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Introduccion

La aptitud para la multiplicacién vegetativa puede ser considerada como una potencialidad
fundamental de los vegetales. Esta multiplicacién vegetativa depende de la existencia de los
meristemos, que son masas de células en proliferacion que dan lugar a tejidos (meristemos histogenos,
tales como el cambium o los meristemos intercalares) o a 6rganos (meristemos organdgenos, como los
meristemos primarios de la raiz o del tallo). La existencia de multiples puntos vegetativos terminales
o axilares asegura la supervivencia en caso de destruccion parcial de la planta, por lo que puede ser
contemplada como un fenomeno adaptativo a un medio con gran cantidad de organismos que se
alimentan directamente de drganos vegetales y donde los estreses abidticos pueden causar la muerte

de un gran numero de 6rganos y tejidos vegetales.

El cultivo in vitro puede definirse como el cultivo en medio nutritivo, bajo condiciones esté-
riles, de plantas, semillas, embriones, 6rganos, explantes, tejidos, células y protoplastos de plantas
superiores. Por tanto, las técnicas de cultivo de tejidos vegetales implican el aislamiento de protoplas-
tos, embriones, células o pequefios fragmentos de tejido vegetal vivo denominado explante o explanto
y su cultivo en un medio nutritivo adecuado en condiciones controladas y asépticas. EI medio de

cultivo suele contener sales minerales, azucares, vitaminas y hormonas.

El desarrollo de las técnicas de cultivo in vitro ha originado un gran impacto en las investiga-
ciones biotecnoldgicas de las plantas. Ademas de su utilidad para el estudio del crecimiento y desa-
rrollo vegetal, tienen gran importancia econdmica por sus aplicaciones a la propagacion de plantas
a escala industrial y a la obtencion de hibridos y plantas transgénicas, de gran interés en programas
de mejora genética vegetal, asi como para la obtencion de metabolitos secundarios, importantes en la

industria agroalimentaria, farmacéutica y quimica.



Cuando un explante se situa en un medio adecuado se desarrolla una masa indiferenciada de
células con caracteristicas meristematicas denominada callo, que puede mantenerse casi indefinida-
mente como tal. De éste pueden obtenerse trozos para ser repicados en medio fresco para su conser-
vacion. Esto es lo que se conoce como subcultivo, que conviene realizar entre 2 y 8 semanas para
evitar la degeneracion celular y mantener el cultivo con sus caracteristicas iniciales. La estructura del
callo puede ser friable cuando las células estan asociadas unas a otras de manera relativamente laxa;
o compacta, si las células se agregan mas densamente. De los callos friables pueden obtenerse facil-

mente cultivos de células en suspension, mediante agitaciéon en medio liquido.

Cuando se transfiere el callo a un medio adecuado para la regeneracion, se puede inducir
la formacion de vastagos caulinares o de raices (organogénesis) o embriones somaticos. En ambos
casos, pueden ser transferidos a un medio que permita la obtencion de plantulas susceptibles de ser

cultivadas ex vitro.



Laboratorio, condiciones de cultivo y material.

Para el cultivo in vitro se debe disponer de un equipamiento adecuado al tipo de cultivo y a los
objetivos que se persigan. En términos generales, el laboratorio debe disponer de una zona protegida,
dotada de una camara de flujo laminar. Son también necesarios camaras de cultivo, con control de
temperatura e iluminacion, con alternancia de luz y oscuridad; pequefias camaras para cultivos inde-
pendientes; autoclave para esterilizacion de medios de cultivo; balanzas de diferente grado de preci-
sion; refrigeradores; estufas; agitador magnético; medidor de pH; lupas binoculares y microscopios;
una gran variedad de material de vidrio y de plastico para la siembra y cultivo, preparacion de medios,
ensayos, etc.; y una apropiada coleccion de productos quimicos, de acuerdo al programa de trabajo
que se desea desarrollar. No todos los elementos son estrictamente necesarios. Por ejemplo, si se tra-

baja a pequena escala el autoclave puede ser sustituido por una olla a presion de suficiente tamafio.

El uso de camara de flujo laminar es muy conveniente para evitar contaminaciones en la mani-
pulacion y siembra del material vegetal, y resulta imprescindible en los laboratorios de investigacion
o comerciales. En estas camaras el aire se toma del exterior y se hace pasar a través de un filtro de
poro muy fino, antes de que llegue a la mesa de inoculacion. Este sistema de filtrado asegura que el
flujo de aire sobre la mesa de trabajo es completamente estéril (este flujo, al ser laminar, da nombre
a la camara) e impide que ninguna particula contaminante pase al material desde el aire de la habita-
cion. En los laboratorios importantes la camara se sittia en una habitacion que se mantiene estéril y
libre de polvo mediante un sistema de filtros y ademas esta presurizada, de manera que el aire externo
no pueda entrar. Normalmente poseen lamparas de luz ultravioleta (UV) para esterilizar el area de
trabajo cuando no se trabaja en la cdmara. Como normas generales de utilizacion de la camara de

flujo laminar:



— limpiar periddicamente los filtros y reemplazarlos una vez al afo.

— Conectarla 15 minutos antes de su uso y asegurase que las lamparas UV estan apagadas.

— Antes de trabajar con material aséptico, es muy conveniente lavarse las manos con agua y
jabon y después con alcohol de 96°.

Evitar introducir material infectado o contaminado.

Controlar la interrupcion o inversion del flujo de aire.

Evitar introducir la cabeza en el interior de la camara.

Para su limpieza utilizar alcohol de 96° y no de 70° que deja gotitas de agua, o bien esprais

desinfectantes comerciales, tipo Biocidal ZF™ u otros.

En algunos laboratorios incluso se utilizan ldmparas ultravioleta durante la noche para es-

terilizar el desinfectar el aire.

Composicion de los medios nutritivos.

Nutrientes inorganicos: Los elementos minerales son muy importantes para la vida vegetal,
al ser constituyentes de moléculas esenciales de la estructura y metabolismo celular. Ademas del C, H
y O, 13 elementos son esenciales para el normal crecimiento de las plantas: nitrogeno, fosforo, azufre,
calcio, potasio, magnesio, hierro, manganeso, cobre, zinc, boro, molibdeno y niquel. Entre ellos, los
seis primeros se requieren en comparativamente mayor cantidad (superior a 0.5 mmol/L de acuerdo
con la International Association for Plant Physiology) y son llamados por ello, macroelementos.
Los restantes son necesarios en cantidades inferiores a 0.5 mmol/Ly se denominan microelementos.
Cualitativamente, las necesidades en estos nutrientes inorganicos son bastante constantes para el cre-

cimiento in vitro de los tejidos vegetales.

a) Macronutrientes:

Nitrégeno: Influye sobre la tasa de crecimiento; esencial para la formacion de acidos nu-
cleicos, aminodacidos, proteinas, clorofilas y hormonas. Indirectamente afecta al crecimiento por su
influencia sobre el pH del medio. En forma de NH," es necesario para la embriogénesis somatica en

cultivos de callo y células en suspension.

Fésforo: Abundante en tejidos meristematicos y en crecimiento rapido; esencial en procesos
energéticos (fotosintesis y respiracion); importante en enlaces diéster que estabilizan dcidos nucleicos

y fosfolipidos de membrana.

10



