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RESUMEN

El cultivo de tejidos in vitro presenta dificultades técni-
cas en forrajeras, sobre todo en la obtencion de haploides
y protoplastos. No obstante, el cultivo de meristemos y ca-
llos permite ya una aplicacion directa en generacion, selec-
cion y conservacion de nuevos cultivares.

INTRODUCCION

Las técnicas de cultivo de tejidos han experimentado un fuer-
te desarollo en las pasadas décadas, ampliando su campo de ac-
cién a nuevas especies y ofreciendo nuevas posibilidades de inte-
rés, tanto para la investigacién en aspectos fundamentales de fi-
siologia y genética como para las aplicaciones mdas inmediatas.
(Vosge & BLIXT 1984).

Desde los primeros éxitos obtenidos por MoREL 1964, en la
propagacion por meristemos en orquideas, hasta los mas recien-
tes intentos de transformacion celular, mediante ingenieria ge-
nética (FLAVELL & MATHIAS 1984) uno de los campos, en que es-
tas técnicas presentan mas posibilidades de aplicaciéon es la me-
jora genética de las especies cultivadas. (VASIL & col. 1984).

PASTOS. 15 (1-2): 53-65, 1985 53



En ciertas variedades de plantas horticolas y arboles fruta-
les, se ha conseguido incrementar notablemente el rendimiento
mediante la obtencién de plantones libres de virus por cultivo
in vitro de meristemos (MURASHIGE, 1974), (NAVARRO & col., 1975).
Asimismo se han aplicado con éxito las técnicas de cultivos de
tejidos a la obtencién de variedades resistentes a ciertas enfer-
medades (HENsAw, 1984).

La obtencién de haploides mediante el cultivo de anteras ha
hecho posible el disponer de lineas hemocigéticas en un tiem-
po mas corto que el requerido por las técnicas tradicionales de
mejora. El cultivo de estos haploides, callos, células y protoplas-
tos, permite incrementar fuertemente la variabilidad (CArLLoUX,
1984), (SuarP & col., 1984) realizar cruces entre especies o cru-
ces autoincompatibles, e introducir genes de bacterias en las cé-
lulas vegetales.

La aplicaciéon de estas técnicas, ha tenido un éxito desigual
en los diferentes grupos de plantas. En general en dicotiledoneas
y sobre todo en solanaceas, ha ofrecido grandes posibilida-
des de uso.

En monocotiledoneas, y particularmente en gramineas, la ob-
tencién y mantenimiento de tejidos, células o protoplastos in vi-
tro presenta mayores dificultades y bajos rendimientos.

No obstante, los éxitos obtenidos en otras especies, y las ra-
zonables posibilidades que ofrece el cultivo in vitro, mantiene el
interés de cada vez mayor ntimero de investigadores en este cam-
po, lo que hace posible avanzar cada vez mas en el conocimien-
to de los requerimientos especificos de estas plantas, para su
cultivo in vitro, la utilizacién de estas técnicas en un niimero cre-
ciente de especies y situaciones, y profundizar en el conocimien-
to de las peculiaridades de esta familia. (DALE, 1984).

En el presente trabajo, se sefialan las posibilidades de aplica-
cién de estas técnicas en distintos campos de la mejora genética
de gramineas forrajeras, esbozdndose algunas causas de los dis-
tintos rendimientos que presentan frente a otras familias.

UTILIZACION DE CULTIVO DE TEJIDOS EN LA PROPAGACION Y
CONSERVACION DE LA VARIABILIDAD QENETICA
Propagacion

Habitualmente, el almacenamiento de semillas en condiciones
adecuadas, permite la conservacion de los recursos genéticos pa-
ra la mejora de forrajeras. Sin embargo, en ciertas circunstan-
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cias puede ser interesante mantener plantas vegetativamente,
por ejemplo en genotipos que presentan una marcada autoesteri-
lidad, en clones con baja capacidad para sobrevivir, en multiplica-
cién de lineas con polen estéril, en mantenimiento de lineas ma-
dre de ciertos cultivares de interés, etc. En estos casos, el culti-
vo en invernadero o en campo, presenta el riesgo de infeccién,
de ataques por insectos, etc., asi como daifios por cambios drés-
ticos del clima.

