los tejidos o plantas ha-
ploides se duplican, el resultado
es la formacién de tejidos o plan-
tas genéticamente uniformes
(homocigosis). La haploidia esta
siendo integrada en programas
de mejoramiento de plantas (Cua-
dro No. 2). Se estima, por ejem-

plo, que seria posible reducir el
tiempo para la obtencion de varie-
dades mejoradas de arroz de 8-10
afios a 3-4 afios, usando la técnica
del cultivo de anteras.

® Variaciéon somaclonal. Es el incre-
mento de la variabilidad genética
en plantas regeneradas por culti-
vo de tejidos. En diversos casos,
las variaciones detectadas han
sido relacionadas a cambios cro-
mosémicos y alteracion de los ge-
nes.

Contrario a lo que se creia hace
pocos afios, el cultivo de tejidos, es-
pecialmente de sistemas no organi-
zados, €j: callos, células en suspen-
sién y protoplastos (Fig. 3), consti-
tuye una fuente mayor de variabili-
dad, la cual puede resultar en el me-
joramiento de variedades seleccio-
nadas en una o dos caracteristicas
importantes (Cuadro 2).

Hibridacion somdtica. Protoplas-
tos (células cuya pared ha sido
digerida enzimaticamente) (Fig.
3), de plantas distintas pueden
ser inducidos a fusionarse para
formar células hibridas.

Aparentemente no existen barre-
ras para la fusion intra o interespe-
cifica, o aun intergenérica, de pro-
toplastos, sin embargo, todavia no
se ha producido un cultivar genera-
do por medio de esta tecnologia.

Pasa ala pdg. 29

Cuadro 2. Resumen de las aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales en la agricultura. (octubre, 1985).

1. Multiplicacién masiva
2. Eliminacié

Tecnologia Objetivos i‘:r’: utilizacion
aplicacién a nivel experiencia en la practica
Propagacion clonal Inmediato Mayoria de fo- Numerosas plantas

Cultivo L de dad di: restalesy pocas Ej. yuca, papa;
apices, etc. 3. Conservacién de plantas Inmediato plantas nativas frutales; ornamen-

4. io de ial Inmedi tales. Palmas (60

plantas).

Rescate de embriones 1. Obtencién de hibridos entre Inmediato @ 50 casos* Ej. papa, frijol,
Cultivo de embriones especies distintas , tri
Haploidia 1. Acelerar mejq i gené- (@ 50 plantas** Ej. arroz, cebada,
Cultivo anteras, cul- tico. papa, tabaco
tivo de embri 2.1 i Med
Variacién somaclonal 1. Acelerar i Medi @15 plantas Ej. tomate
Cultivo protoplastos, genético intra-varietal
Callos, etc.
Seleccién de 1.10] de lineas con Largo (@ 20 plantas Ej. arroz, tabaco
Cultivo d bl
células, callos, etc. 2. Investigaci6n basica Largo
Hibridaci it 1.0b hibridos asexua- Largo @ 41 casos s
Fusi6n protoplastos les.

2. Transferencia genes cito-

plasmaticos Largo — [—

Ingenieria genética b1 Incgrpor_acibn genes sin- Mediano @ 6 plantas A
ADN Recombinante, vec- _ téticos simples
tores y cultivo proto- 2. Transferencia genes natura- Largo @ 4 plantas —
plastos, callos, etc. les simples.

3. Transferencia genes comple- Maés largo —_ -_—

jos

* : Cruzamientos diferentes
** : Especies diferentes
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mente especializado y un control ri-
guroso de calidad.

Trece afios después, Produccio-
nes Quimicas estda en capacidad de
abastecer el mercado nacional de
secantes metalicos y el de compues-
tos de cobalto y mercurio, asi como
buena parte de la demanda de es-
tearatos de zinc y calcio. ‘‘Aun
cuando desaparecieran las actuales
fabricas del ramo —anota Bernardo
Uribe—, nuestra empresa podria
suplir con rapidez la produccion fal-
tante’’.

