Células somaticas

Todas aquellas células
que forman parte del
cuerpo de una planta.
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0rigen a un drgano, ya
$83 Un Brote 0 una raiz.
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El destino /n vitrode una
celula vegetal

El cultivo in vitro permite obtener miles de plantas a partir de un fragmento vegetal
dentro de un recipiente en un medio artificial. ;Qué ocurre en el interior de las célu-
las de este fragmento para que cambien su destino celular y tomen el camino hacia la
formacion de una planta? En este articulo describimos los factores clave involucrados en
el desarrollo /n vitro de tejidos y 6rganos vegetales.

as plantas poseen una extraordinaria habilidad de regeneracién, caracteristica
que permite que, a partir de un fragmento vegetal (llamado explante), puedan
producirse muchas plantas dentro de un recipiente en un medio artificial. Sin
embargo, incluso después de mucho tiempo de estudio, existen diversas interrogantes
que no han sido resueltas. ;Qué ocurre en el interior de las células de este fragmen-
to para que cambien su destino celular y tomen el camino hacia la formacién de una
planta? ;Todas las células del explante son capaces de originar una nueva planta?
Bésicamente, el cultivo in vitro consiste en cultivar un explante dentro de un
recipiente que contiene un medio nutritivo de composicién quimica definida, en
condiciones asépticas, bajo luz y temperatura controladas. En este articulo aborda-
remos cémo se pueden obtener plantas a partir de las células somadticas, las cuales
conforman el tejido del explante. En estas células ocurrird una serie de eventos
que conducirdn al desarrollo de tejidos y 6rganos de una planta; dicho proceso es
conocido como morfogénesis in vitro. A continuacién describimos las rutas morfo-
génicas, algunos de los factores involucrados en la morfogénesis in vitro, y las con-
diciones del cultivo in vitro que pueden cambiar el destino de una célula vegetal.

o Las rutas de la morfogénesis in vitro

B En el cultivo in vitro, las células que conforman el tejido del explante (células
somaticas) podrén seguir dos rutas morfogénicas alternativas: la organogénesis o
la embriogénesis somdtica. La primera consiste en la formacién de una estructura
monopolar que da origen a un érgano (un brote o una raiz) y que se conecta con
el explante. En cambio, la embriogénesis somatica es la formacién de estructuras

bipolares (embriones somaticos), con meristemos de brote y de rafz, que permiten
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Embrion cigatico

Futura planta que
proviene de 13 unidn de
un gameto femenino y
no masculino.

el desarrollo de un organismo completo; a diferen-
cia de la organogénesis, no hay una conexién con
el explante. Un embrién somdtico es muy similar a
un embrién cigético, s6lo que, a diferencia de éste,
el primero no se gener$ a partir de la fecundacién
(unién de las células sexuales), sino a partir de una
célula somatica.

Ambas vias morfogénicas pueden darse de forma
directa o indirecta. En la primera, los érganos (brote
o raiz) o los embriones somaticos son obtenidos direc-
tamente del explante; mientras que, en la segunda,
después de ser cultivado, el explante primero genera
una masa de células denominada callo, la cual después
dar4 origen a un 6rgano o embrién (véase la Figura 1).

Independientemente de la forma directa o indi-
recta, estas dos rutas tienen diferentes etapas en las
cuales son necesarias ciertas condiciones para lograr

un desarrollo exitoso. En el caso de la formacién de
brotes (organogénesis), luego de la induccién, etapa
en la que se determinan las condiciones necesarias
para generar una respuesta del explante, se forman
nuevos nichos de células meristemdticas que conlle-
van al desarrollo del brote y, posteriormente, en otra
etapa, se forma la raiz. Por otra parte, en la embrio-
génesis somatica, luego de la induccién, se forman
los embriones somaticos, los cuales pasaran por dife-
rentes estados de desarrollo, hasta que finalmente se
conviertan en plantas.