El cultivo in vitro, permite el mantenimiento de estas plan-
tas asépticamente preservandolas de eventuales infecciones o
pérdidas, y permite la rapida propagacién de las mismas (GREEN,
1978).

El cultivo puede iniciarse a partir de una sola planta utili-
zando yemas o meristemos, y cultivindolos in vitro en medio
bésico con agar en una cdmara a 20-25° C, 10-16 h. luz, con una
intensidad luminosa de 3000-6000 lux. Tres o cuatro semanas
mas tarde se pueden disponer de plantas sanas de 2-6 cm. de
longitud.

Obtenidas estas plantas, pueden utilizarse para obtener nue-
vos repicados a partir de maristemos basales, ampliando el nu-
mero de copias disponibles.

La induccién del ahijado puede llevarse a cabo in vitro, utili-
zando el medio de cultivo y las condiciones adecuadas (DALTON &
DALE, 1981) y a partir de una sola planta, pueden disponerse de
unas 8000 plantulas en unos tres meses (DALE, 1984). Teniendo
en cuenta la relativa facilidad técnica con que esta propagacién
puede llevarse a cabo, y el escaso espacio necesario (pueden man-
tenerse unas 500 plantas por m?), podemos decir que se trata de
un método seguro, rapido y facil de propagacién, con una alta
eficacia en la multiplicacién del nimero de copias del genoti-
po inicial.

Mantenimiento y preservacion

Otra area de interés de esta técnica es el almacenamiento a
largo plazo en condiciones de minimo crecimiento, para la pre-
servacion de ciertos genotipos. Esto puede llevarse a cabo man-
teniendo los cultivos a 2-4°C con 8 h. de luz a unos 300 lux, en
medio Murashige-Skoog (1962), sin auxinas.

En estas condiciones el cultivo puede permanecer casi sin
crecimiento un afio. Es conveniente al final de este periodo, trans-
ferir el tejido a medio y condiciones de crecimiento. Tras 4 a 6
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semanas la plantita se ha desarrollado y a partir de ella pueden
obtenerse nuevas réplicas para su utilizacién inmediata o bien
para continuar su preservaciéon (DALE, 1980).

Con este método, las plantas se mantienen sanas y disponi-
bles para ser utilizadas en cualquier época del afio. Una de las
mayores ventajas de la utilizacién de maristemos o yemas en la
propagacién vegetativa es que en estos tejidos todas las células
son diploides y que a lo largo de diferentes monocultivos y al-
macenamientos se mantienen genéticamente estables (DALE &
col. 1982).

UTILIZACION DEL CULTIVO DE TEJIDOS PARA LA OBTENCION
DE UNA NUEVA VARIABILIDAD GENETICA

Una de las mas interesantes aportaciones de las técnicas de
cultivo de tejidos a la mejora, es la posibilidad de incrementar
la variabilidad genética en las poblaciones obtenidas por este
método. Este incremento puede deberse a cambios del genotipo
relacionados con las manipulaciones de los tejidos, o bien, pue-
den ser facilmente inducidos mediante tratamiento con muta-
genos o por intercambio dirigido de material genético.

En este sentido pueden contemplarse la obtencién de haploi-
des a partir de anteras, la obtencién de callos de diferentes teji-
dos y la posterior embriogénesis, y el cultivo de protoplastos y
células.

Obtencion y cultivo de haploides

La obtencién de haploides permite «destapar» la gran varia-
bilidad existente en la poblacién inicial el evitar los efectos en-
mascaradores de la dominancia, y por otra parte, la diploidiza-
cién mediante colchicina u otros tratamientos permiten dispo-
ner de individuos homocigotos en un tiempo muy reducido.