El proceso de sustituciéon de im-
portaciones que viene acomentien-
do Producciones Quimicas guarda
gran importancia, puesto que sienta
los cimientos para el progreso auté-
nomo de las industrias de pinturas,
plasticos, cauchos, pilas eléctricas,
cosméticos y productos farmacéuti-
cos, que al disponer de las materias
primas basicas aminoran su depen-
dencia con respecto a las naciones
industrializadas. No se trata, pues,
de un simple ahorro de divisas.
‘Y lo que es de resaltar —agrega
Uribe— es que tal realidad consti-
tuye un aporte de la pequeifia indus-
tria. El que con recursos limitados y
principalmente con base en el avan-
ce de la propia tecnologia puedan
desarrollarse productos de avanza-
da, muestra un ejemplo del camino
a seguir, perfectamente accesible a
los industriales del pais’’.

Producciones Quimicas Ltda. ha
puesto en marcha tecnologias pro-
pias en todos sus productos e inves-
tiga continuamente con miras a per-
feccionar las actuales y abrir paso a
las innovaciones. Se ha puesto es-
pecial atencién al control de cali-
dad, conforme a los parametros fi-
jados por el Instituto Colombiano de
Normas Técnicas, Icontec.

‘‘Los profesionales colombianos
—concluye Bernardo Uribe— pode-
mos fabricar articulos con la misma
calidad de los importados, aumen-
tando las posibilidades de autoabas-
tecimiento del pais y creando em-
pleo calificado y no calificado’”’. m

Figura 2. Obtencién de haploides de arroz por cultivo de anteras: A. Induccién de callos a partir de granos de polen inmaduro
contenidos en la antera; B. Plantas diploides homocigotas regeneradas por cultivo de anteras. Notar las diferencias entre lineas

y la uniformidad dentro de cada lfnea.
CLONAJE...
Viene de la pdg. 15

La fusi6n de citoplasmas lleva a la
formacion de hibridos citoplasma-
ticos. Este mecanismo puede ser
potencialmente 1til para la transfe-
rencia de genes citoplasmadticos, €j.
tolerancia a herbicidas, resistencia
a enfermedades y esterilidad mas-
culina, las que dificilmente pueden
ser transferidas mediante la hibri-
daciéon sexual convencional (Cua-
dro 2). Una importante limitacién en
el uso de esta técnica es la dificultad
de regeneracion de plantas a partir
de las células hibridas.

PERSPECTIVAS

El clonaje de plantas in vitro esta
llamado a ser una herramienta po-
derosa en las manos de los mejora-
dores de plantas. Asociado a las téc-

nicas del ADN recombinante y de la
transferencia de genes mediante
vectores apropiados, el cultivo de
tejidos vegetales contribuird no sélo
a un mejor entendimiento de los
procesos fisiologicos y genéticos ba-
sicos de las plantas, sino que ayuda-
ra a reducir el espacio, tiempo y cos-
tos en la obtencion de variedades
alimenticias genéticamente mejora-
das (Cuadro 2). Estas tecnologias
ofrecen numerosas oportunidades
directamente relacionadas a las ne-
cesidades de los paises en desarro-
llo, como por ejemplo la modifica-
cion de plantas para aumentar la re-
sistencia a enfermedades. Los pai-
ses en desarrollo deben orientar es-
fuerzos para utilizar las nuevas bio-
tecnologias para lo cual es necesario
entrenar cientificos y proporcionar
apoyo para el establecimiento de in-
fraestructura y mantenimiento de la
investigacién. ]

Figura 3. Cultivo y fusién de protoplastos y variacién 1

l en Stylosanthes: A. Protoplastos aislados de la hoja (notar

abundancia de cloroplastos) B. Regeneracién de plantas en callos derivados de protoplastos, C. Variaci6n en el tamafio de la flor
que refleja el doblaje de los cromosomas de 20 (testigo, izquierda) a 40 (un somaclén, derecha).) D. Resultado inicial (al centro)
de una fusién entre protoplastos mesofflicos (verdes) y de suspensién celular (transparentes y grandes).
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