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RESUMEN

En el presente trabajo de una manera clara y asequible para el lector se describen conceptualmente una
serie de reconocidos eventos que ocurren durante el desarrollo del proceso de embriogénesis somatica.
Una de las caracteristicas sobresalientes de los embriones somaticos es que surgen de células somaticas
y por lo tanto presentan la potencialidad de producir duplicados de un genotipo especifico. Esta caracteristica
no solo permite la propagacion clonal, tanto en especies propagadas vegetativamente como por semillas;
sino también la multiplicacion de células somaticas a las cuales se les han introducido genes especificos
por ingenieria genética. Los individuos genéticamente modificados pueden ser multiplicados en forma segura
y eficiente, evitando los riesgos de la incorporacion de genes extrafios meidticamente inestables en el resto
del germoplasma. La propagacion de plantas, a través de la embriogénesis somatica, representa el método
mas eficiente de multiplicacion clonal de plantas que se ha desarrollado hasta la fecha. La embriogénesis
somatica como sistema de regeneracién de plantas ha sido empleada para la propagacién de plantas y
como herramienta para la conservacién, y el mejoramiento genético de germoplasmas. No obstante, su
empleo para la propagacion comercial aun es escaso. Una posible explicacion de este fendmeno a nivel
mundial esta relacionada, en primer lugar, con el desconocimiento que aun existe sobre la biologia del
proceso de embriogénesis somatica, aunado a la no disponibilidad de sistemas eficientes y repetibles de

regeneracion.
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INTRODUCCION

La embriogénesis somatica in vitro es posible ya que
virtualmente cualquier tejido somatico vegetal tiene
la capacidad de desarrollarse en un embrion
(totipotencia) a través de la manipulacién de las
condiciones de cultivo y la aplicacién de reguladores
del crecimiento. La primera demostracion de que las
plantas podian producir embriones somaticos in vitro
fue publicada en 1958 (Reinert, 1958 y Steward et
al., 1958). Este es un hecho bien establecido en mas
de 200 especies de importancia agronémica. Los
embriones somaticos se pueden obtener de células
vegetativas, de tejidos reproductivos, de embriones
cigéticos o de callos producidos de cualquiera de las
partes de las plantas (Copeland y McDonald, 1995).

La embriogénesis somatica ha surgido como una
nueva via de propagacion y constituye una
herramienta de trabajo para la conservacion in vitro
de germoplasma (Griga, 2000) y el mejoramiento
genético (Das et al., 2002). Esta técnica permite
incrementar los coeficientes de multiplicacion,
disminuir los costos de produccién y da la posibilidad
de automatizar el proceso productivo con el uso de
biorreactores (de Feria, 2000). Este trabajo aborda
de manera general las principales definiciones y
consideraciones relacionadas con la embriogénesis
somatica, y mas especificamente, en las Poaceas.
Se reflejan, ademas, algunas experiencias del

colectivo de investigadores del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas lo que da un
complemento practico a la resena.

Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es la formacién de un
embrioén a partir de una célula, sin la necesidad de la
fusion de gametos (Tisserat et al., 1979). Esto no es
un fenémeno artificial y es conocido en la naturaleza
como una forma de apomixis llamada embrionia
adventicia, descrita por primera vez por Strasburges en
1878 aunque fueron Reinert (1958) y Steward et al. (1958)
quienes dieron crédito por primera vez a la descripcion
de la embriogénesis somatica en el afio 1958.

Este método, tedricamente, es el mas eficiente para
la produccién masiva de plantas in vitro debido a la
naturaleza bipolar del embrion, la posibilidad de ser
automatizado todo el proceso productivo, los altos
coeficientes de multiplicacion en cortos periodos de
tiempo, al poder aplicarse los principios de la cinética
microbiana y la posibilidad de encapsular estas
estructuras y obtener semillas artificiales. Sus
desventajas radican en el desconocimiento que existe
sobre los pardmetros que regulan este proceso,
siendo aun limitado el nUmero de especies en los
cuales se describe una embriogénesis somatica
eficiente que permita un uso productivo del método
(Yeung et al., 1996).
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El desarrollo de un sistema experimental para la
regeneracion de plantas via embriogénesis somatica
incluye las siguientes etapas:

- Induccion de los embriones somaticos

- Desarrollo de los embriones somaticos

- Proliferacion

- Maduracién

- Germinacion

- Conversion

Origen de la embriogénesis somatica

Existen varias teorias acerca del origen unicelular
o multicelular de los embriones somaticos.
Algunas referencias sefalan el incuestionable
origen unicelular de los embriones en varios
cultivos (Street y Withers, 1974; Haccius, 1977),
pero también ha quedado claro que el embrién
puede tener un origen multicelular (Williams y
Maheswaran, 1986). Los factores que determinan
si un embrién somatico ha tenido un origen uni o
multicelular no han sido dilucidados aun.

