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GENERALIDADES DEL CULTIVO IN VITRO 

A los años 1902 se remontan los primeros intentos de realizar cultivar de células 
aisladas de plantas por Haberlandt, quién postuló el principio de la totipotencia 
celular, que es la base teórica de la que se sostienen todas las técnicas del cultivo 
in vitro 

Para lograr las herramientas necesarias y hacer posibles los avances, como el 
desarrollo de los medios de cultivos y el conocimiento de los reguladores de 
crecimiento se tubo que esperar varios años, porque recién a finales los años 50 
estuvieron disponible. Y desde ese momento se comenzó una serie de 
acontecimientos, como la regeneración de plantas a partir de callos mediante la 
formación de embriones somáticos in vitro (Reinert, 1958; Steward y col., 1958) y 
consecutivamente la demostración de que estos embriones somáticos se 
originaban a partir de células aisladas (Backs-Husemann y col., 1970; Reinert et 
al, 1971 ), los cuales confirmaron totalmente la capacidad de totipotencia de las 
células vegetales . 

El cultivo de tejido puede definirse como un conjunto de técnicas que permiten el 
cultivo en condiciones asépticas de órganos, tejidos, células y protoplastos 
empleando medios nutritivos artificiales. 

Dentro de las biotecnologias, la técnica que mayor aporte práctico ha brindado, 
sus aplicaciones van desde los estudios teóricos sobre fisiología y bioquímica 
vegetal (Nash y Davies, 1972; Komamine y col., 1982) hasta la obtención de 
plantas libres de patógenos (Morel y Martín, 1955), la propagación propagación 
masiva (Vasil, 1994; Kito, 1997), la conservación de germoplasma (Withers, 1985), 
la producción de metabolitos secundarios (Misawa,1994), el mejoramiento 
genético mediante la inducción de mutaciones y la selección in vitro (Pérez y col., 
1998) y la ingeniería genética (Herrera-Estrella y col., 1983) . 

A partir de los logros obtenidos en la regeneración de plantas in vitro se ha 
desarrollado toda una producción de micropropagación, que se inició por los 
países desarrollados de Europa y Estados Unidos y que actualmente se ha 
ampliado al resto del mundo incluyendo a países de América Latina , Asia y 
Africa . 

Las técnicas de transformación genética para la introducción de genes de interés 
agrícola en plantas, se han visto favorecidas también por el avance del cultivo de 
tejido y la principal limitante para el manejo de un mayor número de especies han 
sido los pocos recursos de sistemas de regeneración para los genotipos de mayor 
relevancia comercial. 
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EL CULTIVO DE TEJIDO Y SUS APLICACIONES 

PLANTAS LIBRES DE PATÓGENOS 

Se podría decir que esta fue la primera aplicación práctica de las técnicas del 
cultivo in vitro. Desde que se hizo la primera demostración mediante la cual se 
manifestó que a través de el cultivo de meristemos podrían aislarse zonas de 
tejidos que escapan a la infección viral y que existía la posibilidad de regenerar 
plantas libres de virus (More! y Martín, 1955), se abrió el camino para remediar el 
grave problema que constituye la obtención de material de propagación libre de 
enfenmedades especialmente en las especies de propagación agámica, en las 
que la acumulación de enfermedades sistémicas son la causa principal en la baja 
de los rendimientos y en muchos casos la eliminación de grandes variedades de 
la explotación comercial. 

Obtener plantas libres de patógenos es la base de la propagación masiva de 
plantas, además se puede multiplicar rápidamente el material de siembra . 

Por lo tanto se debe asegurar la total sanidad de los explantes iniciales, la 
estrategia más sencilla es tomar los explantes previamente diagnosticados como 
libres de enfermedades. 

No siempre se puede contar con plantas saneadas y para esto es necesario 
recurrir a un grupo de técnicas para sanearfas. Entre ellas la más eficiente es el 
cultivo de meristemos, la termoterapia, la quimioterapia y la más reciente es la 
electroterapia (Hernández y col., 1995). Las últimas tres técnicas se pueden 
utilizar combinando o no con el cultivo de meristemos. Sin embargo, la eficiencia 
en la eliminación de enfermedades va a depender en gran medida del tipo de 
agente infeccioso que se pretenda sanear. 

PROPAGACIÓN MASIVA 

Sin duda, la multiplicación de plantas ha sido la más popular de las aplicaciones 
de el cultivo in vitro, sus bases fueron establecidas desde los años 50 y 60 y fue 
realmente en las décadas de el 70 y 80 que se estableció una verdadera industria 
de micropropagación (Kiitto, 1997). 

