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CAPITULO 7
NO SIEMPRE SALE TODO BIEN...

PROBLEMAS EN EL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Noelia Nikoloff

En el cultivo de tejidos in vitro pueden presentarse algunos problemas
dependiendo del cultivo o de la variedad con la que se trabaje. Uno de los
principales problemas cuando se trata de establecer los cultivos es la
contaminacioén de los mismos con diversos tipos de microorganismos (Mroginski,
y otros., 2010) (Ver capitulo 4). Por definicion, un contaminante es cualquier
microorganismo introducido en un cultivo o medio de cultivo. Las principales
causas de contaminacién son: microorganismos presentes en el interior o en el
exterior de los explantes y las fallas en los procedimientos de cultivo en el
laboratorio (Mroginski, y otros., 2010). Se denominan “vitropatogenos” a los
contaminantes mas frecuentes que aparecen en condiciones in vitro. El término
‘vitropatogeno” es empleado para aquellos organismos que no son
necesariamente patogenos para las plantas a campo, pero si lo son para las
células, tejidos u organos cultivados in vitro. Estos contaminantes son los
responsables de ocasionar la muerte del tejido debido a que pueden modificar el

pH, competir por los nutrientes y modificar el medio de cultivo (Cassells, 2012).
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En el capitulo 4 hemos explicado los distintos tipos de contaminantes y las
diferentes alternativas para evitarlos y/o minimizarlos en los cultivos in vitro.
Teniendo en cuenta lo descripto anteriormente, otra opcidn posible para evitar la
contaminacion se basa en el hecho conocido de que los meristemas vegetales
estan libres de contaminantes enddgenos, por lo tanto, el cultivo de meristemas in
vitro permite, en gran cantidad de casos, el establecimiento de cultivos libres de
patégenos.

Otro problema comun en los cultivos in vitro es la llamada Oxidacion o
Ennegrecimiento que se manifiesta como un oscurecimiento del tejido vegetal y
se puede definir como la oxidacion por radicales libres de diferentes componentes
celulares, generando dafio, inhibicion del crecimiento y en los casos graves
incluso la necrosis y muerte del tejido (Amiot y otros., 1996, Bray y otros., 2000).
Este problema es comun en varias especies, especialmente en las lefiosas. La
oxidacién esta estrechamente relacionada con el estrés oxidativo y nitrosativo que
sufren las células cultivadas in vitro provocando la estimulacién del metabolismo
de los compuestos fendlicos (Azofeifa, 2009). Los estresores en los cultivos in vitro
se relacionan principalmente con el efecto abrasivo causado por los agentes
desinfectantes en la asepsia del explante, los cortes del explante, los cambios en
el pH, la composicion del medio de cultivo, como asi también el volumen y la
calidad del frasco de cultivo (Van Staden y otros. 2006). En la practica existen
varias estrategias para eludir los procesos de oxidacion, cabe aclarar que un unico
método no siempre es suficiente, todo depende de la complejidad del problema.
Entre las mismas podemos enumerar las siguientes: 1) usar explantes en estado

juvenil o en crecimiento activo; 2) disminuir la intensidad de la luz de cultivo; 3)
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disminuir la temperatura de cultivo; 4) realizar subcultivos con frecuencia; 5)
cultivar el explante en medio liquido; 6) agregar antioxidantes al medio de cultivo;
7) disminuir el pH del medio de cultivo; 8) agregar adsorbentes como carbon
activado al medio de cultivo; 9) disminuir la duracion de la esterilizacion del
explante o cambiar el agente desinfectante; 10) incrementar las sales de calcio;
11) reducir los niveles de nitrato (D’Silva y D’Souza, 1993; George, 1996;

Harikrishnan, y otros., 1997; Aliyu, 2005).

