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Excemo. St Presidente,
Nimos. Sres. Académicos,

Sefioras y Sefiores:

Quiero mostrar mi gratitud al Sr. Presidente y a todos los Sefiores Académicos por el
honor que me conceden al elegirme Académico numerario de esta docta Corporacion.
Es un honor que me estimulara para hacerme digno merecedor de tal distincién en el
campo de mi actividad cientifica. Actividad que inicié en la Facultad de Ciencias de
esta Universidad, en el desaparecido Departamento de Biologia, dirigido por €l Dr,
Cruz Rodriguez Mufioz, que me transmitid su entusiasmo por la Ciencia y sobre todo
por la Biologia, y me decidid a su estudio. Su memoria y su dedicacion a sus alumnos y

discipulos forman parte tanto de mi persona, como del espintu de esta Universidad.

La siguiente resefia del Académico que me antecedié en esta Academia, va a
resumir la incansable actividad creadora y cientifica que siempre tuvo presente la
necesidad de ligar la investigacion al mundo agrario para su modermizacién y desarrollo

adecuados.

Dr. RAMON ESTERUELAS ROLANDO

Fue un zaragozano, natural de Biota, que nacid a principios de siglo, en 1907, y que
vivié una larga y fructifera vida, falleciendo en julio de 1994, Era Doctor Ingeniero
Agronomo por Madrid y Diplomado en Economia y Agronomia por Montpellier, Gaeste
Lektor de la Universidad de Aarhus y Pensionado en el Laboratorio Calsberg de
Copenbague. También fue Capitan de Complemento del Cuerpe de Ingenieros
Agronauticos. Tuvo una intensa actividad en la Administracion Central ocupando, entre
otros, el cargo de Director General de Agricultura del Gobierno central, y el de
Presidente de la Comisién de Apgricultura que elaboré el {1 Plan de Desarrollo
Economico v Social. Ademas fue Presidente de la Junta Ceniral del Instituto Nacionai
de Investigaciones Agrarias y de [a Junta del Instituto Nacional para la Produccién de
Semillas Selectas, asi como de los Servicion Nacicnales del cultive del tabaco y del

algodon. Fue Vocal del Consejo del Banco de Crédito Agricola y del Fondo de



Oricntacidn y Regulacion de Precios y Producciones Agrarias. Fue Consejero de
nimero del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas y Presidente del Patronato
Alonso de Herrcra y de la Division de Cicncias Médicas y de la Naturaleza de dicho
Organismo.

Su actividad también tuve lugar en el ambito intemacional. Entre ofras
actividades, fue representante permanente de Espafia en el sector agricola de la OCDE,
Presidente del Comité de Agricultura de la OCDE y Vocal del Comité de Cooperacion
Técnica. Agregado Agronomo en la Embajada de Espafia en Paris y Presidente del
Comité Agricola franco-espafiol de la Camara Agricola hispano-francesa, cuya creacién
propuso. Fue miembro de la Comisién Espafiola negociadora con la Comumidad
Econdmica Europea. Redactd el proyecto de creacion del Centro Internacional de Altos
Estudios Agrondmicos Mediterraneos (CIHEAM, Paris), organismo creado bajo los
auspicios de la OCDE y del Consejo de Europa con la colaboracion de la FAO y de la
CEE, y Presidente del Consejo de Administracién y Delegado Permanente de Espafia.
Fue nombrado Académico de nimero de la Academia de Agricultura de Francia.

Pero le recordamos especialmente, ademds de por e! imporiante papel en ¢l
impulso y desarrollo de obras hidrdulicas y de regadios en Aragén que se le reconoce, y
por ser Vocal de la Comision del Area Metropolitana y autor, en colaboracion, del
proyecto del Aeropuerto Civil de Zaragoza, y Director de las obras del mismo, por su
actividad cientifica, haciendo de nuestra tierra la sede de centros de investigacion que
han sido, v son, referencia obligada en Ciencias Agrarias. Fue fundador y primer
Director de la Estacién Experimental de Aula Dei, del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, en Zaragoza, y germen de lo que actualmente se conoce
como Campus de Aula Dei, que es una de las dreas de investigacidn y formacién en
agricultura mas importantes, y que estd formada, ademas, por el Centro de
Investigacion y Desarrolio Agrario del Ebro dependiente del Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias {actualmente Servicio de Investigacion Agraria de la
Diputacion General de Aragén), del que fue fundador, y por el Instituto Agronémico
Mediterraneo de Zaragoza, de! Centro Internaciona! de Altos Estudios Agrondmicos
Mediterraneos {CIHEAM), cuya instalacién por ei Acuerdo de Asociacion Espafia-
CIHEAM propuso y firmé. Pertenecié, como miembro destacado, a la Academia de

Ciencias Exactas, Fisicas, Quimicas v Naturales de Zaragoza y recibio miltiples
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premios y condecoraciones en vida por su actividad en el campo de la investigacién
agraria, como la Gran Cruz de la Orden del Mérito Civil, la Gran Cruz de la Orden de
Alfonso X el Sabio, la Gran Cruz y Encomienda de Nimero de la Qrden Civil del
Meérito Agricola, Comendador de Nimero de la Orden del Mérito Agricola en Francia,
la Cruz Especial det Mérito Agricola en Bélgica, la Medalla de Oro de la Universidad
de Bari, la Insignia de Oro de la FIMA, la Cruz de Guerra, Dos Cruces rojas del Mérito
Militar, Detalla de Campafia o ia Cruz de Caballero de la Orden de la Legion de Honor

de la Repuablica Francesa.

LA MICROPROPAGACION Y LA MEJORA DE ESPECIES FRUTALES

APLICACION DE LAS TECNICAS DE CULTIVO /N VITRO A LA MEJORA DE
ESPECIES FRUTALES

Las especies frutales tienen unas caracteristicas que las separan de las demas especies
cultivadas. Estan formadas por plantas perennes que son propagadas vegetativamente.
Suelen alcanzar gran tamafio, tener periodos juveniles largos, reposo invernal y un
peniodo productivo prolongado, y con pocas excepciones, como la fresa o el platano,
son lefiosas.

Muchas tignen polinizacién cruzada por ser autoincompatibles, ¥ son altamente
heterozigiticas, siendo algunas especies, hibridos interespecificos y poliploides
complejos, por lo que se propagan vegetativamente para evitar que la recombinacion
genética, inevitable ¢n los cruzamientos sexuzles, desestabilicen las combinaciones de
caracteres obtenidas medianie la seleccion.

La mayoria de las variedades frutales ha sido cultivada desde ¢l Neolitico,
siendo transformadas por seleccion continua, alejandose considerzblemente de las
caracteristicas de sus progenitores. Las deficiencias inherentes a estos genotipos,
seleccionados por determinados caracteres como la calidad del fruto, en detrimento de
los restantes, han sido resueltas, en muchos casos, mediante el desarrollo de técnicas
culturaies como el uso de portainjertos, el control de insectos o enfermedades con
pesticidas quimicos, la utilizacion de reguladores de crecimiento, o las técnicas de

recoleccion y postcosecha.
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El uso generalizado de portainjertos o patrones bien adaptados, que permite
utilizar las variedades productoras de fruta més interesantes, independientemente del
tipo de suelo, plantea una situacidn compleja que ofrece nuevos aspectos en el cultivo ¥
mejora de frutales: la propagacion vegetativa de las variedades se realiza mediante
injertos de yema sobre patrones compatibles, mientras, los patrones se propagan
mediante estaquillado, u ofras técnicas de propagacién vegetativa, para preservar sus
propiedades; la seleccién de los patrones debe cuidar, ademas de la facilidad de
propagacién, de la compatibilidad de injerto con las variedades de interés; el patrén,
ademas de conferir resistencia @ las condiciones adversas del suelo (deficiencias
nutritivas o enfermedades v plagas del suelo, por ejempio) puede modificar los hibitos
de crecimiento y fructificacién de la variedad adaptandolos a las necesidades de
recoleccion y del mercado y modificando la calidad del fruto.