Las principales ventajas de este procedimiento de propagación se pueden resumir 
en: 

• Altos números de multiplicación que penmiten manipular volúmenes elevados 
de plantas en cortos períodos de tiempo . 

• Rápida introducción de nuevas variedades o clones 
• Producción independiente de las condiciones ambientales.-
• Aumento en los rendimientos debido al rejuvenecimiento y al saneamiento. 
• Uniformidad en las plantas producidas . 
• Mayor facilidad en la comercialización . 
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La formación de brotes a partir de ápices, yemas o meristemos y la subsecuente 
regeneración de plantas, es el sistema más sencillo de multiplicación in vitre y son 
más de mil especies en las cuales se ha logrado establecer esta 
técnica(Murashige y Huang, 1987). Por lo que estos resultados no corresponden a 
nivel de laboratorio con la cantidad de especies ·que son propagadas a escala 
comercial y esto se debe a muchas razones, desde protocolos no eficientes para 
la multiplicación, enraizamiento y aclimatización, la baja calidad de las plantas 
resultantes de el proceso hasta los precios no competitivos en comparación con 
otros métodos de propagación vegetativa (Kitto, 1997). Muchas veces no se han 
alcanzado los resultados esperados de esta industria . 

El desafío actual de los propagadores de plantas está en la disminución de los 
costos y la diversificación de las producciones ampliando el rango de especies 
favorecidas por esta tecnología, por lo que es necesario la utilización al máximo 
de las reservas que todavía tienen los sistemas basados en la propagación vía 
organogénesis, la automatización y el desarrollo de procedimientos más eficientes 
de regeneración de plantas basados en la embriogénesis somática (Vasil, 1994). 

MEJORAMIENTO A TRAVES DE MUTAGÉNESIS Y SELECCIÓN IN VITRO 

Las aplicaciones del cultivo in vitro por mejoramiento genético no se limitan a una 
sola técnica, como se ha hecho popular en muchas publicaciones. El cultivo de 
órganos, tejidos y células, abrió ·nuevas perspectivas también al utilizar la 
muta:génesis y el incremento de la eficiencia en los métodos de selección al poder 
emplearse a nivel de callos o células, lo que ofrece la posibilidad de manipular 
millones de individuos en volúmenes reducidos de espacios y poder enfrentarlos a 
agentes selectivos como son las tóxinas de los microorganismos (Carlson, 1973; 
Daub, 1986; Gómez, 1996). 

El trabajar con células o protoplastos permite una mayor eficiencia en la 
selección, ya que la población celular recibe de manera uniforme la misma 
presión de selección, sin embargo esto es imposible de lograr en cultivo de callos, 
ápices o yemas en medios de cultivo sólido, en el que solo una parte del tejido 
está en contacto con el medio selectivo.· De esta forma se brinda a toda la 
población sometida al tratamiento mutagénico · la posibilidad de expresar la 
resistencia al factor de selección. 

INGENIERÍA GENÉTICA 

Las técnicas de transformación genética de plantas han experimentado un 
imponente impulso en las dos últimas décadas, debido a la unión de los adelantos 
en la biología molecular y el cultivo in vitro. 

Existen varios sistemas que pueden ser utilizados para introducir génes foráneos 
en plantas. En los que se incluyen los métodos indirectos basados en la utilización 
de Agrobacterium (Herrera-Estrella y col., 1983; Fraley y col., 1983; Bevan y col., 
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1983) y los métodos directos como la electroporación (Shillito y col., 1985; From y 
col., 1986), bombardeo de micropartículas (Stanford y col., 1987) y 
microinyección (Crossway y col., 1986; Aly y Owens, 1987, Toyoda y col., 1988) . 
El primer método ha hecho posible la transformación de especies que son 
susceptibles a la bacteria mediante la infección de explantes foliares y posterior 
regeneración vía organogénesis . 

La electroporación y la microinyección se han visto limitadas por la dificultad de 
establecer la regeneración desde protoplastos, si bien, la posibilidad de 
transformar células intactas mediante electroporación ya ha sido demostrada ( 
Arencibia y col., 1995; Barbón, 1997). La transformación vía pistola de genes 
rompe estas barreras, sin necesitar el desarrollo de sistemas refinados de 
regeneración para conseguir transformantes . 

En todos estos procedimientos lo común que tienen, es que la transformación 
siempre ocurre en células aisladas, en cambio la regeneración puede ser de 
origen unicelular o multicelular, lo más común que existe en la regeneración vía 
organogénesis, es que se produce la formación de plantas quiméricas . 

