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APLICACION DE TECNICAS BIOTECNOLOGICAS EN FRUTALES,
UNA VIA VALIOSA PARA EL RESCATE Y LA CONSERVACION

DE ESTAS ESPECIES

Argelys Kessel®

ABSTRACT. Fruits constitute the most important foods
among natural vegetables. They along with garden crops
provide alot of vitamins and minerals; thus, they should be
present in every meal. Fruits are used as CO, reservoir, in
biodiversity increment and ecological compensation aress;
besides, they are appreciated for fresh consumption, juices
and pulps. In Cuba, there are favorable edaphoclimatic
conditionsfor fruit tree growth and devel opment; however, a
large number of them appear at thetop of thelist of threatened
species in our country, so that urgent measurements of
preservation and management should be taken into account.
Biotechnology may help increase and improve fruit tree
production; thistechnology enablesto obtain ahigh-yielding
material. Also, tissue culture has given a great support to
agriculture and constitutes a fundamental approach in the
scientific-technological activity; consequently, the application
of in vitro propagation techniques to fruit treesis avaluable
way to multiply, rescue and preserve these species.

Key words: tissue culture, plant propagation, culture
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RESUMEN. Losfrutalesconstituyen losalimentos masimpor-
tantes dentro de los vegetales naturales. Las frutas junto con
las hortalizas proporcionan muchasvitaminasy minerales; por
ello son alimentos que deben estar presentes en todas las
comidas. Tienen uso variado como reservorio de CO,, en €l
incremento de la biodiversidad y en las &reas de compensa-
cioén ecol dgica; ademaés, son preciados como fruta fresca, ju-
gosy pulpas. En Cuba se encuentran favorables condiciones
edafocliméticas parael crecimiento y desarrollo de los fruta-
les; sin embargo, hay un gran nimero que encabezan lalista
de especies amenazadas en nuestro pais, por 1o que hay que
tomar medidas urgentes de conservacion y manejo. La
biotecnol ogia puede contribuir al aumentoy mejoramiento de
la produccién de frutales; esta tecnologia permite obtener
material de elevada productividad. Ademés, € cultivo deteji-
dos ha dado un gran aporte a la agriculturay constituye una
viafundamental en la actividad cientifico-tecnol dgica, por 1o
gue el empleo delastécnicas de propagacioninvitro en fruta-
lesresultaunaviavaliosaparalamultiplicacion, € rescatey la
conservacion de estas especies.

Palabras clave: cultivo de tejidos, propagacién de plantas,
téonicas de cultivo, biotecnologiavegetd, frutaes

INTRODUCCION

Los frutales constituyen los ali-
mentos mas importantes dentro de
los vegetales naturales. Las frutas
junto con las hortalizas proporcionan
muchas vitaminas y minerales, por
lo que son alimentos que deben es-
tar presentes en las comidas. Co-
miendo frutas y verduras, el organis-
mo humano no tendré carencia de
vitaminas o minerales, si se incluyen
las proteinas animales.
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Las vitaminas hidrosolubles
(B y C) nose almacenan en el orga-
nismo; es por ello que se debe co-
mer alimentos que las contengan. La
vitamina C, por ejemplo, ademas de
ser un potente antioxidante, contri-
buye a una buena salud de los hue-
so0s, ayuda a sanar las heridas, ade-
més de reforzar la accion de la vita-
mina E, otro potente antioxidante (1).

Las frutas ademas de proporcio-
nar vitaminas y minerales, desempe-
flan ciertas funciones de suma im-
portancia, como la de alcalinizar la
sangre para contrarrestar la acidez
excesiva que producen alimentos
como los huevos, los cereales y las
carnes, debido a su contenido en
sales de potasio y magnesio, que
favorecen la eliminacion de liquidos
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y el exceso de residuos nitrogenados
y cloruros, por lo que purifican el or-
ganismo (1, 2, 3).

Los frutales tienen uso variado
como reservorio de CO,, en el incre-
mento de la biodiversidad, en las
areas de compensacion ecolégica,
son preciados como fruta fresca, ju-
gos Y pulpas organicas y, al mismo
tiempo, contribuyen a mejorar la fer-
tilidad de los suelos por el reciclaje
de nutrientes producido en los
agroecosistemas de produccién or-
géanica (4).

Las tendencias mundiales abren
un espacio cada vez mayor al uso
de la biotecnologia, ya que la huma-
nidad enfrenta el reto de como sa-
tisfacer las necesidades de una poblacion
creciente (5), donde la biotecnologia
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puede contribuir al aumento y mejo-
ramiento de la produccion de alimen-
tos (6), pues esta tecnologia permi-
te obtener material de elevada pro-
ductividad (7).

El desarrollo alcanzado en el
cultivo de tejidos, desde sus inicios
hasta la fecha, representa un gran
aporte a la agricultura y, en la ac-
tualidad, constituye una via fundamental
enla actividad cientifico-tecnolégica (8).

Varias técnicas de propagacién
in vitro se han empleado para mejo-
rar un gran nimero de especies fru-
tales, de interés econémico para
Cuba. Algunos de los trabajos que
se realizan con el empleo de estas
técnicas in vitro, estdn basados en
la callogénesis, embriogénesis
somatica, micropropagaciény evalua-
cion del efecto de las fitohormonas co-
merciales y diferentes biorreguladores
cubanos enlos medios de cultivo (9, 10).

El uso de técnicas biotecnoldgicas
ofrece la posibilidad de multiplicar
masivamente genotipos valiosos in-
cluyendo los frutales que se encuen-
tran amenazados, como el marafién
(Anacardium occidentale L), por lo
gue puede contribuir al aumento y
mejoramiento de la produccion de
especies de importancia econdmica.

A partir de los resultados de los
ultimos afios, en una gran cantidad
de especies vegetales se ha exten-
dido el empleo de las técnicas
biotecnolégicas, por lo que resulta
valiosa la aplicacion de estas en las
especies frutales. De aqui que el
objetivo del presente trabajo consis-
te en resaltar laimportancia de esas
técnicas biotecnoldgicas en la mul-
tiplicacion, el rescate y la conserva-
cion de los frutales, justificando asi
suinclusion en los programas agricolas.