Muchas especies frutales tienen unos recursos genéticos muy reducidos como
resultado de una seleccién muy intensa, combinada con la fijacién de genotipos
singulares por propagacién clonal durante los fltimos 10.000 afios, y realizada por los
fruticultores a partir de las poblaciones naturales. La industria frutal estd basada en
relativamente pocos genotipos que representan combinaciones inicas de caracteres, En
muchos casos con gran resistencia al cambio de cultivares. Asi, como indica Janick
(1992) la industria del vino estd basada en pocas variedades cultivadas que
frecuentemente identifican el producto: los vinos 'Pinot Noir' y 'Cabernet Sauvignon'
hacen referencia a clones especificos. La industria del datil se basa en variedades de
antigliedad biblica. El cultivar predominante de peral en Europa, Barlett' o 'Williams),
procede de una planta de semilla anterior a 1770. La reciente industria del kiwi esta
basada en un inico clon pistilar, 'Hayward'. Por otro lado, s6lo unas pocas especies
frutales, como la fresa o el melocotonero, se caracterizan por una renovacion constante
de cultivares nuevos vy mejorados obtenidos a través de programas de mejora
convencional.

La mejora convencional es un sistema efieaz porque estd basada en mecanismos
evolutivos: la seleccion de genotipos superiores a partir de poblaciones con variabilidad
genética obtenida con recombinacion sexual, que pueden servir de base para

subsiguientes ciclos de mejora. Sin embargo, hay restricciones para la mejora
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convencional que inciden especialmente en las especies propagadas vegetativamente,
con un largo cicle vital, ¥ que son resultado de un largo procese de seleccion:

1} incapacidad de incorporar variacién genética de especies no relacionadas mediante
cruzamientos, ¢ de incorporar pequeiios cambios sin recombinacién, lo que lleva a la
pérdida de los caracteres que definen a un cultivar y 1o hacen deseable,

2) baja variabilidad presente en las poblaciones naturales, junio a la accion del azar en
las mutaciones inducidas, que generaimente son negativas y dificiles de estabilizar,

3) la limitacién de la seleccién en detectar combinaciones poco frecuentes o extrafias, y
4) la dependencia a distintos factores: at tiempo de generar ciclos de recombinaciorn; al
espacio para cultivar las poblaciones necesarias para recuperar los recombinantes
superiores; y a los recursos para ser capaz de seleccionar, identificar y evaluar las

combinaciones deseables,

Nuevas estrategias derivadas de las técnicas de pgenética molecular y
microbiana, como la seleccion celular, el rescate de embriones, la fusidn de
protoplastos y la tecnologia det DNA recombinante, o la ingenieria genética, han
llevado a una revolucion bictecnologica. Todas ellas estan basadas en el cultivo de
c€lulas y tejidos. Estas técnicas han sido atractivas por ofrecer una via para vencer las
limitaciones que imponen los cruzamientos sexuales, permitiendo la introduccion de
genes extrafios por diferentes vias: rescate de embriones, como en vid (Gray et al, 150)
y en melocotonere (Ramming, 1990) permitiendo obtener plantas de cruzamientos en
fos que se presentaba un aborto de embriones; fusion de protoplastos, como en ia
obtencion de hibridos somaticos entre especies tan alejadas como un cerezo y un peral
(Ochatt et al, 1989); o ingenierta genética, como en la transformacion genética de la
variedad de manzane ‘Greensleeves’ (James et al, 1989). Ademds de hacer posible la
introduccién de pequefios cambios, discretos y definidos, en genotipos establecidos via
variacion somacienal y seleccién celular, como en la obtencién de resistencia al
patdgeno Xanthomonas campestris en melocotonero {(Hammerschlag, 1988), o en la
tolerancia a un estrés abidtico como la clorosis férrica en membrillero (Dolcet-Sanjuan
et al, 1990), sin los efectos desestabilizadores de la recombinacion. El uso de
marcadores moleculares que ha permitido va la identificacion precoz del sexo de

plantas de pistacho (Hormaza et al., 1994), acelerard los procesos con la seleccion
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asistida, y ayudard en la seleccion de caracteres cuantitativos y permitira la creacion de
mapas genéticos en especies en las que es dificil realizar andlisis genéticos (Moore y
Durham 1992). La tecnologia del DNA recombinante también permite identificar
clones (Nybom et al, 1990) con una gran precision para la proteccidn de las
obtenciones vegetales.

Tras la seleccion de los clones mejorados, debe realizarse la seleccidn sanitaria,
Debe estudiarse el estado sanitario de estos clones tespecto a enfermedades producidas
por virus, y en caso de enfermedad debe realizarse el saneamiento mediante la
eliminacion de virus, viroides y fitoplasmas, ¥ la obtencion de clones sanos que puedan
ser difundidos comercialmente. Las técnicas de cuiltivo i vitro han sido aplicadas con
éxito en especies frutales para este fin eliminando virosis que no eran posibles de
eliminar con las técnicas convencionales. Se han utilizado diversas técnicas de cultivo
in vitro: el cultivo de meristemos (Boxus, 1984), microinjerto de apices caulinares
(Murashige' et al., 1972), o la termoterapia in vitro (Stein et al,, 1991), Gtil, sobretodo,

cuando las plantas son sensibles a la temperatura.

La utilizacién de estas tecnologias estd basada en la existencia de un método de
regeneracion in vitro de plantas completas, de su multiplicacion y de su adaptacion a
condiciones exteriores. Este método, la micropropagacitn, o propagacion mediante
cultivo de tejidos se ha desarrollado en frutales a partir de los afios 70 y es el ejemplo

de aplicacion comercial de una biotecnologia mds importante.
MICROPROPAGACION DE ESPECIES FRUTALES

La micropropagacion es una técnica de propagacién vegetativa basada en ia
capacidad que poseen las células vegetales de dividirse y de regenerar 6rganos y plantas
enteras, cuando son sometidas a condiciones nutritivas y ambientales adecuadas y son
estimuladas con determinados reguladores de crecimiento. Las caracteristicas

esenciales del método son:

1. Es una propagacion vegetativg, es decir, sin participacion de los érganos

repreductores de la planta, por medio de la estimulacion de la induccién de yemas
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axilares que dardn lugar a nuevos brotes que, una vez enraizados, formardn las nuevas
plantas, Es una propagacion masiva, ya que la formacion de vemas puede ser
estimulada en gran numero y en corto espacio de tiempo. Ademds es una propagacion
clonal, ya que la formacién de yemas axilares asegura la produccién de plantas

conformes genéticamente al tipo original.

