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En la primera parte de esta resefia se
abord6, dentro de las técnicas de cultivo in
vitro para el mejoramiento de pastos y forrajes,
la variacibn somaclonal, pero existen otras
biotécnicas que tienen amplias perspectivas de
aplicacion inmediata en la agricultura y el
mejoramiento  genético, como son la
propagacion masiva, el saneamiento para
diversas enfermedades y la conservacién e
intercambio de germoplasma in vitro. En la
actualidad, debido al rapido avance que ha
tenido la biologia hacia el estudio de los
niveles moleculares y subcelular de los
organismos, ha traido consigo metodologias
nuevas para el mejoramiento de plantas.

La micropropagacion ha sido exitosamente
aplicada en muchos cultivos con propagacién
lenta, asi como los que presentan
caracteristicas reproductivas no deseables,
como la produccion de semillas con un alto
grado de heterocigosis, que atentan contra la
homogeneidad de las plantaciones en la
agricultura de alta produccion.

Por otro lado, la conservacion in vitro
permite la posibilidad de almacenar, por un
tiempo considerable, un banco de genes utiles
a los fitomejoradores, con incalculables
beneficios tanto practicos como bioldgicos.

Tanto para la micropropagacion acelerada
como para la conservacion in vitro de
variedades y especies, el fenébmeno de la
regeneracion de érganos o plantas completas
es determinante.

Muchos cultivos agricolas han sido dificiles
de manipular in vitro y la regeneracién ha
resultado problemética. En los dltimos afios los
progresos en estas técnicas bioldgicas han

sido tan significativos que la mayoria de las
especies pueden ahora ser regeneradas.

El objetivo de esta resefia es reafirmar la
aplicacion de la micropropagacion acelerada y
la conservacion in vitro de germoplasma como
técnicas necesarias para un programa de
mejoramiento de pastos y forrajes.

MICROPROPAGACION ACELERADA

La "micropropagaciéon” es una técnica que
consiste en reproducir plantas semejantes a la
planta madre a través de la estimulacion de las
capacidades naturales de multiplicacion
vegetativa de la especie, o por la induccién de
una nueva organogénesis de yemas y raices
(Auge y Boccon-Gibod, 1984). Incluso se
pueden reproducir plantas completas a partir
de una célula viva y todo individuo del reino
vegetal puede ser cultivado por esta técnica.

Es conveniente aclarar que el término
"micropropagacion” puede aparecer en la
literatura con  otros nombres  como:
“propagacion  clonal® (Jiménez, 1992),
"multiplicacion vegetativa in vitro" (Griza,
Tejklova y Novak, 1984), entre otros menos
usados.

En sentido general, la caracteristica
distintiva de dicha multiplicacion es mantener
intacto el patrimonio genético del material
vegetativo, por lo que las nuevas plantas
deberan ser idénticas a la donante, sin
considerar el cultivo de anteras o de Ovulos
que tiende a obtener plantas haploides.

Esta técnica estd modificando en la
actualidad las mas comunmente empleadas en
la reproduccién y propagacion de plantas,
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aportando multiples ventajas en su uso
(Jiménez, 1992). Aunque no es cuantificable
con exactitud el nimero de especies que ahora
se propagan, se considera que son cerca de 1
000 (Murashige y Huang, 1987), pero no todas
han sido evaluadas para su propagacion
comercial. Los mayores volumenes se
concentran en Estados Unidos y paises de
Europa del Oeste; también en Asia se ha
empleado la micropropagacion en la floricultura
y horticultura, fundamentalmente.

En los momentos actuales, la
micropropagacion como biotécnica va logrando
cada vez mas importancia y se esta utilizando
con los méas diferentes fines en las
investigaciones cientificas, asi como en las
grandes producciones agricolas, que
demandan una alta densidad de poblacién
como la papa, el platano y la cafia de azlcar,
lo cual justifica la produccién inicial de material
de propagacion, de una alta pureza genética y
fitosanitaria.