Las plantas quiméricas, crean un estorbo en cualquier proceso de mejoramiento 
genético (Pérez y col., 1998). Por lo que para la transformación genética ideal 
sería hacer la transformación, por medio de embriogénesis somática. Otra 
posibilidad es hacer la transformación sobre agregados multicelulares pro­
embriegénesis (PEM's) cultivados en medio líquido y su multiplicación hacerla en 
uno o dos subcultivos antes de pasarlos al medio de inducción de embriones . 

Sin embargo, todavía existen limitantes para el establecimiento de dichos 
protocolos de regeneración en la gran mayoría de los cultivos, de ahí que pueden 
evaluarse otras variantes que puedan también minimizar la aparición de quimeras 
como es la embriogénesis repetitiva a partir de embriones somáticos 
transformados por Agrobacterium o por métodos directos, debido a que los 
embriones que se forman durante la embriogénesis repetitiva pueden ser de 
origen unicelular, por lo que al hacer varios ciclos de embriogénesis repetitiva 
permitiría la formación de embriones completamente transformados (Parrot y col., 
1991). 

EMBRIOGENESIS REPETITIVA O PROPAGACIÓN MASIVA 

Una de las características de la embriogénesis somática es la multiplicación 
indefinida (Merkle y col., 1996). En el medio líquido este fenómeno constituye una 
poderosa herramienta, con un gran potencial para la propagación masiva y 
también puede ser usada para la transformación genética, especialmente cuando 
no se desea pasar para la regeneración por la etapa de formación de callos. 

. . 

Este sistema puede ser modificado para la propagación masiva usando técnicas 
de micropropagación más avanzadas, como los Biorreactores. Aumentando así el 
número de plantas a obtener desde un solo embrión somático y disminuyendo los 
costos de producción. 
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Por ejemplo: de 100 mg de embriones en estado globular en 50 mL de medio 
basal Murashige-Skoog (1962) modificado. Se ha alcanzado una cantidad de 
hasta 60.000 embriones en 80 mL de medio de cultivo en un agitador orbital o 
zaranda. ( esto se ha logrado en banano Musa AAA cv Gran Enano) y (este 
sistema se ha usado en el Instituto de Biotecnología de las plantas IBP). 

EMBRIOGENESIS SOMATICA 

La embriogénesis somática es la formación de un embrión a partir de una célula, 
sin la necesidad de la fusión de gametos (Tisserat y col., 1979).Y esto no es un 
fenómeno artificial y en la naturaleza se conoce como una fonna de apomixis 
llamada embrionía adventicia, descrita por primera vez por Strasburges en 1878. 
Aunque fueron Reinert y col., quienes describieron la embriogénesis somática, por 
primera vez el año 1958. 

Los embriones somáticos son estructuras bipolares con un eje radical-apical y no 
poseen conexión vascular con el tejido materno. Estas estructuras bipolares son 
capaces de crecer y formar plantas normales. Este método es considerablemente 
apreciado como el más eficaz para la producción masiva de plantas in vitro. 

El desarrollo de un método experimental para la regeneración de plantas por 
medio de la embriogénesis somática incluye los siguientes pasos: 

- Inducción de los embriones somáticos 
- Desarrollo de los embriones somáticos 
- Proliferación 
- Maduración 
- Germinación y Conversión en plantas 

CARACTERÍSTICAS DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA 

La característica más distintiva de un embrión· somático es que constituye un 
nuevo individuo con estructura bipolar (raíz y brote) capaz de originar una planta 
completa. 

Según Sannasgala (1989), Escalan! y Teissont (1989) el embrión somático 
presenta las siguentes características. 
-Tiene independencia frente al tejido generador (protegido normalmente por una 
epidermis). Histológicamente se ¡Jiantea que no tiene unión vascular con el tejido 
que le dió origen, por lo que fácilmente pueden ser separados de este. 

- Es una estructura bipolar con un ápice radical, apical y cotiledoinal. 
- Presenta bandas procámbiales entre los ápices. 
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Según Parrot(1993), la inducción del estado embriogénico incluye la inducción de 
los mismos mecanismos genéticos que conllevan a la embriogénesis cigótica . 
Contrariamente a los embriones cigóticos, los embriones somáticos no contienen 
un nuevo grupo de genes, sino que poseen la misma combinación genética de la 
planta origen del explante . 

Morfológicamente un embrión somática es muy similar a un embrión cigótico, 
especialmente en su desarrollo evolutivo desde pro embrión, fase globular, 
corazón, torpedo y cotiledonar o embrión maduro, esto es en el caso de las 
especies dicotiledóneas . 