2, Es una propagacién in vitro perque tiene lugar en frascos de cultivo
{originalmente de vidrio, aunque actualmente se emplea el plastico cada vez mds), ¥

con medios de cultivo definidos en los que se controla la composicion y concentracién

de sus componentes. Tiene lugar fuera del ambiente natural, en cimaras de cuitivo
donde son controiadas las condiciones ambientales (luz, temperatura, humedad relativa)

que se mantienen a unos niveles optimos para el crecimiento.

3. Se muntienen lay condiciones asépticas en todas las manipulaciones, evitando

las contaminaciones por hengos o bacterias que proliferarian con rapidez en el medio
de cultive afectando negativamente al cultivo de tejidos. Para ello es esencial la

esterilizacion del material vegetal y de los frascos y medios de cultivo.

Los estudios sobre el cultive in vitre de especies frutales se han desarrollado
ininterrumpidamente desde hace més de veinte afios, pero ha sido durante la dltima
década cuando se han obtenido los avances técnicos mds espectaculares, como el
cultivo de protoplastos y posterior regeneracion de plantas y la obtencién de plantas
manipuladas genéticamente. Por otra parte, las técnicas se han adaptado para la
aplicacton comercial de la micropropagacion. En plantas herbaceas los estudios fueron
iniciados hace mas de cuarenta afios, estando més avanzados que en los frutales debido
a sus caracteristicas: plantas leflosas, de crecimiento lento, con necesidad de reposo
invernal v de ciclo vegetativo largo, que en conjunto componen una situacién mas
complicada. Los arboles frutales, generalmente, son combinaciones de una variedad,
seleccionada per su fruto, y un portainjertos o patron, seleccionado por la adaptacion al
suelo y por el porte que da al arbol. Como las variedades se propagan vegetativamente

por injerto de yema, la micropropagacidn tendra aplicacion principalmente en el caso
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de los patrones, generalmente propagados por técnicas tradicionales como el

estaquillado.

Factores ambientales. Los cultivos de tejidos vegetales deben mantenerse en
unas condiciones ambientales apropiadas para su mantenimiento, tratando de reproducis
las condiciones naturales mas favorables. La luz, la temperatura y la humedad relativa
son los factores ambientales mas importantes, La luz interesa en distintos aspectos: ta
intensidad, el fotoperiodo y la calidad espectral. La luz es necesaria, no tanto para la
fotosintesis de los tejidos que, si se produce, es en muy baja proporcidn, sino para que
la fotomorfogénesis tenga lugar y se produzcan brotes de aspecto normal. Los cultivos
sometidos a intensidades de luz muy altas o muy bajas no muestran buen crecimiento.
Intensidades de 1000 a 3000 lux (unos 35 umol m™ §) son suficientes para un
desarrollo normal. El fotoperiodo es importante en las especies frutales ya que
* responden a los cambios de duracién del dia con el crecimiento (primavera) o el reposo
(otofio), asi que para el cultivo in vifro es conveniente proporcionar luz durante largos
periodos (fotoperiodo de dia largo), generaimente de 16 horas. Aunque la calidad de la
luz puede determinar diferentes respuestas morfogénicas por medio del fitocromo, la
experiencia demuestra que la luz de tubos fluorescentes de luz blanca (cool white),
pobre en longitudes de onda larga, es suficiente para obtener buenos crecimientos. La
temperatura se regula en tomo a los 22-25 grados centigrados, pero durante el periodo
iluminado, en el interior de los frascos de cultivo es ligeramente superior {1-2 grados)
debido al efecto invernadero, creando un termoperiodo suave aun manteniende la
temperatura constante en la camara de cultivo. En el interior de los frascos de cultivo se
mantiene una alta humedad relativa, cercana a la saturacion, debido a las condiciones
de estanqueidad casi total necesarias para mantener la asepsia, y que sélo permiten un
cierto intercambio gaseoso, creando un ambiente favorabie para el crecimiento y la
multiplicacién de los brotes, aunque después deban sufrir adaptaciones para poder ser

traspiantadas al exterior.
Factores nutritivos. Los nutrientes y reguladores de crecimiento se suministran a

través del medio de cultivo, solidificado con agar para servir de soporte que mantenga

la polaridad y la aireacién de los tejidos, y que permita la absorcidn de agua y
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nuirientes, El medio de cultivo se compene de sales minerales y de compuestos
orgdnicos, Las sales minerales estdn representadas en distintas proporciones seglin estén
formadas por macro o microelementos y contienen todos los elementos esenciales. Se
han descrito numerosas formulaciones adaptadas para casos concretos, no existiendo un
medio Gnico ideal. El mas utilizado es el descrito por Murashige y Skoog (MS) en 1962
con una congentracion reiativamente alta de sales que provoca crecimientos rapidos en
ia mayoria de los cuitivos. Sin embargo, se han descrito modificaciones adaptadas para
plantas lefiosas que mejoran el crecimiento como los descritos por Quoirin y Lepoivre
(1977) o el "woody plant medium" (WPM) por Lloyd vy McCown en 1980. Los
compuestos organicos que se¢ incluyen en un medio de cultivo son numerosos y
perienecen a distintos grupos: vitaminas, aminodcidos, azucares y reguladores de
crecimiento. Las vitaminas son necesarias /# vifro, principalmente algunas del grupo B.
La tiamina y el inositol son esenciales para un crecimiento normal, ademas, se suele
afiadir piridoxina, acido nicotinico y un aminoacido, glicina. La sacarosa esta presente
en gran concentracién (30 g/l) porque sirve de fuente de energia y de carbono. Los

reguladores de crecimiento presentes en los medios de cultivo, pertenecen a dos grupos

principales: auxinas y citoquininas, y ocasionalmente también se encuentra el dcido
giberélico. La diferenciacion de un tejido in vitro estd regulada por ei equilibrio entre
auxinas y citoquininas, de manera que si predominan las auxinas se forman raices, vy si
predominan las citoquininas se forman yemas que daran lugar a brotes. Los reguladores
de crecimiento mas utilizados son el acido indolbutirico (IBA), una auxina, y la

benziladenina (BA), una citoquinina,
FASES DE LA MICROPROPAGACION

Los principios bisicos de la técnica de la micropropagacion son iguales en los
diferentes tipos de plantas, y fueron descritos acertadamente por Murashige (1974) en
un esquema, va clasico, que consta de tres fases diferenciadas, con requerimientos

nutritivos, hormonales y ambientales diferentes:

|. establecimiento del cultivo

IL. multiplicacion de propigulos
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TT1. restablecimiento de las plantas a suglo

1. Establecimiento in vitro. Ei inicio del cultivo es una fase muy delicada en la
que la porcién de tejido vegetal que sirve de indculo (explanto) debe sobrevivir al
aislamiento del resto de la planta original y comenzar el crecimiento in vitro. El medio
de cultivo debe proporcionar al explanto todo lo que necesita para vivir y desarrollarse:
nutrientes (sales minerales y compuestos organicos como azicares y vitaminas) y
reguladores de crecimiento que estimulen su desarrollo. Dos factores son
particularmente importantes en el establecimiento del cultivo: el explanto y la

esterilizacion.