IMPORTANCIA DE LOS
FRUTALES

En cuanto a las frutas se refie-
re, la naturaleza ha sido verdadera-
mente prédiga en colores, formas,
aromas y sabores, pero la interven-
cion del hombre también ha sido fun-
damental, pues gracias a su curiosi-
dad innata, traducida en viajes de
investigacion, y a las colonizaciones,

muchas especies fueron llevadas
desde sus lugares de origen a otras
partes del mundo donde proliferaron.
También ha sido primordial la partici-
pacién del hombre en la conserva-
cién de antiguas especies, en la
adaptacion de algunas a nuevas tie-
rras y condiciones climaticas, en la
mejora de su calidad y multiplicacion
de sus variedades. Debe tenerse en
cuenta que si bien el origen de las
frutas en general data de miles de
afios, en la actualidad hay muchisi-
mas mas especies (3).

Los diferentes nutrientes que en
cantidad y calidad diversas contie-
nen las frutas, en general constitu-
yen un aporte de suma importancia
para el adecuado funcionamiento del
organismo humano (1, 3).

Los principales componentes
que contienen las frutas son los si-
guientes:

* minerales

* vitaminas

* flavonoides
* fibra

* saponinas

* fenoles

* carotenoides
* jsocianatos

Todos estos no solamente ayu-
dan a que el cuerpo esté nutrido, sino
que previenen la aparicién de muchas
enfermedades, tal como se ha veni-
do demostrando en los estudios rea-
lizados en los dltimos afios (1).

La fibra que proporcionan las fru-
tas es aquella parte de los vegetales
que el aparato digestivo no puede
digerir, pero resulta muy importante
para la expulsién de la materia fecal.
La ingestién de abundante fibra no
solamente supone una manera Util
de prevenir el estreflimiento, ya que
estudios recientes han demostrado
que unarica dieta en fibra reduce el
colesterol, ayuda a los diabéticos a
controlar el azdcar de la sangre y
previene la aparicion del cancer de
colon. Los frutos ricos en fibra son las
fresas, los citricos, entre otros (1, 2).
Citricos. Se cultivan y consumen hoy
en grandes cantidades en muchas
partes del mundo. Dentro del orden
de su importancia y popularidad, se
encuentra, en primer lugar, la naran-
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jadulce, seguida de los limones, las
mandarinas y los pomelos. También
cabe citar la lima, citrico muy popu-
lar en América, cuyo consumo va
ganando preferencias en Europa (3).

La importancia nutritiva de los
citricos es su alto contenido en vita-
mina C, asi como en azlcar, saca-
rosa, glucosa y fructosa principal-
mente y, en menor grado, de acidos
y sales minerales. Aunque las dosis
de azlcares y acidos que contienen
los citricos varian segun la especie
de que se trate y las condiciones del
cultivo y el clima en que se haya
desarrollado la planta, todos tienen
un rico contenido en vitamina C.

La forma mas facil y sana de
consumir los citricos es en zumo.
Entre ellos, el de naranja continda
siendo el mas popular de los zumos
citricos, seguido del de pomelo, pero
no debe descartarse el de mandari-
Nna, un poco menos rico en vitamina C,
pero muy sabroso y aromético. La
cantidad de vitamina C que necesita
el organismo diariamente se obtiene
bebiendo un poco mas de medio vaso
de zumo de naranja (3).

Rosaceas. Entran dentro de esta gran
clasificacién las manzanas, peras,
melocotones, albaricoques, ciruelas,
cerezas Yy fresas, pero también se
incluyen en ellas otras menos popu-
lares, como los nisperos. Estas fru-
tas tienen distintas propiedades, en
general muy beneficiosas para el or-
ganismo, por lo cual es recomenda-
ble el consumo de la mayor variedad
posible. Asi como la manzana, fruta
biblica, es rica en acidos que favore-
cen la digestion y en pectina, un
germicida natural, la pera lo es en
oligoelementos y enzimas. Los me-
locotones son unaimportante fuente
de carotenos, vitaminas C y del gru-
po B e importantes minerales (cal-
cio, magnesio y potasio), mientras
gue los albaricoques son riquisimos
en vitaminas, minerales y azlcares,
y en las ciruelas abundan la fibra ve-
getal y pectina. Las cerezas y fre-
sas, con un valor equilibrado de vita-
minas y minerales, constituyen un
excelente desintoxicante del organismo.
Anonaceas. Las apreciadas propie-
dades alimenticias y el excelente sa-
bor comercial, para la elaboracién de
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jugos, helados, néctares, mermela-
das, dulces y pulpa congelada, que
presentan las frutas de esta familia,
son las que denotan el creciente in-
terés por parte de los consumidores,
en los mercados fruticolas e indus-
trias de América del Sur, América
Central y del Caribe (11). Las
anonaceas tienen alto valor calérico
por la presencia de carbohidratos,
aportan minerales como el calcio,
fésforo y hierro, y son ricas en vita-
mina Cy provitamina A. Se encuen-
tran dentro de este grupo las
chirimoyas, guandbanas, el anén y
caimito.

Otras frutas

#* Platano (Musa sp)

Suele excluirse de las dietas
para adelgazar y sacia el estbmago
e induce a comer menos, por lo que
no se trata de prohibir sino de dismi-
nuir las calorias que aportan los de-
mas alimentos. Los platanos consti-
tuyen una fruta energética por exce-
lencia, son fuentes de vitamina C,
caroteno, riboflavina, ciertas vitami-
nas del grupo By especialmente son
ricos en minerales, sobre todo en
fosforo y hierro.

#* Pifia (Ananas comosus L)

Aporta vitaminas A, By C, yodo,
magnesio, calcio, fosforo, hierro y
azufre (3). Ademas contiene
bromelina, una enzima que favorece
la digestion (1).

# Guayaba (Psidium guajava L)

Es una fruta muy popular tanto
para consumo fresco como para el
procesamiento y la obtencién de di-
versos productos como: jugo, néc-
tar, concentrados, jalea, bocadillo y
relleno para dulces. Esta gran acep-
tacion se debe a su valor comercial,
digestibilidad, palatabilidad, sabor
agradable y valor nutritivo; excelente
fuente de las vitaminas A, C, tiamina,
riboflavina y &cido nicotinico; asi
como de los minerales calcio, hierro
y fosforo, ademas de carbohidratos.
Los frutos de esta especie, en gene-
ral, se caracterizan por el bajo con-
tenido de carbohidratos (13,2 %), gra-
sas (0,53 %) y proteinas (0,88 %), y
por el alto contenido de humedad (12).

