oy dia, casi 30 afios después

que en varios paises se inten-

sificara la investigacién en
cultivo de tejidos vegetales en con-
diciones de laboratorio, se puede
hablar ya de una tecnologia de
avanzada en este campo. El cultivo
de tejidos vegetales in vitro ha pa-
sado rapidamente, en especial en
los ultimos cinco afios, de las ruti-
nas en los laboratorios de investiga-
ci6n basica en biologia a los procedi-
mientos estandarizados para enrai-
zar esquejes, multiplicar brotes, de-
sarrollar meristemos, proliferar
yemas, aislar y desarrollar células,
todo dentro del concepto de multi-
plicar clénicamente y en el menor
tiempo posible, una especie vegetal
de interés agronémico. Obtener por
cualesquiera de estas técnicas
varias plantas a partir de una mues-
tra es hov una realidad que en el

tos, esquejes’y yemas, entre otros);
heterogeneidad de los cultivos in-
dustriales; accién de plagas, mejo-
ramiento genético muy lento; defo-
restacién; extinciébn de especies;
pérdidas por sistemas de multipli-
cacién y organizaciéon de bancos de
germoplasma in vitro, se pueden
resolver en el laboratorio aplicando
el cultivo de tejidos.

Debe decirse que la técnica del
cultivo de tejidos vegetales in vitro,
junto con las de agricultura moder-
na con invernaderos, medios hidro-
pénicos, acuacultura e hipernutri-
cién, estd produciendo toda una re-
volucién tecnolégica en la produc-
cién agroindustrial. Debido a ello y
aunque apenas se estd madurando
esta tecnologia, los resultados obte-
nidos hasta hoy han estimulado ya a
muchos inversionistas a utilizarla en

valdria la pena evaluar con esta tec-
nologia.

Los pinos (Pinus sp.), eucaliptos
(Eucalyptus sp.), secoyas (sequoia)
y tecas (tectona) son las especies
que tradicionalmente se han explo-
tado en el mundo como maderables.
En Colombia también estas espe-
cies han sido introducidas y explo-
tadas. En nuestra flora conocemos
maderables de importancia como el
abaco, caoba, cedro rojo, caracoli,
almendrén, Laural comino, carise-
co, guayacan, cucharo, acacias, no-
gal, igua, diomate, samadn, dinde,
algunos de los cuales estan casi ex-
tinguidos y otros no se han probado
adecuadamente.

Puede verse entonces que nues-
tro medio es un campo muy fértil
para la utilizacién amplia de esta

El cultive

tde maderas

tivo

de tejidos IN VITRO
en la produccion

German Pachon*
Over Quintero*

Los tubos de la izquierda muestran callos obtenidos a partir de
embriones de Pinus caribaea, después de diez semanas de cul-

caso de varias especies importantes
es guardada como secreto indus-
trial. Para llegar a ello se debié
transitar un camino dificil entre la
produccién de conocimientos gene-
rales y especificos en este campo de
la investigacion biolégica a nivel de
laboratorio, y la necesidad de resol-
ver con esas técnicas y €sos conoci-
mientos, problemas concretos para
la produccién vegetal industrial, or-
namental, alimentaria o medicinal.
Dificultades tales como la escasez
de semilla sexual o asexual (injer-

forma estable. En nuestro pais las
aplicaciones son todavia muy redu-
cidas.

Uno de los campos de mayor inte-
rés para la aplicacién del cultivo de
tejidos es el de la produccién de
maderas. Entre las especies vegeta-
les para la obtencién de maderas,
las coniferas han sido vistas siem-
pre por el hombre como preferidas.
En Colombia, ademads de las conife-
ras hay una buena cantidad de es-
pecies vegetales maderables que

biotecnologia, con las mejores pers-
pectivas cientificas y econémicas.

IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE
TEJIDOS in vitro EN LA PRODUCCION
DE ARBOLES

Varios autores han planteado in-
teresantes argumentos sobre los
problemas de la deforestacion en el
tropico y la afectacion de los recur-
sos genéticos propios de los paises
en desarrollo, especialmente paises
de vocacién agricola, los cuales
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constituyen la mayoria. El impacto
de la sobreexplotacién maderera
con nuevas tecnologias y el reem-
plazo de especies nativas por espe-
cies mejoradas o clones aptos para
otras latitudes, se puede ver en el
aumento de la polucién ambiental y
en la velocidad de deterioro de la ca-
lidad de vida de los pobladores de
estos paises, quienes han reducido
drasticamente la produccién de ali-
mentos y la satisfaccién de necesi-
dades. Este problema, unido al
opuesto, es decir, a la necesidad de
explotar el recurso forestal renovin-
dolo responsablemente sin que se
ponga en peligro el ecosistema, ori-
gina un interesante campo en el que
la biotecnologia del cultivo de teji-
dos tiene particular aplicacién.