Explanto. La eleccién del tipo de explanto puede ser determinante para el éxito
del establecimiento del cultivo. En la micropropagaci6n de frutales, los mas adecuados
son los apices de tallo y las yemas axilares, en los que los meristemos apicales
mantienen las caracteristicas genéticas de la planta original y son capaces de continuar
su crecimiento. Ofro aspecto importante es ¢l tamafio, es decir, la cantidad de tejidos
gue acompafian al meristemo y que juegan un papel nutritivo y de proteccion a los
tejidos meristematicos. Pero cuanto mayor sea el explanto, mayores posibilidades de
introducir bacterias o esporas de hongos existentes en la planta original, aunque
también es mayor la probabilidad de supervivencia por lo gque hay que tomar una
decisién de compromiso. Habitualmente se toman yemas apicales y nudos de ramas con
una yema axilar, o yemas aisladas en las que por diseccién se eliminan los catafilos
exteriores v se dejan unos pocos esbozos foliares. En el caso de que el objetivo sea la
eliminacion de enfermedades virdticas, es necesario reducir el tamafio a 0.1-0.5 mun
para asegurarnos de tomar solo tejidos meristematicos libres de virus, por lo que las
dificultades técnicas para la supervivencia del explanto aumentan considerablemente,
Ademis, hay que considerar el estado de la planta origen, no solo de su estado sanitario,
sino del grado de desarrollo (juvenil o adulto} y de crecimiento (reposo o crecimiento
activo). Es aconsejable partir de plantas pre-acondicionadas, en crecimiento activo bajo
condiciones de invemadero o camara, en las que podamos conocer la "historia” reciente
de la planta y situaria en las mejores condiciones. A este acondicionamiento de las

plantas se le ha denominado también fase O de la micropropagacion.
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Esterilizacién. Una vez tomados los explantos y antes de ser intreducidos en el
medio de cultivo hay que eliminar todas las esporas de hongos y bacterias que tienen en
su superficie. El grado de esterilizacién necesario dependera del estado de la planta
origen. Si partimos de plantas crecidas en el exterior, la presencia de gérmenes sera
mayor que si se han cultivado en invernadero, con cuidados como el no mojar la parte
aérea al regar y con ftratamientos fitosanitarios adecuados. En cualquier caso, la
humedad siempre favorece el desarrollo de hongos que posteriormente afectardn al
cultivo.

Un procedimiento habitual para desinfectar el material tomado de las plantas
origen consiste en el lavade en agua corriente (30 min a una hora) seguido de inmersion
en una solucion de hipoclorito calcico o sédico (lejia) durante 20-40 min (segun el
material) con una concentracién de cloro activo de 5 g/l a la que se afiade unas gotas de
un agente humectante (Tween 20) para reforzar su accion frente a la capa de ceras y
cuticula de ia epidermis. El resto de fas manipulaciones (los aclarados y la introduccién
del explanto en el medio) han de desarrollarse en la cabina de flujo laminar en
condiciones asépticas. Tras la desinfeccién con hipoclorite hay que aclarar con
abundante agua destilada estéril (3 a 5 bafios) para eliminar los restos y evitar que
dafien mas al explanto, suprimir las partes dafiadas con un bisturi reduciendo et
explanto al tamafio deseado y por fin introducirlo en un tubo de ensayo con medio de
cultivo, conservando la polaridad (parte apical hacia arriba), de forma que no quede
totalmente cubierto por el medio. A veces es util sumergir el material en etanol durante
10-30 segundos, antes de la inmersidn en hipoclorito, para disolver las ceras cuticulares
y permitir la accion posterior del cloro sobre la superficie. Otras sustancias germicidas,
como el cloruro de mercurio, se utilizan poco debido a su toxicidad. E! uso de
antibioticos raramente elimina las bacterias, aunque si que detiene su crecimiento,
siendo més eficaz la mezcla de varios, sin que alcancen concentraciones toxicas. A
pesar de su baja efectividad, el uso de antibioticos estd indicado en el caso de
contaminaciones latentes (que pueden tardar en aparecer largos periodos de tiempo) o
cuando las bacterias ya ocupaban el interior de la planta origen v no se dispone de otra

fuente.
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Es aconsejable el uso de medios enriquecidos, apropiados para el desarrollo de
bacterias y hongos, para asegurarse de la esterilidad de un cultivo, puesto que algunos
microorganismos tardan cierto tiempo en adaptarse a los medios de cuitivo utilizados

antes de crecer exponenciaimente.

1L Multiplicacion de propdgulos. La fase del establecimiento del cultivo termina
cuando logramos tener cultivos en crecimiento. Entonces es preciso estimular la
induccion de yemas que, al crecer, formen nuevos brotes. Estos brotes (propagulos)
pueden ser separados y colocados en frascos con medio de cultivo nuevo en cada
subcultivo. Al repetir el proceso indefinidamente se obtiene una rapida multiplicacion
del namero inicial de brotes, tedricamente segin una progresién geométrica. Dos
aspectos principales afectan a la multiplicacion: el tipo de yemas inducidas y los
subcultivos. Segin la concentracién y el tipo de reguladores del crecimiento
(principalme'nte citoquininas) y el explanto utilizado, podemos inducir dos lipos de
yemas: axilares, que provienen de meristemos preexistentes derivados del meristemo -
apical, estables genéticamente, y que conservan la conformidad genética con la planta
origen; y adventicias, derivadas de tejidos somiticos, principalmente de tejidos
desorganizados (calie), y que no son estables genéticamente, pudiendo obtener
aberraciones que den lugar a variabilidad genética, no deseada en la propagacién clanal.
f.a formacién de yemas adventicias puede aumentar sensiblemente el factor de
multiplicacién respecto a las axilares, ya que no esta limitada a la existencia de un
tejido determinado, pero debe evitarse para asegurar la conformidad de las plantas
regeneradas. Segin el habito de crecimiento in vitre, pueden realizarse dos tipos de
multiplicacion axilar: secciones nodales, es decir, cortando los nudos de los brotes con
una yema axilar que dara lugar a un nuevo brote cada uno; o por ramificacién axilar
mejorada, cuando por la técnica de division y por los reguladores de crecimiento
utilizados, se suprime !a dominancia apical y se provoca la aparicion de numerosos
brotes axilares, que pueden ser separados individualmente o por grupos.

Cada cierto tiempo es necesario realizar subcultivos, ya que los brotes crecen y
ocupan el espacio del frasco de cultivo, a la vez que agotan los nutrientes del medio y
acumulan en él sustancias de desecho y exudados que pueden resultar inhibidores o

provocar el envejecimiento del cultivo. Para mantener la tasa de crecimiento y
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multiplicacién es necesario pasar los nuevos explantos, separados de sus cultivos, a
medio reciente. El periodo de tiempo minimo entre dos subcuitives (generalmente un
mes) y el tipo de manipulacion realizada en el material en cultivo (separar brotes o

nudes con una yema axilar) afectan a los resultados de la multiplicacion.

