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Resumen

En los ultimos afios los problemas derivados de la salinizacion del suelo, especialmente en
las zonas donde se practica una agricultura de tipo intensivo, estdn adquiriendo una
magnitud alarmante. La salinidad afecta a mas de 800 millones de hectareas de tierra
alrededor del mundo y la productividad de numerosos cultivos. La busqueda de especies y
variedades tolerantes a estreses abioticos constituye una prioridad en diferentes sectores de
la agricultura mundial. Entre los numerosos métodos que se utilizan para la obtencion de
genotipos tolerantes a salinidad, el uso del cultivo in vitro representa una via eficiente para
lograr este proposito. En el siguiente trabajo se exponen un grupo de aspectos relacionados
el cultivo de callo para la seleccion in vitro, la variacion somaclonal como via para
desarrollar somaclones tolerantes a salinidad, influencia de la salinidad en la organogénesis
directa entre otros aspectos, asi como algunas experiencias alcanzadas en la regeneracion in
vitro de Stylosanthes guianensis cv. CIAT-184.

Palabras claves: Cultivo in vitro, estres salino; micropropagacion.

Introduccion

De manera general existen numerosas vias para lograr la obtencion de variedades tolerantes
a salinidad, que van desde la seleccién natural de clones tolerantes a estrés salino, la
mutagénesis en la busqueda de nuevos somaclones mutantes resistente a este estrés
utilizando las numerosas técnicas del cultivo in vitro, hasta las novedosas técnicas de la
ingenieria genética para la obtencion de organismos transgénicos con caracteristicas
halofiticas. A menudo se combinan estos métodos para lograr el prop6sito deseado. En
particular, el avance en el empleo de estas técnicas de la biologia molecular ha permitido
dilucidar genes involucrados en las diferentes rutas metabdlicas que con frecuencia
convergen en respuestas a distintos factores estresantes como la salinidad, frio, calor,
metales pesados, interaccion hospedero-patdgeno (Zhu, 2002).

Por métodos de mejora genética tradicional, como la seleccion natural y cruzamientos, se
han obtenido variedades o lineas mas productivas para condiciones de salinidad en cultivos
como alfalfa, arroz, cebada, sorgo, tomate y trigo (Ashraf, 1994). Este proceso de mejora ha
tenido éxito dependiendo de la variabilidad genética y la heredabilidad para el caracter de
tolerancia del cultivo Leidi y Pardo, (2002).

El cultivo de tejidos puede definirse como un conjunto de técnicas que permiten el cultivo
en condiciones asépticas de organos, tejidos, células y protoplastos empleando medios
nutritivos artificiales (Jiménez, 1998). Constituye, dentro de las biotecnologias, la técnica
que mayor aporte practico ha brindado. Sus aplicaciones van desde los estudios teoricos
sobre fisiologia y bioguimica vegetal hasta la obtencién de plantas libres de patdgenos
(Morel y Martin, 1955), la propagacion masiva (Kitto, 1997), la conservacion de
germoplasma (Withers, 1985), la produccién de metabolitos secundarios (Misawa, 1994), el
mejoramiento genético mediante la induccion de mutaciones, la seleccion in vitro y la
ingenieria genética.



El presente trabajo tiene como objetivo exponer los principales aspectos relacionados con
las potencialidades del cultivo in vitro, como método para la obtencion de somaclones
tolerantes a salinidad.

Desarrollo
Desde las etapas tempranas del cultivo de tejidos y la multiplicacion in vitro, uno de los
métodos propuestos para la mejora de tolerancia ha sido la seleccién o adaptaciéon de
suspensiones celulares o callo bajo condiciones de salinidad y el aprovechamiento de la
variacion somaclonal para posterior regeneracion de plantas con mayor tolerancia (Nabors
etal., 1980).

En general el cultivo de tejido de plantas ha sido propuesto como una herramienta Util,
rapida y econdmica para la evaluacién de la tolerancia a salinidad, a través de la generacion
de brotes por via organogeénica a partir de explantes de hojas y apices caulinares (Gutierrez
et al., 2003). Por otro lado, los métodos de transformacién genética para la introduccion de
genes de interés agricola en plantas, se han visto beneficiados también por el desarrollo del
cultivo de tejidos como refieren en sus resultados Quecini et al. (2002).