= Todo comienza en un recipiente: una mezcla de

m factores

B El desencadenamiento de ambos procesos morfo-
génicos tiene en comin que provienen de una mez-

—

Morfogénesis in vitro
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Rutas morfogénicas: organogénesis y embriogénesis somatica.
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cla de factores en un recipiente. Entre los factores
mds importantes estdn: el material vegetal (el ex-
plante de la planta donadora), los reguladores de
crecimiento (endégenos y exdgenos) v el estrés oca-
sionado por el corte del explante y por las mismas
condiciones del cultivo in vitro (véase la Figura 2).
A continuacién describiremos cada uno de ellos.

El material vegetal (explante de la planta donadora)
El explante es el pedacito de tejido tomado de la
planta donadora, y es una parte fundamental para un
exitoso establecimiento in vitro, ya que se ha docu-
mentado que la respuesta dependera de diversos fac-
tores, como el tipo de tejido, el estado de desarrollo
de la planta donadora (juvenil o maduro) y hasta el
propio genotipo de la planta.

Una amplia variedad de tejidos —hojas, tallos, rai-
ces y meristemos— se puede utilizar para los explan-

El destino in vitro de una célula vegetal

tes y éstos pueden ser capaces de regenerarse en un
6rgano (brotes o raices) o en un organismo entero
(embrién somdtico), bajo las condiciones de culti-
vo in vitro adecuadas. El estado de desarrollo de la
planta también es importante, ya que se ha docu-
mentado que las plantas jévenes son una mejor
fuente de explantes, debido a que son mas vigorosas,
presentan mds tejido en crecimiento y contienen
menos microorganismos que una planta adulta.
Abhora, si tomamos el mismo explante, pero de
diferentes especies, ;la respuesta sera igual? No pre-
cisamente. Se ha comprobado mediante la experi-
mentacién que, si tomamos un mismo tejido, pero de
diferentes plantas de la misma especie, y lo somete-
mos a las mismas condiciones de cultivo, éste puede
responder de diferentes maneras. Lo anterior se debe
al genotipo, que se refiere a toda la informacién ge-
nética que existe en las células, la cual determina las

[ Principales factores que desencadenan la morfogénesis in vitro

Material vegetal

— Tipo de explante:
meristemos, hoja, embrién
cigotico, etc.

— Posicién del explante:
axial, media o basal.

— Edad de la planta:
juvenil o maduro

— Genotipo

i ] o 4
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H
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Reguladores de crecimiento:

— Enddgenos (hormonas): AlA,
zeatina, etc.

— Exdgenos (reguladores de
crecimiento): 2,4-D, BA,
dicamba, etc.

s

in vitro:

Genotipo

Otras condiciones del cultivo

— Medios de cultivo
— Luz: fotoperiodo, oscuridad

—

El estrés por el corte
del explante

Factores que desencadenan la morfogénesis in vitro vegetal.
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caracteristicas morfoldgicas vy fisiolégicas de un or-
ganismo. Cada variedad de planta tiene un genotipo
tnico, el cual regula su respuesta a las condiciones
de cultivo in witro, principalmente con relacién a los
reguladores de crecimiento; por ello, es importante
determinar las condiciones que favorecen el creci-
miento y desarrollo de cada especie vegetal, incluso
para variedades de una misma especie.

Reguladores de crecimiento vegetal
Estas sustancias actian sobre el desarrollo de las
plantas y pueden ser producidas por ellas mismas
(llamadas endégenas o comtinmente conocidas como
hormonas vegetales), o bien pueden ser de origen
sintético y ser agregadas al medio de cultivo (sus-
tancias exégenas, denominadas por lo general como
reguladores de crecimiento sintéticos). En la Tabla 1
se describen los principales grupos de reguladores de
crecimiento vegetal, tanto naturales como sintéticos.
La concentracién de estas sustancias es otro fac-
tor importante en el desarrollo de las rutas morfogé-
nicas, ya que participan en la respuesta del explante.
La concentracién y el tipo de reguladores exégenos
empleados determinardan la ruta morfogénica; sin

embargo, debemos considerar que el contenido en-
dégeno de hormonas del explante también influye
en la respuesta.