La embriogénesis somática es afectada por varios factores tales como: 

- El genotipo de la planta 
- El tipo y estado fisiológico del explante 
- Los reguladores de crecimiento 
- Las condiciones del cultivo 

INDUCCIÓN DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA 

Todas las células somáticas dentro de la planta contienen la información genética 
necesaria para crear una planta completa y funcional. La inducción de la 
embriogénesis somática radica en la terminación del patrón de expresión de los 
genes presentes en el tejido del explante, siendo estos remplazados con un 
programa de expresión de genes o gen de la embriogenésis en aquellas células 
del tejido del explante, las cuales pudieran dar lugar a la embriones somáticos . 
Cuyo concepto fue planteado por primera vez por Evans y col., (1981); Sharp y 
col., ( 1984), quienes usaron los siguientes términos: 

"Inducción de la embriogenésis en determinadas células" (IEDC) para describir 
una embriogénesis que tuvo origen en una célula no embriogénica . 

"Células somáticas determinadas preembriogénicamente"(CsDPE) para describir 
aquellas células desde embriones cigótico de plantas, las que siempre expresan 
un programa de expresión de los genes embriogénicos . 

Los tratamientos para la obtención de la embriogénesis somática depende si el 
tejido del explante que esta formado o consiste en CsDPE o CsNE (célula 
somática no embriogénica) . 

"CsDPE": Un estímulo de la división celular puede ser suficiente para la formación 
de un embrión somático a partir del tejido del explante, este proceso es llamado 
embriogénesis somática directa. Es decir la formación de embriones somáticos 
directamente desde una estructura organizada tales como segmentos de 
embriones cigóticos o embriones cigóticos completos y/o tallos (Williams y 
Maheswaran, 1986). 
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"CsNE": Las células del tejido deben sufrir varias divisiones mitoticas en la 
presencia de una auxina durante la inducción del estado de célula embriogénica. 
Estas divisiones mitoticas dan origen a un callo, aunque también se obtienen a 
partir de suspensiones celulares y protoplastos. Este proceso es llamado 
embriogénesis somática indirecta y es usado para indicar que una fase se 
interpone entre el explante original y la aparición de embriones somáticos. 

Una de la cosas importantes para la inducción de la embriogénesis somática es la 
culminación de la salida del gen a los genes del patrón de expresión permitiendo 
su reemplazamiento con el programa de la embriogénesis. Una de las posibilidad 
para regular la baja expresión de los genes es la metilación del ADN, la que ha 
sido correlacionada con la cantidad de auxina exógena presente en el medio de 
cultivo. Lo que hace que un tratamiento de estrés que permitan mantener baja la 
regulación de la expresión de los genes del tejido del explante, pueden también 
estimular la embriogénesis somática. Se han utilizado diferentes técnicas, como 
estrés con calor, aumento de la concentración de iones de hipoclorito, 
anaerobiosis, temperaturas bajas 4 grados Celsius y también la exposición a la 
auxina (Merkle y col., 1996) . 

EMBRIOGENESIS SOMATICA INDIRECTA 

Existen dos tipos de embriogénesis somática indirecta, una es conocida como 
embriogénesis somática de baja freéuencia (E.S.B.F.) y la otra se denomina como 
embriogénesis somática de alta frecuencia (E.S.A.F.). En la primera, el número de 
callos con embriones somáticos es mayor, aunque se forman pocos embriones 
somáticos por callo. Estos embriones aparecen entre las 12 y las 14 semanas de 
cultivo, aislados o en pequeños grupos y se desarrollan completamente pasando 
por los diferentes estadios de desarrollo (globular, corazón, torpedo y 
maduro),mientras que en la segunda, los embriones somáticos aparecen entre 
las 16 y las 20 semanas de cultivo, no se desarrollan completamente y se 
mantienen en estado globular, agrupados en un número mucho mayor, aunque 
estos grupos aparecen en un número menor de callos. Por ejemplo, en .el caso del 
café (Coffea arabica), al que se refirió anteriormente, tal como en los bananos y 
plátanos (Musa spp.). 

' FACTORES QUE CONTROLAN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE ALTA 
FRECUENCIA. 

La característica más común de la embriogénesis somática de alta frecuencia 
para muchos cultivos, es la presencia de un tejido embriogénico que se diferencia 
a partir de células individuales llamadas células embriogénicas madres y otra 
característica general de estos sistemas, es la aproximación secuencial durante 
las fases iniciales del cultivo debido a la alta relación auxina/citoquinina durante la 
división celular y la baja relación entre estos componentes durante la fase de 
diferenciación (Sóndahl y col., 1991 ). Estos autores afirman que en el café se 



pueden reconocer las siguientes fases de la embriogénesis somática de alta 
frecuencia. 

a- Medio de inducción (división celular y redeterminación). 
b- Medio de acondicionamiento (diferenciación). 
e- Rescate del embrión (aislamiento). 
d- Germinación del embrión (crecimiento del brote y de la raíz). 
e- Fortalecimiento de la plántula. 
f- Transferencia a suelo. 