Una hipdétesis es que el tejido con células
somaticas determinadas preembriogénicamente da
lugar a embriones con origenes multicelulares y
un tejido con células inducidas embriogénicamente
da lugar a embriones con origen unicelular
(Williams y Maheswaran, 1986), pero pueden ser
encontradas suficientes excepciones dentro de
esta teoria. Otra posible explicacion puede ser que
el embrién somatico primario tenga un origen
multicelular y posteriormente los embriones
somaticos originados desde este embridn primario
tengan un origen unicelular. Por ejemplo, Hartweek
et al. (1988) encontraron embriones somaticos
originados desde grupos de células en cotiledones
de embriones cigéticos de Glycine max (L.) Merr
(Soya). También Sato et al. (1993) en trabajos con
soya hicieron referencia a la formacion de
embriones a partir de embriones somaticos en
estado globular donde las nuevas estructuras se
formaban a partir de una sola célula. Igual origen
ha sido observado por Polito et al. (1989) durante
la formacién de embriones soméaticos secundarios
en la especie Aleuritis sp. L. (Nuez de nogal).

De manera general las células de las que se derivan
los embriones somaticos muestran caracteristicas
comunes a las células en activa division, las cuales
son de tamafio pequeno, citoplasma denso, nucleo
grande con nucleolo prominente, vacuola pequefia y
profusion de granulos de almidén. Segun William y
Mahescuaran (1986) sus propiedades histoquimicas
y ultraestructurales sugieren una intensa sintesis de
ARN y actividad metabdlica.

Caracteristicas de la embriogénesis somatica

La caracteristica mas distintiva de un embrion
somatico es que constituye un nuevo individuo con

estructura bipolar (raiz y brote) capaz de originar una
planta completa.

Segun Sannasgala (1989) y Escalant y Teissont
(1989) el embridn somatico presenta las siguientes
caracteristicas:

- Es una estructura bipolar con un apice radical, uno
apical y cotiledones.

- Tiene autonomia frente al tejido generador (protegido
generalmente por una epidermis). Histolégicamente
se plantea que no tiene conexién vascular con el tejido
que le dio origen, por lo que pueden ser separados
facilmente de este.

- Presenta bandas procambiales entre los apices.

Parrott (1993), afirmd que la induccion del estado
embriogénico incluye la induccién de los mismos
mecanismos genéticos que conllevan a la
embriogénesis cigotica. Contrariamente a los
embriones cigéticos, los embriones somaticos no
contienen un nuevo grupo de genes, sino que poseen
la misma combinacion genética de la planta fuente
del explante.

Evidentemente los procesos embriogénicos son
afectados por una serie de factores que en algunos
casos favorecen y en otros dificultan los manejos in
vitro del material vegetal. Estos son los siguientes:
- El genotipo de la planta (Rodrigues — Otubo et al.,
2000).

- Las condiciones de cultivo (Bornhoff y Harst, 2000).
- Los reguladores del crecimiento y demas
componentes del medio de cultivo (Perrin et al., 2001).
- Eltipo y estado fisioldgico del explante (Fiore, 2002).

La naturaleza misma de la embriogénesis somatica
permite su aplicacion en sistemas de cultivo liquido.
Los mismos regeneran una mayor cantidad de
material vegetal uniforme y el procedimiento es de
gran valor para acelerar los métodos de mejoramiento
genético clasico, pues permitirian lograr una
multiplicacion de variedades de hibridos
intraespecificos.

ASPECTOS MORFOLOGICOS Y FISIOLOGICOS
DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

Fases de la embriogénesis somatica

Se han observado detalles morfolégicos que han
revelado la existencia de cuatro fases. Las fases cero,
uno, dos y tres pueden ser reconocidas desde los
estados tempranos de la embriogénesis en el sistema
descrito por Fujimura y Komamine (1980) en Daucus
carota L. (zanahoria).

Durante la fase cero, las células aisladas sufren
continuas divisiones hasta formar los agregados
celulares embriogénicos con la presencia de auxina
en el medio de cultivo. En la fase uno, los agregados
de células formados desde las células aisladas ganan



la habilidad para el desarrollo de embriones cuando la
auxina es eliminada del medio de cultivo, dando lugar
al estado uno de agregado celular. En la fase uno, la
proliferacion de los agregados es relativamente lenta y
aparentemente sin diferenciacion durante los tres dias
después de transferido a medio de cultivo sin auxina.
Después de la fase uno ocurre una rapida division a los
tres o cuatro dias de cultivo en ciertas partes del
agregado celular, dando lugar a la formacién del embrién
en etapa globular; esta fase es designada fase dos. La
siguiente fase (fase dos), es inducida por la transferencia
de los agregados celulares en estado uno a un medio
de cultivo libre de auxina. En la misma ocurre una rapida
division celular en ciertas partes del agregado debido a
la polarizacion de la sintesis de ADN, dando lugar al
embrion globular y su suspensor en la zona que no
ocurrio division. En la fase final (fase tres), las plantas
dicotileddneas contintan el desarrollo del embridn en
las etapas de corazén y torpedo.