Los reguladores exdgenos mds utilizados en la
morfogénesis in vitro son las auxinas y las citocininas
(véase la Tabla 1). En general, para la induccién de la
organogénesis, se utiliza una combinacién de estos re-
guladores, mientras que para inducir la embriogénesis
somdtica sobre todo se utilizan altas concentraciones
de auxinas. El 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético)
es una de las auxinas exégenas mds utilizadas para
ambas rutas morfogénicas, ya sea sola o en combina-

cién con otros reguladores del crecimiento.

El estrés del cultivo in vitro
Las condiciones en las que se lleva a cabo el culti-
vo in vitro, como el corte del explante y el uso de
reguladores de crecimiento sintéticos, actian como
estimulos en las células del explante y provocan una
serie de alteraciones. La respuesta de las células ante
estos estimulos es lo que conocemos como el estrés
del cultivo in witro.

Se ha sefialado que el corte del explante produ-
ce un estrés en el tejido, lo que puede ser un paso

Principales grupos de reguladores de crecimiento vegetal.

Acido indol — 3- acético (AlA)
4- Cloro- AIA (4 CI-AIA)

Acido fenilacético

Auxinas

Citocininas Zeatina (trans y cis)
Dihidrozeatina

Isopentil-adenina
Giberelinas GA =1....+130
Acido abscisico ABA: Acido abscisico

Etileno Etileno
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importante para romper la comunicacién celular, ya
que afsla a las células y las libera de su programa ge-
nético. Ademds, se ha documentado que cuando se
corta el explante existe una concentracién de regu-
ladores endégenos en la zona cortada, lo cual permi-
te la activacién de una serie de sefiales, entre las que
se puede incluir la expresién o represién de ciertos
genes involucrados en el desarrollo morfogénicoy;
esto conduce al cambio del destino celular.

Entonces, la respuesta del explante hacia una
ruta morfogénica va a depender no sélo de los esti-
mulos exégenos (corte del explante, reguladores de
crecimiento sintéticos), sino también de los endé-
genos (hormonas vegetales). Estos estimulos hacen
que las células del explante respondan y cambien su
destino.

= El destino de una célula vegetal: ;qué ocurre en el

m interior de las células?

B En general, la regeneracién de las plantas median-
te rutas morfogénicas ocurre en tres fases consecuti-
vas: la pérdida de la identidad celular, la adquisicion
de la competencia y la realizacién. En la primera,
las células pierden sus funciones especializadas de un
tipo celular, tal como si perdieran la memoria. En
la segunda fase, adquieren la competencia morfogé-
nica, que tiene una relacién directa con el tipo, la
concentracién y la combinacién de reguladores del
crecimiento agregados al medio de cultivo. En este
paso las células adquieren capacidades (pluripoten-
cia o totipotencia) y pueden responder a las sefiales
exdgenas que las estimulan y conducen hacia una
ruta morfogénica. En la tercera fase ocurren suce-
sivas divisiones celulares y la formacién del 6rgano
o embrién.

Entonces, lo primero que las células necesitan
para empezar el programa de regeneracién es liberar-
se de aquello para lo que fueron programadas genéti-
camente. El estrés causado por el corte del explante
da como resultado la pérdida de la comunicacién
entre las células del tejido. Al perder las interac-
ciones celulares, éstas podrian quedar excluidas de
la restriccion de su destino impuesta por sus células

vecinas. Adems3s, el estrés de la herida induce la acu-

El destino in vitro de una célula vegetal

mulacién local de reguladores de crecimiento endé-

genos en el sitio del corte y modifica la biosintesis
de estos reguladores, lo cual provoca cambios en el
estado de diferenciacion de las células. No todas las
células del explante o del callo van a responder a
las sefiales. Tampoco todas las células del explante
o callo van a ser pluripotentes o totipotentes; es
decir, no todas las células van a originar a un érgano
(pluripotencia) o a un embrién somatico (totipo-
tencia). La habilidad de las células para iniciar un
programa de regeneracién dependera de si tienen la
maquinaria molecular para liberar el programa de
desarrollo en respuesta a las sefiales de estrés.

m ;Como ocurre la reprogramacion genética de

m las células?

m En cualquier programa morfogénico, las células
deben abandonar el programa de su tejido original
e iniciar una reprogramacién genética, que resulta
en la adquisicién de la competencia para cambiar su
destino celular (véase la Figura 3).

