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RESUMEN. Los frutales constituyen hoy en dia una fuente inagotable de riquezas, no
solo por su aceptacion en varias regiones del mundo, sino también por los elementos
nutritivos que aportan a la salud humana. A nivel mundial, existen frutales con muy
bajas poblaciones y, en ocasiones, son casi nulas, debido a la poca atencién en las areas
donde estas especies son cultivadas, su débil variabilidad genética y la dificil
propagacion, por las caracteristicas especificas que presentan muchas de estas especies.
La propagacion natural de los frutales lefiosos es generalmente mediante semillas, las
que frecuentemente se producen en poca cantidad y son fuertemente dafiadas por
parésitos y depredadores, razon por la cual es un factor limitante para la obtencion de
material para futuras plantaciones. Las técnicas biotecnoldgicas pueden jugar un rol
importante, para el suministro adecuado de vitroplantas como material de plantacion. La
germinacion in vitro posibilita dicho proceso en condiciones asépticas y controladas en
cualquier época del afo, permitiendo disminuir el proceso de germinacion asi como
obtener plantulas en condiciones fitosanitarias apropiadas para trabajos de cultivo in
vitro. Sin embargo, para el establecimiento exitoso de estas especies, se hace necesario
prevenir y controlar la contaminacion microbiana y oxidacion fendlica, ya que
constituye uno de los problemas mas graves en la micropropagacion de frutales lefiosos.
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ABSTRACT. Nowadays, fruit trees constitute an inexhaustible source of wealth, not
only for its acceptance in various regions of the world but also for the nutrients they
contribute to human health. Fruit tree populations are very low all over the world; even
they are sometimes almost inexistent, since these cultivated areas are poorly attended,
besides their weak genetic variability and hard propagation, as a result of the specific
characteristics of many of these species. The natural propagation of woody fruit species
is usually by seeds, which are often released in small amounts and strongly damaged by
pests and predators; therefore, it is a limiting factor for obtaining future planting
material. Biotechnological techniques can play an important role for the adequate
supply of vitroplants as planting material. /n vitro germination makes this process
possible under aseptic and controlled conditions at any season of the year, enabling to
reduce germination process and obtain seedlings under appropriate phytosanitary
conditions for in vitro culture studies. However, for the successful establishment of
these species, it is necessary to prevent and control microbial contamination and
phenolic oxidation, as it is one of the most serious problems in woody fruit tree
micropropagation.
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Los frutales constituyen hoy en dia una fuente inagotable de riquezas, no solo por su
aceptacion en varias regiones del mundo, sino también por los elementos nutritivos que
aportan a la salud humana (1). A nivel mundial, existen frutales con muy bajas
poblaciones y, en ocasiones, son casi nulas, debido a la poca atencién en las areas donde
estas especies son cultivadas y a la dificil propagacion, por las caracteristicas
especificas que presentan muchas de estas especies (2).

Es conocido que muchas especies, entre ellas las sapotaceas, se encuentran en una
dificil situacion, llegdndose a considerar potencialmente amenazadas, por la gran
pérdida que cada ano sufren las pocas areas destinadas a ellas, las cuales han quedado
reducidas al estrecho marco de patios y jardines de viviendas (3).

Muchas de las especies de arboles tropicales que se cultivan extensivamente se
propagan por medio de semillas; sin embargo, no todas las especies valiosas producen
semillas que puedan utilizarse facilmente para este proposito. Muchos arboles tropicales
florecen y fructifican esporadicamente o producen cantidades pequefias de semillas, que
con frecuencia son fuertemente dafiadas por parasitos y depredadores (4). Muchas de
ellas son de tipo recalcitrante, de vida corta, fragil y dificil de manejar o almacenar.
Algunas requieren condiciones peculiares de germinacion que son desconocidas,
dificiles de obtener en un vivero o en una camara de germinacion; ademas, las plantulas
que se obtienen de las semillas de los arboles tropicales a veces necesitan mucho tiempo
para crecer y su maduracion puede tomar toda una vida (5), razon por la cual en plantas
lefiosas se recurre frecuentemente a la seleccion clonal o vegetativa, pues las practicas
de entrecruzamiento, hibridacion y seleccion que se utilizan en los cultivos de plantas
anuales son dificiles de aplicar y solo se obtienen resultados a muy largo plazo (4).

La micropropagacion y propagacion vegetativa permiten emplear técnicas de seleccion
y mejoramiento de las caracteristicas favorables de estas plantas por medio de la
seleccion clonal (6). Las caracteristicas que pueden mejorarse cubren un amplio rango
de posibilidades; por ejemplo, la resistencia de las plantas a las variaciones de
temperatura, la sequia, a crecer en suelos pobres o con caracteristicas desfavorables,
como acidez o alcalinidad excesiva, salinidad alta o saturaciéon de humedad. También
puede mejorarse el rendimiento del forraje y los frutos, su sabor y calidad nutricional, la
velocidad de crecimiento, calidad de la madera producida y concentracion de
compuestos secundarios valiosos como: sustancias quimicas, latex, gomas, etc. (4).
Ademads, permite la obtencién de cultivares totalmente libres de agentes patdgenos,
incluidos los virus y obtener semillas artificiales por medio de la técnica de
embriogénesis somatica y encapsulado (7).