J. Durzan, profesor y jefe del De-
partamento de Pomologia de la Uni-
versidad de California-1986, plantea
al respecto una estrategia que ex-
presamente incluye las distintas
areas del cultivo de tejidos, la cual
se resume en la expresién ‘‘domes-
ticar arboles y reforestar estos pai-
ses’’. Lo anterior significa, en tér-
minos comprensibles, que se debe
identificar grupos de caracteres ge-
néticos en arboles de utilidad com-
probada y potencial para el hombre,
encontrar las formas para una pro-
pagacién masiva de estos arboles
escogidos, investigar los problemas
de variacién genética donde esta ya
sea restrictiva, e identificar las for-
mas mis efectivas para sembrarlos
protegiendo los suelos productivos.

Desde el punto de vista investiga-
tivo, encontrar y utilizar caracteres
genéticos importantes agrondmi-
camente, exige cumplir con cuatro
tareas principales:

Estimar la heredabilidad de los
caracteres escogidos.

- Desarrollar los métodos para se-
leccionar especificamente estos
caracteres.

Establecer las relaciones del caso
para reducir las pruebas de campo
de los arboles seleccionados como
promisorios y los riesgos asocia-
dos con su utilizacién por largo
tiempo en programas forestales.

- Desarrollar tecnologias para lle-
var a produccién, en el menor
tiempo posible, los arboles mejo-
rados.

Estas cuatro tareas pueden per-
fectamente reducirse a la mitad,
dado que aunque no se ha estudiado
exhaustivamente nuestra flora, hay
especies nativas e introducidas/asi
como variedades de ellas que en la
practica se han caracterizado como
productoras en distintas areas in-
dustriales.

Lo anterior permitiria establecer
en los laboratorios bancos de meris-
temos, yemas, esquejes o jardines
de clones, de los que se partiria
para un programa de multiplicacién
rapida y controlada de &4rboles de
las especies o variedades probadas
en el campo y seleccionadas. Clonar
el arbol que se ha destacado por sus
caracteristicas en un cultivo forestal
es una idea que vale la pena poner a
prueba dada la alta probalididad de
tener en el inmediato futuro un cul-
tivo de individuos idénticos a él (clo-
nes), esto es, individuos de la mejor
condicién, los mejores especime-
nes.

En el caso que no se pueda redu-
cir ninguna de estas 4 tareas basi-
cas, de todas maneras la tecnologia
del cultivo de células y tejidos pue-
de apoyar eficientemente y en me-
nor tiempo su realizacién.

Es sabido que la totipotencia ce-
lular (o capacidad de una célula
para originar un organismo comple-
to), permite que el contenido gené-
tico se mantenga y exprese en cada
célula de un organismo pluricelular.
Gracias a las técnicas de multiplica-
cién celular en el laboratorio, con un
litro de células suspendidas en me-
dio de cultivo liquido se pueden ob-
tener al menos 10 millones de ar-
boles (J. Durzan, 1986). Esto indica
que realizando una seleccién a tra-
vés de la multiplicacién masal de
todo tipo clonal celular se pueden
capturar los caracteres indicados
para ser establecidos y multiplica-
dos en pequefias plantas de probe-
ta, que luego se desarrollaran en
medio hidropénico, invernadero y
suelo.
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Caracteristicas especiales identi-
ficadas y establecidas para una es-
pecie forestal deben ser objeto ade-
mas de una seleccién diferencial.
Esta situacién se origina en el hecho
que aun dentro de una misma espe-
cie vegetal tanto la respuesta de las
células como la de los tejidos no es
igual frente a los nutrientes, a las
fitohormonas, a las condiciones de
incubacién, etc. Es el viejo caso co-
nocido por los cultivadores de teji-
dos en el laboratorio: es imposible
extrapolar la informacién optimiza-
da para una especie a otra o a una
variedad de la misma. Se debe in-
vestigar la especie en particular y
optimizar las variables para ella.