#* Marafion (Anacardium occidentale L)

Los frutos son agradables, jugo-
s0s, con gran contenido de acido ci-
trico y taninos. Es apreciado por sus
multiples usos: el pseudofruto o pe-
dinculo ensanchado y maduro se
consume como fruta fresca, la cual
s muy nutritiva y con altos conteni-
dos de peptinas y vitamina C
(250 mg.100 mL*de jugo); su jugo
es digestivo, bactericida vy
antidisentérico. Igualmente, fermen-
tado, se emplea en la preparacion de
vinos, vinagres y licores. La almen-
dra tiene uso industrial en la fabrica-
cién de cosméticos, resinas, barni-
ces, tintes, asi como productos para
confiterias y pastelerias, entre otros (13).

APLICACION DE DIFERENTES
TECNICAS DE CULTIVO
DE TEJIDOS EN FRUTALES

Embriogénesis somética. Es la for-
macion de un embrion a partir de una
célula, sin la necesidad de la fusion
de gametos (14). Esto no es un fe-
némeno artificial y es conocido en la
naturaleza como una forma de
apoximis llamada embrionia adventi-
cia, que por primera vez fue descrita
por Strasburguer (15). Los primeros
en tener evidencias de este proceso
fueron Reinert (16) y Steward (17).

Este proceso ha sido muy utili-
zado en los Ultimos afios en la pro-
pagacion in vitro, por sus multiples
aplicaciones, su alto rendimiento en la
produccién de callos embriogénicos
y embriones somaticos (18).

Por lo que la regeneracién de
plantas in vitro via embriogénesis
somatica se ha convertido en un
prerrequisito indispensable, para la
aplicacion de algunas herramientas
de la biotecnologia en la mejora
genética de las plantas (19).

El creciente interés por la obten-
cién de embriones somaticos en di-
versos cultivos, se debe a que el pro-
ceso de embriogénesis somética fa-
cilita la propagacion clonal a gran
escalay el empleo de la semilla arti-
ficial (20).

En este sentido, cabe destacar
los efectos beneficiosos que posibi-
lita el uso de esta técnica, como un
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método de propagacion de plantas
gue puede facilitar la automatizacion
del proceso y permitiria la siembra
directa de los cultivos, a diferencia
de la propagacién vegetativa conven-
cional; es por ello que se ha sefiala-
do que la formacion de embriones
somaticos a partir de tejidos adultos
de plantas (hojas), ha hecho de la
embriogénesis somatica un sistema
modelo para muchos cultivos y un
elemento de interés econémico (9).

En los medios de cultivo se utili-
zanfitohormonas comerciales como las
auxinas, giberelinas y citoquininas,
aunque en los Ultimos afios se han
incorporado algunos biorreguladores
como los brasinoesteroides y
oligosacarinas, todos ellos con la fi-
nalidad de ser incorporados para el
cultivo de 6vulos, embriones, callos,
asi como plantulas, con el fin de ace-
lerar el desarrollo de estos. Ademas,
se conoce gue estas sustancias tie-
nen caracter estimulante, aceleran-
do el desarrollo vegetativo e intervie-
nen en los mecanismos de defensa
de las plantas (21, 22).

La embriogénesis soméatica se
usa generalmente en el cultivo de los
citricos, con el objetivo de viabilizar
el proceso de mejoramiento genético,
en el desarrollo de diferentes
cultivares, sin que afecte la presen-
cia de incompatibilidad genética y/o
reproductiva (23).

Debido a laimportancia que los
investigadores le atribuyen a los
biorreguladores sintéticos cubanos,
en el cultivo de tejidos se realizé una
investigacion, donde se emplearon el
Biobras-6, MH-5 (analogos de
brasinoesteroides), brasinoesteroide
natural (24-Epibrasinélido) vy
Pectimorf (oligogalacturénido), en el
proceso de embriogénesis somatica
en el cultivo de mandarina (Citrus
reshni Hort. ex Tan ), para facilitar la
obtencion acelerada y estable
genéticamente de las diferentes es-
tructuras vegetales de la especie (24).

Se realiz6 un estudio citogenético
con las raices de las plantulas pro-
venientes de embriones somaticos,
en un medio constituido por las sales
de Murashige y Skoog (25), 1 mg.L*
de vitaminas de White (clorhidrato de
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piridoxina), 1 mg.L* de &cido
nicotinico, 0,2 mg.L™ de clorhidrato de
tiamina, 100 mg.L* de inositol, 50 g.L™*
de sacarosa, 500 mg.L* de extracto
de malta y suplementado o no con el
Biobras-6, MH-5 (analogos de
brasinoesteroides), brasinoesteroide
natural (24- Epibrasinélido) y
Pectimorf (oligogalacturénido), de-
mostrandose que el empleo de es-
tos, en el proceso de embriogénesis
somatica, no provocé variaciones en
el nimero de cromosomas (24).

Por otro lado, en el cultivo de la
guayaba la embriogénesis somética
constituye una eficiente herramienta
para su propagacion y mejoramiento
genético (26, 27). Por lo que resulté
interesante probar diferentes concen-
traciones del regulador del crecimien-
to &cido 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D),
para establecer la técnica de
embriogénesis somética en este fru-
tal a partir del cultivo de embriones
cigoticos (28).

En este caso, con el objetivo de
determinar el efecto de diferentes
concentraciones del regulador de cre-
cimiento antes mencionado, se eva-
lué el porcentaje de formacién de
callos con estructuras embriogénicas,
el nimero de embriones somaticos
por explante y porcentaje de embrio-
nes en etapa globular, corazén y tor-
pedo, ademas, los cotiledones que
formaron embriones somaticos.
Transcurridas dos semanas, se pudo
apreciar la presencia de un callo com-
pacto, seco y de color marrén brillan-
te, con estructuras embriogénicas y
la aplicacion de 1 mg.L* de 2,4D. Con
todas las concentraciones de 2,4D
empleadas se obtuvieron embriones
somaticos; sin embargo, la con-
centracion méas baja proporcion6
mayor porcentaje de formacién de
callos (28).

