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El impulso de las
exportaciones y los aumentos
de las exigencias en el
mercado interno implican
entregar productos de
excelente calidad. Ello
origina la necesidad de
optimizar procesos de
produccion con tecnologias
de alto nivel, que permitan
resolver problemas concretos
de propagacion y
saneamiento de plantas. La
biotecnologia provee
herramientas para enfrentar
dicha problematica, siendo el
cultivo de tejidos in vitro o
micropropagacion vegetal
una de las de mayor
desarrollo en la actualidad.
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n vitro” significa, sencillamente,
“en vidrio”, porque durante las primeras
etapas del proceso las plantas crecen en
tubos de ensayo y matraces. Esta técnica
se basa en la “totipotencialidad celular”,
la capacidad de una célula vegetal de
formar una planta completa, bajo ciertas
condiciones, dadas en el cultivo in vitro.
Asi se logra la propagacion rapida y ma-
siva de plantas idénticas a la original, a
partir de cualquier parte de la planta, ya
sea trozos de tejidos, dpices meristemati-
cos o incluso células aisladas.
Al proceso de induccidn de formacién
de 6rganos (brotes y raices), en forma
directa o indirecta, a partir de una mues-
tra de tejido vivo se lo conoce como or-
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ganogénesis. La organogénesis indirecta
es la formacién de 6rganos con desarro-
1o previo de callo, es decir, una pobla-
cién de células en continua proliferacién
desorganizada, que forma “masas amor-
fas”. Estas masas deben ser inducidas o
estimuladas para dar origen a los 6rga-
nos. En cambio en la organogénesis di-
recta, las células se organizan para pro-
ducir nuevos brotes y/o raices sin pasar
por la fase de callo.

El cultivo in vitro comienza con el esta-
blecimiento de un trozo de tejido previa-
mente desinfectado en un medio nutriti-
vo para las células. Esto se realiza en
una “cédmara de flujo laminar”, que ofre-
ce condiciones de asepsia. Los medios



Incubacidn de plantas en cémara de crecimiento.

nutritivos o de cultivo contienen sales
minerales y vitaminas, ademds de saca-
rosa como fuente energética, fitohormo-
nas y agentes gelificantes como agar.
Son ajustados a un pH que serd alcalino
o dcido segin los requerimientos de la
planta y luego distribuidos en frascos
para esterilizarlos en autoclaves y evitar
contaminaciones por hongos o bacterias.
Los tejidos vegetales “sembrados” en
los medios nutritivos se llevan a cdma-
ras de crecimiento, donde se controla la
temperatura, intensidad y tiempo de ilu-
minacién requeridos para cada especie
vegetal, Después de un tiempo, se obtie-
ne una pequefia plantita o “pldntula” que
debe ser acondicionada para su traslado

al campo, por lo que se acostumbra un
perfodo de preaclimatacién in vitro y de
endurecimiento en invernadero.

La técnica puede ser desarrollada en la-
boratorios pequeiios, donde todas las de-
pendencias y materiales usados deben
ser constantemente desinfectados.
Existen diferentes tipos de cultivos in vi-
tro, dependiendo de los objetivos perse-
guidos. Las variaciones estdn sujetas a
las condiciones de cultivo y a los explan-
tes (células, tejidos, meristemas, Orga-
nos, etc.) inicialmente utilizados, ddndo-
se una amplia gama de eventos y posibi-
lidades de uso de técnicas. Algunas de
ellas serdn brevemente descritas a conti-
nuacion, para ser explicadas en forma
mas completa en articulos posteriores.

Micropropagacion

Se utiliza para la multiplicacién masiva
y rdpida de plantas de élite, con minima
presencia o libres de virus. Normalmente
se usan microestacas que contienen tanto
yemas apicales como axilares. De ellas
se desarrollan brotes, posteriormente en-
raizados con fitohormonas exégenas si
no hay induccién conjunta de raices. La
ventaja de este tipo de propagacién es el
alto nimero de plantulas logradas a par-
tir de poco material inicial,

En el Centro Regional de Investigacion
(CRI) La Platina del INIA se ha utiliza-
do esta técnica para multiplicar distintas
variedades de ardndanos, frutillas, camo-
te, patrones de frutales, etc.