La técnica de obtencién de haploides, requiere un cultivo
aséptico de granos de polen, anteras o espigas en medio y condi-
ciones de cultivo, que se ajusta en funcién de la especie. El mo-
mento de obtencién de las anteras, las condiciones de cultivo de
la planta donante, y determinadas precauciones en la obtencién
de las anteras deben tenerse en cuenta (SUNDERLAND & DUNWELL,
1977).

En forrajeras, sin embargo, la respuesta a la induccién de la
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androgénesis es muy baja y dificilmente conduce a la formacién
directa de un embrién y posterior plantita. Desde los primeros
trabajos (NITzScHE, 1970, KiMaTA & SAKEMOTO, 1971, CHAPHAM,
1971, Nirzexi & Kita, 1973, ZENKTELLER & col. 1974-75) hasta los
mas actuales, (KASPERBANER & col. 1980, PAGNIEZ & DESMALY,
1979, DALE & col. 1981, CHEN & col. 1982, CONGER & MC DONNELL,
1983, SHARMA & col. 1984), la obtencién de poblaciones de plan-
tas haploides a partir de anteras no ha sido posible en grami-
neas forrajeras.

Las anteras, o espigas cultivadas tienden a producir peque-
fios callos a partir de los cuales emergen los embrioides y even-
tualmente las plantas, en pocos casos haploides (KASPERBAUER &
col. 1980).

El escaso éxito obtenido en la generacién de plantas haploi-
des completas a partir de anteras o inflorescencias, ha hecho
cambiar la direccién de las investigaciones en este campo hacia
el conocimiento de las posibles causas de este escaso éxito y ha-
cia el desarrollo de otras fuentes de variabilidad como son el
cultivo de callos, células y protoplastos.

Cultivo de callos

El establecimiento y mantenimiento de callos (masas de célu-
las indiferenciadas) se ha realizado con éxito en distintas espe-
cies forrajeras y a partir de diferentes partes de la planta. En
general es necesaria la adiciéon de hormonas al medio de cultivo
(auxinas y citoquininas) para estimular la divisién celular.

A partir de los callos, en muchos casos, modificando el ba-
lance de hormonas puede inducirse la embriogénesis que condu-
ce finalmente a la formacién de plantas completas.

En forrajeras, el establecimiento y mantenimiento de callos
ha sido obtenido a partir de distintos explantes. El cultivo in-
vitro de anteras, que dificilmente permite la obtencién de ha-
ploides, puede derivar hacia el desarrollo de callos, en general a
partir del tejido de las paredes de la antera, por lo que los callos
obtenidos, suelen ser diploides (PAGNIEZ & DEMASLY, 1979, Siva
& col. 1985). Similarmente, inflorescencias inmaduras han sido
utilizadas para la obtencién de callos en Agropyron, Andropogon,
Bromus y otras especies forrajeras (LO & col. 1980), Lolium, (Da-
LE & col. 1981), Dactylis glomerata (CHEN & col. 1982) entre otros.

La obtencién de callos, se ha llevado a cabo con éxito tam-
bién en inflorescencias maduras, (CONGER & Mc DONNELL, 1983,
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SHARMA & col. 1984) a partir de embriones maduros separados
del resto de la semilla (KAREN & col. 1979, Mc. DoNNELL & CON-
GER, 1984) y a partir de tejidos adultos como segmento de tallos
(KASPERBANER & col. 1979) o secciones de hoja (HANNING & CON-
GER, 1982).
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Aunque en ciertos casos se ha puesto énfasis en la utilidad de
los callos para la preservacion in vitro, y la propagacién vegeta-
tiva mediante induccién de embriogénesis en la superficie de los
mismos, la elevada frecuencia de modificaciones genéticas en es-
tos cultivos hace que sean mucho mas apropiados para obtener
tetraploides y aneuploides, en definitiva, para incrementar la va-
riabilidad genética.
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Parte de la variacién observada puede ser de origen fisiolé-
gico, y desaparecer al llevar las plantas a maceta. Las variacio-
nes en el nimero de cromosomas, son muy frecuentes y en gene-
ral su frecuencia aumenta con el tiempo de mantenimiento, aun-
que pueden obtenerse tetraploides tras solo dos meses de culti-
vo. DALTON & col. 1982, analizando una muestra de 30 plantas de
Lolium perenne regeneradas a partir de callos que llevaban dos
afios de cultivo in vitro, observaron mezcla de tetraploides y
aneuploides.