En muchos sistemas experi-
mentales, desarrollados para espe-
cies frutales recalcitrantes, el esta-
blecimiento de un eficiente protoco-
lo se basa en el uso de material juve-
nil como fuente de explante (26, 27).
Se ha sefialado que el bajo numero
de plantas en campo por cultivo
embriogénico y la poca habilidad del
tejido maduro para iniciar cultivos

embriogénicos, son las mayores li-
mitaciones de la embriogénesis
somatica en especies lefiosas (29).

En estas especies, para lograr
el éxito de la embriogénesis
somatica, el explante debe ser obte-
nido de plantas altamente vigorosas.
Ademas, se sefiala que los 6rganos
0 tejidos inmaduros son mas
morfogénicamente manejables in
vitro que los 6rganos o tejidos ma-
duros (30).

Al respecto, diferentes investiga-
dores han trabajado con cotiledones
en etapa pequefia y precoz de espe-
cies recalcitrantes como marafion,
para determinar los factores que in-
fluyen en el proceso de embriogénesis
u organogénesis en este importante
frutal (31).

Para ello, los cotiledones se
seccionaron en tres porciones: proxi-
ma, mediana y distal al eje embrio-
nario. Las secciones fueron cultiva-
das en posicion adaxial y abaxial
durante cuatro, seis u ocho dias en
contacto con el medio Murashige y
Skoog, conteniendo la mitad de las
sales minerales y suplementado con
0.045, 2.3y 4.5 M del regulador del
crecimiento (2.4-D). Posteriormente,
se transfirieron para el medio MS sin
regulador del crecimiento y a los 21
dias se evalué el numero de callos y
raices formadas; ademas, se evalu6
el tamafio de los cotiledones. Se
determindé que las posiciones
cotiledonales no influyeron en el na-
mero de callos ni en el nUmero de
raices formadas (31).
Organogénesis. Resulta valioso re-
saltar la gran utilidad que varios in-
vestigadores le atribuyen a la técni-
ca de organogénesis in vitro en dife-
rentes frutales, debido a su impor-
tancia en la multiplicacién de plantas.

La organogénesis es un evento
morfogenético que se caracteriza por
su desarrollo unipolar, es decir, la
formacién de un primordio unipolar a
partir de una yema, con el subse-
cuente desarrollo de un brote
vegetativo, existiendo siempre una
conexion entre los nuevos brotes y
el tejido paterno. Estos brotes
vegetativos son posteriormente pues-
tos a enraizar en otra etapa, via for-
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macion de primordios de raicesy el
subsecuente enraizamiento final. En
la organogénesis directa, los brotes
se forman directamente del explante
y en la organogénesis indirecta lo
hacen a partir de la formacién de
callos (32).

Al respecto, se ha dicho que
cuando los individuos han alcanza-
do su estado adulto es casi imposi-
ble clonarlos y que en la mayoria de
las especies dicha condicién de
adultez restringe las capacidades
morfogenéticas del individuo (30, 33).
Por lo que serda mas facil lograr
organogénesis en cultivos in vitro,
cuando esta se inicia a partir de
explantes separados de ejemplares
juveniles o distintas partes del embrion.
La regeneracion in vitro de plantas
mediante organogénesis directa (es
decir, sin la formacion previa de ca-
llo) es altamente importante en los
trabajos de micropropagaciony con-
servacién de germoplasma en fruta-
les (34).

La regeneracién de maracuya
(Passiflora edulis F. Flavicarpa) me-
diante el cultivo de tejidos ha sido
realizada con éxito. En este sentido
se desarrollé una metodologia senci-
lla para producir plantas de maracuya
a partir de la organogénesis directa
de explantes foliares (35). Se utiliza-
ron explantes provenientes de hojas
jévenes y fueron desinfectados con
hipoclorito de sodio (4 % V/V) du-
rante 20 minutos en camara de flujo
laminar. Posteriormente, se enjuaga-
ron tres veces con agua destilada
estéril.

Parallevar a cabo el experimen-
to se trabaj6 con diferentes concen-
traciones de Bencil Amino Purina
(BAP) 0;0,3;0,6; 0,9; 1,2 mg.L* en
medio MS, 30 g.L* de sacarosa y
solidificado con agar. Alos 15, 25y
35 dias se evalu6 el porcentaje de
formacién de callos y se obtuvo el
mayor porcentaje en los tratamien-
tos donde se emple6 0.6 mg.L™* de
BAP. Sin embargo, cuando se traba-
j6 con la mayor dosis de BAP se
aprecié, en algunos casos,
organogénesis directa, aspecto muy
importante, porque al no desarrollar-
se los brotes a partir de callos, dis-
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minuye la posibilidad de variacién
somaclonal (35).

La organogénesis directa ha
sido aplicada también en otros fruta-
les como la naranja dulce (Citrus
sinensis), con el propdésito de obte-
ner multiples vastagos a partir de
hojas cotiledonares provenientes de
embriones somaticos (34). Para ello
se aislaron las nucelas y se cultiva-
ron en el medio basal MS, mas la
adicion de 1 mg.L™* de cinetina (cin).
Se obtuvieron embriones sométicos
en forma directa a partir de los 30
dias. Para la regeneracioén de los vas-
tagos, se probaron diferentes com-
binaciones y concentraciones de
citocininas en el medio MS, ademas
se consideraron tres posiciones di-
ferentes respecto al eje embrionario
y tres zonas de corte, con el objetivo
de evaluar la respuesta organogénica
de las distintas porciones de hojas
cotiledonares.

Los mejores resultados de rege-
neracion de vastagos se obtuvieron
en los medios constituidos por la
concentracion de 1 mg.L™ de BAP,
6 mg.L* de Sulfato de Adenina (SA),
0.01-0.1 mg.L*de cin y en las por-
ciones de hoja media y proximal a
partir de la zona de corte (34).