No sélo hay ejemplos de micropropaga-
cién en especies hortofruticolas. Tam-
bién las ornamentales se propagan en
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Embriogénesis somdtica y regeneracidn de plantas en ajo.
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gran escala en laboratorios particulares.
Es el caso de especies como Gerbera,
Spathiphyllum, Lillium, asi como diver-
sos géneros de orquideas, helechos, va-
riedades de violetas, begonias y Antu-
rium. El éxito a nivel comercial se debe
a la multiplicacién masiva y rdpida de
plantas uniformes, ademds de la gran ca-
lidad sanitaria.

En el sector agroforestal se utiliza am-
pliamente la multiplicacién masiva de
plantas de los géneros Pinus y Eucalyp-
tus, en paises como Brasil, Sudéfrica y
Portugal, donde el rubro constituye una
importante fuente econdmica.

Cultivo de apices
meristematicos

El sistema permite obtener clones sanos
a partir de plantas infectadas, pues en la
zona apical del meristema no existe de-
sarrollo de haces vasculares, que es por
donde se transportan los virus junto con
la savia. Los clones estardn libres de
patologias, especialmente de tipo viral,
y, a diferencia de las plantas afectadas,
verdn disminuido el riesgo de bajar su
productividad.

Esto ha permitido y facilitado el inter-
cambio de material vegetal en condicio-
nes asépticas entre distintas zonas geo-
gréficas, lo cual resulta especialmente
importante cuando hay restricciones cua-
rentenarias, a veces largas y costosas. El
material vegetal ingresado puede conser-
varse in vitro durante periodos ilimitados,
al igual que el germoplasma élite o en pe-
ligro de extinci6n. Asi, grandes coleccio-
nes se manejan en espacios reducidos.
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Por ejemplo, en Chile, en los aiios 80,
el INIA y otras instituciones multiplica-
ron materiales in vitro de ardndano in-
ternado desde Estados Unidos, los que
fueron posteriormente evaluados en el
campo, evitdndose una larga cuarente-
na. Su establecimiento a corto plazo
permitié al pais ocupar un espacio en el
mercado internacional.

Ademds, INIA ha trabajado en la lim-
pieza de los virus endémicos que afec-
tan al ajo, intercambiando germoplasma
con otros paises. La generacion de ma-
terial inicial (semilla de ajo) libre de
patdgenos asegurard un mayor rendi-
miento en el campo.

Microinjertacion

Es otra forma de obtener plantas libres
de virus, viroides y micoplasmas. Con-
siste en colocar en condiciones asépti-
cas un dpice meristemdtico en la base
de una escisién en “T” invertida, de una
pldntula sana decapitada (“epicotilo”)
establecida in vitro. La microinjertacion
ha sido muy utilizada en citricos para
sanearlos del virus de la tristeza, psoria-
sis y de viroides como xyloporosis y
exocortis. El método se emplea con
gran éxito en Brasil, que es el segundo
productor mundial de citricos y el ma-
yor exportador de jugo concentrado.

Embriogénesis somatica
Consiste en la formacién de embriones
a partir de células o tejidos “somadti-
cos”, es decir, de cualquier célula de la
planta, sin tener que pasar obligada-
mente por la union de las células gamé-
ticas (sexuales) para la formacién de los
embriones. Es una eficiente forma de
multiplicacién clonal, de alto rendi-
miento en especies como zanahoria,
apio, comino, espdrrago, ajo y citricos.
Usando esta técnica se ha producido
una palmera de aceite que mantiene su
estabilidad genética. En las especies fo-
restales se ha ocupado para resolver
problemas de juvenilidad, ocasionados
por otros sistemas de cultivo in vitro.
Actualmente, se utiliza en la produc-
cién de semillas sintéticas o artificiales
que permiten la siembra directa en el
campo de embriones encapsulados o re-
cubiertos en geles.