La utilizacién de la multiplicacién
clonal a nivel celular partiendo de
tejidos e incluyendo embriogénesis
somitica ha sido exitosa en conife-
ras (Eupta et al 1985). La produc-
ci6n de embriones somiticos nos
coloca al borde de otra aplicacién
tecnolégica factible: la obtencién de
‘‘semillas artificiales’’ (con embrio-
nes no cigoéticos desarrollados a par-
tir de células somiticas) que  son
encapsulados en geles (News Letter
48, 1986). La semilla producida en
esta forma no sélo seria de alta cali-
dad sino totalmente sana y de dis-
ponibilidad permanente.

No todo es tan facil en este tipo
de tareas. Con razén los reforesta-
dores y silvicultores hablan de que
lo importante es clonar individuos
probados en el campo. Los arboles
de varios afios que se destacan en
los cultivos, son los indicados para
un programa de clonacién. Esta es
una limitante que se viene investi-
gando en los ltimos 10 afios en los
laboratorios.

Tomar material del campo —de
organismos desarrollados — pasarlo
al laboratorio, multiplicarlo alli y
luego ofrecerlo en buena cantidad a
los cultivadores, es el mayor desafio
actual para esta biotecnologia. Los
resultados de investigaciones en
este campo aplicados a coniferas y a

Pasa ala pdg. 30

* Investigadores del grupo de Tejidos Vege-
tales in vitro, Instituto Superior de Cien-
cias Naturales. Universidad Incca de Co-
lombia. Carrera 13 No. 24-15, Bogota.




EL CULTIVO...
Viene de la pdg. 9

otros arboles se presentarin mais
adelante.

El cultivo de tejidos in vitro tam-
bién ha venido enfrentando el reto
de reducir la duracién del ciclo del
cultivo y el mejoramiento de arbo-
les. La variacién natural producto
de la combinacién y recombinacién
genética solo se manifiesta cuando
se produce la semilla sexual y ésta
se germina lograndose el desarrollo
de plantas para ser seleccionadas
por sus nuevas caracteristicas. Este
ciclo lleva normalmente muchos
anos. Se requiere introducir técni-
cas y métodos para inducir variacién
genética en corto tiempo. También
en arboles —para no citar la abun-
dante produccién de resultados po-
sitivos en hierbas —se han venido

obteniendo halagadores resultados .

con las técnicas de fusién de proto-
plastos, inserciéon de genes, ADN
—recombinante, produccién de
haploides e individucs de alta
homocigosis. La aplicacién tecnolé-
gica de estos resultados no es muy
lejana.

Como puede verse, la importan-
cia de la aplicaciéon del cultivo de te-
jidos in vitro en la produccién de ar-
boles es incuestionable y sin desco-
cer las limitantes que existen, tam-
bién su probabilidad de éxito es
alta.

AVANCES EN LA INVESTIGACION DE
CULTIVO DE TEJIDOS in vitro
APLICADA A PINUS

Las coniferas en general, gracias
a su utilidad practica para el hom-
bre, han sido también objeto de es-
tudio con las técnicas de cultivo de
tejidos. Ya hemos afirmado que el
aplicar esta tecnologia a tejidos de
arboles no fue facil.

Pasar de plantulas herbaceas
desarrolladas en laboratorio a tratar
tejidos lignificados, desarrollados a
la intemperie, contaminados externa
e internamente y con nutricién no
controlada, fue un gran reto que to-
davia genera incertidumbre. Gree-
wood y Berlyn (1965) fueron pione-
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ros en el tratamiento a nivel de la-
boratorio del Pinus lambertiana.
Experimentaron y obtuvieron enrai-
zamiento de esquejes de este pino
con tratamientos no convencionales.
En Pseudotsuga mensziessi, Bethel
(1972) logré producir callos y enrai-
zamiento de ellos, al igual que la
produccién de embrioides y brotes a
partir de yemas y cotiledones de
Biota orientalis y Pinusgerardiana.
Estos fueron realmente los trabajos
pioneros en cultivo de tejidos apli-
cados a Pinus.

A partir de 1975, con los trabajos
de Sommer et al, se retoman estas
aplicaciones y es desde este mo-
mento que se puede hablar de re-
sultados consistentes en esta tec-
nologia frente a especies de conife-
ras y otros géneros de arboles ma-
derables.

Sommer, H., et al (1975) experi-

talenacético y 5 mg/lt. de Benzila-
denina al medio estandar. Con este
medio y partiendo de material selec-
cionado producido en condiciones
de laboratorio, en 3-5 semanas se
obtuvieron resultados positivos. De
igual modo lograron que embriones
aislados de semillas diferenciaran
hojas primarias y yemas adventicias
en un 80% de los casos. Un resu-
men de las experiencias y los resul-
tados obtenidos con la aplicacién de
tejidos en coniferas se presenta en
la tabla No. 1.