Además se han identificados, varios factores generales que controlan este 
proceso: 

a- Los tejidos donantes (especies vegetales o variedades, la fuente del 
explante y el pretratamiento del explante). 

b- El medio de cultivo (constituyentes orgamcos e inorgánicos, 
concentraciones y tipos de reguladores del crecimiento y osmolaridad 
total). 

e- Las condiciones del crecimiento (calidad, intensidad y duración de la luz, 
rango de temperatura, intercambio gaseoso, régimen de subcultivos y la 
selección de tejidos durante los subcultivos). 

Otro sistema de embrigénesis somática indirecta son los cultivos de suspensiones 
celulares, los cuales son establecidos habitualmente por la transferencia de 
fragmentos de callos indiferenciado$ o embriones somáticos en estadías jóvenes 
a medio de cultivo líquido, los que posteriormente son agitados durante todo el 
período de cultivo. Estos sistemas son ampliamente usados como un modelo para 
estudiar los caminos de la producción de metabolitos secundarios, inducción de 
enzimas y expresión de genes, representando la base para el escalado del cultivo 
en los Biorreactores. 

Existen algunos problemas que la producción de embriones somáticos a partir del 
cultivo de células en suspensión: 

Bajo índice de la mitosis en las células. 
- Agregados celulares grandes. 

Potencial embriogénico. 

Varios autores plantean 'que durante el cultivo, el potencial morfogénico disminuye 
con el tiempo y se incrementa la producción de estructuras anormales ( Street, 
1977; Denchev, 1987). 
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EMBRIOGENESIS SOMATICADIRECTA 

A través de este sistema existe la posibilidad de lograr embriones somáticos 
directamente desde células aisladas o grupos de células sin la formación de 
callos. Este se logra por medio de la función generada por la composición del 
medio de cultivo y el origen del explante. 

La embriogénesis somática directa brinda un número de aplicaciones potenciales: 

1.- Clonado directamente de híbridos comerciales F1 para especies donde el 
material puede ser vendido como plantas jóvenes para transplante a campo. El 
sistema ideal debe tener una continua embriogénesis directa desde los embriones 
sexuales F1 con un período de cosecha de los embriones somáticos obtenidos 
para lograr su crecimiento y desarrollo en plantas . 

2.- Clonado rápido de un material (stock) de apreciado valor para el mejoramiento, 
en el estado más temprano posible de su ciclo de vida después del cruzamiento. 

3.- Selección "in vitro" y mejoramiento de genotipos para diferentes caracteres de 
plantas completas en el estado más temprano posible de su ciclo de vida . 

4.- Generación de plantas jóvenes de clones de especies fuera del mejoramiento 
donde cada semilla representa un genotipo diferente . 

5.- Mecanización y automatización de la propagación microclonal mediante el uso 
del sistema de Biorreactores. 

Actualmente se trabajado mucho para estudiar diferentes fuentes de explantes y 
su efecto en la producción de embriones somáticos. 

Los embriones somáticos pueden ser conseguidos desde varias fuentes de 
cultivos tales como: hojas jóvenes, hojas inmaduras, inflorescencias, peciolos 
entre otros. La reacción del explante para la embriogénesis esta determinada por 
la edad de este, así como la concentración de auxinas empleada. Una fuente 
similitud ha sido establecida éntre el estado de .desarrollo del explante inicial y la 
concentración de 2,4-D en el proceso de desdiferenciación y diferenciación "in 
vitro" (Denchev y Atanassov, 1989 y Denchev y col., 1990). 
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CONCLUSIÓN 

La embriogénesis somática es una técnica diferente a la propagación in vitro 
tradicional, el cual se basa en el germinación de embriones para propagación 
masiva y un sistema muy eficaz , para la obtención de un elevado número de 
plantas en menor tiempo. 

Es una de las forma de optimizar el sistema de embriogénesis somática 
mediante el uso de Biorreactores que se basan en propagación masiva de 
embriones utilizando para ello contenedores con flujo de medio líquido que 
permite la oxigenación y nutrición del embrión . 

Otra tecnología que se puede lograr con la embriogénesis somática, es que se 
puede obtener una semilla artificial o sintética, a través del encapsulado con 
alginato de calcio y conservarlas por años. 

La embriogénesis somática es una técnica que permite la transformación 
genética la cual se puede realizar a gran escala, para alcanzar el mejoramiento 
genético . 
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