Para las especies monocotileddoneas existen las
fases cero, uno y dos; pero la fase tres no, pues no
se diferencian las etapas de corazén y torpedo, sino
que el embrién globular sufre un proceso de transicion
en el cual se alarga hasta llegar a formarse el embrion
maduro, pasando por las etapas de escutelar y
coleoptilar (Fujimura y Komamine, 1980).

Induccién de la embriogénesis somatica

La induccioén exitosa de los embriones somaticos y
su final conversion en plantas viables no es rutina
eficiente para la mayoria de las especies (Merkle et
al., 1995).

Todas las células somaticas dentro de la planta
contienen la informacién genética necesaria para crear
una planta completa y funcional. La expresion temporal
y espacial de los genes es fuertemente regulada para
permitir la diferenciacién de varios sistemas de érganos,
asi como el desarrollo de una planta. La induccién de
la embriogénesis somatica consiste en la terminacién
del patron de expresion de los genes presentes en el
tejido del explante, siendo esto reemplazado con un
programa de expresidon de genes o gen de la
embriogénesis en aquellas células del tejido del explante
que pudieran dar lugar a embriones somaticos. Este
concepto fue planteado por primera vez por Evans et
al. (1981) y Sharp et al. (1984), quienes usaron los
términos siguientes:

-Induccién de la embriogénesis en determinadas
células (IEDC) para describir una embriogénesis
celular que tuvo origen en una célula no embriogénica.
-Células somaticas determinadas
preembriogénicamente (CsDPE) para describir
aquellas células de embriones cigoticos de plantas,
las cuales siempre expresan un programa de
expresion de los genes embriogénicos.

Los tratamientos para la obtencion de la
embriogénesis somatica dependen de si el tejido del
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explante esta formado o consiste en CsDPE o CsNE
(célula somatica no embriogénica).
En el primer caso:

- CsDPE: Un estimulo de la divisién celular puede
ser suficiente para la formacion de un embrién
somatico a partir del tejido del explante. Este proceso
es llamado embriogénesis somatica directa, o sea,
la formacién de embriones somaticos directamente
desde una estructura organizada tales como
segmentos de embriones cigoéticos o embriones
cigoticos completos y/o tallos (Williams y
Maheswaran, 1986).

- CsNE: Las células del tejido deben sufrir varias
divisiones mitéticas en presencia de una auxina durante
la induccién del estado de célula embriogénica. Estas
divisiones mitéticas dan lugar a un callo, aunque
también se pueden obtener a partir de suspensiones
celulares y protoplastos. Este proceso es llamado
embriogénesis somatica indirecta y es usado para
indicar que una fase se interpone entre el explante
original y la aparicion de embriones somaticos.

Uno de los eventos iniciales para la induccion de la
embriogénesis somatica es la terminacion de la salida
del gen o los genes del patron de expresion lo que
permite su reemplazamiento con el programa de la
embriogénesis. Un posible mecanismo para regular
la baja expresion de los genes es la metilacion del
ADN, la cual ha sido correlacionada con la cantidad
de auxina exdgena presente en el medio de cultivo;
por lo cual tratamientos de estrés que permitan
mantener baja la regulacién de la expresion de los
genes del tejido del explante, pueden también
estimular la embriogénesis somatica. Se han
empleado diferentes técnicas tales como: estrés con
calor, anaerobiosis, temperaturas bajas (4.0°C) y
también la exposicion a la auxina (Merkle et al., 1995).

Las aplicaciones de inhibidores de la produccién de
etileno como los cationes cobalto (Co*") y de los
cationes de plata (Ag*) impiden la formacién de los
embriones. Los resultados obtenidos por Fuentes et
al.(2000) indican que el etileno desempeia un papel
importante en la regulacién de la embriogénesis
somatica de Coffea canephora P.

Nomuna y Komamine (1995) plantearon una hipétesis
en la que el nivel endégeno de auxinas provocaba la
polaridad de la masa embriogénica, lo cual es
indispensable para la induccion de la embriogénesis
somatica. Las auxinas afadidas exdégenamente
pueden cancelar la polaridad de la masa embriogénica
al difundirse dentro de la misma, lo que induce la
inhibicién del proceso embriogénico iniciado por las
auxinas enddgenas, por lo que esta hipotesis postula
que las auxinas juegan un doble rol. Las auxinas y
especificamente el 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacetico) es
empleado por Puigderrajols et al. (2001) para inducir
la embriogénesis somatica en Quercus suberL.