Actualmente, las técnicas de cultivo in vitro se estan aplicando al desarrollo de una serie
de especies frutales de clima subtropical, dentro de ellas la chirimoya (Annona
cherimola Mill.), el aguacate (Persea americana Mill.), el mango (Mangifera indica
L.), la carambola (Averrhoa carambola L.), el litchi (Litchi chinensis Sonn.) y la papaya
(Carica papaya L.), entre otras. El cultivo de meristemos, anteras y embriones cigoticos
y somaticos han sido los mas empleados para la multiplicacion, el rescate y la
conservacion de estas especies (8).

En general, la aplicacion de métodos de cultivo de tejidos se considera la forma mas
efectiva para obtener poblaciones morfologicas y genéticamente estables de frutales (9).
Pero para ello se hace necesario establecer métodos eficientes para el control de la
contaminacion microbiana y oxidacion fendlica, pues son las principales dificultades
que se presentan durante la fase de establecimiento, debido precisamente a las
caracteristicas propias de los arboles frutales y explantes a utilizar (10); dentro de ellos



las semillas, material cominmente utilizado con estos fines, al cual es necesario prestar
especial atencion.

INFLUENCIA DE LA LATENCIA Y EL ALMACENAMIENTO PROLONGADO EN
LA GERMINACION DE SEMILLAS ORTODOXAS Y RECALCITRANTES

La semilla es uno de los principales recursos para el manejo agricola y silvicola de las
poblaciones de plantas, la reforestacion, conservacion del germoplasma vegetal y
recuperacion de especies valiosas sobre-explotadas (4).

Existen diferentes clasificaciones de semillas, segin la duracién potencial de su
viabilidad (11). En este sentido, las semillas de frutales lefiosos se clasifican en
ortodoxas y recalcitrantes.

Las semillas ortodoxas son aquellas que se caracterizan por resistir la desecacion por
debajo del 5 % del contenido de humedad y poder ser almacenadas a largo plazo (4). La
latencia morfologica y morfofisioldgica es uno de los principales factores que afecta la
germinacion de este tipo de semilla y ha sido reportada en diversos géneros y especies
de la familia Annonaceae (12). La latencia morfolégica ocurre en semillas con
embriones rudimentarios y laminares, en las cuales la mayoria de la simiente esta
ocupada por el endospermo y el embridon corresponde aproximadamente al 1 % del
volumen de la unidad de propagacion sexual (13), mientras que en la latencia
morfofisiologica, adicionalmente al embrién rudimentario, un mecanismo fisioldgico
inhibe la germinacién de la semilla (12, 14), por lo que hay que emplear protocolos de
estratificacion (15), que en algunos casos pueden reemplazarse por la aplicacion de
acido giberélico (AGs).

Se ha reportado latencia morfoldgica en especies de andn de los géneros Cyathocalix,
Rollinia, asi como en las especies Annona squamosa y Annona cracifolia, y
morfofisiologica en taxa de los géneros Goniothalamus, Mitrephora, Monocarpia,
Paeaunthus, Polyanthia, Xylopia, Unonopsis y Annona, especificamente en Annona
coriaceae y Annona spraguei (12).

Se plantea que el embrion de las semillas de chirimoya es rudimentario y muy pequefio,
entre 3 y 4 mm (16). En correspondencia con esto, algunos informaron en Annona
crasiflora, especie con latencia morfoldgica, un crecimiento de los embriones desde un
tamafo inicial de 1,6 hasta 6,0 mm previo a la germinacion (17). Cabe sefialar que en un
estudio anatémico de algunas Annona, entre ellas la guandbana, se observd que los
embriones, cuando tienen alrededor de 3 mm, presentan un patréon de organizacion
definido, sin que se aprecie un tejido meristematico visible entre los dos cotiledones en
el apice; este es evidente en la parte terminal del epicoétilo al lograr el embrion 7 mm,
pero aun las células son inactivas en cuanto a elongacion y division (18). Lo anterior
evidencia la necesidad del crecimiento de los embriones, hasta alcanzar un tamafio en el
que puede tener lugar la germinacion, lo que implica que las células meristematicas
estén activas.

Contrario a las ortodoxas, las semillas recalcitrantes son aquellas que toleran la
deshidratacion entre 15 y 50 % de humedad (19), pero no pueden almacenarse por
largos periodos de tiempo, pues el embrion se contrae y se pierde su poder germinativo
(20). Especies como el nispero (Manilkara sapota L.), zapote (Pouteria sapota Jaqc.) y
canistel (Puteria campechiana Bahni.) poseen semillas con tales caracteristicas, es
decir, no mantienen el poder germinativo por un largo periodo una vez extraidas de los



frutos, lo que se debe a que las semillas recalcitrantes no estan condicionadas, ni
estructural ni fisioldgicamente, para resistir la desecacion ni el frio, y al tratar de
almacenarlas se presentan los siguientes problemas: dafios en la estructura celular
provocados por desecacion cuando su contenido de humedad se reduce por debajo del
20 %; dafios por congelacion provocados por la formacion de cristales al almacenarse
con altos contenidos de humedad y problemas asociados al almacenamiento hermético
en una condiciéon humeda, que puede provocar la falta de oxigeno y contaminacion
microbiana (21).

Algunos atribuyen este comportamiento en la familia Sapotaceae a la latencia de las
semillas y a dificultades con la absorcion de agua y oxigeno, que se oponen al
hinchamiento y crecimiento del embrion, lo cual se acentia con el periodo de
almacenamiento de las semillas, ya que los embriones reciben con mayor dificultad las
sustancias energéticas de reservas endogenas (22, 23).