La habilidad de los tejidos vegetales para formar varios 6rganos de novo es lo que se
conoce como organogénesis. Puede producirse de forma directa o pasando por una etapa de
desdiferenciacion total de los fragmentos vegetales de partida (explantes) y luego una
rediferenciacion de ese tejido que se conoce como callo.

Por su comportamiento este género esta considerado entre las leguminosas como un modelo
de regeneracién in vitro. Se han publicado varios estudios sobre la regeneracion de plantas
de Stylosanthes a partir de diferentes explantes obtenidos de hojas, hipocotilos y
cotiledones (Meijer y Szabados, 1990, Mesa et al., 1993); y a partir de protoplastos (Meijer
y Steinbiss, 1984). La regeneracién de las plantas siempre ocurre por organogénesis
mediante el desarrollo de brotes sobre la superficie de los callos.

Estudios realizados por los autores han demostrado también la capacidad de Stylosanthes
guianensis cv. CIAT 184 para la formacién de callos y la regeneracion de plantulas en
condiciones de salinidad (Figura 1).

En este experimento para evaluar la multiplicacion de Stylosanthes guianensis CIAT-184
en condiciones de salinidad; plantulas de un mes de germinadas en sustrato inerte fueron
seccionadas en secciones nodales de 10 a 15 mm aproximadamente, los cuales contenian
las yemas axilares de ambas hojas cotiledonales. Estos se colocaron de forma vertical, en
dos disposiciones: normal e invertido; en frascos de cristal con 25 ml de medio MS
suplementado con 7 g/L de agar, 20 g/L de sacarosa, 0.001mg/L de ANA, 3 mg/L de 6-
BAP, 1 mg/L de vitaminas MS y varias concentraciones de NaCl (0, 50, 100, 150, 200, 250
y 300 mM).



Fig. 1. Posicion de las secciones nodales con yemas axilares de hojas cotiledonales de Stylosanthes
guianensis CIAT-184 en ensayo de micropropagacion en condiciones salinas.

La variacion somaclonal como via para desarrollar somaclones tolerantes a salinidad
Numerosos han sido los aportes a la mejora genética debido a la obtencion de nuevos
somaclones tolerantes por seleccion de organismos mutantes, obtenidos por variacion
somaclonal inducida por agentes fisico, quimicos, asi como compuestos hormonales como
la auxina sintética 2,4-D, adicionados a medio de cultivo. El cultivo in vitro ofrece la
oportunidad de una vez seleccionado aquellos somaclones con caracteres beneficiosos
puedan ser reproducidos vegetativamente mediante la propagacion in vitro, con altas
probabilidades de que los somaclones obtenidos no varien genéticamente ajustando
concentraciones determinadas de hormonas en el medio de cultivo (Fuentes et al, 2001).

Varios autores han sugerido que entre los mecanismos involucrados en la generacion de
variabilidad genética estdn relacionados con diferentes causas como son: cambios
numéricos y estructurales a nivel cromosémico, activacion de elementos transponibles,
metilacion de ADN y mutaciones puntuales (Peschke et al., 1992). Estas Gltimas pueden
estar ocasionadas por la ocurrencia de recombinaciones mitéticas, tanto por la
recombinacion genética intercrométidas o intercambios intracromatidas de repeticiones
invertidas, provocando pérdida o ganancia de informacion genética y por consiguiente,
variabilidad en el nimero de secuencias repetidas en tandem (Phillips et al., 1994).

También se han detectado diferencias en la estabilidad genética en regenerantes,
relacionadas con el tipo de explante utilizado debido a la existencia de variabilidad
preexistente en las diferentes partes de la planta donora. El caso mas ampliamente
reconocido es la polisomatia (coexistencia de células con diferentes ploidias en el mismo
tejido), la cual segun lo referido por D’ Ammato, (1985), puede ser detectada en el 90% de
las plantas. Realizando estudios en tomate, van den Bulk et al., (1990) encontré que el 58 %
de los regenerantes obtenidos a partir de hipocotilos presentaban altos niveles de
poliploidias, y lo relaciond con la polisomatia detectada en estos explantes a diferencia de
las hojas y los cotiledones, donde apenas se observaron células no diploides.