198

La induccién de la embriogénesis somatica activa
rutas de control genético similares a las que presenta
la embriogénesis cigotica, lo cual se puede considerar
como un fendmeno universal para todas las plantas;
sin embargo genotipos individuales dentro de una
especie muestran capacidad embriogénica variada.
Tales diferencias genotipicas en la capacidad
embriogénica son el reflejo de diferencias en la
activacion de elementos importantes en la ruta
embriogénica.

Durante la induccion de la embriogénesis somatica
pueden ocurrir dos sucesos diferentes: que un
estimulo de la divisién celular sea suficiente para la
formacion de un embrién somatico a partir del tejido
del explante o que los embriones somaticos se
formen a partir de suspensiones celulares,
protoplastos o que medie la formacién de un callo.
Dichos fendmenos se describen seguidamente.

Embriogénesis somatica directa

Esta ofrece la posibilidad de obtener embriones
somaticos directamente desde células aisladas o
grupos de células sin la formacion de callo. Este
desarrollo directo es debido a la accion realizada por
la composicién del medio de cultivo y el origen del
explante.

La embriogénesis somatica directa ofrece un nimero
de aplicaciones potenciales, entre las que se pueden
citar:

- Clonado directo de hibridos comerciales F1 para
especies donde el material vegetal puede ser vendido
como plantas jévenes para trasplante a campo. El
sistema ideal debe tener una embriogénesis continua
directa desde los embriones sexuales F1 con un
periodo de cosecha de los embriones somaticos
obtenidos para lograr su crecimiento y desarrollo en
plantas.

- Clonado rapido de un material vegetal (stock) de
apreciado valor para el mejoramiento genético, en el
estado mas temprano posible de su ciclo de vida
después del cruzamiento.

- Mejoramiento genético y seleccion in vitro de
genotipos para diferentes caracteres de plantas
completas en el estado mas temprano posible de su
ciclo de vida.

- Generacion de plantas jovenes de clones de
especies fuera del mejoramiento genético donde cada
semilla representa un genotipo diferente.

- Mecanizacién y automatizacion de la propagacion
clonal mediante el uso de Bioreactores.

Embriogénesis somatica indirecta

Elfendmeno de la embriogénesis somatica indirecta
fue observado por primera vez en suspensiones
celulares de zanahoria por Steward et al. (1958)y a
partir de callos que crecian en medio de cultivo
semisolido por Reinert (1958).

La embriogénesis somatica indirecta ha sido descrita
en especies como Arachis hypogaca, Daucus carota,
Papaver orientales, Vitis vinifera ( Blanckaert et al.,
2000) y Musa spp (Gomez et al., 2002) por solo citar
algunas.

Existen dos tipos de embriogénesis somatica
indirecta, una conocida como embriogénesis
somatica de baja frecuencia (ESBF) y otra
denominada embriogénesis somatica de alta
frecuencia (ESAF). En la primera, el nimero de callos
con embriones somaticos es mayor, aunque se
forman pocos embriones somaticos por callo. Estos
embriones aparecen entre las 12 y las 14 semanas
de cultivo, aislados o en pequefios grupos, y
evolucionan completamente hasta las etapas
avanzadas de desarrollo. En la segunda, los
embriones somaticos aparecen entre las 16 y las 20
semanas de cultivo, no se desarrollan completamente
y se mantienen en estado globular, agrupados en un
numero mucho mayor, aunque dichos grupos
aparecen en un numero menor de callos.

Para muchos cultivos una caracteristica comun de
la embriogénesis somatica indirecta de alta frecuencia
es la presencia de un tejido embriogénico que se
diferencia a partir de células individuales llamadas
células embriogénicas madres. Otra caracteristica
general de estos sistemas es la aproximacion
secuencial durante las fases iniciales del cultivo,
debido a la alta relacion auxina/citoquinina durante
la divisién celular y la baja relacion entre estos
componentes durante la fase de diferenciacién
(Séndahl et al., 1991).

Se han identificado, ademas, varios factores generales
que controlan este proceso:

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

- El medio de cultivo (constituyentes organicos e
inorganicos, concentraciones y tipos de
reguladores del crecimiento y osmolaridad total).
- Las condiciones de crecimiento (calidad,
intensidad y duracion de la luz, rango de
temperatura, intercambio gaseoso, régimen de
subcultivos y la seleccion de tejidos durante los
subcultivos).

Otra forma de manifestarse la embriogénesis
somatica indirecta son los cultivos de
suspensiones celulares embriogénicas. Estos son
establecidos generalmente por la transferencia de
fragmentos de callos indiferenciados o embriones
somaticos en etapas iniciales a medio de cultivo
en estado liquido. Estos posteriormente son
colocados en agitacion durante todo el periodo de
cultivo. Este tipo de cultivo es un sistema modelo
para estudiar las rutas de la producciéon de
metabolitos secundarios, induccién de enzimas y
expresion de genes y representa la base para el
escalado del cultivo en los biorreactores.



Existen algunos problemas que limitan la produccién
de embriones somaticos a partir del cultivo de células
en suspension:

- Bajo indice de la mitosis en las células.