I, Restablecimiento de las plantas a sueio. Una vez obtenidos los brotes
necesarios en la fase de multiplicacién, debemos prepararios para el trasplante a suelo y
adaptarlos al ambiente exterior. Si los brotes no han alcanzade un tamafic que los haga
mangjables {unos 2 cm o mas) debera estimuwiarse el crecimiento reduciendo la
concentracion de citoquinina en el medio, Ademas, serd necesario provocar la aparicion
de raices para regenerar la planta completa. El enraizamiento, que se tratard mas tarde
en_detalle, puede realizarse in vitro, pasando los brotes individuales a un medio con alta
concentracion de una auxina (generalmente IBA a 1-3 mg/l} y sin citoquininas, durante
un periodo corto de induccion de raices, para ser pasados luego a otro de desarrollo sin
reguladores de crecimiento. También es posible realizar el enraizamiento in vivo, fuera
de los frascos de cultivo, tratando a los brotes como microestaquillas y aplicandoles
tratamientos de auxinas, bien hundiendo la base en auxina en polvo, bien
sumergiéndolas en una solucion acuosa. Las ventajas del enraizamiento in vivo son
evidentes, ya que se simplifica el método v disminuye el trabajo, las manipulaciones y
el costo por planta, Independientemente del método de enraizamiento empleado, las
plantas regeneradas deben suffir un proceso de aclimatacion que las adapte al ambiente
extetior, con menor humedad relativa, mayor intensidad luminosa y pasando de un
modo de nutricién heterdirofo a otro autétrofo. Durante este proceso, las plantas
regeneradas son trasplantadas a tGneles de plastico para la aclimatacién en los que se
mantiene una elevada humedad relativa para evitar la desecacion, exponiéndolas
diariamente a un ambiente con baja humedad relativa durante periodos de tiempo
crecientes, permitiendo la recuperacién de las plantas y estimulando las adaptaciones
fisiologicas y anatomicas necesarias para controlar la peérdida de agua, como hemos
estudiado en el patron de cerezo ‘Masto de Montafiana’ (Marin et al, 1988). Las plantas,
que en los frascos de cultivo adquieren una estructura de plantas de sombra,
desarrollan, al ser aclimatadas, adaptaciones a las nuevas condiciones ambientales, con

mayor irradiacion, menor humedad relativa y un cambio en el modo de nutricidn,
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pasando a ser plantas autotrofas. La pérdida de agua moderada y controlada que sufren
durante el proceso de aclimatacion estimuia el transporte a través de las raices y del
xilema de agua a los tejidos foliares, compensando la pérdida sufrida, pero también
estimula ¢l crecimiento de nuevas hojas, que pueden ser observadas en un corto plazo
de una semana. Esta funcionalidad de la nueva planta y de sus drganos, iambién esta
confirmada por las observaciones histol6gicas e histoquimicas. En un plazo de 3 a 6
semanas las plantas pueden crecer sin proteccion en un invernadero y posteriormente
pasar un temporada breve en umbraculo antes de ser trasplantadas a cajonera o vivero.
Las plantas micropropagadas son idénticas a las propagadas por métodos
convencionales, y actualmente se estin comercializz_mdo una importante cantidad de
patrones frutales micropropagados ya que presentan ventajas, frente a los métodos
convencionales, y frente a la micropropagacion de las variedades y su cultivo sobre sus
propias raices (Zimmerman y Steffens, 1995). Sin embargo faltan estudios que indiquen
si el comportamiento en campo de estos patrones micropropagados una vez injertados,
es conforme al tipo propagado de forma convencional, Estos estudios son
necesariamente largos. Algunos ensayos han mostrado sdlo ligeras diferencias en vigor
(Navate] v Bourrain, 1994}, aungue si que aumenian, con el cultive in vitre, la
produccion de sierpes y de “burrknots” (esbozos de raices aéreas) que no son deseabies
{Webster y Jones, 1989, 1992), por lo que no siempre es aconsejable el uso de patrones

micropropagados (Webster, 1995}
VENTAJAS DE LA MICROPROPAGACION

La micropropagacion puede emplearse en los casos en que es necesaria una
propagacién clonal. Pero requiere una alta cualificacion iécnica y costosas
instalaciones, por lo que es mas adecuada en los casos en que las técnicas tradicionales,
mas baratas, no son eficaces. La micropropagacion estd indicada en los siguientes

Casos.

- cuando los métodos convencionales son ientos, no convenientes, o imposibles,

- cuando es necesaria una rapida multiplicacion de genotipos seleccionados, o
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- cuando es necesaria la produccién de plantas libres de patdgenos y la

termoterapia no es aplicable.

Ademas, presenta unos aspectos positivos:

- Miniaturizacién, ahorro de espacio, costes, labores. Las plantas cultivadas in
vitro tienen un tamafio reducido, por lo que pueden cultivarse con una gran densidad,
centenares de plantas por metro cuadrado de estanteria, lo que supone un ahorro de
espacio, de superficie de viveros, de costes de mantenimiento y de labores.

- Mantenimiento del cultivo en condiciones ascpticas, y con garantia de
mantenimiento del estado sanitario de las plantas durante su cultivo i vitro.

- Produccién durante todo €l afio, al ser controladas las condiciones ambientales,
aunque es necesario ajustar ¢! trasplante a vivero desde el invernadero a la época
adecuada.

- Intercambio a través de fronteras, facilitado por la miniaturizacidn y por el

contro} de las condiciones sanitarias.
LIMITACIONES DE LA MICROPROPAGACION

La experiencia de la micropropagacion demuestra que se plantean unos
problemas especificos en cada fase que limitan les potenciales resultados

espectaculares.

Limitaciones en el establecimiento del cultive. Durante la etapa inicial los
explantos deben adaptarse, tras ¢l aislamiento y manipulacién traumaéticos, a la
nutricion a través de un medic de cultivo que ha sido desarroliado empiricamente, por

lo que en este proceso podemos reconocer los siguientes problemas:

- Crecimiento lento o "cero”, debido posiblemente a una inadecuacion del medio
a los requerimientos nutritivos o a un estado fisiologico de la planta origen
desfavorable.

- Contaminacidn del cultivo, bien por una desinfeccion superficial insuficiente,

bien por la existencia de bacterias internas o latentes, que en los casos en que las
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plantas origen no pueden preacondicionarse o cambiarse por otras en mejor estado, solo
pueden atenuarse con el uso de mezclas de antibidticos.

- Exudados que oscurecen ¢l medio, debidos a la produccién y liberacion de
compuestos fendlicos como respuesta a las heridas y al proceso de esterilizacion, que a
veces son controiados con la adicidn de compuestos antioxidantes, como el acido
ascérbico y el acido citrico, o por la eleccidn de una época de inicio del cultivo mas
adecuada.

« Vitrificacion o hiperhidricidad de los tejidos, desorden fisicldgico que reduce
¢l crecimiento y multiplicacion de los brotes, de origen complejo y dificil de predecir.
Es reversible durante las fases iniciales si se cambian los brotes a medios con mayor

concentracién de agar o con menor concentracion de citoquininas.

limitaciones en la fase de multiplicacion. Las posibilidades tedricas predicen
una multiplicacion de los brotes segin una progresion geométrica, cuya Onica
limitacion seria la falta de capacidad para manejar un namero muy elevado de cultivos.
Veamos unos nimeros: partiendo de un imico brote y suponiende una tasa de
multiplicacién muy moderada de 3 (tres brotes por brote cada subcultivo, o cada mes)
tendremos una progresién geométrica de razon 3 (1, 3, 9, 27, ...) que supene al cabo de
un afio obtener mas de 530,000 brotes, o unos 59,000 frascos de cultivo (con 9 brotes
cada uno), que ocuparian una superficie de estanterias de 378 m?, o suponiendo estantes
de 80 cm de fondo, supondrian 470 m lineales de estanteria, y tanto la cantidad de
brotes, como la capacidad de la camara de cultive serian enormes y dificilmente
imaginables en un laboratorio comercial. De todas formas, no hay que olvidar que &l
mismo numere de plantas, en un vivero convencional, ocuparian aproximadamente
1000 veces mas superficie, junas 37 hectéreas!. Pero si la tasa de multiplicaci6n es la
mas realista de 5 {5 brotes por brote cada mes) y partiendo de un séio brote, al cabo de
un afio trabajariamos con mas de 244 millones de brotes, 0 unos 27 millones de frascos
de cultivo, que ocuparian una superficie de estanterias de unos 170,000 m’, o unos
217,000 m lineales de estanterias, lo que es totalmente desorbitado. Este ejemplo ilustra
la potencialidad de la técnica, y explica como a pesar de los problemas que surgen en la
aplicacién a gran escala de la micropropagacion, se obtengan resultados sorprendentes.