La embriogénesis somdtica puede esta-
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Siembra de explantes in vitro.

blecerse directamente a partir de células
o indirectamente a través de la forma-
cion de callos. Sin embargo, este tltimo
es un proceso mas lento y aumenta la
probabilidad de variacién somaclonal, o
sea la variacién genética por mutaciones
en células distintas a las células generati-
vas inducidas durante la formacién del
callo y el proceso de crecimiento en el
cultivo in vitro. Las células cambiadas o
mutadas son capaces de participar en la
regeneracion de nuevos individuos, lo
que se puede traducir en individuos dife-
rentes a la planta madre, obligando a se-
leccionar por caracteristicas fenotipicas
en terreno.

La variacién somaclonal ha sido usada
como una herramienta ttil para la obten-
cién de individuos genéticamente mejo-
rados. Ejemplos de cultivares que se ge-
neraron a través del cultivo de tejidos
por variacién somaclonal, incluyen al to-
mate “DNAP9” (1987), con un alto con-
tenido de sélidos solubles, y al pimentén
“Bell Sweet” (1988), que presenta un re-
ducido mimero de semillas por fruto.
Ambos cultivares fueron lanzados co-
mercialmente en Estados Unidos.

Cultivo y fusion
de protoplastos

Los protoplastos son células vegetales a
las cuales se les ha eliminado la pared

celular mediante degradacién enzimati-
ca. Estas células son mds manejables en

cultivo, ya que se facilita el traspaso de
sustancias a través de la membrana o de
poros que se inducen en ella. El cultivo
de protoplastos se usa para obtener hibri-
dos: la ausencia de pared celular simpli-
fica la unién de células de la misma o
distintas especies, las que, al fusionarse,
se transfieren material genético, aumen-
tando la variabilidad genética.

Las fusiones de protoplastos intra o inte-
respecificas permiten lograr nuevas va-
riedades/especies que no se conseguirfan
con métodos tradicionales. Ejemplos son
los limones triploides sin semillas, toma-
tes resistentes a nemdtodos, papas resis-
tentes a virus del enrollamiento de la
hoja (PLRV) y a tizén tardio (Phytho-
phtora infestans).

Ademds, los protoplastos permiten la in-
ternacion directa de genes a través de la
técnica de electroporacion: se da un im-
pulso eléctrico a las células “desnudas”
para producirles pequeiias perforaciones
por donde se puede introducir un ADN
extrano.

Rescate de embriones

El rescate de embriones inmaduros posi-
bilita combinar la variabilidad genética,
o crearla en el caso de no existir, rom-
piendo barreras naturales entre especies
y favoreciendo el flujo de genes entre
ellas o entre variedades. Se asegura asi
la sobrevivencia de embriones recién
formados al colocarlos en condiciones



Gptimas nutritivas y hormonales in vitro.
En Chile, el INIA estd creando varieda-
des de uva de mesa sin semilla. Se ferti-
lizan las flores de una variedad que no
produce semillas y el embrién se rescata
antes de ser abortado, logrdndose plantas
provenientes de cruzamientos imposibles
en forma natural,

Otro uso del rescate de embriones ha
sido para inducir la formacién de plantas
haploides. Estas plantas quedan dotadas
de la mitad de sus cromosomas por la
eliminacién de los cromosomas de uno
de los padres después del cruzamiento,
pero se induce el desarrollo del embrién
que se rescata y se forma la planta in vi-
tro. Una vez duplicada la dotacién cromo-
sémica de las plantas haploides, éstas
quedan fértiles y ttiles para programas de
mejoramiento genético, ya que son com-
pletamente homocigotas (lineas puras).