- Agregados celulares grandes.

- Potencial embriogénico.

Segun Denchev (1987) durante el cultivo in vitro el
potencial morfogénico disminuye con el tiempoy se
incrementa la produccion de estructuras anormales.

SUSPENSIONES CELULARES EMBRIOGENICAS

El cultivo de células en suspension consiste en un
conjunto de células aisladas, asi como de agregados
celulares (de 2.0 a 100 células), distribuidos en un
medio de cultivo liquido en constante movimiento.
Este sistema de cultivo es un poderoso implemento
para llevar a cabo estudios sobre la induccion de la
embriogénesis somatica, crecimiento y diferenciacion,
organogeénesis, ciclo celular, genética, nutricion,
bioquimica y metabolismo, asi como la obtencién de
diversos productos secundarios tales como algunos
fenoles, antiquinonas, antocianina, nicotina, etc.
Ademas las células en suspension pueden ser
empleadas en el mejoramiento genético,
especialmente por la posibilidad que ofrece esta
técnica de regenerar plantas a partir de las células
mutadas y formar, por consiguiente, plantas
mejoradas que pueden ser seleccionadas
posteriormente por métodos tradicionales o mediante
métodos biotecnoldgicos (Sato et al., 1993).

La formacion de embriones somaticos en
suspensiones celulares fue observada por primera vez
en zanahoria (Daucus carota L.) y alfalfa (Medicago
sativa L.) (Dudits et al., 1991), estas son las dos
especies en las que se han realizado mas estudios.

Las suspensiones celulares se han obtenido en
multiples especies vegetales, la regeneracion de
plantas a partir de ellas puede ser via organogénesis
y/o embriogénesis.

Inicio y establecimiento de suspensiones
celulares

El establecimiento de un cultivo de células en
suspension puede lograrse directamente a partir de
indculos tales como: mesdfilo de hojas o fragmentos
de cotiledones (Dennis et al., 1993), transfiriendo
porciones de callos al medio de cultivo liquido y
embriones inmaduros como en el platano (Barranco,
2001) El primero de ellos tiene la desventaja de que
las suspensiones no pueden ser mantenidas en cultivo
por largos periodos de tiempo, siendo necesario
prepararlas frescas para cada experimento.

El establecimiento de un cultivo de células en
suspension a partir de fragmentos de callos depende
de la calidad del tejido calloso. Al combinar la calidad
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del callo y la velocidad de agitacion las células se
separan unas de otras con relativa facilidad. Este
aspecto esta muy relacionado con las propiedades
de la pared celular, las cuales pueden ser modificadas
al variar algunos componentes del medio de cultivo,
como son los reguladores del crecimiento, las sales
minerales como el calcio y el hierro, los azlicares y
las vitaminas como B1, B12 y E.

Las altas concentraciones de auxinas y bajas de
citoquininas en el medio de cultivo mejoran esta
propiedad. El grado de separacion de las células varia
con un cambio de reguladores del crecimiento o con
la concentracion de azucares. Las combinaciones
de reguladores del crecimiento deben ser tratadas
con extremo cuidado pues la presencia de una puede
negar la accién de la otra (Vazquez y Torres, 1981).

La utilizacion de callos como material vegetal inicial
para el establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas ha impedido la exitosa explotacion de
esta tecnologia (embriogénesis somatica). Por ello,
se ha comenzado a implementar una nueva técnica
en la que se utiliza directamente el medio de cultivo
liquido per sey la adicién de cantidades de auxina o
mezclas de ellas, lo que ha hecho posible la
formacién de masas proembriogénicas y la
multiplicacion de éstas. El tejido utilizado puede ser
seleccionado a partir de hojas, tallos, secciones de
hipocaotilo, pétalos, meristemos apicales, ovarios y
embriones cigoticos, tubérculos y filamentos de
anteras. Esta técnica ha sido utilizada
fundamentalmente en plantas dicotiledéoneas como
Lycopersicum sp. L. (tomate), zanahoria, Carica
papaya L. (papaya), Brasica olerasea L. (col) y Alium
sativum L. (ajo) (Holst et al., 1996). Aunque en
especies monocotiledéneas como cafia de azucary
bananos se han empleado también (Freire, 2001 y
Chong, 2003).

Por otra parte el 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético),
auxina muy utilizada en la formacién de embriones
somaticos, puede producir variabilidad genética y
aunque los mecanismos de dicha variabilidad no se
han determinado, parecen estar expresados por una
afectacion de la divisidén celular que provoca
mutaciones cromosomales. La ocurrencia o no de
estas variaciones genéticas depende de la cantidad
de los reguladores del crecimiento y el tiempo de
exposicion a que se somete el tejido vegetal (Merkle
etal., 1995).