Teniendo en cuenta los resulta-
dos en el cultivo del marafion en la
embriogénesis somatica, se realiza-
ron diferentes estudios con el prop6-
sito de evaluar otras técnicas de pro-
pagacién, dentro de ellas la
organogénesis in vitro. Se utilizaron
como explante: microestacas, hojas
jévenes y cotiledones de la semilla
madura. Se empleé el medio MS con
las sales nitrogenadas reducidas a
la mitad y se comparé con el medio
Sheik- Hildebrandt (SH) (36). Se es-
tudio el efecto de las fitohormonas
zeatina, 6-BAP, kinetina, 2iP, GA,,
TIBA, acido naftalenacético (ANA)
individualmente y en combinacién. La
presencia de GA, en combinacion
con la zeatina mejor6 la formacion
de nudos. La morfogénesis se logré
a partir de callos con estructuras glo-
bulares en el caso de hojas y a partir
de las estructuras nodulares en los
cotiledones en el medio SH con una
concentracién alta de ANAy 6-BAP

en combinacion. Los callos se logra-
ron a partir de explantes de hojas 'y
peciolo cuando se utilizaron diferen-
tes concentraciones de ANA/BAP 6
2,4D/ BAP combinadas en medio
MS. Se indujeron raices adventicias
y secundarias solo en presencia de
ANA. La induccién del embrion a par-
tir de células somaticas se observo
12 meses después del subcultivo en
la posicion adaxial de los cotiledones
y en el medio SH suplementado con
ANA/BAP (3/0.8 mg.L™) (37).
Cultivo de embriones cigéticos. El
cultivo in vitro de embriones cigéticos
ha sido efectivo, en el rescate de
embriones abortivos derivados a par-
tir de la hibridacion interespecifica o
intergenéricay en el rescate de ma-
terial de propagacion de frutales con
semillas de baja viabilidad, asi como
también para acortar la latencia de
semillas, que en algunos casos es
debida a inhibidores del desarrollo del
embridn, presentes en el endospermo
o0 en la cubierta de la semilla. El cul-
tivo de embriones ha ayudado al me-
joramiento genético de especies
arbéreas, porque permite acortar el
periodo de siembra a floracién (38).
En un sentido estricto, el mate-
rial no se esta multiplicando
clonalmente, aunque si se esta mul-
tiplicando el germoplasma que de
otra manera se perderia; de aqui que
se justifique incluir este sistema en
la lista de estrategias para la multi-
plicaciéon de materiales valiosos (39).
Otros indicaron que los sistemas
de micropropagacion son una herra-
mienta importante para el mejora-
miento y la propagacion clonal ma-
siva de genotipos seleccionados y
que el uso de embriones puede jus-
tificarse cuando los métodos de pro-
pagacion convencionales presentan
una baja eficiencia en la especie (40).
Se han realizado trabajos a par-
tir de embriones cigéticos maduros
de marafién, estableciéndose un pro-
cedimiento que permite la liberacion
y el aislamiento de los embriones,
evadiéndose la durezay resistencia
del epicarpio, y la presencia de
microorganismos superficiales. Para
esto se llevo a cabo un eficiente pro-
ceso de desinfeccion-imbibicién.
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Este se realizé de manera simple y
doble. Se selecciond la desinfeccion
simple con 48 horas de imbibicién,
para garantizar reducir la contamina-
cion microbiana al 2 %, lograr mas
del 70 % de embriones viables y un
100 % de germinacion in vitro de los
embriones. Se determinaron tres eta-
pas de crecimiento y desarrollo de
los embriones hasta convertirse en
plantas: germinacién, alargamiento
del hipocaotilo y plantula. Se detecta-
ron factores de caracter mecénico e
intrinseco al material vegetal, que
redujeron el porcentaje de embriones
viables (41).

En la especie Psidium guajava
(guayaba) se trabajé con embriones
cigéticos inmaduros para evaluar el
efecto de varias citocininas. Se ex-
trajeron los explantes de frutos
inmaduros, presentando embriones
sin el endospermo desarrollado. Se
le realiz6 previamente un proceso de
desinfeccion a los frutos y posterior-
mente se aisl6 el embrién y se sem-
bré en tubos de ensayo de 150 mm
x 25 mm con 10 mL de medio nutriti-
vo MS suplementado con 1 mg.L*
de las vitaminas: tiamina, piridoxina
y acido nicotinico, 100 mg.L* de
mioinositol, 30 g.L* de sacarosay 7 g.L*
de agar. A partir de los explantes ob-
tenidos, se indujo la formacién de
callos empleando diferentes tipos de
citocininas. Las citocininas empleadas
fueron: ribozeatina, zeatina, cinetina,
benciladeninay 2-isopenteniladina, con
diferentes niveles de concentracion.
Con el empleo de ribozeatina y
zeatina, se indujo la alta formacion
de callos en los tratamientos (42).
Cultivo de meristemos. El cultivo de
meristemos o de apices de tallos es
un microestaquillo que necesita de
puesta a punto de medios apropia-
dos a cada caso particular (43). Al-
gunos plantean que entre los elemen-
tos mas importantes a considerar en
esta técnica, se encuentran los re-
guladores de crecimiento y elemen-
tos minerales (44).

Teniendo en cuenta este plan-
teamiento, otros investigadores rea-
lizaron una investigacién, con el ob-
jetivo de evaluar el efecto de
fitohormonas exégenas en la
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reactivacion y el posterior desarrollo de
apices de cafeto (Coffea arabica) (45).
Para lainoculacién se utilizaron api-
ces de 2 a 3 mm de longitud acom-
pafiados de uno o dos primordios
foliares, aislados de vitroplantulas, de
seis meses de edad. La excision de
los apices se realiz6 en la cdmara
de flujo laminar.

En este caso se estudio el efec-
to de citoquininas y se utilizé el me-
dio basal MS (libre de citoquininas)
como testigo, se ensayaron cuatro
dosis de BAP y Kinetina, y se de-
mostré que la emision de brotes re-
quiere de altas concentraciones de
citoquininas. Ademas, se estudiaron
cuatro dosis de &cido abscisico
(ABA)y en presencia de 8 mg.L"se
obtuvo el mayor nimero de brotes
secundarios por apice inicial y el co-
eficiente de multiplicacién mas ele-
vado. También se emplearon cuatro
niveles de triptéfano, para estudiar su
efecto en un medio libre de auxinas
y resulté favorable en el desarrollo de
los apices. Sin embargo, cuando se
ensayaron las dos concentraciones de
acido indolacético (AlA), asociadas a
cuatro dosis de BAP, se comprobd que
no ejercié efecto positivo en latasa de
multiplicacion de apices (45).
Aplicacién del cultivo de anteras.
El cultivo de anteras es el principal
método para la producciéon de
haploides (46). El interés en las plan-
tas haploides parte de su considera-
ble potencial para cruzamiento y el
poder ser utilizados para facilitar la
deteccion de mutaciones y recupe-
racion de recombinantes raros (47, 48).