Otros autores han hecho referencia a un mayor porcentaje de aparicion de aberraciones
cromosOmicas asociadas a la regeneracion via organogénesis, la cual segin Peschke y



Phillips, (1992) involucra a varias células entre las que puede presentarse diferencias en la
dotacion cromosomica. Aunque se ha demostrado que también puede ocurrir en la
embriogénesis somatica de algunos cultivos como la alfalfa y especies del género Citrus L.,
capaces de regenerar a partir de cultivos mixoploides (Gmitter et al., 1991).

El tiempo en cultivo también ha provocado la aparicion de regenerantes con diferentes
niveles de poliploidias, motivado por diferentes causas como: diferencias en los
requerimientos metabolicos de los tejidos en cultivo con relacion a las plantas in vivo y
acumulacion de mutaciones por un incremento en el ritmo de las divisiones celulares
(Peschke y Phillips, 1992), entre otros.

En relacion con la influencia del cultivo de tejidos, en estudios realizados con S. guianensis
cv. CIAT- 2243, por Miles et al., (1991), se describieron varios cambios fenotipicos en
regenerantes mantenidos en cultivos durante un afio, provocados por un incremento en el
namero cromosémico de la especie originaria diploide a tetraploides. Aungue otros trabajos
relativos al género Stylosanthes han descrito diferentes cambios tanto en caracteres
cuantitativos (Valarini et al., 1997), como cualitativos (Godwin et al., 1990), estos no han
hecho referencia a posibles causas genéticas. En los conteos cromosomicos efectuados en
regenerantes de callos iniciales de Stylosanthes guianensis CIAT-184 (Fuentes, 2001) no se
encontraron cambios en cuanto a ndmero y morfologia en comparacion con las plantas
élites.

La determinacion de la actividad enzimatica de enzimas antioxidantes como método
para la identificacion de somaclones tolerantes

Las evidencias méas consistentes de que existe una correlacion entre la expresion elevada de
enzimas antioxidantes y el incremento de la tolerancia a distintas condiciones estresantes en
las plantas (Foyer y Groten, 2003), provienen de estudios con plantas transgénicas. A
continuacion se resumen algunos de los trabajos mas relevantes en relacion a este aspecto.

La produccion de plantas transgénicas portando determinados genes que proveen
proteccion bajo condiciones de sequia ha sido extensa y las plantas fueron producidas con
el objetivo de elevar la tolerancia al estrés por salinidad (Khanna-Copra y Sinha, 1998).

Actividades enzimaticas elevadas de las enzimas SOD, ascorbato peroxidasa, catalasa y
glutation reductasa fueron reportadas por varios autores en genotipos tolerantes a estreses
como altas temperaturas, sequia y salinidad (Sairam et al., 1997; Sairam et al., 2000;
Sairam et al., 2004).

Un incremento en las actividades SOD, peroxidasas, glutation reductasa, catalasa fueron
encontradas por varios autores en respuesta a estrés salinidad asi como una elevada
actividad antioxidante en especies y variedades tolerantes (Sairam y Srivastava, 2002)
reportaron comparativamente elevadas actividades de Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, ascorbato
peroxidasa y glutation reductasa en la fraccion cloropléstica y Mn-SOD en la mitocondrial
en genotipos tolerantes de trigo en respuesta a estrés salino. Estudios en plantas
transgénicas de tabaco muestran que la expresion incrementada de SOD induce tolerancia a
estreses abidticos como bajas temperaturas y estrés hidrico (Bohnert y Shevelera, 1998).



En semillas transgénicas de tabaco que sobreexpresan el gen que codifica para una
peroxidasa de la pared celular, son mas tolerantes al estrés salino durante la germinacion,
debido probablemente a una mejorada capacidad de retener el agua para la germinacion
como resultado de modificaciones fisicas de la permeabilidad al agua en la pared (Amaya et
al., 1999). Trabajos de transgénesis en varias especies de plantas que manifiestan una
reducida actividad catalasa mostraron una elevada sensibilidad al estés salino (Willekens et
al., 1997). Varios trabajos sobre transgénesis en plantas han corroborado que las plantas
con una supresion de las actividades de enzimas antioxidantes son hipersensibles al ataque
de patégenos y condiciones de estrés abidtico (Avsian-Kretchmer, et al., 2004). La
sobreexpresion por via transgenica en tabaco de los genes NtGST/GPX que codifican para
las enzimas glutation-S-transferasa y glutation peroxidasa, mejoraron la resistencia al estrés
salino debido a la eliminacion de las ERO vy la prevencion contra los dafios en membrana
(Roxas et al., 1997).