El cultivo en suspension se establece después de
un periodo de adaptacion en el medio de cultivo liquido
de los callos y las células. A esta etapa se le
denomina también etapa de desagregacion, en ella
los callos, debido a la accidon del movimiento del medio
de cultivo liquido, liberan células. Al dividirse estas el
cultivo queda compuesto por células aisladas,
agregados celulares de diversos tamanos, fragmentos
residuales del indculo y reminiscencias de células
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muertas conformando asi la suspensién (Carman,
1990). El tiempo de desagregacion, generalmente,
se extiende de 15 a 35 dias en dependencia del
cultivo y la cantidad de indculo inicial. Luego de este
periodo, es necesario eliminar los residuos de callos
y grandes agregados celulares ya que comienzan a
aparecer células no embriogénicas que entorpecen
el desarrollo de la suspension (Evans et al., 1981).

Segun Gomez (1998) el medio de cultivo mas
empleado en el mundo para el crecimiento y
desarrollo de las células en suspensiéon es el
propuesto por Murashige y Skoog (1962) (se
continuara refiriendo como MS) el cual se utiliza
en cultivos como la cafia de azucar, cafeto,
bananos, platanos, papa etc. También el medio
de cultivo propuesto por Gamborg et al. (1968) (B5)
se reconoce por su aplicacion en el cultivo in vitro
de especies de importancia agricola.

Las células embriogénicas inicialmente forman grupos
de células pequenas, referidas como masas
embriogénicas, por tanto una suspensién celular
embriogénica esta formada por una mezcla compleja
de diferentes tipos de células, de las cuales un gran
porcentaje completan la transicién de células
somaticas a células embriogénicas (De Vries et al.,
1988).

En los cultivos de suspensiones celulares se utilizan
plataformas rotatorias con el objetivo de ayudar a la
dispersion de las células y al intercambio de gases,
para el manteniendo de las células vivas. Las
condiciones 6ptimas para el maximo crecimiento y
dispersion de las células varian de una especie a
otra, pero la velocidad de agitacién apropiada para la
mayoria de los cultivos es de 60-150 r.p.m. La
velocidad de agitacién depende del cultivo en
particular, el medio de cultivo utilizado, tipo de frasco
y el volumen del medio de cultivo relacionado con el
tamario y forma del frasco de cultivo. Generalmente
se adicionan entre 15 y 20 ml de medio de cultivo en
Erlenmeyer de 100 ml o entre 30 y 50 ml para
Erlenmeyer de 250 ml (Merkle et al., 1995).

Mantenimiento de la suspensiéon celular
embriogénica

Una vez establecida la suspension celular es
indispensable determinar cual es el momento donde
las células han agotado los componentes del medio
de cultivo, o al menos algunos de ellos. Debido a su
crecimiento y metabolismo, se hace necesario en este
momento adicionar medio de cultivo fresco para
continuar sus procesos fisiolégicos normales. A esto
se le denomina subcultivo. El momento en que debe
de realizarse el subcultivo se determina através de la
curva de crecimiento de la suspension, donde la células
muestran una dinamica de crecimiento o division similar
a la de los microorganismos y vive independiente del
tejido que le dio origen (Gémez, 1998).

Las fases descritas en la curva de crecimiento son:
- Fase inicial o de latencia.

- Fase exponencial.

- Fase lineal.

- Fase estacionaria.

Durante la fase inicial el indculo no presenta ninguna
sefial de division celular, ya que Unicamente se esta
adaptando a las nuevas condiciones nutricionales
para posteriormente iniciar e incrementar la velocidad
de divisién celular durante la fase exponencial y
lineal. En la fase exponencial a medida que el
crecimiento continua, las células alcanzan su
maxima division; las células son jovenes y
biolégicamente activas. Si se realiza un subcultivo
en esta fase el crecimiento continua a velocidades
logaritmicas (Shigeta et al., 1996).

En la fase de estacionaria el alto nimero de células
determina que se vayan agotando los nutrientes del
medio de cultivo, las materias residuales toxicas se
acumulan, el pH se modifica, la transferencia de
energia disminuye y las células se obstaculizan
mutuamente, la velocidad de division va disminuyendo
gradualmente hasta dar inicio a la fase estacionaria,
momento en que se han agotado los nutrientes, o al
menos algunos de ellos. Durante esta fase las células
han alcanzado su maxima densidad celular,
permanecen viables pero sin divisién, para mas tarde
morir muchas de ellas. Por tanto los subcultivos
deben ser realizados antes de que la suspension
llegue a esta fase (Gomez, 1998).

El periodo de tiempo entre la iniciacion del cultivo y la
fase estacionaria esta determinado primeramente por:
- Densidad celular inicial.

- Duracion de la fase de latencia.

- Incremento proporcional de la linea de células.

La minima o critica densidad inicial de células para
lograr el crecimiento de una nueva suspension celular
depende de:

- El genotipo que se cultiva.

- De laduracion e incubacioén del indculo que se utiliza.
- Composicién del medio de cultivo.