Los mecanismos que confieren flexibilidad a las
células vegetales para regenerar una planta, ain son
poco conocidos. Algunos autores sugieren que la
remodelacién de la cromatina puede ser la base de
la plasticidad de los cambios en el destino celular.

Programa genético

[nformacicn que se
encuentra en el ADN

y marca la identidad,
caracteristicas y
funcidn de una célula.

A

Pluripotencia

Capacidad de una
c6lufa madre para
originar a la mayoria
de células, perono a
todos los diferentes
tipos de celulas que
conforman el cuerpo de
U organismo.

Totipotencia

(apacidad de una
célufa para originar
a todos los tipos de
c6lulas que confor-
man a un organismo.
Una célula puede
nasar por todas las
etapas de desarrollo
¥ convertirse en un
organismo completo.
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Célula embriogénica

}

Embridon somatico

meristematico l

|

Desarrollo de embriones

Formacion del 6rgano l

(brote o raiz)

Conversion a plantula

Transicion de una célula somética a una célula pluripotente o totipotente.

Esta estructura compleja y dindmica se encuentra en
el nicleo de la célula y estd compuesta por el ADN
(molécula que contiene la informacién genética) y
por las protefnas que lo empaquetan (denominadas
histonas). Diversos estudios han reportado que los
mecanismos epigenéticos (aquellas modificaciones
que no ocasionan cambios en la secuencia del ADN)
pueden alterar la estructura de la cromatina y regular
de esta manera la expresién de los genes. Entre estos
mecanismos se encuentran la metilacién del ADN y
la modificacién de las histonas. La primera consiste
en la adicién de grupos metilos a la cadena de nu-
cleétidos, especificamente en las citosinas; mientras
que la modificacién de las histonas involucra la adi-
cién de diferentes radicales quimicos, como acetilos

(acetilacién), metilos (metilacién), grupos fosfato
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(fosforilacién), entre otros, a los aminodcidos de las
proteinas.

En respuesta al estrés ocasionado por el cultivo
in vitro, se lleva a cabo una reprogramacién din4-
mica epigenética en las células, la cual conduce a
la reprogramacién de la expresién de los genes y al
incremento de la plasticidad celular. Diferentes estu-
dios en sistemas de cultivo de tejidos vegetales han
reportado que la transicién de una célula diferencia-
da a pluripotente o totipotente estd acompafiada de
cambios epigenéticos. Estos multiples modificado-
res de la cromatina se entrelazan para coordinar la
transicion del destino celular y el establecimiento
de la pluripotencia o totipotencia. Posiblemente,
durante el cambio del destino celular, se requiera de
la descondensacién de la cromatina para permitir la



expresion de genes que se encuentran inactivos o re-
primidos, por lo que la remodelacién de la cromatina
podria resultar en la activacién especifica de algin
grupo de genes requeridos para el desarrollo mor-
fogénico. Hay que recalcar que la activacién de los
genes y los mecanismos epigenéticos no son los mis-
mos en ambas rutas morfogénicas, aunque algunos si
los comparten ambas.

= En resumen

B El estrés ocasionado por las condiciones in wvitro
(corte del explante, reguladores de crecimiento exé-
genos) permite que las células del explante modifi-
quen su destino celular. Las respuestas de las células
(modificaciones epigenéticas y la expresién de los
genes) conducen a una reprogramacién celular. En
el caso de la organogénesis, algunas moléculas diri-
gen la formacién y el desarrollo de nuevos nichos de
células meristemdticas para formar un brote; mien-
tras que, en la embriogénesis somdtica, las células se
reprograman y se vuelven totipotentes, a partir de lo
cual generan un embrién que luego de desarrollarse
pasard a convertirse en una planta.
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