Esta valiosa técnica ha sido
empleada en el cultivo de la pifia, en
trabajos de mejoramiento genético de
esta especie (49). Para ello, las
inflorescencias se colectaron en es-
tado inmaduro y se sumergieron
durante cinco segundos en etanol (70 %)
y 10 minutos en una solucion de
hipoclorito de sodio (1 %); posterior-
mente se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril.

Luego se sembraron en placas
petri alrededor de 50 anteras en me-
dio MS suplementado con 3y 9 %
de sacarosa y seis combinaciones
diferentes de Dicamba/BAP para

cada concentracién de sacarosa.
Cuando se evalué el efecto de dos
concentraciones de sacarosa en la
formacién de callos en las anteras
de pifia, se observa la formacién pro-
gresiva de callos blanquecinos o
blanco amarillentos. Con la concen-
tracion de 3 % de sacarosa se obtu-
vieron microcallos, mientras que con
un 9 % se observaron callos de tipo
compacto, globulares y de mayor
tamafio. En los medios con bajas
concentraciones hormonales no se
logré formacién de callo y los mayo-
res porcentajes se detectaron con la
combinacion Dicamba/BAP de 2,0:
0,4mg.L"y 2,55: 0,5 mg.L* (49).

Con el empleo de las técnicas

biotecnolégicas, el programa de me-
joramiento genético puede ser redu-
cido en varios afios con la obtencion
de individuos homocigéticos a través
del cultivo de anteras. Con este ob-
jetivo se han realizado estudios, para
definir medios de cultivo eficientes en
el cultivo de anteras en la especie
Anacardium occidentale (50). Para
ello se utilizaron botones florales de
marafidn para extraer las anteras;
estas fueron inoculadas en medio
MS sélido. Se utilizaron seis medios
de cultivo con tres repeticiones y cin-
co anteras por placa petri durante 30
dias de cultivo. Se obtuvo diferencias
en los tamafios de las anteras en
todos los tratamientos y se pudo
observar, ademas, mayor crecimien-
to en las anteras que fueron mante-
nidas sin moverse y en la oscuridad,
y estas presentaron también mayor
namero de callos.
Multiplicacion in vitro mediante
sistemadeinmersion temporal. El
empleo de medios liquidos en proto-
colos de propagacién masiva se ha
convertido en una necesidad, para
abaratar los costos de produccion de
plantas obtenidas in vitro, pero es
solo hasta los sistemas de inmersion
temporal (SIT) cuando se vislumbra
su potencial aplicacién (51).

Los SIT ademés de solucionar
las dificultades de los cultivos esta-
ticos, despliegan la posibilidad de
automatizar algunas etapas del cul-
tivo in vitro, permiten mayor facilidad
de escalado y aumentan los indices
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de multiplicacion, desarrollo y produc-
tividad del material propagado (51).
Los SIT pueden aplicarse en la pro-
pagacion masiva de plantas élites,
mediante la organogénesis o
embriogénesis somatica, para incre-
mentar el coeficiente de multiplica-
ciébn en comparacion con las formas
convencionales de propagacion in
vitro (cultivo en medio sélido o liquido
semi-sumergido o sumergido) (52).
Considerando las ventajas del
empleo de los SIT, diferentes investi-
gadores han aplicado esta metodo-
logia en la multiplicacién in vitro de
los frutales. En ensayos realizados
donde se utiliz6 como material vege-
tal el banano Musa (AAA) cv. Willians
subgrupo Cavendish, en la fase de
iniciacion se redujo el tamafio de los
apices hasta aproximadamente 3cm
de longitud y 1.5 cm de didmetro, y
se colocaron en medio de iniciacion
(MI) liquido modificado sin hormonas,
sustituyéndolas por agua de coco al
15 % (53). Transcurridos siete dias,
se eliminaron los explantes contami-
nados y los que sobrevivieron pasa-
ron directamente a la fase de multi-
plicacion en medios soélidos y liquidos.
El medio para lainiciacion Ml, e
induccion de brotes axilares MIB en
microcornos de Musa spp. fue el de
Murashige y Skoog suplementado con
60 mg.L™* de cisteina, 100 mg.L™ &ci-
do ascérbico, 100 mg.L™* de mio-
inositol, 1 mg.L™ de &cido pantoténico,
0.01 biotina, 1 mg.L* de tiamina y
ph 5,8. Ademas, se le afiadi6é al Ml
15 % de agua de cocoy 40 g.L™" de
sacarosa, mientras que al MIB se le
agregé 5 mg.L* de BA, 30 g.L* de
sacarosa y 3 g¢g.L* de agente
solidificante. En dicha investigacién
se comprobé que el sistema de in-
mersion temporal RITAaumenta los
indices de multiplicacion entre 3.5y
2.6 veces mas que el sistema de cul-
tivo convencional en medio sélido (53).
Conservaciéon en medio de minimo
crecimiento. Otra aplicacién de las
técnicas de cultivo de tejidos es la
conservacion en medio de minimo
crecimiento. Este método es uno de
los mas utilizados y constituye una
alternativa de las técnicas del cultivo
de tejidos, para mantener las
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plantulas en mejores condiciones
sanitarias. Mediante esta técnica se
logra un estricto control de plagas y
enfermedades, al encontrarse el ma-
terial confinado en un microambiente
aséptico; también el sistema ocupa
muy poco espacio y al propagarse
clonalmente permite el mantenimien-
to del genotipo (54).

Teniendo en cuenta la utilidad y
eficiencia de este método, ha sido
empleado para la conservacion in vitro
de germoplasma de diversos frutales,
tales como el marafién (55). En este
caso, a partir de embriones cigéticos
se realizo la conservacion en medio
de minimo crecimiento, lograndose
la represion del crecimiento y desa-
rrollo; al combinar medios de baja,
media y alta salinidad con varias con-
centraciones de manitol, las plantas
pudieron mantenerse en estas con-
diciones durante seis meses sin
subcultivos intermedios y solamente
se recuperaron del estrés osmotico y
de conservacion, las procedentes del
medio que contenian 0, 1y 3 % de
manitol, y las del MS con 0y 1 % de
este regulador osmatico. Posterior-
mente, las vitroplantas fueron some-
tidas al proceso de aclimatizacion,
donde se obtuvo un 87 % de supervi-
vencia. Ademas de las variables
morfolégicas, las observaciones
estomaticas fueron un indicador efec-
tivo, para conocer que las plantas fue-
ron eficientemente aclimatizadas.