De los escasos trabajos publicados, otros coinciden en que los bajos porcentajes de
germinacion que se logran en estas especies y la rapida pérdida del poder germinativo
se deben a la dréstica reduccion de humedad en la semilla (24). Algunos vinculan este
hecho con una coagulacion lenta de las proteinas del protoplasma y a que las sustancias
reguladoras que intervienen en la respiracion pierden su actividad; de este modo se
afecta la vitalidad del embrién y es por ello que a medida que aumenta el periodo de
almacenamiento disminuye el porcentaje de germinacion (25).

Este fendmeno se ha encontrado, incluso, en semillas ortodoxas como las de
Anacardium occidentale, donde los porcentajes de germinacion han resultado
superiores en el momento de ser cosechadas y sembradas, que posterior a su
conservacion durante periodos relativamente cortos (25). En correspondencia con lo
anterior, las semillas de la familia Sapotaceae deben ser almacenadas el menor tiempo
posible, pues en la medida que se incrementa su conservacion, se desecan con relativa
facilidad y se reduce su capacidad germinativa hasta desaparecer (26).

En la germinacion de la semilla del zapote no solamente influyen negativamente los
factores hasta ahora mencionados, pues con alta frecuencia se registran germinaciones
prematuras dentro del fruto, sin que se haya extraido su semilla. En este caso, el
embrion se dafia con extrema facilidad y al sembrarse la semilla no generara una planta.
En otras ocasiones, se han encontrado sintomas de un posible aborto embrionario, como
un intento de germinacion, pero acompaiado de un rapido necrosamiento que se inicia
por el extremo de la radicula (27).

Los problemas asociados a la propagacion por semillas constituyen factores limitantes,
para la obtencion del material requerido para las plantaciones y ante esta dificultad las
técnicas biotecnologicas pueden desempenar un papel importante, para garantizar ante
determinadas condiciones un suministro adecuado de vitroplantas como material de
plantacion (28).

CONTAMINACION MICROBIANA EN EL CULTIVO In Vitro DE CELULAS Y
TEJIDOS VEGETALES

El cultivo in vitro de tejidos vegetales resulta una herramienta potente, bésica y
necesaria, en la propagacion de plantas que presentan dificultad para multiplicarse
vegetativamente, abarcando una serie de técnicas para su manipulacion y control (28).
Bésicamente consiste en el cultivo sobre un medio nutritivo artificial en condiciones
asépticas. Asi, las plantas completas o partes de ellas (explantes), como: semillas,



embriones, organos, tejidos, células y protoplastos, pertenecientes a diversas especies
vegetales, son cultivadas in vitro. Dichas técnicas permiten controlar los procesos
fisioloégicos de crecimiento y desarrollo de la planta, como son: division celular,
germinacidn, brotacion, enraizamiento, floracion y fructificacion (8), ademds de que
pueden desempefiar un papel importante en el suministro adecuado de vitroplantas
como material de plantacion.

La contaminacién microbiana es uno de los problemas mdas graves en la
micropropagacion de especies vegetales a nivel mundial, produce cuantiosas pérdidas
de material, tanto en los trabajos de investigacion como en la micropropagacion
comercial. Puede tener dos origenes: a) microorganismos que colonizan la superficie o
el interior del explante (endofitos) y b) microorganismos introducidos durante la
manipulacion en el laboratorio (29).

Los contaminantes mas frecuentes en condiciones in vitro son los hongos, las bacterias
y levaduras (30, 31), denominados "vitropatdégenos", aunque también existen otros
menos frecuentes como los virus, viroides y microartrépodos (acaros y trips).

El término vitropatdogeno ha sido usado para aquellos organismos que no son
necesariamente patdogenos para las plantas en el campo, pero si son perjudiciales para
células, tejidos u organos cultivados in vitro, mientras que el término patdégeno ha sido
confinado para describir a un organismo que causa enfermedad a las plantas cultivadas
en el campo (32).

Se ha sugerido que los vitropatégenos pueden ser daflinos para el cultivo de tejidos
vegetales, ya que compiten con el explante por los nutrientes del medio y les producen
dafos directos e indirectos por la colonizacion de sus tejidos o liberacion al medio de
metabolitos toxicos (31), aunque en la actualidad no se encuentran muchos trabajos en
la literatura cientifica que expliquen el mecanismo de accion de los contaminantes, que
los hacen perjudiciales para las plantas in vitro (32). Algunos encontraron que la
inoculaciéon de plantas in vitro de Hemerocallis con la bacteria no patéogena
Lactobacillus platarum, un contaminante frecuente del cultivo de tejidos, causaba una
disminuciéon del coeficiente de multiplicacion, seguido de un rapido deterioro de los
cultivos (33). Ellos refirieron, ademas, que esto coincidio con el incremento del numero
de bacterias y la concentraciéon de 4cido lactico en el medio de cultivo. Ellos
demostraron que el efecto perjudicial de Lactobacillus plantarum era un resultado
directo de la produccion de acido lactico, mas que del efecto general de la disminucion
del pH. Los coeficientes de multiplicacion de plantas infectadas con contaminantes
bacterianos latentes pueden mantenerse inalterables, pero reiteradamente se ha referido
que decrecen (33, 34, 35). No obstante, en el cultivo de células y tejidos vegetales, el
efecto de la presencia de microorganismos no ha sido ampliamente examinado (36).