Cambios genéticos que no implican variacién en el ntimero
de cromosomas también han sido observados y que pueden su-
poner una fuente importante de variabilidad. Esta variabilidad
ha permitido la seleccién de lineas de mayor rendimiento en ca-
fia de azticar (LIN & CHEN, 1978) y resistentes a ciertas enferme-
dades (BLEINT & col. 1978) v ha permitido la obtencién de nue-
vas lineas en hibridos de L. multiflorum - L. perenne (AHLOOWA-
LIA, 1978).

Cultivo de células y protoplastos

La obtencién de células aisladas y protoplastos, a partir de
distintos tejidos, el cultivo de las mismas y la eventual regene-
racion de las plantas completas a partir de una célula, constitu-
ye uno de los aspectos mas llamativos de la técnica de cultivo
de tejidos.

Se ha especulado mucho sobre el potencial de estos métodos
en mejora genética (TuoMAs & col. 1979, VAsiL & col. 1984) que
permiten la aplicacién de las técnicas de mutagénesis y seleccién
tipicas de microorganismos a plantas superiores. Los recientes
logros de la ingenieria genética en este campo han aumentado
aun mas, el interés de estas técnicas.

Primeramente en N. tabacum (CARLSON, 1973) y mas adelante
en otras especies, ha sido posible obtener fusiones, transforma-
ciones y transduccién de material genético. (VAsIL & col. 1984).

Las células pueden aislarse a partir de meséfilo de hoja, rai-
ces, 6rganos de reserva o callos, mediante incubacién con pec-
tinasa, en segmentos fracturados de estos tejidos. Una vez se-
parados los restos de hoja, etc... y aisladas las células, se culti-
van en medio s6lido obteniéndose al cabo de unos dias (10-12)
pequefias colonias, callos incipientes en los que puede inducirse
embriogénesis. El cultivo en medio liquido con agitacién, permi-
te el mantenimiento de suspensiones de células durante largo
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tiempo, y su utilizacién directa en seleccién. La obtencién de
protoplastos requiere la roiura de la pared celular para permi-
tir la salida del protoplasto, que se consigue mediante incubacién
con celulasa. En todas las operaciones es imprescindible man-
tener el adecuado equilibrio osmético para mantener el proto-
plasto activo.

La posibilidad de utilizaciéon de protoplastos en forrajes ha
sido hasta los afios 80 limitada a Bromus inermis (Kao & col.
1973, VasiL & col. 1980). En ambos casos los cultivos se estable-
cieron a partir de tejidos embriogénicos. En los dltimos aifios,
nuevos trabajos en distintas especies han ampliado el espectro
de aplicacion de estas técnicas a Panicum maximum (Lu & col.
1981), Pennisetum purpureum, (VASIL & col. 1983). En Lolium
multiflorum pueden aislarse protoplastos a partir de callos de
embriones inmaduros, pero una vez aislados, deriva nuevamente
hacia la formacién de nuevos callos (JoNES & DALE, 1982). La
obtencién de protoplastos a partir de cultivos de células, previa-
mente establecidos ha ofrecido mayores éxitos (MARETZKI & NI-
CKELL, 1973, ANONYMOUS, 1975, CHIKUELI & col. 1978). No obstante
los cultivos derivaron rapidamente a nuevos tipos de células.