Cultivo de anteras

Una alternativa para conseguir haploides
en el desarrollo de lineas puras ha sido el
cultivo de anteras u ovarios, donde se
forman plantas a partir de los gametos
inmaduros y, por lo tanto, haploides. Las
anteras son el tejido masculino de la flor,
en el cual se desarrolla el polen. Tam-
bién se puede cultivar directamente po-
len y 6vulos aislados in vitro. Una vez
logradas las plantas haploides, sus cro-
mosomas se duplican en forma natural o
artificial, usando colchicina. La técnica

Cultivo de meristemas para limpieza die virus en ajos.

permite desarrollar plantas fértiles, com-
pletamente homocigotas, cuyas caracte-
risticas recesivas tienen una alta probabi-
lidad de expresion fenotipica, pues desa-
parecen los genes dominantes que las
enmascaraban. Igualmente, es posible
disminuir el tiempo de obtencién de va-
riedades nuevas en especies de autopoli-
nizacién, o la produccién de hibridos a
partir de lineas puras. En cereales se
consigue reducir el periodo a una gene-
racién de autocruzamientos, en lugar de
56 6. As, se han generado variedades
de arroz, trigo, raps y cebada selecciona-
das para ofrecer caracteristicas como ca-
lidad de granos, tolerancia a climas, sue-
los. enfermedades, etc. Esta técnica ha
sido muy 1til en estudios genéticos, es-
pecialmente en el de plantas mutadas y
transgénicas, pues los genes mutados o
introducidos pueden ser expresados con
mayor facilidad.

Plantas transgénicas

Son plantas a las cuales se les ha intro-
ducido genes de otras especies, incluso
genes de organismos de distintos reinos,
como virus, animales, insectos, con el
fin de mejorarlas en una cualidad especi-
fica. En Chile, se han introducido genes
de pollo, insectos y otros sintéticos en
papas, para inducir resistencia a la pudri-
cién blanda, producida por la bacteria
Erwinia carotovora. Actualmente el
INIA realiza los ensayos agronomicos de
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dichas plantas transgénicas. También se
han “vacunado” plantas de papa y me-
16n, introduciéndoles genes de los pro-
pios virus que causan la enfermedad. De
igual forma se ha mejorado la calidad de
productos como el tomate, retardando su
madurez, se ha obtenido resistencia a
herbicidas e insectos en algunas espe-
cies, 0 se ha mejorando el contenido y
calidad de proteinas y aminodcidos, etc.

Proyecciones
del cultivo de tejidos

El desarrollo de técnicas de cultivo de
tejidos conlleva una alta inversion en
instalaciones, equipamientos, materia-
les de vidrio y reactivos. Ademds, se re-
quiere un grado de especializacién para
las operaciones en las cdmaras de flujo
laminar y preparacion de medios de cul-
tivo. No obslante el costo, su proyec-
cidn es enorme.

Los viveros se han visto muy beneficia-
dos con la produccion de plantas libres
de patogenos v de alta calidad. Se pue-
den recuperar especies en peligro de ex-
tincién, multiplicarlas, mejorarlas y de-
volverlas a su habitat natural.

En las ciencias puras, permite investiga-
ciones basicas de los productos secunda-
rios, de la regulacion metabdlica y géni-
ca, de flujo de sustancias orgdnicas e in-
orgdnicas, estudios fisioldgicos de los
mecanismos de resistencia a toxicidad, a
metales, metabolitos, pesticidas, estrés
hidrico, salino y calérico, etc.

Por su parte, el mejoramiento de plantas
tiene una gran proyeccién con el uso de
la biologia molecular, que permite la
manipulacién de genes. Esta ciencia ne-
cesita el complemento del cultivo de te-
jidos para la introduccién de genes de in-
terés, y que éstos se expresen en los en-
sayos de campo. La insercién de genes
en las plantas tiene utilizacion incluso en
procesos industriales, cosmetoldgicos y
farmacéuticos, seleccionando y micro-
propagando plantas sobreproductoras de
metabolitos. Es asi como existen vacu-
nas que se estdn desarrollando en forma
masiva en plantas, cuya produccion re-
sulta més barata. Yendo un poco a la
ciencia ficcién cercana, pronto bastard
con comer un fruto o una verdura para
quedar vacunado contra alguna enferme-
dad de importancia. A
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