Las bacterias son los contaminantes in vitro mas comunes y ocasionan serios
problemas, porque pueden ser sistémicas asi como dificiles de detectar y eliminar (30,
31, 37). Estos microorganismos escapan a los efectos de los esterilizantes superficiales
y pueden ser inter o intracelulares. Entre los ultimos, se encuentran los virus, viroides y
muchos géneros bacterianos como: Agrobacterium, Bacillus, Corynebacterium,
Lactobacillus, Erwinia, Enterobacter y Pseudomonas (38). Su distribucion puede ser
localizada o sistémica por xilema o floema (39, 40). Estos contaminantes no se
manifiestan en los primeros subcultivos, ya que la alta presion osmotica, el pH y ciertas
hormonas de los medios de cultivo pueden inhibir su crecimiento. Debido a este efecto
inhibitorio, muchos microorganismos requieren un periodo de adaptacion a las nuevas
condiciones antes de manifestar su presencia; esto ocurre por lo general en la fase de
multiplicacion (37, 38).



Entre las principales fuentes de contaminacidon bacteriana se citan los explantes, el
ambiente de los locales de trabajo, los operadores y las técnicas deficientes de
esterilizacion. Ademads, los microorganismos pueden diseminarse por acaros, trips y
hormigas (30, 41, 42). El ambiente de los locales de trabajo es una fuente de
contaminacion, ya sea directa o indirectamente. Se plantea que a través de las corrientes
de aire, las particulas del suelo cargadas de esporas y células de microorganismos son
arrastradas y penetran por los acondicionadores de aire, son transportadas e introducidas
por el hombre y permanecen en el ambiente por condiciones higiénicas inadecuadas.
Del mismo modo, el tipo de cultivo (anual o perenne), la forma de propagacion (sexual
o asexual) y las condiciones climaticas influyen en la gravedad de las contaminaciones.
Las condiciones climaticas en zonas tropicales favorecen el desarrollo y la
multiplicacion de los microorganismos, que tienen un efecto negativo sobre los
explantes (43). En la cafia de azucar, que es un cultivo perenne que se multiplica
asexualmente, se ha determinado una abundante flora bacteriana en todos los tejidos de
la planta y en los haces conductores. En relacion con lo anterior, se demostro que la
cafia de azlicar puede ser colonizada endofiticamente por bacterias de los géneros
Acetobacter, Herbaspirillum y Azospirillum, que se encuentran en la parte aérea de la
planta, incluido el apice (44, 45, 46).

Como contaminantes in vitro de plantas, se han aislado especies de bacterias
pertenecientes a los géneros: Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus, Mycobacterium,
Pseudomonas, Enterobacter, Acinetobacter, Xanthomonas, Lactobacillus, Erwinia,
Agrobacterium, Corynebacterium, Methylobacterium, entre otros (30, 47, 48), y como
los microorganismos fungosos mas comunmente introducidos al cultivo de tejidos se
encuentran los géneros Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Curvularia y Fusarium
(33, 49).

Se ha detectado la presencia de hongos contaminantes en apices de plantas adultas de
Annona muricata (50), los cuales correspondieron a los géneros Alternaria, Aspergillus,
Aureobasidium, Botryodiplodia, Curvularia y Helmithosporium. Otros identificaron los
géneros Alternaria, Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Penicillium,
Trichoderma y Aspergillus (51), durante el establecimiento in vitro de Psidium guajava.
En el cultivo in vitro de yemas apicales de mango (Mangifera indica L.), se
identificaron como géneros de hongos contaminantes a Fusarium sp., Botryodiplodia
sp., Alternaria sp. y Aspergillus sp. (52); sin embargo, en segmentos nodales solo se han
identificado los géneros Alternaria sp. y Curvularia sp., siendo este ultimo el que
mayor numero de explantes contaminados presentd, sefialindose que las diferencias con
respecto al resultado anterior puede atribuirse al procedimiento de desinfeccion, el
explante seleccionado y la época del afio, entre otras causas (53).

Estrategias para controlar la contaminacion microbiana. Los microorganismos epifitos
o endofitos de las plantas pueden ser introducidos al cultivo in vitro con el explante
inicial. Diferentes autores sefialan que frecuentemente es dificil identificar la fuente de
contaminacion y que han desarrollado protocolos para reducir la presencia de estos
microorganismos contaminantes, que pueden encontrarse en la superficie, en el interior
del explante o en ambos sitios, siendo los de la superficie mas facil de eliminar (54, 55).

El éxito de los sistemas de propagacion de plantas por biotecnologia depende en gran
medida del control y la prevencion de la contaminacion microbiana (49). Existen varias
estrategias para controlar y manejar la contaminacion, que incluyen la prevencion
mediante la seleccion y el tratamiento de la planta madre, la desinfeccion superficial del
explante y la identificacion de los microorganismos contaminantes, el control de la



contaminacion a través del uso de sustancias antimicrobianas y el cultivo de meristemos
(56).