Métodos mas usados en la
micropropagacion acelerada

De Ila propagacibn in vitro se han
desarrollado muchos métodos, entre los cuales
dos, el de la formacion acelerada de yemas
axilares y el de la produccion de yemas
adventicias, tienen amplio uso. Un tercer
método, el de embriogénesis somatica, esta
presentando un potencial excepcional para la
propagacion in vitro (Schilde-Rentschier y
Schmiediche, 1984).

La formacién de yemas axilares es poco
usada en gramineas a causa de su morfologia,
por lo que es mas aplicada en leguminosas y
otras plantas pratenses y forrajeras.

Prosopis cineraria, una especie arborea
desértica para diversos fines, entre ellos el de
forrajera, es factible de micropropagar a través
de este método, con el que se logran de 3 a 5
plantas de una simple yema en medio MS + 3
mg/l de IAA + 0,05 mg/l de kinetina y

multiplicada en medio MS sin hormonas (Qoyal
y Arya, 1984).

La diferenciacion de brotes adventicios
permite la regeneracion de una mayor cantidad
de brotes que el sistema de yemas axilares,
aunque la estabilidad genética no es alta
fundamentalmente en la formacién de apices a
partir de callos originados del explante
(Santana, 1994).

No obstante, Lo, Chen y Ross (1980)
lograron atenuar esta dificultad y propagar 5
especies forrajeras temporales con el uso
adecuado de hormonas.

Vasil (1986), después de realizar numerosas
observaciones en gramineas, concluy6 que la
embriogénesis somatica mantiene una alta
estabilidad genética relativa y uniformidad en
la regeneracion de plantas, debido a que los
embriones son formados mayoritariamente por
células que no sufrieron mutaciones. Las
células haploides y poliploides son propensas
para formar organogénesis, provocando
variacion somaclonal, por lo que Kohienbach
(1985) recomienda la embriogénesis como
propagacion a gran escala de genotipos de
plantas.

Lu y Vasil (1981) implantaron embriones
inmaduros e inflorescencias jovenes de
Panicum maximum en un medio MS + 1 mg/l
de 2,4-D + 2,5% de agua de coco (CM) para
iniciar los cultivos en suspensién celular. Ellos
obtuvieron una marcada embriogénesis y los
embrioides germinaron en un medio libre de
hormonas con suplemento de 0,2 mg/l de 2,4-
D. Las plantas obtenidas mostraron un nimero
normal de cromosomas somaticos 2n = 4x =
32.

También en Panicum mileaceum se obtuvo
embriogénesis y las plantas regeneradas
fueron idénticas a la donante, con un ndmero
normal de cromosomas n = 7 (Heyser y
Nabors, 1982).

Por otra parte, Chandier y Vasil (1984)
plantean que se pueden obtener 25 000
plantas de un simple segmento de hojas en
Pennisetum purpureum.
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Objetivos que se persiguen con la
micropropagacion de plantas

Estos tres métodos explicados anteriormente
se pueden wusar de forma individual o
combinada para lograr un conjunto de
objetivos (Orellana, 1992), entre los que se
encuentran:

a) Aumentar la velocidad de propagacion en
especies de multiplicacién vegetativa natural
lenta y plantas heterocigoticas.

b) Propagar variedades Utiles y nuevas
variedades surgidas del programa de
mejoramiento.

c¢) Micropropagar individuos libres de
enfermedades.

d) Reproduccién de plantas genéticamente
idénticas para ser utilizadas en programas
de mejoramiento o producciéon de semillas
hibridas.

e) Exportacion o importacion de plantas o
semillas.

f) Reducir los costos de produccién, asi como
los de transportacion de semillas.

g) Produccion de plantas y otros 6rganos de
forma estable durante todo el afio.
Independientemente de la importancia de

cada uno de estos objetivos, se hara referencia

a los tres primeros por su gran utilidad en el

mejoramiento genético de pastos y forrajes y

otras especies de interés agricola.

a) Aumentar la velocidad de propagacién en
especies de multiplicacion vegetativa
natural lentay plantas heterocigoticas.
Las plantas de reproduccién por via agamica

encuentran en la micropropagacién una

importante forma de propagacién acelerada,
gue las hace tan ventajosas como las de
reproduccion por via gamica.