Entre otres problemas gue limitan la muliiplicacién se encuentran:
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- Contaminaciones latentes, que pueden aparecer sincronizadas en los diferentes
frascos de cultive que no mostraban ningln signo aparente. Es posible conocer la
existencia de estas contaminaciones en algunos casos que responden a medios
entiquecidos en los que las bacterias latentes son forzadas a crecer rapidamente. Solo
pueden controlarse por medio de mezclas de antibidticos, a determinar en cada case.

- Vitrificacién o hiperhidricidad de los tejidos, que puede ocasionar grandes
pérdidas en la tasa de multiplicacion.

- Variabilidad genética producida por la induccidon de yemas adventicias,
posiblemente debidas a una concentracion excesiva de reguladores de crecimiento, una
técnica defectuosa de separacion de explantos en los subcultives, o por cultivos
mantenidos durante demasiado tiempo. Es dificil identificarla in vitro e incluso en
invernadero, excepto en los casos mds extremos, lo que indica la necesidad de ser
cuidadoso con la aplicacion de la técnica.

- Tasas de multiplicacion irregular con un patrén estacional o no regular. Es
posible que se deba a diferencias en la preparacion de medios o a cambios en las
condiciones de subcultivo o de la camara de cultivo, por lo que es conveniente tomar

nota de los cambios que se efectdan para relacionarlos posteriormente.

Limitaciones en la fuse de restablecimiento de las plantas a suelo. El resultado
final de la micropropagacion es la obtencién de plantas regeneradas y aclimatadas a
condiciones ex vitre que supone una serie de cambios muy importantes: la
diferenciacion de raices adventicias, la aclimatacion a condiciones exteriores y el paso
de la nutricién heterdtrofa a la autdtrofa, pudiendo aparecer problemas en cada uno de
e5t05 Procesos:

- Bajos porcentajes de enraizamiento, que en especies dificiles todavia sc
desconoce la causa. El complejo metabolismo de la auxina, la existencia de una fase
sensitiva y otra inhibidora y la interaccion con el estado fisiologico de la
microestaquilla preden tener un papel importante.

- Produccion de planta no utilizable, bien por tener poco tamafio y por lo tanto
dificil de manipular, bien por ser de baja calidad, con pocas probabilidades de adaptarse

durante la aclimatacion.
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- Bajo porcentaje de supervivencia en la aclimatacidn, que puede ser debido a
una pérdida excesiva de agua (desecacidn), 0 a una fotosintesis insuficiente que no
compense las pérdidas por respiracion. Para evitar eso hay que partir de plantas de
buena calidad, adquirir una técnica adecuada de aclimatacién y aplicar los riegos vy
abonados necesarios.

- Infecciones y ataques de plagas tras el trasplante, quizd por utilizar un
ambiente poco controlado sanitariamente.

- Parada vegetativa iras el trasplante. Es posible que se deba a necesitar pasar un
periodo frio que estimule el crecimiento, ¢ a tratamientc con auxinas z alta

concentracion.
ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE ARBOLES FRUTALES

La regeneracion de raices adventicias para formar plantas completas supone para
zlgunos frutales un punto crifico en su propagacion vegetativa, incluso utilizando
tcnicas in vitro, por lo que se dedica un gran esfuerze a su estudio (Puente y Marin,
1994) y lo describiremos, a continuacion con mas detalle.

El enraizamiento in vitro proporciona un modelo muy interesante para el estudio de
este proceso, cuyo control permite la multiplicacion vegetativa de plantas con baja
capacidad de enraizamiento y su aplicacién en horticultura, ademés de ser un proceso de
regeneracion de interés basico en el que tienen lugar fenémenos de desdiferenciacidn

celular y organizacion de promeristemos hasta la formacion de rove de nuevos érganos.

El enraizamiento esta influido por varios tipos de factores:

Factores genéticos. Los genotipos (especies y variedades) que enraizan mas facilmente en
el campo también lo hacen in vitro. Por ejemplo, el patron de manzano M.26, que enraiza
bien en campo, produce raices /i vifre incluso en el medio de multiplicacion de brotes cuya

citoquinina generalmente inhibe el enraizamiento.

Factores fisiologicos. Aunque no estd bien defimdo, el estado fisiolégico en que se

encuentra el brote es muy importante. Esta influido tanto por el origen del explanto como

26



por los subcultivos anteriores. Los explantos tomados de plantas jovenes enraizan con mas
facilidad que los tomados de plantas adultas. El enraizamiento mejora al aumentar el
niimero de subcultivos in vifre, dado que se produce un presunto rejuvenecimiento, también
con la etiolacion ¥ con heridas basales. Por otra parte, el enraizamiento es perjudicado por

una alteracion fisiologica, la vitrificacion, en la que los tejidos se vuelven hiperhidricos.

Factores del medio. La concentracion de sales minerales o de algin elemento particular,
como el boro, tienen influencia en el enraizamiento. Una concentracién de las sales
minerales reducida a la mitad o a la cuarta parte suele mejorar ¢l enraizamiento. El boro es
beneficioso pama la rizogénesis y su concentracidn optima depende de la auxina aplicada

(Jarvis et al, 1984),

Fuentes de carbono. El enraizamiento necesita disponer de energia y materiales con los que
formar las raices. La sacarosa a una concentracion de 30 g.l'l, proporciona ambas cosas,
aunque a veces es conveniente reducirla a 20 6 10 gI". El sorbitol se usa frecuentemente en

¢l manzano con ventaja (Pua y Chong, 1985), va que es un producto de su fotosintesis.

Suplementos _organicos. Algunos fencles en el medio de cultivo, especialmente el
floroglucinol, estimulan el enraizamiento iz vitre de algunos patrones en ciertas
condiciones {Jones y Hatfield, 1976), pero la respuesta parece depender de las fases de
crecimiento de la planta de la que se toma el explanto, de las variedades y clones, de la luz
y la temperatura 2 la que se cultivan, de la edad del cultivo y del tiempo de exposicion
(James, 1983a; Webster v Jones, 1989; Welander v Huntrieser, 1981; Zimmemman, 1984;

Zimmerman y Broome, 1981).