Estos resultados se complemen-
tan con la utilizacién de las técnicas
de aislamiento de células y proto-
plastos en cofineras (Ahuja, M.
1981, David et al 1981 y Vinton et al,
1975) y con algunos trabajos sobre
micorrizacién y fijacién de Nitroge-
no por microorganismos en Pinus
(Jacobi, 1982). De igual modo con
trabajos sobre secuenciamiento y

mentaron inicialmente con Pinus clonacién de genes (Dundekar, et al
INVENTARIO DE ESPECIE PARTE SEMBRADA RESULTADOS
INVESTIGACIONES SOBRE Biota orientalis Cotiledones y rai- embriones y yemas
ces
CULTIVO DE TEJIDOS Pinuslambertiana Hipocélito Rizogénesis
Pseudotsuga Callos Rizogénesis
IN VITRO EN CONIFERAS Pinus gerardiana Callos Rizogénesis y yemas

de un dpice singular.

Enel tubo de la izquierda, brotes a partir de un Callo basal y
en los de la derecha, brotes y yemas a partir de la siembra

Meristemos de
Pléntulas de se-

Pinus palustris Rizogénesis

millas
Pinus radiata Protoplastos del Micorrizas asocia-
hongo das con la raiz con
hongos portadores
de informaciér de
bacteria fijadora de
Nitr6geno.
Picea spp. Meristemos Callos
Abies sibirica Meristemos Callos
Larix spp Meristemos Callos

Meristemos de
pléntulas

Pinus taeda
nesis.

Esporadica rizogé-

Pinus elliotti Meristemos Rizogénesis espord-
dica.

Pinus rigida Meristemos Rizogénesis  espora-
dica.

Pinus radiata Meristemos Rizogénesis  esporé-
dica.

Pinus virginiano Meristemos Rizogénesis  espor4-
dica.

palustris, cultivando en medio de
cultivo M. S. (Murashige and
Skoog, 1961) modificado, yemas
axilares y aplicables (yemas de los
vegetales denominadas asi por su
ubicacién en el tallo sobre las rami-
ficaciones laterales o al final de una
ramificacién respectivamente) extir-
padas de plantulas de semillero. La
modificacién del medio de cultivo
correspondi6 a la realizada por
Gressoff and Doy (1972) y consistia
en adicionar 2 mg/lt de Acido Naf-

1983) y elaboracién de mapas topo-
légicos tridimensionales (Durzan
and Uri, 1985), que basados en
principios moleculares pueden per-
mitir evaluar la expresiéon génica,
las modificaciones y la seleccién de
grupos de caracteres génicos en
Pinus.

Como puede verse toda la amplia
gama de técnicas del cultivo de teji-
dos vegetales In Vitro se ha venido
investigando en los Pinus. Falta tal
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vez alguna aplicacién en el cultivo
de células haploides. Cudles son los
resultados? Veamos un resumen de
ellos para concluir con alguna suge-
rencia.

¢ Germinacién en el laboratorio de
semilla sexual seleccionada

e Extirpacién de yemas axilares y
terminales, meristemos y brotes
en plantulas de semillero.

® Aislamiento y cultivo de células y
protoplastos.

® Aislamiento e identificacién de
micorrizas y de las moléculas in-
volucradas en la asociacién hongo-
raiz.

® Formulacién de medios de cultivo
basico para mantener en el labo-
ratorio protoplastos, células, teji-
dos y plantulas de pinus.

Pseudotsuga

Pinus radiata

Pinus elliotti

PARTE SEMBRADA  RESULTADOS

Rizogénesis espor4-
dica

Meristemos de Rizogénesis

Callos Aislamiento de molé-
culas inhibidoras para
C. Fusiforme. ’
Aislamiento de molé-
culas inhibidoras para

Meristemos

Pinus sibirica
Pinus pumila
Planatus orientalis
Pinus monticula
Pinus pinanster

Pinus pinanster
Pinus tinctorius
inus strobus

Abeto blanco

Varios

Pinus caribaea

C. Fusiforme.
Meristemos Callos
Meristemos Rizogénesis y callos.
Meristemos Rizogénesis
Meristemos Rizogénesis

Pléntulas de
semillero
Explantes de
laboratorio
Brotes y yemas

Embriones se-
xuales

Células libres

Embriones sexuales

Rizogénesis de Bro-

tes clonados
Formaci6n de rafz
micorrizogénica
Micorrizacién

Embriogénesis som4-
tica

Secuenciamiento de
genes

Cultivo de embriones
(ver fotos)

® Produccién de callos y su poste-

rior organogénesis.