¢ Formas y métodos de desinfeccion
Los métodos de desinfeccion utilizados en la fase de establecimiento no siempre
eliminan las poblaciones de microorganismos asociadas a los tejidos de las plantas in
vivo. Algunos son capaces de permanecer en el interior de las células, en los espacios
intercelulares o en los haces conductores y asi quedan protegidos de los agentes
quimicos. De esta forma se introducen en el cultivo de tejidos, se propagan con el
material vegetal y pueden manifestarse sobre los medios de cultivo en la fase de
establecimiento o permanecer sin expresarse por largos periodos de tiempo (30).
Las familias Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae se han referido como causantes
de las mayores pérdidas en las primeras fases de la micropropagacion, lo cual se
atribuye a que son las bacterias mas abundantes en la superficie aérea de las plantas en
el suelo (31). Algunos las consideran como microorganismos indicadores de la
ineficiente desinfeccion de los explantes en la fase de establecimiento (57). Atendiendo
al criterio de Parkinson (58), antes de que los protocolos de desinfeccion puedan ser
usados con efectividad, se requiere conocer la micobiota asociada con las plantas que
seran micropropagadas, pues a partir del diagnostico de los principales
microorganismos patogenos o contaminantes se pueden eliminar o colocar en
tratamiento las plantas contaminadas (59).
La presencia de microorganismos es detectada en la fase de establecimiento in vitro,
sobre todo cuando la planta donante crece directamente en el campo y esta expuesta a
plagas y enfermedades, polvo y otros agentes, sin ningun tipo de control ambiental (60).
Uno de los procedimientos para disminuir los riesgos de la contaminacion en el
establecimiento de los explantes es la aplicacion de fungicidas, combinados o por
separado, durante el ciclo de crecimiento de las plantas donantes (49, 59). Sin embargo,
uno de los inconvenientes que presenta este tipo de tratamientos es que se producen
lesiones (de magnitud variable) a los tejidos de la planta y, en ocasiones, pueden dejar
residuos toxicos en sus tejidos.
Algunos estudios sugieren que en plantas donantes de Eucalyptus grandis, mas del 50
% de los hongos filamentosos que conformaban su micobiota fue eliminado con la
aplicacion de fungicidas comerciales, combinando fungicidas preventivos de contacto
Mancozeb pH 8.0 (10 g.L™") y oxicloruro de cobre pH (10 g.L™") con fungicida curativo
de accion sistémica Benomil pH 5.0 (2 g.L™") (61). Otros investigadores, con el empleo
del complejo carbendazim-B-ciclodextrina, en concentraciones variables, demostraron
que era posible inhibir el crecimiento micelial de los contaminantes del cultivo in vitro
de plantas pertenecientes a los géneros: Aspergillus, Penicillium, Spicaria, Fusarium,
Pestalotia y Colletotrichum (62).

El tamafio del explante es otra de las causas que incrementa la presencia de
contaminantes in vitro, pues mientras mayor sea el explante, mas dificil es de
desinfectar (63). Del mismo modo, las irregularidades ubicadas en la superficie del
explante afectan el éxito de la desinfeccion superficial, ya que pueden servir de depdsito
de esporas y polvo, y los productos empleados no logran llegar y desinfectar las areas
de interés (41, 55).

En Annona muricata L., al evaluar el efecto del tipo de explante (apice y segmentos
nodales) sobre el establecimiento in vitro de esta especie, se observo que el porcentaje
de contaminacion por hongos aumentaba como tendencia general, a medida que la
posicion de los segmentos nodales se alejaba del apice (64). Se infiere que esto puede
tener relacion con el tamafio del explante, el cual era mayor en los correspondientes a



las posiciones nodales 9, 8, 7 y 6 o bien porque estos a la vez son explantes mas viejos y
la propagacion in vitro de la mayoria de las plantas lefiosas requiere la utilizacion de
explantes jovenes (65).
Para la desinfeccion del explante inicial, se han empleando comunmente soluciones de
hipoclorito de sodio (NaOCI) en concentraciones entre 0.5 y 5 % (66). Las soluciones
de hipoclorito de calcio (CaOCl) son tan efectivas como las de sodio (67). De forma
general, se plantea que la escision del explante es recomendable realizarla después de la
desinfeccion, para eliminar tejidos que han sido dafiados por la solucion de hipoclorito.
La aplicacion de una doble desinfeccion con hipoclorito de sodio o calcio, seguido del
enjuague con agua destilada y esterilizada por dos a tres minutos, ha sido empleada por
varios investigadores. Esta permite que las esporas que no puedan ser destruidas
inicialmente, pasen a formas vegetativas y durante la doble desinfeccion sean
eliminadas facilmente de los explantes primarios, lo que conlleva a un menor porcentaje
de contaminacion microbiana (68).