Por ejemplo, el modo de propagacion de
Cynodon dactylon es vegetativo, por lo que la
biotecnologia puede jugar un importante papel.
Esta especie puede micropropagarse a través
de la embriogénesis somética, segun lo

apuntado por Artunduaga, Taliaferro y Johnson
(1988). Igualmente sucede con Digitaria
decumbens (Cheng, 1985).

Cuando se cuenta con un alto grado de
heterocigosis en plantas alégamas, se pueden
obtener con la micropropagacion plantas
idénticas a la donante, con lo que se logran
plantaciones muy homogéneas. Esto puede
justificarse en cultivos de alto valor botanico
ylo agricola.

Con fines forestales y de alimentacién del
ganado, se han llevado a cabo importantes
investigaciones, fundamentalmente en
leucaena. La autocompatibilidad entre las
diferentes especies de este género, ha
permitido obtener semillas hibridas
heterocigoticas, o que no hace posible una
rapida propagacion. Goyal, Bingham y Felker
(1985) y Franclet (1989), a través de la
micropropagacion in vitro, solucionaron este
problema al obtener miles de individuos
idénticos al donante a partir de yemas axilares.

b) Propagar variedades Uutiles y nuevas
variedades surgidas del programa de
mejoramiento.

El cultivo in vitro es wuna poderosa
herramienta para el mejoramiento genético de
las plantas, ya que a través de este pueden
multiplicarse ~ répidamente  las  nuevas
variedades surgidas. De esta manera resulta
mas breve la preparacion del suficiente
material para las posteriores evaluaciones de
campo (Churova, 1984; Benbadis, 1989) y su
introduccién en la produccion comercial.

La eficiencia de este método justifica su uso
hasta en especies de facil propagacion
gamica, como es el caso de Leucaena
leucocephala (Glovak y Greatbatch, 1981,
Bray, 1984), que tiene posibilidades de
producir por encima de 40 000 plantas en 6
meses.

Dhawan y Bhojwani (1985) obtuvieron una
tasa de multiplicacion entre 9 y 10 para un
método de activacion de yemas axilares de
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segmentos nodales con nivel hormonal de 0,5
mg/l de 6 BAP. Mas tarde, perfeccionando auln
mas la técnica y usando ademés 0,025 um de
IBA, Hisajima, Chongpradithum, Osaka y Arai
(1987) lograron obtener de un simple brote, 1
600 000 individuos genéticamente iguales en
un plazo de un afo.

En Cuba se ha trabajado en este sentido
con el Topinambur (Helianthus tuberosus L.).
Mesa, La-jonchere 'y  Prieto  (1995)
seleccionaron un método con una buena
eficiencia y coeficiente de multiplicacion, que
garantiza un potencial de 3 000 000 de
vitroplantas en menos de un afio a partir de
una yema axilar tomada como explante.

En estudios preliminares de Digitaria
eriantha realizados en la region de Sudafrica,
Watt, Mycock y Cresswell (1989) encontraron
un sistema para micropropagar esta especie
por embriogénesis somatica, que consta de
sales nutritivas MS + 1 mg 1 de 2,4-D, altas
concentraciones de sacarosa (80 g/l) y agua
de coco en la fase de implantacién. Para la
regeneracion, el uso del agua de coco y 3 g/l
de prolina tuvo muy buenos resultados.

En ocasiones, tratando de cumplir otros
objetivos, se han encontrado resultados para
micropropagar especies de pastos, como es el
caso de Sorghum bicolor y Cenchrus ciliaris.
Murty (1992) comprobd que la embriogénesis
de ambas especies es de alta estabilidad
genética, con una facil respuesta a la
regeneracion, y se obtiene un ndamero
considerable de individuos de un explante
inicial.

Lolium multiflorum se puede propagar con
fines de produccion de semillas 'y
experimentacion, ya que se obtuvieron 8 000
plantines de un simple hijo en un periodo de 3
meses (Dale, 1984).