Influencia de la salinidad en la organogénesis directa

Particularidades e importancia de la micropropagacion

Las células somaticas de cualquier tejido podrian formar tallos, raices o embriones
somaticos, gracias a su propiedad de titipotencia y de acuerdo con la competencia que
posean Y al estimulo que reciban. La micropropagacion es una via directa de organogénesis,
donde las células se vuelven componentes para responder a cierto tipo de estimulo
organogeénico sin pasar por la fase de desdifernciacién de la organogeénesis indirecta.

La micropropagacion o multiplicacion vegetativa in vitro ha adquirido una gran
importancia en los Gltimos afos, en el campo de la produccion de plantas ornamentales
(Castelblanque et al., 2008), en plantas forestales y fruticolas de dificil propagacion,
ademas de plantas raras o endémicas en peligro de extincion, asi como en la conservacion
de germoplasma. Frente a las técnicas de propagacion convencionales, las técnicas de
cultivo celular suelen ofrecer mayores tasas de multiplicacién, tiempos de reproduccion
mas cortos, requieren menos espacio y esto se traduce en general en un menor costo y
mayor eficacia.

La micropropagacion o propagacion masiva es una rama de los métodos de mejora y
produccién de semillas, aplicadas en trabajos de cultivo in vitro Esta biotenologia abarca
desde el cultivo de apices hasta la produccion de embriones somaticos en fermentadores y
la formacion de semilla artificial. Es la tecnologia mas empleada y con resultados muy
positivos. El saneamiento de patégenos especialmente virus es una de las grandes
ventajas de estas técnicas y es por eso que Se requiere un estrecho trabajo entre
biotecndlogos, virdlogos, bioquimicos, etc., para el desarrollo dptimo de estas técnicas.

La micropropagacion estd indicada cuando los métodos convencionales son lentos, no
convenientes, o imposibles, cuando es necesaria una rapida multiplicacion de genotipos
seleccionados, o cuando es necesaria la produccion de plantas libres de patdgenos y la
termoterapia no es aplicable.

% Ventajas de la micropropagacion



o Miniaturizacion, ahorro de espacio, costes, labores. Las plantas cultivadas in vitro
tienen un tamafio reducido, por lo que pueden cultivarse con una gran densidad,
centenares de plantas por metro cuadrado de estanteria, o que supone un ahorro de
espacio, de superficie de viveros, de costes de mantenimiento y de labores.

o Mantenimiento del cultivo en condiciones asépticas, y con garantia de
mantenimiento del estado sanitario de las plantas durante su cultivo in vitro.

o Produccion durante todo el afio, al ser controladas las condiciones ambientales,
aunque es necesario ajustar el trasplante a vivero desde el invernadero a la época
adecuada.

o Intercambio a través de fronteras, facilitado por la miniaturizacion y por el control
de las condiciones sanitarias.

En Espafia se pone a punto es uso de las biotecnologias en citricos mejorando
genéticamente los cultivares de limoneros, hacia clones tardios de la variedad 'Fino' con
diversos cruzamientos, la obtencion de variedades triploides es el camino mas prometedor
para conseguir nuevas variedades sin semillas”. Los protocolos de micropropagacion
juegan un papel importante en el proceso de mejora, de patrones de citricos, pues se ha
demostrado particularmente atil para producir material de plantacion de alta calidad y
exento de enfermedades. De esta manera, se asegura una produccion uniforme de planta, ya
que son plantas clonales, la cual puede ser continuada a lo largo de todo el afio y es
independiente de la disponibilidad de semilla.

Caracteristicas generales de la micropropagacion

I. Es una propagacion vegetativa, por medio de la estimulacion de la induccién de yemas
axilares que daran lugar a nuevos brotes que, una vez enraizados, formaran las nuevas
plantas. Es una propagacién masiva, ya que la formacion de yemas puede ser estimulada en
gran nimero y en corto espacio de tiempo. Ademas es una propagacion clonal, ya que la
formacion de yemas axilares asegura la produccion de plantas conformes genéticamente al
tipo original.