Formacién de agregados embriogénicos

La formaciéon de agregados embriogénicos es
influenciada por factores como la densidad celular, la
disposicion de nutrientes y los reguladores del
crecimiento que se le adicionan al medio de cultivo.

Segun Schoof et al. (1999) la frecuencia de los
subcultivos puede afectar el grado de agregacion de
las células. Frecuentes transferencias de medio de
cultivo ocasionan una activa division celular, lo cual
puede resultar en un incremento de la formacion de
agregados celulares embriogénicos. El incremento
de la formacién de agregados celulares durante el
periodo de maxima division celular se debe al alto



indice de mitosis en los agregados celulares y la
menor division de las células aisladas. Por ejemplo,
el mayor numero de agregados en zanahoria, platanos
y bananos se observd tempranamente durante la fase
de crecimiento exponencial (Gémez, 1998).

El patrén de crecimiento de una suspension celular
depende de la densidad celular por mililitros de medio
de cultivo a inocular. Con una densidad de indéculo
baja, el crecimiento es muy lento o no ocurre. Por
otra parte, si la densidad es muy alta la fase
estacionaria se reduce, pero con esto el porcentaje
de crecimiento cesa tempranamente, comienzan a
morir rapidamente muchas células (Falco et al.,
1996). La exacta relacién entre densidad de in6culo
y patron de crecimiento varia entre las distintas
especies.

Formacion de embriones somaticos

Para inducir la formacién del embrién somatico a partir
de los proembriones es necesario adicionar al medio
de cultivo bajas concentraciones de auxina o auxinas
menos fuertes e incluso no adicionar auxinas,
especialmente cuando se trabaja con plantas
monocotileddneas. En algunas especies es necesario
adicionar una citoquinina (Nomura y Komamine,
1995).

Existe una hipotesis que relaciona el nivel endégeno
de auxinas con la polaridad de las masas
embriogénicas. Las auxinas afiadidas exégenamente
pueden cancelar la polaridad al difundirse dentro de
las masas embriogénicas provocando la inhibicién
del proceso iniciado por las auxinas enddgenas. Esta
hipotesis refiere que el papel de las auxinas es doble
(Nomura y Komamine, 1995).

La densidad celular utilizada en una suspension
influye, ademas, en el comportamiento asincronico
de los embriones somaticos, siendo esto uno de los
aspectos mas importantes a resolver pues como se
conoce, solo los embriones que se encuentran en
etapas mas avanzadas del proceso de
histodiferenciacion, son capaces de germinar y dar
lugar a plantas completas.

De Jong et al. (1992) sefalaron algunos aspectos
que influyen en la asincronia, ellos son: la cantidad
de nutrientes que un embrién somatico puede tomar
del medio de cultivo, la posible interaccion entre los
embriones y la concentracion en que se encuentren
los elementos de acondicionamiento liberados por
los propios embriones somaticos al medio de cultivo.

Otro aspecto de interés es que el uso del verapamil o
de la nifedipina que favorecen el bloqueo de los
canales del calcio y por tanto inhiben la formacién
del embridon. Esto sugiere que el calcio exdégeno
favorece la formacion y desarrollo de los embriones
somaticos, los cuales tienen un alto contenido de
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este elemento particularmente en las etapas globular
y torpedo (Timmers et al., 1996).

Maduracion de embriones somaticos

La etapa de maduracion es un complejo periodo de
desarrollo del embridon somatico en el cual ocurre la
expansion de la célula, la acumulacion de sustancias
dereservay se adquieren tolerancia a la desecacion
(Parrot, 1993).

En términos de nutricion es fundamental tener en
cuenta los suplementos del medio de cultivo como
las auxinas, los carbohidratos, el nitrégeno y el
ABA (acido abcisico) (Frenando y Gamage, 2000).

La presencia de nitrdgeno en el medio de cultivo se
garantiza con la adicion de nitratos, amonios,
aminoacidos y caseina hidrolizada.

McKersie y Bowley (1996) encontraron que la adicién
de prolina como suplemento del medio de cultivo
favorece el numero de embriones en estados
avanzados y el tamario de los embriones de Medicago
sativa L. (alfalfa); mientras la glutaminay la arginina
sé6lo incrementan el tamafio del embrion.

La correcta acumulacion de reservas conlleva a un
incremento en la masa seca de los embriones
somaticos lo que indica una alta calidad en el vigor e
influye positivamente en su posterior germinacion
(Fuji et al., 1990).

La adicién de ABA durante la etapa de maduracion
del embrién promueve la acumulacion de sustancias
de reserva; esto, seguido de un apropiado tiempo
de secado, puede lograr un mejor crecimiento y
desarrollo del embrién somatico. Sin embargo, en
algunas especies no es necesaria la desecacion
para lograr una buena germinacién (Arcioni y
Mariotti, 1982; Kott y Beversdorf, 1990).