® Diferenciacién de plantulas a par-

tir de callos.

® Desarrollo de pliantulas a partir
de tejidos o explantes de semille-
ro.

e Extirpacién y tratamiento de teji-
dos y explantes de arboles culti-
vados.

® Produccién de retofios multiples a
partir de material de arboles de
campo.

® Enraizamiento de brotes en tubo
de ensayo.

® Secuenciamiento y clonacién de
genes.

® Mapas genéticos tridimensiona-
les con base molecular.

Este resumen de resultados abar-
ca desde las técnicas estandarizadas
hasta lo obtenido como resultado
experimental. La informacién es
amplia y util. El problema de utili-
zar material de campo en vez de ma-
terial de semilleros asépticos en
laboratorio es solucionable. Nuestro
propio laboratorio puede hoy ofre-
cer una etapa de limpieza exégena y
endégena para este material, trata-
mientos del explante que evitan la
contaminacién y muerte por oxida-
cién y necrosis de los tejidos.

En Pinus caribaea (foto 1) de dis-
tinta procedencia, hemos logrado
cultivar embriones (foto 1), retofios
(foto 2) y células, produciendo en el
tubo de ensayo callos, brotes y pro-

liferacién de estos ultimos. (foto 1 y
2).

Se requiere entonces aplicar esta
técnica y obtener en la etapa de
multiplicacién rapida In Vitro, re-
sultados que permitan ofrecer sufi-
ciente semilla para cultivar en el
campo, por cualesquiera de estas al-
ternativas:

- Diferenciando pldntulas a partir
de células cultivadas en suspen-
sién y provenientes de tejidos de
arboles.

- Proliferando brotes a partir de te-
jidos de arboles de campo dentro
de los tubos de ensayo y logrando
el enraizamiento de éstos.

- Diferenciando en cantidad sufi-
ciente plantulas a partir de meris-
temos, yemas, brotes o explantes.
Ofrecer al cultivador ‘‘Semilla’’

en forma de plantulas completas,

listas para sembrar y clonadas de
arboles seleccionados en el campo,
es una posibilidad real segun lo ex-

puesto anteriormente. O
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INTEGRACION...

Viene de la pdg. 15

al ser humano y constituyen su
bien. La que rebaja al hombe, redu-
ciéndolo a un simple objeto de expe-
rimentacion, sencillamente no cum-
ple con su cometido.

En el respeto celoso de la auto-
nomia de las ciencias y en la rela-
cién de las mismas.con la realiza-
ci6n humana, se entiende su contri-
bucién a abrir nuevos caminos para
una nueva civilizacion. A través de

_ellas el hombre puede contribuir a

que la familia humana se eleve a
mas altos pensamientos sobre la
verdad, el bien y la belleza, y al jui-
cio de valor universal. A su vez los
progresos cientificos exigen nuevas
investigaciones teologicas.

La vinculacion expresa de las
ciencias con la realizacion del hom-

_bre no es una afirmacion sin conse-

cuencias. Motiva toda una tarea de
los cientificos, técnicos y forjadores
de la sociedad tecnologica para que

_alienten el espiritu cientifico con

amor a la verdad a fin de investigar
los secretos del universo y dominar
la tierra. Se trata de construir una
sociedad en la positividad de los va-
lores que promueven al hombre.

Esto se hace urgente en este mundo
en desarrollo de América Latina.

El trabajo cientifico ha de inte-
grarse en la promocioén de la justi-
cia, para la construccion de un mun-
do mds humano. De ninguna mane-
ra ha de ser un instrumento mas de
opresion y explotacion.

Dentro de la vision integral del
hombre, la cultura toda, que incluye
logicamente la investigacion y expe-
rimentacion de las ciencias y todo el

trabajo de la técnica, ha de relacio-

narse orgdnica y constitutivamente
con la fe. Esta le ofrece su ultimo y
radical fundamento. Y estamos en-

_tendiendo la fe, no como un reino
_aparte de la vida, sino como una ac-
titud existencial de compromiso con

la realidad.

- En consecuencia, nuestra refle-

xion nos lleva a la afirmacion de que
no es posible seguir alimentando el
divorcio entre ciencia y fe. Por el
contrario se impone una integracion
en orden a la promocion humana
con todas sus consecuencias. ]
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