La Vitrificacion o Hiperhidricidad es otro de los inconvenientes con el que
nos podemos encontrar cuando realizamos la técnica de cultivo de tejidos in vitro,
es el fenomeno por el cual los brotes toman aspecto vitreo y transparente,
observandose turgencia y fragilidad en hojas y tallos (George y otros., 1984; Ziv,
1993). Se caracteriza por ser un proceso de morfogénesis anormal con
desordenes fisiologicos (mayor absorcion de agua, menor contenido de clorofila,
menor capacidad fotosintética, hipolignificacion), anatomicos (epidermis vy
cuticulas delgadas, grandes espacios intercelulares, menor desarrollo del sistema
vascular, estomas anormales y escasos, ausencia de parénquima en empalizada)
y morfolégicos (entrenudos cortos, color anormal, arrosetamiento, hojas mas
gruesas elongadas y arrugadas, tallos de mayor diametro) en condiciones de
cultivo in vitro. Este fendmeno esta regulado principalmente por dos factores que
son la humedad relativa y el potencial de agua afectando a la fotosintesis y a la
transpiracion (Olmos y ofros., 2010). Las causas por las que se produce la
vitrificacién se deben a las condiciones adversas bajo las cuales se desarrollan los

cultivos, ya sea excesiva humedad, factores nutricionales, baja intensidad
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luminica, uso de recipientes herméticos que afectan el intercambio gaseoso, altas
concentraciones de citocininas, carbohidratos y minerales. Por otra parte, la
consecuencia principal de este fendmeno es la baja supervivencia de las plantulas
obtenida durante la aclimatacion ex vitro. Para superar este problema se han
propuesto una serie de posibles soluciones como son: el empleo de frascos con
fitro para incrementar el intercambio gaseoso y la aireacién evitando
contaminaciones secundarias (Maene y Deberg, 1987), la remocién de la fuente
de carbohidratos del medio de cultivo, la defoliacidn de las plantulas para estimular
la formacion de hojas nuevas y por consiguiente la fotosintesis y otras actividades
metabdlicas (Ziv y otros., 1990), el uso de retardantes de crecimiento para
estimular la formacion de hojas nuevas después del transplante (Ziv, 1989), el
empleo de altos niveles de CO;, (antagonista del etileno) para estabilizar la via de
lignificacion y prevenir la vitrificacion por medio de la inhibicién de la formacién de
aerénquima y de la hiperhidratacion (Kozai y oftros., 1987). Todas estas
soluciones aportan mejoras y ventajas que permiten a las plantas propagadas in
vitro atravesar las distintas etapas del cultivo en las mejores condiciones

morfoldgicas, fisioldgicas y funcionales posibles.

Otro de los problemas comunes es la Falta de Respuesta del cultivo.
Existen diversos factores que influyen en este tipo de inconveniente como son: a)
el genotipo de la célula, el cual es conservado fielmente, pero hay mecanismos
reguladores de la informacion genética que causan que la morfogénesis sea
inactiva y se pierda por completo durante el subcultivo, esto genera diferencias en

la regeneracion de plantas. A su vez, esta diversidad de respuesta entre los
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distintos taxa pueden reflejarse en los requerimientos nutricionales y hormonales
necesarios para la diferenciacion; b) los efectos en la posicion y la competencia,
ya que existen fuertes diferencias entre célula y célula y entre diferentes tipos de
organos en cuanto a capacidad de regeneracion en cultivo de tejidos in vitro; c) la
polaridad del explante relacionado a la proliferacién celular y/o morfogénesis; d)
las condiciones ambientales (luz, temperatura, humedad y fase gaseosa). Una
alternativa para prevenir y/o solucionar este problema es considerar las
condiciones bajo las cuales se desarrolla el cultivo, como la temperatura,
humedad, intensidad y calidad de luz, el tipo y forma del frasco de cultivo y la
densidad de explantes. Por otra parte, otro tipo de falta de respuesta esta
relacionada con el fendmeno de habituacion, se denomina asi a la habilidad
adquirida después de varios subcultivos por una poblacion de células para crecer
y dividirse, independientemente del agregado exdgeno de reguladores de
crecimiento que en un principio eran de uso obligatorio, por consiguiente, estas

células son denominadas auténomas.

La Variabilidad, es la presencia de plantas anormales provenientes de
cultivo de tejido in vitro. Algunos autores opinan que este fendbmeno puede ser
consecuencia de la alta frecuencia de division celular que tiene lugar en los
cultivos in vitro, mientras que otros la asocian a causas de estrés (Calva Calva y
Pérez Vargas, 2005). La identificacion de los factores de estrés asociados a la
aparicion de plantas fuera de tipo es entonces fundamental para identificar en

forma temprana estos tejidos en el laboratorio y eliminarlos, de manera que se

106



reduzca la presencia de plantas indeseables en las fases de aclimatacion y
rusticacion.