A través de la embriogénesis somatica en
alfalfa en suspension celular, Brown, Bowley.
McKersie, Senaratna y Bewley (1989) han
obtenido 300 000 embriones por un gramo de
explante en 54 dias utilizando un protocolo de
ocho pasos.

Existen otros cultivos que, aunque se
perpetien a través de semillas, presentan
serias dificultades para obtener en breve
tiempo una suficiente cantidad de las mismas.
En el café es |justificable este método
(Villalobos, 1989), teniendo en cuenta que es
necesario esperar algunos afios para lograr las
primeras producciones de sus frutos, lo que
frena en parte los grandes programas de
plantacion.

En la cafia de azlUcar se han obtenido
importantes avances por diferentes
instituciones cientificas cubanas, las cuales
han logrado un alto coeficiente de
multiplicacion, por lo que se pueden regenerar
millones de vitroplantas a partir de un
meristemo en cuestion de varios meses
(Kosky, 1992).

Esta técnica trae consigo un aumento del
rendimiento entre el 15 y 30% en dependencia
del genotipo durante la primera multiplicacién
en campo, dado fundamentalmente por el
incremento del numero de tallos (Santana,
1994).

¢) Micropropagar individuos libres de
enfermedades.

La micropropagacion tiene implicitos otros
objetivos, como el saneamiento a través del
cultivo de meristemos, mediante el cual
pueden eliminarse numerosas enfermedades
virales de cultivares infestados. Este principio
se sostiene a causa de la mayor velocidad de
division celular del meristemo vegetal con
relacién a las posibilidades de multiplicacion
del virus (Quak, 1977).

Una vez saneados los meristemos
sobrevivientes, es necesario propagarlos. Es
ahi donde la micropropagacion garantiza en
breve tiempo una adecuada poblacion de
individuos genéticamente homogéneos vy
sanos.

Esta técnica ha sido utilizada exitosamente
en cultivos de importancia agricola como la
yuca (Kartha y Gamborg, 1975), la papa
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(Mellor y Stace-Smith, 1977), Trifolium repens
(Bamett, Gibson y Seo, 1975), Trifolium
pratense (Phillips y Collins, 1979). También en
Cuba se ha usado con gran éxito en la cafia de
azucar, la papa y otras especies de interés
(Andn, 1992), pero en sentido general no ha
sido muy empleada en otras gramineas.
Aunque en los pastos y forrajes se conocen
algunas enfermedades virales que los atacan,
no se ha estudiado el saneamiento por
técnicas biotecnolégicas.

CONSERVACION DE GERMOPLASMA

Los programas de mejoramiento genético de
plantas se basan en la disponibilidad de una
amplia diversidad genética. Las especies
silvestres, incluyendo las  ancestrales,
constituyen la principal reserva de genes para
los fitomejoradores; sin embargo, en las
Ultimas décadas ha habido una pérdida
sensible de la diversidad genética, debida
fundamentalmente al crecimiento de las zonas
urbanas y a la expansion de la agricultura de
alta produccién, basada en la utilizaciéon de un
ndmero limitado de variedades comerciales.

De esta forma, los agricultores descartan
variedades antiguas por otras de mayor
produccién con resistencia a ambientes
diversos. Por otro lado, los fitomejoradores
desechan lineas o variedades que no llenan
sus requisitos inmediatos. Todo esto conduce
a la erosion paulatina e irreparable de la
diversidad genética.

Es por ello que el mantenimiento de bancos
de germoplasma es una gran necesidad en los
programas de mejoramiento genético vegetal,
tanto para los métodos tradicionales de
mejora, como por la mejora mutacional y el
cultivo in vitro, los cuales aseguran la
disponibilidad de material genético cuando sea
necesario.

La estrategia de la conservacion depende de
la naturaleza del material con que se esta
trabajando, asi como de los objetivos que se
persiguen.