I1. Es una propagacion in Vitro, porque tiene lugar en frascos de cultivo (originalmente de
vidrio, aunque actualmente se emplea el plastico cada vez mas), y con medios de cultivo
definidos en los que se controla la composicién y concentracién de sus componentes. Tiene
lugar fuera del ambiente natural, en camaras de cultivo donde son controladas las
condiciones ambientales (luz, temperatura, humedad relativa) a unos niveles 6ptimos para
el crecimiento.

I1l. Se mantienen las condiciones asépticas, en todas las manipulaciones, evitando las
contaminaciones por hongos o bacterias que proliferarian con rapidez en el medio de
cultivo afectando negativamente al cultivo de tejidos. Para ello es esencial la esterilizacion
del material vegetal y de los frascos y medios de cultivo.

Las micropropagacion in vitro esta fuertemente influenciado por diversos factores que
pueden limitar el éxito de esta actividad:

++ Factores ambientales:



Se traduce en reproducir las condiciones naturales mas favorables. La luz interesa en
distintos aspectos: la intensidad, el fotoperiodo y la calidad espectral. La luz es necesaria,
fotomorfogénesis tenga lugar y se produzcan brotes de aspecto normal. Intensidades de
1000 a 3000 lux (unos 35 umol m"2 s"1) son suficientes para un desarrollo normal. El
fotoperiodo en las especies frutales debe responder a los cambios de duracion del dia con el
crecimiento (primavera) o el reposo (otofio), asi que conveniente proporcionar (fotoperiodo
de dia largo), generalmente de 16 horas. Aunque la calidad de la luz puede determinar
diferentes respuestas morfogénicas por medio del fitocromo, la experiencia demuestra que
la luz de tubos fluorescentes de luz blanca (cool white), pobre en longitudes de onda larga,
es suficiente para obtener buenos crecimientos. La temperatura se regula en tomo a los 22-
25 °C, pero durante el periodo iluminado, en el interior de los frascos de cultivo es
ligeramente superior (1-2 grados) debido al efecto invernadero y estanqueidad casi total
necesarias para mantener la asepsia.
% Factores nutritivos.

El medio basal mas utilizado y comun es el planteado por Murashige (1962), en el cual las
concentraciones de sales son elevadas y produce un rapido crecimiento en la mayoria de los
cultivos. Este medio puede servir de soporte del explante el cual debe mantener la polaridad
y aireacion de los tejidos. Los reguladores de crecimiento principales: auxinas y
citoguininas, y ocasionalmente también se encuentra el acido giberélico.

La diferenciacion de un tejido in vitro estd regulada por el equilibrio entre auxinas y
citoquininas, de manera que si predominan las auxinas se forman raices, y si predominan
las citoquininas se forman yemas que daran lugar a brotes. Los reguladores de crecimiento
mas utilizados son el acido indolbutirico (IBA), una auxina, y la benziladenina (BA), una
citoguinina.

En estudios realizados en tegasaste (Chamaecytisus proliferus L.) var. Palmensis, encontrd
que, el nomero méaximo de yemas axilares que proliferaron y alargaron por vastago, se
logré en presencia de BAP combinada con ANA o AIA, a concentraciones entre 10° y 2 x
10" molar.

Fases de la micropropagacion

Los principios basicos de la técnica de la micropropagacion son iguales en los diferentes
tipos de plantas, y fueron descritos acertadamente por Murashige (1974) en un esquema, ya
clasico, que consta de tres fases diferenciadas, con requerimientos nutritivos, hormonales y
ambientales diferentes:

% Fase I. Establecimiento in vitro
El inicio del cultivo es una fase muy delicada en la que la porcién de tejido vegetal que
sirve de inoculo (explanto) debe sobrevivir al aislamiento del resto de la planta original y
comenzar el crecimiento in vitro. El medio de cultivo debe proporcionar al explanto todo lo
que necesita para vivir y desarrollarse: nutrientes (sales minerales y compuestos organicos
como azUcares y vitaminas) y reguladores de crecimiento que estimulen su desarrollo. Dos
factores son particularmente importantes en el establecimiento del cultivo; el explanto y la
esterilizacion. La eleccién del tipo de explanto puede ser determinante para el éxito del
establecimiento del cultivo. En frutales, se han utilizado apices de tallo y las yemas



axilares, en los que los meristemos apicales mantienen las caracteristicas genéticas de la
planta original y son capaces de continuar su crecimiento. En estudios de
micropropagacién, encontraron que explantes a partir de secciones de nudo se
contaminaron en mayor porcentaje en comparacion con las yemas extraidas de las cepas, se
observo a los siete dias; a los nueve dias se contaminaron todos los explantes excepto en
las yemas extraidas de las cepas cultivadas en medio. Otro aspecto importante es el tamafio,
es decir, la cantidad de tejidos que acompafan al meristemo y que juegan un papel nutritivo
y de proteccion a los tejidos meristematicos. Pero cuanto mayor sea el explanto, mayores
posibilidades de introducir bacterias o esporas de hongos existentes en la planta original,
aunque también es mayor la probabilidad de supervivencia por lo que hay que tomar una
decision de compromiso. Habitualmente se toman yemas apicales y nudos de ramas con
una yema axilar, o yemas aisladas en las que por disecciéon se eliminan los catafilos
exteriores y se dejan unos pocos esbozos foliares. En el caso de que el objetivo sea la
eliminacién de enfermedades viréticas, es necesario reducir el tamafio a 0.1-0.5 mm para
asegurarnos de tomar solo tejidos meristematicos libres de virus, por lo que las dificultades
técnicas para la supervivencia del explanto aumentan considerablemente. Ademas, hay que
considerar el estado de la planta origen, no sélo de su estado sanitario, sino del grado de
desarrollo (juvenil o adulto) y de crecimiento (reposo o crecimiento activo). Es aconsejable
partir de plantas pre-acondicionadas, en crecimiento activo bajo condiciones de invernadero
0 cadmara, en las que podamos conocer la "historia™ reciente de la planta y situarla en las
mejores condiciones. A este acondicionamiento de las plantas se le ha denominado también
fase 0 de la micropropagacion.

¢ Fase Il. Multiplicacion de propagalos
La fase del establecimiento del cultivo termina cuando logramos tener cultivos en
crecimiento. Entonces es preciso estimular la induccion de yemas que, al crecer, formen
nuevos brotes. Estos brotes (propagulos) pueden ser separados y colocados en frascos con
medio de cultivo nuevo en cada subcultivo. Al repetir el proceso indefinidamente se obtiene
una rapida multiplicacion del niamero inicial de brotes, teéricamente segiin una progresion
geométrica. Dos aspectos principales afectan a la multiplicacion: el tipo de yemas inducidas
y los subcultivos. Segln la concentracion y el tipo de reguladores del crecimiento
(principalmente citoquininas) y el explanto utilizado, podemos inducir dos tipos de yemas:
axilares, que provienen de meristemos preexistentes derivados del meristemo apical,
estables genéticamente, y que conservan la conformidad genética con la planta origen; y
adventicias, derivadas de tejidos somaticos, principalmente de tejidos desorganizados
(callo), y que no son estables genéticamente, pudiendo obtener aberraciones que den lugar a
variabilidad genética, no deseada en la propagacion clonal. Por lo que debe evitarse la
formacion de yemas adventicias (Marin, 1997).

+«» Fase 1. Restablecimiento de las plantas a suelo
Una vez obtenidos los brotes, si han alcanzado un tamario que los haga manejables (unos 2
cm o0 mas). Ademas, sera necesario provocar la aparicion de raices para regenerar la planta
completa. El enraizamiento, puede realizarse in vitro, pasando los brotes individuales a un
medio con alta concentracion de una auxina (generalmente IBA a 1-3 mg/l) y sin
citoquininas, durante un periodo corto de induccidn de raices, para ser pasados luego a otro
de desarrollo sin reguladores de crecimiento. También es posible realizar el enraizamiento
in vivo, fuera de los frascos de cultivo, tratando a los brotes como microestaquillas y