e Mz¢étodos de deteccion de vitropatdogenos
Los métodos de deteccion de vitropatdogenos constituyen una herramienta muy
importante, en el momento de planificar cultivos in vitro y para combatir enfermedades
de poblaciones vegetales. Saber con qué patdgeno se estd lidiando es el paso mas
importante para eliminarlo. Muchos vitropatdégenos tienen asociaciones naturales con
las plantas, por lo que las pruebas de calidad también deben realizarse para material
vegetal, del cual no se tenga absoluta certeza de que esta libre de patdgenos (69).
Varios investigadores y productores en biotecnologia de plantas a menudo utilizan la
observacion visual de sus cultivos, como método para saber si estdn libres o no de
contaminantes (32). Como se refiere anteriormente, en algunos casos los signos de
contaminacion solo aparecen después de que las plantas han sido subcultivadas en
varias oportunidades. Esto puede estar relacionado con el crecimiento lento de las
bacterias en medios de cultivo para plantas y a su estado de latencia (30). Por esta razon,
se precisa de métodos rapidos y seguros de deteccion temprana; entre los mas utilizados
se encuentran rozar la superficie cortada del explante sobre un medio de cultivo
bacteriologico durante los subcultivos (70) y la transferencia de fragmentos de material
vegetal a medios de cultivos bacteriologicos (71). Se ha referido también la
modificacioén de los medios de cultivo de las plantas con la adicion de componentes de
medios para el cultivo de bacterias (72), agua de coco (73) y variando el pH (74).
Ademas, los métodos turbidimétricos han sido utilizados por algunos autores.
Los métodos de deteccion de vitropatogenos se dividen en dos grandes grupos:
deteccion de bacterias y hongos, y deteccion de virus. Los procesos de deteccion de
virus son considerados por separado de los empleados para bacterias y hongos, puesto
que dadas las caracteristicas de los virus, se necesitan técnicas especiales (69).

e Uso de sustancias antimicrobianas
Ha sido muy discutido el empleo de antibidticos en el cultivo in vitro de células y
tejidos vegetales, para controlar la contaminacion bacteriana. Existen diferencias de
opinion con respecto a la factibilidad de su uso. El éxito de su aplicacion en el medio de
cultivo varia segin los criterios, métodos de apreciacion, microorganismos, etc. y
depende en gran medida del desarrollo de un buen protocolo (48). Asi, por ejemplo, se
ha planteado que los antibidticos no sustituyan las técnicas de asepsia y deben ser
empleados solo cuando estas son inadecuadas, preferentemente como tratamiento
profilactico mas que para tratar la infeccion. En este mismo se ha hecho énfasis en que,
para que un compuesto antimicrobiano pueda ser usado en el medio de cultivo, debe
cumplir las siguientes condiciones: ser soluble, estable, no afectar el pH ni el medio de
cultivo, minimos efectos secundarios (no fitotdxicos), amplio espectro, ser bactericida,



debe ser usado sistemdticamente y en combinacion con otras sustancias
antimicrobianas, tener un modo de accidon que no permita a la bacteria desarrollar
resistencia y preferiblemente no ser utilizado en medicina clinica (75). Algunos han
manifestado el criterio de que el empleo de antibidticos solamente se justifica, en casos
de excepcion y en cultivos de corta duracion, ya que su alta especificidad implica que
no previenen la proliferacion de todos los microorganismos. Ademads, tales productos
modifican la composicion de los medios de cultivos y pueden ser metabolizados por los
explantes (41).

El uso de ciertos antibioticos puede eliminar grupos discretos y particulares de
bacterias, pero en la mayoria de los casos se necesitan sustancias de un espectro mas
amplio. El empleo de agentes quimicos desinfectantes como el Basamid, Brassicol,
Benlate, PCNB o mezclas de ellos permite la eliminacion de la sarna comun
(Streptomyces scabies) de la papa (76). Otros investigadores, en la micropropagacion de
especies vegetales, obtuvieron experiencias con el uso de sustancias inhibidoras del
crecimiento bacteriano (77). Estas sustancias son antibidticos como la rifampicina,
cefotaxima, gentamicina, estreptomicina, ampicilina, etc. También se han empleado
otras sustancias como extractos filtrados de microorganismos. Entre estos, el extracto de
Pseudomonas fluorescens ha mostrado una elevada actividad antimicrobiana (78). El
G1 (1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-nitroeteno) es un producto desarrollado en Cuba,
con accion de esterilizante quimico, que se incorpora a los medios de cultivo para
eliminar los contaminantes microbianos (37, 79). El uso de nitrato de plata en los
medios de cultivo permitié controlar el crecimiento de contaminantes no patogénicos,
sin afectar el crecimiento en plantulas de tomate (80).

OXIDACION FENOLICA

Generalmente todos los vegetales, como producto de su metabolismo secundario
normal, son capaces de biosintetizar un elevado numero de compuestos fendlicos,
algunos de los cuales son indispensables para sus funciones fisioldgicas y otros son de
utilidad para defenderse ante situaciones de estrés (hidrico, luminoso, etc.) (81).
Frecuentemente, el establecimiento del cultivo in vitro de tejidos procedentes de plantas
lefiosas, como el caso de la mayoria de las especies frutales, se ve impedido por la
aparicion de oscurecimiento y necrosis de los tejidos (82, 83, 84). El fendmeno de
ennegrecimiento ocurre por accion de enzimas tipo polifenoloxidasas y tirosinasas, que
se liberan o sintetizan cuando los tejidos sufren heridas. Estas actian sobre los
polifenoles y la tirosina, oxidandolos a quinonas que son fitotoxicas, sustancias que a su
vez pueden polimerizarse, afectar las proteinas y, en consecuencia, inhiben el
crecimiento y la viabilidad de los explantes (85).

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 oxidacioén fenodlica es un problema grave en el cultivo in vitro de las
especies lefiosas, entre ellas la familia Annonaceae, donde se ha logrado disminuir este
problema con el uso del sombreamiento (86, 87, 88).