Apente pelificante v pH. Con frutales se suele usar un pH entre 5-3.8 y el medio se
solidifica con agar (6-8 g/1). Pero en el medio de cultivo el pH disminuye con el tiempo v la
actividad de los tejidos cultivados, encontrando una influencia notable de ia acidificacion
del medio en la inhibicidn del enraizamiento, que se evita al estabilizar el pH con un
tampon (Harbage y Stimart, 1996). El uso de medio liquido, con agitacion, favorece la
rizogénesis (Sriskandarajah y Mullins, 1981), pero disminuye la absorcion de auxina, por
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otra parte las plantas resultantes se vitrifican generalmente, siendo mas dificiles de
aclimatar (Hutchinson, 1984).

Reguladores de crecimiento. Las auxinas son les inicos reguladores de crecimiento que,
estimulan el enraizamiento de forma consistente, manteniendolas enire ciertos limites.

El 4cido indol-3-acético (IAA) es ta auxina presente en las plantas de forma natural,
pero tiene un use reducide debido a que es facilmente destruida por el calor al esterilizar
tos medios y por la luz, prefiriendose el acido indol-3-butirico (IBA) y el 4cido 1-naftalén-
acético (NAA) (Nissen y Sutter, 1990). Otras auxinas de sintesis también se han utilizado
con resultados variables.

Las aplicaciones de auxina durante todo el enraizamiento a 0.2-3 mg/ son poco
utitizadas, ya que muchos patrones formaban abundante callo debido a la accién continuada
de la auxina, especialmente con NAA. En su lugar se empezaron a aplicar tratamientos sélo
durante los primeros 4-8 dias a 2-3 mg/l, pasandolos después a un medio sin reguladores de
crecimiento.

La adicién de riboflavina (una vitamina que destruye la auxina s6io en presencia de
la luz) permite reducir estas operaciones al permitir actuar a la auxina en la oscuridad
durante el periodo de induccién, catalizando su fotodegradacion posteriormente al exponer
el cultivo a la luz, e impidiendo que se forme callo (Van der Krieken, et al, 1992)

La duracion del tratamiento auxinico puede reducirse mas sumergiendo la base de
las microestaquillas en una solucién muy concentrada de anxina (normaimente de 50-1000
mgf) durante un tiempo corto (segundos a horas) y colocarlo luego en un medio sin
reguladores de crecimiento (Lane y McDougald, 1982}, indicando que el méximo efecto de
las auxinas se produce en la primera fase, la de desdiferenciacion.

Las citoquininas inkiben el enraizamiento, especialmente en la fase de
diferenciacién. En un trabajo clasico, Miller y Skoog (1953} demostraron que €l cociente
auxina/citoquinina es mas importante que la concentracion absoluta. Si este cociente es
alto, se induce la formacion de raices, pero si es bajo se induce la formacion de brotes.

La presencia de dcido abscisico es, a veces, inhibidor del enraizamiento (Pierik y
Steegmans, 1975). La aplicacion de giberelinas suelen inhibir el enraizamiento (Pawlicki y
Welander, 1992), aunque parece depender de su concentracion endégena previa. Y el
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etileno actiia de forma compleja dependiendo del estado del brote, ya que, a veces, ha

resultado estimulante y otras inhibidor del enraizamiento (Bollmark y Eliasson, 1990).

Factores ambientales

La temperatura cominmente utilizada para el enraizamiento es cercana a 25°C,
aunque en ciertos casos ha sido favorable una temperatura mas alta (35 °C) (Zimmerman,
§1984). Un termoperiodo que baje temperatura nocturna a 11-16°C manteniendo normal la
diurna, ha sido beneficiosa en Rosa (Bressan et al, 1982).

La oscuridad al comienzo del enraizamiento (3-10 dias) suele ser favorable
(Zimmerman, 1984), pero el brote debe estar iluminado durante el testo del enraizamiento.
La longitud de onda de la fuz también juega un importante papel morfogénico, ya que el
paso det fitocromo a la forma Py por la luz roja estimula €l enraizamiento (Rossi ef af.,

1993).

FASES DEL ENRAIZAMIENTO

El enraizamiento s un proceso complejo que conviene estudiar en etapas o fases,
Esto se justifica porque hay factores que ejercen efectos diferentes segiin el momento en
que se aptican; ademas, también lo aconsejan los acontecimientos revelados por el estudio
microscopico de la aparicion de raices, y por los cambios bioquimicos que tienen lugar.
Pero se han hecho, desde antiguo, dos tipos de divisiones del proceso no coincidentes en la
terminologia; las que se basan en la potencialidad de las células que formarén las raices,
recogida actualmente por De Klerk y Ter Brugge (1992) y las que describen los
tratamientos y las respuestas observadas, descritas de forma sencilla y faciles de observar
por Jarvis (1986).

a) Divisiones basadas en la potencialidad celular

1- desdiferenciacién o remeristermizacién de determinadas células diferenciadas y que
pasan al estado menstematico como células isodiamétricas, pequefias, con
citoplasma denso y nacleo grande;

2- diferenciacion en primordios radicaies mediante la organizacion de las nuevas células

formadas por division celular;
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3- elongacion de los primordios y emergencia hasta desgarrar los tejidos superficiales
{cortical y epidérmico) de la estaquilla, mientras los nueves tejidos vasculares de la

raiz se conectan con los del fallo.

b} Divisiones basadas en el tratamiento v la respuesta

1- induccidén de la rizogénesis, con acurnulacién de auxina en la zona de formacidn de
raices, pero todavia sin divisién celular;

2- iniciacion, respondiendo a la induccién con las primeras divisiones celutares y con la
organizacion de las nuevas células en primordios de raiz. En esta fase, aumenta la
actividad [AA-oxidasa, empezando a descender la concentracion de auxina;

3- crecimiento de los pimordios radicales, que precisa de un descenso del nivel de auxina.

Describimos mas detalladamente estas fases haciendo notar que la formacitn de diferentes
raices no es sincronica, pudiendo presentarse al mismo tiempo diferentes grados de

desarrollo en la misma microestacquila.

Induccion

La inducci6n comienza con la formacion de Ja microestaquilla produciendo un
corte basal que la separa de la planta madre. Este corte produce una herida que induce la
acumulacién de o-dihidroxifenoles (Moncousin, 1991), que evitan la destruccién de la
auxina por la accién de la IAA-oxidasa y que estimulan su biosintesis. Paralelamente, se
produce una sintesis de etileno a causa de la herida. La auxina se acumula en la base por el
transporte basipeto de las auxinas enddgenas desde las hojas y yemas, y por la auxina
exOgena que se aplica con el medio de cultivo. La aplicacién de 1BA, una auxina sintética,
resulta ser mas eficaz, ya que induce la misma acumulacion de auxina que con el IAA, pero
produciendo més raices (Van der Kricken ef af, 1992), observando que parte del TBA se
convierte en IAA,

Un pico de auxina se forma a las pocas horas del tratamiento inductor, pero no se
encuentran diferencias entre patrones con diferente capacidad de enraizamiento (James,
1983 b), limitandose su actividad ya que mas de un 95% de la auxina acumulada se conjuga

inactivandose (Van der Krieken et af., 1992).
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Fl modo de accién de la auxina, es todavia desconocido, pero se ha sugerido que
existe una interaccion con alguna sustancia procedente del brote: Went, en los afios 30
llamé "rizocalina" a la sustancia activa, y posteriormente se pensd que consistia en un
complejo formado por la auxina, un o-dihidroxifenol procedente de las hojas y de las yemas
y una polifenol-oxidasa (PPO) que oxida los o-difenoles a o-diquinonas (Bouillenne y
Bouillenne-Walrand, 1955), y que, aunque parece estar presente en determinadas
estaquillas convencionates de peral, no se confirma su efecto por la falta de accion positiva
de los dihidroxifencles in vitro.