aplicandoles tratamientos de auxinas, bien hundiendo la base en auxina en polvo, bien
sumergiéndolas en una solucién acuosa. Las ventajas del enraizamiento in vivo son
evidentes, ya que se simplifica el método y disminuye el trabajo, las manipulaciones y el
costo por planta. Posteriormente las plantas regeneradas deben sufrir un proceso de
aclimatacion que las adapte al ambiente exterior, con menor humedad relativa, mayor
intensidad luminosa y pasando de un modo de nutricion heterétrofo a otro autétrofo.
Durante este proceso, las plantas regeneradas son trasplantadas a tineles de plastico para la
aclimatacion en los que se mantiene una elevada humedad relativa para evitar la
desecacion, exponiéndolas diariamente a un ambiente con baja humedad relativa durante
periodos de tiempo crecientes, permitiendo la recuperacion de las plantas y estimulando las
adaptaciones fisioldgicas y anatdbmicas necesarias para controlar la pérdida de agua. La
pérdida de agua moderada y controlada que sufren durante el proceso de aclimatacion
estimula el transporte a través de las raices y del xilema de agua a los tejidos foliares,
compensando la pérdida sufrida, pero también estimula el crecimiento de nuevas hojas, que
pueden ser observadas en un corto plazo de una semana. En un plazo de 5 a 6 semanas las
plantas pueden posteriormente pasar una temporada breve en umbraculo antes de ser
trasplantadas a cajonera o vivero (Marin, 1997).

Limitaciones de la micropropagacion

La experiencia de la micropropgacion demuestra que se plantean unos problemas
especificos en cada fase que limitan los potenciales resultados espectaculares. Las
limitaciones ocurren tanto en el establecimiento del cultivo, como en el restablecimiento de
las plantas al suelo. Durante la etapa inicial puede ocurrir; crecimiento lento o "“cero”,
contaminacion del cultivo, exudados que oscurecen el medio, debidos a la produccion y
liberacion de compuestos fendlicos como respuesta a las heridas y al proceso de
esterilizacion, vitrificacion o hiperhidricidad de los tejidos, desorden fisioldgico que reduce
el crecimiento y multiplicacion de los brotes, de origen complejo y dificil de predecir.

Las posibilidades tedricas predicen una multiplicacion de los brotes segin una progresion
geométrica, cuya Unica limitacién seria la falta de capacidad para manejar un nimero muy
elevado de cultivos.

En la fase de restablecimiento de las plantas a suelo. Bajos porcentajes de enraizamiento,
que en especies dificiles todavia se desconoce la causa. EI complejo metabolismo de la
auxina, la existencia de una fase sensitiva y otra inhibidora y la interaccion con el estado
fisioldgico de la microestaquilla pueden tener un papel importante. También podria ocurrir
la produccion de planta no utilizable, bien por tener poco tamafio y por lo tanto dificil de
manipular, bien por ser de baja calidad, con pocas probabilidades de adaptarse durante la
aclimatacion (Marin et al., 1999).

La micropropagacion y la mejora de especies

La productividad de la micropropagacion en muchas especies y cultivares de orquidea ha
sido la base de la prospera industria mundial productora de vitroplantas (Murashige, 1974);
en plantas ornamentales como orquideas se ha realizado muchos estudios sobre las
metodologia a utilizar y los estimulos adecuados (combinaciones hormonales) para el
aumento de numero de brotes axilares utilizando diferentes explantes como apices
caulinares.



Por otra parte en las especies frutales conformadas por plantas perennes que son
propagadas vegetativamente. Suelen alcanzar gran tamarfio, tener periodos juveniles largos,
reposo invernal y un periodo productivo prolongado, y con pocas excepciones, como la
fresa o el platano, son lefiosas.

Muchas tienen polinizacion cruzada por ser auto incompatibles, y son altamente
heterozigoticas, siendo algunas especies, hibridos interespecificos y poliploidescomplejos,
por lo que se propagan vegetativamente para evitar que la recombinacion genética,
inevitable en los cruzamientos sexuales, desestabilicen las combinaciones de caracteres
obtenidas mediante la seleccion.

Por otra parte, las técnicas se han adaptado para la aplicacion comercial de la
micropropagacion. Como las variedades frutales se propagan vegetativamente por injerto
de yema, la micropropagacién tendra aplicacion principalmente en el caso de los patrones,
generalmente propagados por técnicas tradicionales como el estaquillado.