Actualmente, se hace énfasis en la importancia del tratamiento del material donante (84,
89) y su efecto de origen (90, 91), como medio para controlar el oscurecimiento
oxidativo y sus consecuencias en la supervivencia de los explantes al momento de
establecerlos in vitro.

Algunos refieren que el mecanismo de oxidacion fendlica e inhibicion del crecimiento
en plantas lefiosas puede ser controlado por los niveles de irradiacion, recibidos por las
plantas madres, debido a que la actividad de muchos sistemas enzimaticos que



participan en la sintesis y oxidacion de los fenoles es inducida por la luz. Lo anterior ha
sido demostrado en el cultivo de la vid, pues se pudo evidenciar una mayor viabilidad
en los meristemos apicales que provenian de material crecido bajo sombra (89), por lo
que se recomienda el sombreamiento como una técnica efectiva para reducir los niveles
de fenoles y la actividad de la enzima polifenoloxidasa e incrementar la viabilidad de
los explantes (90).

En guayabo, la proteccion solar de las ramas de la planta disminuy6 el contenido de
compuestos fendlicos en los explantes (88). En este mismo cultivo, se registré un 100 %
de brotacion de los explantes sin problemas de oscurecimiento, cuando la planta madre
fue sombreada (92).

Se infiere que existe una relacion directa entre la oxidacion y la posicion que ocupa el
nudo en la rama, ya que en cultivos como la uva (Vitis vinifera L.), se ha detectado un
efecto significativo de la posicion de los apices, determinando un menor contenido de
compuestos fenolicos en los laterales que en los terminales, con la consecuente
reduccion de la oxidacion (84).

La sintesis de los precursores de fenoles es mas activa y compleja en los tejidos
maduros que en los jovenes y esta directamente influida por el contenido de sales y
reguladores del crecimiento en el medio de cultivo (93). Se han utilizado varios
métodos, con el fin de controlar la oxidacion fenolica. Entre ellos cabe mencionar el
pre-tratamiento de explantes con antioxidantes (94, 95), la incorporacion de
antioxidantes (94) o carbon activado (96) al medio nutritivo, el cultivo de explantes
provenientes de las zonas en estado de crecimiento activo y la realizacion adecuada de
subcultivos frecuentes (93), el subcultivo frecuente en medio fresco (97), la inmersion
en agua destilada estéril algunas horas antes de la siembra in vitro (98) y la
modificacion de las condiciones ambientales in vitro al iniciar los cultivos en oscuridad
(99) o a bajas temperaturas (93), lo cual ha disminuido el oscurecimiento de explantes.
Las enzimas involucradas en la biosintesis y oxidacion de fenoles se incrementan con la
luz, por lo que es conveniente mantener los explantes en la oscuridad unos dias antes de
pasarlos a una intensidad luminica baja (100).

En el cultivo in vitro de fresa (Fragaria Xananassa Duch.), la aplicacion de
antioxidantes tuvo un efecto marcado en la supervivencia de explantes y los mejores
resultados fueron del tratamiento con cisteina, la cual no previene la oxidacién sino que
actta en la rdpida remocion de cualquier quinona que pueda formarse (100). Ademas,
como es un aminodcido, puede inducir un rapido desarrollo del explante, al ofrecer
nitrégeno orgédnico rapidamente disponible para suplir sus requerimientos (101).

Los antibidticos son fuentes exogenas generadoras de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en los organismos, por lo que los eventos de reconocimiento ante cualquier sefial
de las antes mencionadas conducirian a la acumulaciéon de ROS y, en particular, del
anion superoxido (O,) que es poco reactivo y solo reacciona a una concentracion
importante con las quinonas y los fenoles (102), provocando un incremento de estos y
como consecuencia una necrosis rapida del tejido. Por esta razon, el éxito de estas
técnicas ha sido limitado, ya que como se aplican in vitro, generalmente afectan las
condiciones Optimas para el crecimiento de los explantes (95, 88).

EMPLEO DE METODOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA PROPAGACION DE
ESPECIES FRUTALES

Cultivo de embriones. La germinacion in vitro es una técnica que consiste en la
induccion del proceso de germinacién en condiciones asépticas y controladas en
cualquier época del afio. Su utilizacién permite solucionar los problemas de
estacionalidad de germinacion de semillas, mejorar los rendimientos de semillas con
dificultad para germinar en condiciones naturales (anulando la dormancia) y también se



utiliza con fines experimentales, para la obtencién de plantulas con adecuadas
condiciones fitosanitarias y disponibilidad de material vegetal para los trabajos de
cultivo in vitro (8).

El cultivo in vitro de embriones cigdticos ha sido efectivo en el rescate de embriones
abortivos, derivados a partir de la hibridacion interespecifica o intergenérica, y en el
rescate de material de propagacion de frutales con semillas de baja viabilidad, asi como
en la reduccion del periodo de latencia de las semillas (103, 104), que en algunos casos
se debe a inhibidores del desarrollo del embrion, presentes en el endospermo o en la
cubierta de la semilla.

Se han realizado trabajos a partir de embriones cigdticos maduros de marafion,
estableciéndose procedimientos que permiten la liberacion y el aislamiento de los
embriones, evadiéndose la dureza y resistencia del epicarpio, y la presencia de
microorganismos superficiales (105), pero se ha evidenciado que solo se obtiene un
desarrollo normal y sano del embridn cigdtico, cuando se dejan intactos los cotiledones
de las plantulas, pues los embriones cigoticos maduros axiales (sin cotiledones) no
siempre dan lugar a la formacion de una planta (106).