Hasta el momento el cultivo in vitro de protoplastos en plan-
tas forrajeras no ha permitido generalizar su uso. Lo cual suele
explicarse por causas de tipo genético, aunque también puede
deberse a los escasos conocimientos sobre las bases metabdlicas
y genéticas de la respuesta de las células a las condiciones de
cultivo, asi como sobre los requerimientos para el establecimien-
to en estos cultivos in vitro.

APLICABILIDAD DE LAS TECNICAS DE CULTIVO DE TEJIDOS
A LA MEJORA GENETICA EN FORRAJERAS

La dificultad que estas plantas presentan en el establecimien-
to y manejo de cultivo de tejidos in vitro, puede inducir un desa-
liento en cuanto a su potencial uso y su aplicabilidad.

Sin embargo, existen ejemplos de utilizacién de técnicas de
cultivos de meristemos y yemas en el mantenimiento de ciertas
lineas por propagacién vegetativa. La utilizacién de este método
de propagacién permite eliminar virus y micoplasmas en Lolium
multiflorum y Dactylis glomerata (DALE & col. 1980).

La obtencién de callos, su mantenimiento y la organogénesis
a partir de los mismos, se ha conseguido en muchas especies de
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forrajeras a partir de distintos explantes. La obtencién de poli-
ploides y aneuploides, ha sido llevado a cabo en diferentes espe-
cies (DALE & col. 1982, CHEN & col. 1982) asi como la obtencién
de lineas seleccionadas (AHLOOWATIA, 1978). La puesta a punto de
estas técnicas permite pensar en selecciones por resistencia a in-
fecciones, pestes, etc., como se ha conseguido en otras plantas,
asi como en las grandes posibilidades de utilizacién de los ca-
llos en programas de seleccién por resistencia a ciertas condicio-
nes del medio (medios auxotroéficos, alta concentracion de ami-
noacidos, etc.) como ha sido llevado a cabo en otras especies
(CarLsoN, 1973).

El problema de la baja respuesta a las condiciones de cultivo
in vitro, parece estar relacionado con las caracteristicas genéti-
cas de este grupo de plantas. Se han descrito marcadas diferen-
cias en la respuesta frente al cultivo de tejidos a nivel de géne-
ro, especie y cultivar (RINEs & Mc. Coy, 1981, HANZEL & col.
1984), asi como heredabilidad del tipo de respuesta (KEYEs &
col. 1980). La seleccién por respuesta in vitro en varias genera-
ciones ha dado lineas de mejor respuesta en cultivos in vitro
(BincHAM & col. 1975, DALE & col. 1982).

A pesar de este documentado efecto del genotipo, se desconoce
el porqué ciertos genotipos de una determinada especie respon-
den y otros no. La regulacién del contenido interno de hormo-
nas, las interacciones hormona externa y célula (receptores), y
los cambios de estos efectos con la ontogenia, son posibles vias
de explicacion de estas distintas respuestas.

Las plantas forrajeras, cubren alrededor del 25 % de la su-
perficie agricola total, y son la base del 10 % del alimento pro-
ducido (JorLrans, 1981), por lo que juegan un papel fundamen-
tal en la alimentacién humana.

Aunque la hibridacién y seleccién clasicas siguen ofreciendo
la mayor parte de los logros en el campo de la mejora genética,
las aportaciones de las técnicas de cultivo de tejidos en este
campo, comienzan a ser palpables en ciertos casos concretos
a pesar de las dificultades que presenta esta particular familia
de plantas.

No cabe duda de que explorar las posibilidades de uso de
estas técnicas, mejorar los rendimientos de las mismas, y am-
pliar el ntimero de especies y explantes utilizables puede repor-
tar beneficios en la mejora genética de estas plantas.
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TISSUE CULTURE AND BREEDING IN FORAGES
SUMMARY

Tissue culture of forages have some technical difficulties, overall in
haploids and protoplasts culture. However meristem and callus culture
have direct applications in preservation and selection of new cultivars.
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