La mayoria de los trabajos realizados en especies forrajeras ha sido para la propagacion
masiva, las investigaciones realizadas en base al mejor medio basal de soporte y el tipo de
explante mas adecuado y las combinaciones hormonales; tal es el caso de leguminosas
Tagasaste Chamaecytisus proliferus (L.) Link subsp. Proliferus (Christ.) var. Palmensis,
una planta endémica canaria, interesante como forrajera, de porte arbustivo alto, en el que
se aplica las técnicas de microprapagacion para obtener mayor nimero de brotes en los
medios méas adecuados de combinacion de citoquininas-auxinas, y optimizar el proceso de
enraizamiento.

El cultivo de tejido ha sido en los Gltimos afios la técnica més eficiente para la propagacion
masiva del vetiver (Vetiveria zizanioides L. Nash), ya que no produce semillas viables, se
reproduce asexualmente (por medio de hijos, vastagos y renuevos). Es de gran importancia
por su amplio uso, como proteccidn de suelos contra la erosion, fitoremediador, esta planta
produce un aceite que es utilizada en la industria de perfumeria, ademas tiene grandes
cualidades como planta medicinal por lo que es considerada como planta milagrosa en
Tailandia.

Efecto de la salinidad en la organogénesis directa de plantas.

Una alternativa para estudiar la influencia de las sales sobre el crecimiento y desarrollo de
las plantas es el cultivo de fragmentos nodales con yemas axilares o apicales en medios
inductores de organogénesis directa.

La micropropagacion ha sido utilizada para estudiar los efectos de altas concentraciones
salinas sobre el contenido y la actividad ascorbato peroxidasa en Morus alba cv. Khonpai,
variedad tolerante a la salinidad. Multiples brotes de un cultivar fueron crecidas en medios
con concentraciones crecientes de NaCl. Al incrementarse el NaCl hasta 150 mM se
produjo una ligera reduccion del crecimiento, el cual fue completamente inhibido
produciéndose necrosis del tejido foliar para 200 mM de NaCl (Harinasut et al., 2000).



La influencia del NaCl en la brotacion de segmentos nodales ha sido estudiada en diferentes
cultivos como Solanum tuberosum (Gomez-Galera et al., 2006), en Saccharum officinarum
(Akhtar et al., 2004) y en la especie forrajera Chloris gayana Kunth. En el caso de la papa,
la formacion de raices fue estimulada para concentraciones de 30 mM de NaCl, mientras
que para concentraciones mayores el crecimiento no se afect6. Sin embargo, la salinidad
fue mas perjudicial para el desarrollo de raices que de brotes. En el caso de la cafia de
azucar el ritmo y porcentaje de emergencia de los brotes, la longitud y masa seca de tallos y
raices y el numero de raices nodales decrecié con el aumento de las concentraciones de
NaCl. La habilidad de tolerar la salinidad fue atribuida al desarrollo de una mayor masa
radical y mayor concentracion de nutrientes en el genotipo tolerante (Gomez-Galera et al.,
2006). Los estudios en Chloris gayana Kunth sugirieron a sus autores Kunth Cdrdoba et
al., (2001) que los cambios en la capacidad de las raices para metabolizar las reservas
pudieron tener mayor influencia en que la propia capacidad para reservar las sustancias en
el control de la elongacidn de las raices.

La etapa de micropropagacion puede ser la etapa culminante de una estrategia de mejora en
la que una vez obtenida los clones tolerantes, estos sean micropropagados para aumentar el
namero de individuos.

Conclusiones

El cultivo in vitro constituye una técnica biotecnoldgica de gran importancia como apoyo
en la busqueda de somaclones tolerantes a salinidad de leguminosas forrajeras. El aporte
fundamental se basa en la posibilidad de regenerar clones de plantas de elevada resistencia
a estrés salino y la micropropagacion acelerada, para la obtencion de grandes volumenes de
plantas con caracteristicas deseables. Por otra parte, la induccion de mutaciones a partir de
los medios de cultivo, brinda la posibilidad para una seleccion de los regenerantes de mayor
tolerancia a este estrés abidtico a partir de la variabilidad genética que se puede lograr por
esta via. Stylosanthes guianensis constituye una especie promisoria para el su mejora por
cultivo in vitro, ensayos posteriores con este cultivar permitird la obtencidén por via
organogénica de somaclones tolerantes de alto valor en la ganaderia.
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