Embriogénesis somatica. Es un método eficaz de regeneracion de plantas lefiosas (107,
108). En citricos los callos embriogénicos constituyen una fuente valiosa, para la
propagacion o mejora genética, y también pueden ser utilizados para la hibridacion
somatica a través de la fusion de protoplastos, transformacion genética, produccion de
semillas sintéticas, eliminacion de agentes patdgenos y preservacion de germoplasma in
vitro artificiales (109).

En muchos sistemas experimentales, desarrollados para especies recalcitrantes, el
establecimiento de un eficiente protocolo de embriogénesis somatica se basa en el uso
de material juvenil como fuente de explante (110, 111). Se ha senalado que el bajo
numero de plantas establecidas en campo a partir de cultivo embriogénico y la poca
habilidad del tejido maduro para iniciar cultivos embriogénicos, son las mayores
limitaciones de la embriogénesis somatica en especies lefiosas (112).

En marafion, numerosos estudios estdn dirigidos al desarrollo de un sistema de
regeneracion in vitro de plantulas mediante la induccion de embriogénesis somatica, a
partir de embriones cigdticos inmaduros (106), pues aunque se sabe que la
embriogénesis somatica en especies lefiosas no estd limitada al uso de embriones
cigbticos inmaduros como explantes, estos han mostrado un alto potencial para este tipo
de morfogénesis (113, 114).

En cacao (Theobroma cacao L.) se logrod establecer un protocolo de embriogénesis
somatica, utilizando como explantes estaminodes y pétalos florales; este incluye tres
pasos y permite aumentar la tasa de multiplicacion de este cultivo. Estos pasos incluyen
la embriogénesis secundaria (115), micropropagacion (116) y aclimatizacion (117).
Aunque en la mayoria de las referencias bibliograficas sobre embriogénesis somatica de
especies lefiosas como el aguacate, mango y cacao, no se ofrece mucha informacion
sobre la germinacion y conversion en plantas de los embriones somaticos, se conoce
que la frecuencia de conversion de embriones a plantas es generalmente muy baja (118,
119). Los problemas de conversion son atribuidos, en muchos casos, a morfologias
atipicas o a la inmadurez de los embriones somaticos formados (120).

La fase de maduracion es el periodo en el desarrollo del embridon somatico, en el cual
ocurre la expansion de la célula somatica y acumulacion de sustancias de reservas (121).
La correcta acumulacion de reservas y el correspondiente incremento en el peso seco de
los embriones somaticos pueden constituir indicadores de una alta calidad en el vigor, lo
cual influye positivamente en su posterior germinacion (122).



Numerosos trabajos estan orientados a evitar la germinacion precoz y a conseguir un
aumento de la acumulacion de sustancias de reserva en el embrion somatico. La adicion
de concentraciones de acido abscisico (ABA) durante la etapa de maduracion promueve
la acumulacion de sustancias de reserva. El cambio en los niveles de ABA durante el
desarrollo embrionario es bien conocido en semillas ortodoxas (123, 124), aunque en
semillas recalcitrantes, se piensa que la fase de maduracion no estd influida por el ABA,
de la misma forma que en embriones de especies con semillas ortodoxas (125), por lo
que, en general, es dificil controlar en condiciones in vitro el desarrollo de este tipo de
embrion. De aqui la necesidad de realizar nuevos estudios y experimentacion, como
pasos fundamentales a la hora de proponer un medio de maduracién para estos
embriones somaticos.

El desarrollo pobre de los cotiledones puede ser el factor principal que afecte a la
maduracion y posterior conversion de embriones somaticos en plantas, por lo que el
correcto crecimiento y desarrollo completo de los cotiledones de embriones somaticos,
sin dudas ayudaria a mejorar la maduracion y las tasas de conversion de embriones
somaticos (106).

Para aquellos cultivares que son recalcitrantes a la formaciéon de embriones somaticos,
se recomienda ensayar nuevas estrategias, para inducir la formacion de estas estructuras,
y, en caso de insistir en la produccion masiva de plantas, es preferible aplicar formas
alternativas de micropropagacion, tales como el cultivo de yemas apicales y laterales o
microinjertos (126).

CONCLUSIONES

¢ [os métodos convencionales de propagacion de frutales lefiosos son dificiles de
aplicar y solo se obtienen resultados a muy largo plazo.

e La germinacion de semillas de especies frutales en condiciones in vitro permite
obtener material vegetal con adecuado estado fitosanitario, tanto con fines
experimentales como para trabajos de cultivo in vitro.

e La embriogénesis somatica constituye un método eficaz para la regeneracion de
frutales lenosos, con énfasis en los cultivares recalcitrantes.

e La contaminaciéon microbiana y oxidacion fendlica constituyen uno de los
problemas mas graves en la micropropagacion de frutales a nivel mundial.

¢ Los métodos de deteccion de vitropatdogenos son herramientas importantes en la
planificacion de cultivos in vitro y para combatir enfermedades de poblaciones
de frutales.

e Los sistemas de propagacion de frutales lefiosos con el empleo de la
biotecnologia, podrian revertir los problemas que existen en la propagaciéon por
métodos convencionales a corto plazo, pero su éxito depende en gran medida del
control y la prevencion de la contaminacion microbiana y oxidacion fendlica.
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