Otro punto de vista se ha propuesto por el que las sustancias inductoras del
enraizamiento actiien dafiande las células a dosis subletaies v de forma inespecifica

{Wilsony Van Staden, 1990},

Iniciacion

Tras 1;2 dias de induccidn, algunas células en la region del floema inmediatamente
adyacente al cambium o en los radios interfasciculares dilatan sus nacleos y reducen sus
vacuolas, aumentando la densidad del citoplasma al microscopio y la concentracion de
proteinas, tomando las caracteristicas de las células meristematicas que comienzan a
dividirse. E! crecimiento posterior de la futura raiz estaria inhibido por la accidn de la
auxina (Torrey, 1956), pero ésta es degradada por la aparicion de un pico de actividad
peroxidasa (Gaspar ef al., 1992), cuyas isoenzimas catodicas actiian como [AA-oxidasas,

Hacia los 4-7 dias, las 4reas morfogenéticas se organizan en meristemoides de raiz,
que crecen atravesando el floema hacia ¢l cortex. En este proceso, los granulos de almiddén
desaparecen para proporcionar la energia necesaria. En algunos patrones, normalmente los
més dificiles de enraizar, s6lo la parte externa de las dreas morfogenéticas se organiza en

meristemoides (Zhou et al, 1992).

Crecimiento

Duranie la segunda y la tercera semana los primordios de raiz crecen y se alargan,
desgarrando a su paso el cortex y la epidermis, emergiendo como raices visibles. Al mismo
tiempo se produce la conexién de los haces vasculares de la raiz y el tallo, posibilitando el

transporte de nutrientes. El nimero de raices final esta limitado, ya que las primeras raices
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gue se desarrollan inhiben el crecimiento de las demas (Moncousin, 1991), adaptindolo a
las necesidades de la nueva planta.

El proceso de enraizamiento es muy complejo y esta regulado por muchos factores,
perto cuando falla, se detiene en fases muy concretas del proceso (Puente, 1996) en la fase
inicial: la activacién del cambium, para dar lugar a las primeras divisiones celulares (dia i),
y la formacion de nuevos meristemnos, a partir de la organizacién de las nuevas células
(remeristemizacion) y que daran fugar a los primordios de raiz (dia 2). Sin embargo, cuando

un primordio de raiz se forma, ya no se detiene y acaba formando una nueva raiz.

APLICACION COMERCIAL DE LA MICROPROPAGACION.

A pesar de que estin descritos métodos para la micropropagacion de numerosas
variedades y patrones, sélo son aplicables comerciaimente aquellas que son fiables, con
resultados uniformes y repetibles v con una produccion de planta muy elevada. Ademas
seri necesario que exista una demanda en el sector agrario que justifique la inversion
inicial.

Peto existen problemas cn la aplicaciéon de una técnica en un laboratorio
diferente al que la ha desarrollado, dando resultados muy diferentes sin causas
aparentes, pere que pueden ser debidas a uno o varios de estos factores:

-diferentes frascos de cultivo con distinta tasa de intercambio de gases,

-diferente intensidad de iluminacion y de calidad espectral,

-diferente temperatura,

-diferente modo de preparacién de medios cultivo, como en la disolucton de
sustancias y en la esterilizacion,

-diferencias en ¢l material vegetal de partida, como el grado de juvenilidad.

La aplicacion comescial debe realizarse por medio de una gestion a tres niveles,

aparte de la gestion comercial:
- Gestion de la investigacion. Capaz de proporcionar una técnica fiable,

repetible, y que produzea masivamente plantas de las que el 99% sean ltiles v que el

98% se aclimaten con éxito, para que [os fallos no aumenten el precie por planta.
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- Gestibn de la produccion de pianta in vitro. Con un laboratoric de
micropropagacion bien dotado que realice una planificacion de la produccién con
arreglo a objetives (pedidos) y que tenga flexibilidad para resolver los problemas
imprevistos,

- Gestién de vivero. Para el manejo eficaz de las plantas producidas, durante los
trasplantes a suelo, la aclimatacién, la preparacion de sustratos, la aplicacion de rtiegos,

de abonados, y de tratamientos para ¢l control de infecciones.

PERSPECTIVAS

La aplicacién de técnicas de cultive ir vitro a la mejora de fnnales ha dado
resultados que, aunque son menos espectaculares que en el caso de otras plantas
herbdceas utilizadas como plantas-modelo, son muy esperanzadores rtespecto a la
posibilidad de una efectiva aceleracion de los procesos de mejora. El hecho de que se
hayan vencido, en ciertos casos, las dificultades inherenies a las plantas lefiosas, no solo
en la lentitud de respuesta, sino tambien en el caracter mas o menos recalcitrante de sus
cultivos respecto a la regeneracion de nuevas plantas a partir de los mas variados tipos
de tejidos, indica que podran realizarse con frutales las mismas técnicas desarrolladas
en Nicotiana o Arabidopsis, y que incluyen, numerosos ejemplos la obtencién de
hibridos somiticos por fusion de protoplastos de plantas de origenes alejados, los
haploides y dihaploides a partir de microsporas, los triploides y diferentes ploidias per
rescate de embriones de semillas que abortarian peor venir de cruzamientos entre
especies alejadas, la fertilizacién in vitre venciendo las barreras naturales, la
introduccion de genes extrafios o transformacidn genética, el aprovechamiento de la
variacion somaclonal mediante la seleccion ir viiro, bien para factores bioticos con fa
obtencion de plantas resistentes a enfermedades, bien para la tolerancia a factores
abidticos como la salinidad, sequia, o las deficiencias nutricionales, con la regeneracion
de plantas a partir de las células y tejidos sometidos a presion de seleccion y el
desarrollo de tests de determinacién in vitro de la tolerancia, Pero sin olvidar la que ha
proporcionado més resultados y que ha sido aplicada a la casi totalidad de las plantas de

interés: la micropropagacion, técnica que sustenta a las demas por permitir la obtencién
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de numerosas plantas clonales de los individuos resultantes de seleccién o

manipulacion.

En las especies frutales, con larga tradicién de utilizacién de técnicas poco
costosas, como éi estaquillado lefioso, la micropropagacion sélo ha encontrado una
aplicacion comercial de interés en aquellos casos en los que se producia una gran
demanda de plantas (patrones) junto a cierto grado de dificuitad en la propagacion por
técnicas tradicionales. Aunque !a utilizacidon de la micropropagacion en pequefios
laboratorios siempre puede justificarse por el gran interés como herramienta de
investigacion en fisiologia vegetal v mejora genética, el futuro de la micropropagacidn
como aplicacion comercial solo sera posible si se desarrollan técnicas de
automatizacion y robotica que abaraten costes y que hagan competitiva la técnica frente
a las tradicionales, menos tecnificadas. Un nuevo campo se abre con la produccion de
semillas sintéticas (Gray y Purohit, 1991), a partir de embriogénesis somatica, en los
casos en los que se asegura una propagacion conforme al tipo, yva que es el método de

propagacion clonal mas eficiente.
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