El método mas sencillo y ventajoso es la
conservacion de semillas, pero existen
especies que no las producen o estas son de
corta viabilidad; otras semillas son altamente
heterocigoéticas y, por tanto, no mantienen el
genotipo original. Ademas, aquellas especies
gue se propagan vegetativamente solo pueden
ser conservadas por tiempos cortos mediante
propagulos vegetativos o en el campo en
parcelas de germoplasma. Es conocido que los
bancos de genes en el campo son muy
costosos de mantener y resultan vulnerables a
los desastres naturales frecuentes en las areas
tropicales, las inundaciones, el frio y las plagas
y enfermedades, las cuales ponen
constantemente en peligro la seguridad del
germoplasma: ademas, frecuentemente es
necesario mantener las plantas libres de virus
en invernaderos, lo que hace alun mas
engorrosa la conservaciéon del material
genético.

Es precisamente en estos casos donde la
posibilidad de regenerar plantas a partir de
células, tejidos, embriones y dérganos
cultivados in vitro, ha conducido a la utilizacion
de las diferentes modalidades de cultivo de
tejido para la preservacion del germoplasma.

Entre las mdultiples ventajas se pueden
mencionar las siguientes:

1. Se requiere relativamente de poco espacio
para la preservacion de una gran cantidad
de material vegetativo.

2. El germoplasma se encuentra libre de
patdgenos, virus e insectos, lo cual permite
el intercambio entre diferentes paises sin
pasar por periodos de cuarentena, ademas
de que se hace posible multiplicarlo
rapidamente cuando es necesario con solo
colocarlo en las condiciones y medios de
cultivo apropiados, lo que permite disponer
de las plantas en el momento oportuno
(Ochoa, 1990; Jiménez, 1992a).

Es por eso que el cultivo in vitro es un
poderoso instrumento de apoyo al mejora-
miento genético, en la esfera de la
conservacion in vitro.
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Las técnicas para la preservacion de
germoplasma estan basadas en la disminucién
de la actividad metabdlica de las células,
tejidos u 6rganos vegetales, de tal manera que
se evite el crecimiento y se mantenga la
posibilidad regenerativa de las mismas.

En general, la  conservacion de
germoplasma in vitro se puede alcanzar
utilizando dos estrategias; 1) Por el método del
minimo crecimiento de la actividad celular
mediante la combinacion de una serie de
factores como la temperatura, la composicion
del medio de cultivo y la adicion de inhibidores
de crecimiento (hormonales u osmaticos); y 2)
Por medio de criopreservacion, que consiste
en el almacenamiento de los tejidos y células
en nitrégeno liquido (-196°C). A esta
temperatura cesa el metabolismo y toda la
actividad celular, y el material almacenado en
estas condiciones puede ser conservado por
tiempo indefinido (Ochoa, 1990).

La técnica del crecimiento minimo se lleva a
cabo generalmente bajo condiciones de
temperatura reducida, desde 1 hasta 15°C
(Stushnoff y Fear, 1985; Whiters, 1985),
aunque existen diferencias en dependencia de
la especie y el tejido con que se esté
trabajando.

Whiters (1985) plantea que la temperatura
de almacenamiento debe estar entre 4 y 10°C
para aquellos cultivos que crecen normalmente
a 20-25°C y entre 15 y 20°C para los que
crecen a 30°C. Conjuntamente con la
disminucién de la temperatura, se modifica la
composicién de los medios de cultivo, por lo
gue se emplean normalmente medios menos
enriquecidos que los utlizados en la
propagacion, a los que se adicionan
inhibidores de crecimiento que pueden ser
osméticos (sorbitol, manitol, altas
concentraciones de sacarosa) u hormonales,
como el acido absicico, el cicocel y el 2-
cloroetil cloruro de trimetil (ccc).

El material mantenido en estas condiciones
se subcultivard en medio fresco cada cierto

tiempo, en dependencia de los requerimientos
de la especie y las condiciones de
almacenamiento. Por ejemplo, en la cafia de
azlcar esto debe realizarse cada 6 meses
(Srenivasan y Srenivasan, 1985).