Otros investigadores han em-
pleado este método, con el objetivo
de conservar diferentes variedades de
café en condiciones asépticas. Para
ello se examinaron los efectos de las
concentraciones reducidas de saca-
rosay las bajas temperaturas (56).
Se compararon concentraciones de
0.5y 20g.L*", y temperaturas de 20
y 27°. Después de seis meses, las
concentraciones bajas de sacarosa
redujeron el crecimiento de las
microestacas, el enraizamiento y
porcentaje de supervivencia. Atem-
peraturas de 20°C, el crecimiento de
las microestacas también fue redu-
cido, pero hubo un aumento en la
caida de las hojas y disminuyé el
porcentaje de supervivencia.. Se com-
probd que estas variedades pueden
ser conservadas durante seis meses

en un medio que contenga 20 g.L*
de sacarosa a 20°C de temperatura.
Aplicacion de los marcadores
moleculares. Tradicionalmente, los
métodos para identificar genotipos
de plantas, asi como para estimar
las relaciones filogenéticas existentes
entre ellas, se han basado en el estu-
dio de caracteristicas morfologicas (24).
Sin embargo, estas caracteristicas
pueden ser alteradas por enfermedades,
variar en funcién de la etapa del creci-
miento o el ambiente agroclimético. En
numerosas ocasiones existen
genotipos mal indexados, especial-
mente cuando se trata de cultivares
que presentan fenotipos muy simila-
res. Por otra parte, la identidad
genética de un cultivar puede
modificarse, debido a mutaciones
sométicas mantenidas durante su re-
produccién vegetativa (24).

Gracias a los avances en la bio-
logia molecular, se han desarrollado
métodos de identificacién y caracte-
rizacion basados en el uso de mar-
cadores moleculares que superan, en
la gran mayoria de los casos, las limita-
ciones de los métodos tradicionales.

Estos marcadores moleculares
son fenotipicamente neutros, presen-
tan mayor segregacién o polimorfismo
que los morfolégicos, pueden ser
evaluados desde los primeros esta-
dos de desarrollo de las plantulas,
son aplicables a cualquier tipo de
material vegetal, son independientes
de la época del afio en que se reali-
za el analisis, permiten la identifica-
cion correcta de la variedad sin ne-
cesidad de muchos caracteres y es-
tan libre de los efectos epistéaticos (57).

Los marcadores polimérficos del
acido desoxirribonucleico (ADN) o
marcadores moleculares, son herra-
mientas valiosas para los estudios
genéticos de las plantas (58).

Muchos han aplicado los mar-
cadores moleculares en diversas
especies frutales del trépico y han
obtenido relevantes resultados. Asi,
por ejemplo para determinar la apli-
cacion del analisis de conglomera-
dos, con el objetivo de complemen-
tar el estudio de patrones
electroforéticos en la especie
Psidium spp, se utilizé la técnica de
isoenzimas, el analisis de conglo-
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merado complementé el estudio
de zimograma y permitio diferen-
ciar entre especies de P. guajava
y P. friedrichsthalianum (59).

En el valioso frutal del marafion,
otros aplicaron los marcadores: Am-
plificacién Aleatoria del ADN
Polimérfico (RAPD), Inter Secuen-
cias Simples Repetidas (ISSR) y
Polimorfismo en la Amplitud de los
Fragmentos Amplificados (AFLP),
para comparar las diferentes acce-
siones del banco de germoplasmay
estudiaron la eficiencia y utilidad de
las tres técnicas en la deteccion de
variaciones entre plantas. Las téc-
nicas pudieron discernir entre los
distintos materiales. Pero los AFLP
exhibieron el mayor poder de discri-
minacién, de aqui que se recomien-
da para realizar los analisis
genéticos (60).

El marcador RAPD también ha
sido empleado en la especie Pasi-
flora spp., para evaluar la variabilidad
genética y estimar las tasas de si-
militud entre las diferentes especies,
detectandose dentro de P. edulis una
alta variabilidad genética (61).

Ademas, para la identificacién de
genatipos de mango (Mangiferaindica L)
se ha empleado el marcador
Microsatélite 0 Secuencias Simples
Repetidas (SSR), porque resulta de
gran utilidad en estudios de identifi-
cacion, variabilidad y manejo de
germoplasmay domesticacion (57).

En otros estudios con el uso de
la técnica RAPD, se determindé la
variabilidad genética entre materiales
de guanabana (Annona muricata L.)
y se identificaron 14 fragmentos
RAPD polimérficos. Con su empleo
se determind una alta variabilidad
genética y, ademas, se identificaron
dos grupos de materiales: los de ori-
gen venezolanoy los de Brasil (62).

FACTORES QUE AFECTAN
AL CRECIMIENTO Y
DESARROLLO In Vitro
DE LOS FRUTALES

El cultivo de tejidos, desde sus
inicios hasta la fecha, ha dado un
gran aporte a la agricultura y consti-
tuye una via fundamental en la activi-
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dad cientifico-tecnol6gica (8). Sin
embargo, el cultivo de tejidos como
via para la multiplicacion in vitro de
los frutales, se ve limitado por la oxi-
dacién fendlica de sus tejidos y oOr-
ganos, y por la contaminacién
microbiana.

El éxito de los sistemas de pro-
pagacion de plantas por biotecnologia
depende en gran medida del control
y la prevencién microbiana, la cual
ocasiona pérdidas cuantiosas de
material vegetal en los procesos pro-
ductivos y de investigacion (63). Exis-
ten varias estrategias para controlar
y manejar la contaminacién que in-
cluyen: a) la prevenciéon mediante la
seleccidn y el tratamiento de la plan-
ta madre, la desinfeccién superfical
del explante e identificacién de los
microorganismos contaminantes, b) el
control de la contaminacion a través
del uso de sustancias antimicrobianas
y el cultivo de meristemos (64).