Teniendo en cuenta los aspectos planteados de los diferentes problemas
que podemos encontrar al practicar técnicas de cultivo de tejido in vitro debemos
destacar que lamentablemente no son los unicos. Existen Otro tipo de
problemas que no estan especificamente caracterizados y no por ello son de
indole menor. Las técnicas de cultivo de tejido in vitro implican una gran cantidad
de variables, algunas de las cuales son aun desconocidas y es por eso que a
veces los resultados que fueron alcanzados facilmente en un laboratorio, no son
reproducibles en otro. La falta de reproducibilidad de los protocolos descriptos en
la literatura es uno de los problemas mas comunes encontrados en la practica, ya
que dependen de las condiciones locales de cada laboratorio. Mas aun, las rutinas
establecidas a pequefia escala en general son modificadas para conseguir
resultados exitosos a gran escala, pero estos cambios, por ejemplo en métodos de
preparacion de medios de cultivo, uso de diferentes tipos de envases y de
diferentes camaras de cultivo, entre otros, quiza afecten significativamente la
técnica dando resultados negativos.

La siguiente tabla resume problemas comunmente encontrados en la practica,

sus posibles causas y soluciones:

SINTOMA POSIBLES POSIBLES
CAUSAS RESPUESTAS
Muerte del Desinfeccion Ajustar los tiempos y
explante fuerte concentraciones
Medio de cultivo Utilizar a Y20 %4
muy fuerte Obtener explantos a
Equivocado diferentes estados de
estado de desarrollo
desarrollo
Necrosis Contaminacion Descartar con cuidado.
Exudado Revisar la técnica de
“Bleeding” esterilizacion
Problemas con el Transferir
agar inmediatamente.
Problemas con el Subcultivar mas
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agua frecuentemente
Formula Probar diferentes
equivocada fuentes de agar, o
gelificantes.
Controlar la pureza del
agua.
Probar diferentes
férmulas
Brotes muy largos Poca Aumentar
y baja tasa de concentracion de concentracion de
multiplicacion citocininas citocininas

Utilizar la grilla
citocinas/auxinas

Brotes demasiado
cortos

'PGR muy fuertes

Disminuir u omitir los
'PGR

No multiplicacion

Baja
concentracion de
citocininas
Necesita
vernalizacion
Mucho frio
Requiere periodo
de dormancia

Aumentar la
concentracion de
citocininas

Almacenar a baja
temperatura por 4-8
semanas

Utilizar la grilla cit/aux
Aumentar la
temperatura
Tratamiento con frio 3-4
semanas

Tallos gruesos, Demasiada Disminuir las citocininas
hojas pequefias, citocinina
palidas
Formacién de callo 'PGR Disminuir u omitir los
no buscada equivocados 'PGR
Exceso de Utilizar la grilla cit/aux
auxinas

Hojas cloréticas

Contaminantes
enddgenos

Alta temperatura
Férmula

Index para
contaminacién
Disminuir temperatura
Probar diferentes

equivocada medios
Vitrificacion, hojas Potencial Disminuir la
suculentas osmotico temperatura
desordenado Aumentar la
Alta concentracion de agar
concentracion de Disminuir los 'PGR
citocininas Probar otro agente

Agar equivocado
Cultivos muy

gelificante
Subcultivar mas
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viejos seguido

Enraizamiento Balance de 'PGR Utilizar la grilla cit/aux
prematuro equivocado Subcultivar

Aumentar las
citocininas y disminuir

las auxinas
Tallos rojos Estrés Cambiar la intensidad
Demasiada de luz o modificar la
azucar temperatura
No demasiado Disminuir el contenido
NO3 de azucar
Cultivo muy viejo Aumentar el nitrato
Subcultivar mas
frecuentemente

'PGR: Hormonas vegetales y reguladores de crecimiento: son compuestos

organicos, no nutrientes, sintetizados por la planta, que actuan en muy baja
concentracion y que desencadenan diversas respuestas fisioldgicas. Existen
sustancias sintéticas, con similares caracteristicas, a las que se denominan
reguladores de crecimiento. Los reguladores vegetales de crecimiento son
utilizados en concentraciones del orden de partes por millén
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