Para la conservacion de germoplasma
pueden, emplearse apices caulinares, yemas,
meristemos, callos, suspensiones celulares,
anteras, o6vulos y embriones. Los apices
caulinares presentan una gran ventaja, que es
la estabilidad genética, lo cual es dificil de
mantener al emplear otros materiales. Con el
empleo de apices, la técnica resulta sencilla y
puede ser establecida con facilidad, previo
conocimiento de los métodos de propagacion
in vitro (Pérez-Ponce y Jiménez, 1992), y da la
posibilidad de mantener las plantas libres de
patdégenos.

Los pastos y forrajes han sido poco
estudiados desde este punto de vista. En
Etiopia. Ruredzo y Hanson (1989) han
realizado trabajos en Cynodon dactylon, C.
aethiopicus, D. decumbens y D. smutsii; ellos
plantean que estas especies pueden ser
establecidas y multiplicadas in vitro a partir de
yemas axilares, meristemos o internodios y
conservadas bajo condiciones de crecimiento
lento a bajas temperaturas.

La conservacion de germoplasma tiene cada
vez mas importancia, pues con las modernas
técnicas de la biologia molecular, son los
genes aislados los que integran el genoma en
su conjunto y desde ese punto de vista
practicamente todos los genotipos tienen
interés.

CONCLUSIONES

La micropropagacion acelerada ha sido muy
aplicada a muchos cultivos que presentan
dificultades en cuanto a la propagacién natural
lenta, el alto grado de heterocigosis, la
reproduccion  obligatoriamente agamica y
otras; ademas, se usa para sanear variedades
infestadas con virus, lo que permite mantener
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plantaciones sanas por periodos mas o0 menos
extensos. Esta se desarrolla, fundamental-
mente, por 3 métodos que son: la formacion
acelerada de yemas axilares, la produccion de
yemas adventicias y la embriogénesis
somatica.

La técnica de conservacion de germoplasma
in vitro ha abierto una nueva posibilidad a los
cultivos que no producen semillas y que tienen
gue mantenerse vegetativamente, con lo que
se corre el riesgo de que se erosione el banco
genético y ocurran pérdidas de variedades. Se
logra asimismo una via econOmica, segura y
libre de patégenos en las variedades a
conservar. Esta técnica permite, segin sus
métodos, conservar a corto, mediano o largo
plazo el material vegetal y se puede usar una
amplia gama de explantes que puede ir desde
una simple célula hasta un conjunto de tejidos.

Tanto para la micropropagacion acelerada
como para la conservacion in vitro de
variedades y especies, el fendmeno de la
regeneraciéon de 6rganos o plantas completas
es determinante.

Ambas técnicas biotecnoldgicas han sido y
podran ser aplicadas a los pastos y forrajes, lo
cual los ubica al mismo nivel que el resto de
los cultivos y permite acelerar el programa de
mejoramiento y el uso inmediato de las
mejores variedades que respondan a las
exigencias de la ganaderia moderna.

CONCLUSIONS

The accelerate micropropagation have been
aplicated in many cultures that present
difficulties with regard to the slow natural
propagation, high level of heterozigosis, the
obligatorily agamic reproduction and others; ifs
also use to give security to infested varieties
with virus that permit to keep security
populations by less or more extensive periods.
It is fundamentaly develop by 3 methods, they
are: the rapid formation of axillaries bud, the
production of adventitious bud and the somatic
embryogenesis.

The technique of germoplasm conservation
in vitro has open a new possibility to the
cultures that not produce seeds and they have
to keep vegetatively; with these we run the risk
of the erosion of the genetic bank and also may
be happen the lost of varieties. In like manner it
is obtain an economic, sure and free Way of
pathogens in the varieties to conserve.
According to these methods, this technique
permit to preserve the vegetable material at
short, middling or long time and it can use a
plantiful gamut of explants that can go from a
simple cell to a tissue conjunct.

The regeneration phenomenon of organs and
complete plants is determining for both
accelerate micropropagation and in vitro
conservation of varieties and species.

Both biotechnological techniques have been
and must be used to the pasture and forage,
that situated it at the same level that the rest of
cultures and pennit to accelerate the
improvement program and the immediate use
of the best varieties that respond to exigencies
of the modem livestock.
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