No obstante, se han realizado
numerosas investigaciones, con el
objetivo de contrarrestar el efecto de
los factores que afectan el crecimien-
toy desarrollo in vitro de los frutales.
En el género Annona, a fin de obte-
ner grandes cantidades de plantas
sanas en el menor tiempo posible,
se evalué el efecto del hipoclorito de
sodio ante la contaminacion, viabili-
dady el oscurecimiento de explantes
de guanabana (11). Para ello se em-
plearon dosis de 0, 0.5, 1y 2 % de
hipoclorito de sodio y se combina-
ron con dos tiempos de exposicion:
cinco y 10 minutos.

Los explantes se sembraron en
un medio nutritivo MS reducido a la
mitad de la concentracion de las sa-
les, complementado con 0.5 mg.L™
de Bencilaminopurina, 20 g.L* de
sacarosay solidificado con agar. Se
aprecio que la desinfeccién superfi-
cial con el desinfectante utilizado no
permitié el establecimiento aséptico
de apices y segmentos nodales. La
dosis de 1 % de hipoclorito de sodio
por 5 6 10 minutos permitié un me-
nor dafio del explante y por ende una
mayor viabilidad.

Otros han trabajado con embrio-
nes cigéticos maduros de marafion,
teniendo en cuenta que la propaga-

cién in vitro de este frutal se dificulta
por la gran exudacioén fendlica de sus
Organos y tejidos, y por el crecimien-
to y desarrollo lento (65). Para eva-
luar los factores que intervienen en
este proceso, se compararon varios
agentes antioxidantes y medios de
baja, mediay alta salinidad. Resulté
ser mas efectivo el uso de 20 mg.L™*
de cisteina-HCL en el medio de cul-
tivo, con una alta salinidad. Se com-
binaron varios reguladores del creci-
miento y se estimuld la respuestain
vitro con 0.1 mg.L™ de GA, con BAP.
Estos comprobaron que a medida
que aumenta el periodo de almace-
namiento de las nueces, disminuye
el crecimiento y desarrollo de los
embriones para convertirse en plan-
tas completas.

Por otro lado, en estudios para
controlar la oxidacién y contamina-
cion en el cultivo in vitro de fresa
(Fragaria X ananassa Duch), se eva-
luaron procedimientos de desinfec-
cion superficial con hipoclorito de
sodio y el uso de antioxidantes, para
controlar la contaminacion y oxida-
cion de los tejidos en este frutal (66).
Se realizé un previo lavado a los
explantes y posteriormente se su-
mergieron en alcohol (70 %) duran-
te 10 segundos, después en una so-
lucién de cloro comercial (5.25 %
de hipoclorito de sodio) en tres con-
centraciones (10, 20 y 30 %), du-
rante 10, 20 y 30 minutos, y final-
mente se enjuagaron con agua des-
tilada estéril.

El tratamiento donde mayor por-
centaje de supervivencia se obtuvo
fue el de la concentracién de 20 %
de cloro comercial y un periodo de
inmersién de 20 minutos. Para eva-
luar el efecto de los antioxidantes,
se le agregd previo alasiembra4g.L*
de cisteina, 150 mg.L™ de acido ci-
trico, 150 mg.L* de acido ascorbico
y resulté ser mas efectiva la adicién
de 4 g.L* de cisteina en presencia
de luz.

Se han realizado otros estudios,
con el objetivo de aislar e identificar
los géneros de hongos contaminan-
tes presentes en el establecimiento
in vitro de segmentos nodales de
mango (Mangifera indica), para con-
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trolar y manejar la contaminacién en
la especie (67). Los explantes que
procedian de plantas adultas cultiva-
das en el campo, se cubrieron 15
dias antes con bolsas de papel y
plasticas transparentes, con algunas
perforaciones y recibieron las aplica-
ciones de 4 g.L* de Ridomil cuatro
dias antes de la siembra.

Para la desinfeccion superficial
se emplearon diferentes fungicidas o
antibiéticos como Benomil y
Rifampicina, ademas de alcohol
etilico (70 %) e hipoclorito de sodio
(5.25 %); posteriormente se realiza-
ron tres enjuagues con agua destila-
da y se sembraron en un medio
Murashige y Skoog complementado
con 1 mg.L* de vitaminas, tiamina,
piridoxina y acido nicotinico, 100 mg.L™*
de mioinositol, 20 g.L™* de sacarosa
solidificado con agar y pH de 5,8.
Luego de la incubacién de los seg-
mentos nodales in vitro, a los ocho
dias, se detectaron dos especies de
hongo: Alternaria sp y Curvularia sp,
este Ultimo en mayor porcentaje, por
lo que la desinfeccion empleada no
logré controlar la contaminacion.

Estos demostraron lo sefialado
por Ramirez (68), acerca de la nece-
sidad de afiadir en el medio de culti-
vo fungicidas o antibiéticos, para con-
trarrestar el efecto de hongos y bac-
terias, y el empleo de otras alternati-
vas que permitan disminuir su fre-
cuencia de aparicion.

En relacion con lo planteado
anteriormente, otros lograron retardar
la presencia de contaminantes du-
rante el establecimiento in vitro de
apices de mango, colectados duran-
te la época de seca, al adicionar al
medio de cultivo fungicidas y
antibidticos (69).

CONCLUSIONES

<4 Los frutales constituyen una rica
fuente de alimentacion en la die-
ta humana, ya sea por el conteni-
do nutricional de sus jugos o el efec-
to benéfico enla salud (en la preven-
cién de procesos degenerativos);
ademas, juegan un papel funda-
mental en la absorcion del CO, y
el incremento de la biodiversidad.
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La embriogénesis somética y
organogénesis son técnicas de
gran importancia practica, que se
han convertido en un prerrequisito
indispensable en la regeneracion
de los frutales.

El cultivo de embriones cigéticos,
anteras y meristemos, asi como
el empleo de los SIT, son técni-
cas que deben ganar un mayor
peso y relevancia en la
micropropagacion de especies fru-
tales.

La conservacion en medio de mi-
nimo crecimiento resulta muy
efectiva en frutales que se en-
cuentran amenazados como el
marafion.

La aplicacién de marcadores
moleculares para la caracteriza-
cién e identificacion de las varie-
dades de frutales contribuye a la
multiplicacion y el mejoramiento
genético.

La aplicacién de técnicas
biotecnoldgicas en los frutales, a
pesar de estar limitada por la oxi-
dacién fendlica de sus 6rganos 'y
tejidos y por la contaminacion
microbiana, constituye una via va-
liosa para la multiplicacién, el res-
cate y la conservacion de espe-
cies frutales de interés.
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