Germinacion y conversiéon en plantas de
embriones somaticos

En la mayoria de los trabajos realizados se hace
poca distincidn entre los procesos de germinacion
y conversion (Merkle et al., 1995). No teniendose
en cuenta que la germinacién solo se refiere al
desarrollo de laraiz y/o el brote.

Pocos analisis bioquimicos y fisiolégicos han sido
hechos para comparar los patrones de germinacion
de embriones cigdticos y somaticos. Las reservas
de proteinas vy lipidos en el embrién somatico
declinan sustancialmente a partir del primer dia
en condiciones de imbibicién o bien antes de la
elongacion de la raiz (Cry et al., 1991). La
degradacién tan rapida de las sustancias de
reserva en el embridon somatico, la cual es diferente
en un embrién cigético, es probablemente el
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resultado de la falta del tejido nutritivo que rodea
a la semilla; es por esto que las plantas de
embriones somaticos son mas pequefas y débiles
que las de semilla. También juegan un papel
importante en la germinacién la adicion de
citoquininas en el medio de cultivo, las cuales
contrarrestan el efecto provocado por las auxinas
durante la induccién y la proliferacion.

En ocasiones al colocar los embriones somaticos
directamente de las condiciones de maduracion a
germinaciéon se alcanzan pobres resultados en
cuanto a la germinacion de los mismos (Parrot et
al., 1988 y Senaratna et al., 1990). Esto sugiere
el empleo de tratamientos postmaduracién para
mejorar la germinacién de los embriones
somaticos, como por ejemplo bajas temperaturas
(Das et al., 2002).

La habilidad del embrién somatico para la
germinacion se ha descrito y se han caracterizado
aspectos importantes que influyen en esta fase;
pero se ofrecen muy pocos datos sobre la
conversion en plantas.

Al proceso de desarrollo de plantas completas en
condiciones ex vitro a partir de embriones somaticos
se le denomina conversioén y es esencial para los
ultimos eventos de un sistema basado en la
embriogénesis somatica. La conversion de los
embriones somaticos difiere entre los genotipos, las
especies y los sistemas de cultivo.

Existen evidencias de que, al igual que en el
proceso de formacion de los embriones somaticos,
el proceso de conversidon también esta regulado
por la accién génica; pero esta regulacion es
independiente del control que realizan los genes
sobre la embriogénesis somatica.

La manipulacién de los embriones cigéticos in vitro
simulando los procesos que ocurren en las plantas
de forma natural, es la mejor via para optimizar la
maduraciéon y conversion en plantas de los
embriones somaticos.

Eltiempo y el tipo de aplicacion de los reguladores
del crecimiento, baja concentracién de oxigeno y
desecacion de los embriones maduros; son
tratamientos que pueden incrementar la eficiencia
en la produccién de plantas (Carman, 1989).

La habilidad de obtener in vitro plantas con raices
no es necesariamente un indicador de continuo
crecimiento y vigor en condiciones ex vitro
(Anandarajah y McKersie 1990; Fuiji et al., 1990;
Senaratna et al., 1990). Para calificar la eficiencia
de un protocolo de regeneracién de plantas via
embriogénesis somatica debe tenerse en cuenta
el porcentaje de embriones somaticos que
convierten en plantas y no restringir este valor

solamente a los embriones somaticos que
germinan.

EMBRIOGENESIS SOMATICA EN POACEAS

Al iniciarse los trabajos de embriogénesis
somatica las especies monocotiledéneas y dentro
de ellas las Poaceas eran consideradas
recalcitrantes por su comportamiento en cada una
de las etapas del proceso embriogénico.
Seguidamente se describen aspectos especificos
de la embriogénesis somatica en estas especies.

En la mayoria de las Poaceas la embriogénesis
somatica y la regeneracion de plantas puede ser
obtenida por el cultivo de tejidos embriogénicos.
Algunos autores como Guiderdoni (1986a) sugiere
utilizar hojas jovenes de plantas in vitro, otros
como Ho y Vasil (1983a); Ahloowalia y Maretzki
(1983) y De Garcia (1988) emplean hojas jovenes
pero de plantas crecidas en campo o invernadero;
estos estudios los han efectuado en diferentes
variedades de cafia de azucar (Saccharum spp.
hibrido).

Guiderdoni (1986a) puso en evidencia la existencia
de un gradiente de callogénesis en cafia de azucar
el cual esta en dependencia de la posicion de las
hojas y concluyé que las hojas Ay B (las mas
cercanas al meristemo) son las formadoras de
callos nodulares embriogénicos. Anteriormente Ho
y Vasil (1983a) observaron, en esta misma
especie, algo similar. Liu (1992, 1993) estudid
también la formacion de embriones a partir de
inflorescencias inmaduras de cafa de azucary
Javier et al. (1992) lo hicieron a partir de embriones
cigéticos inmaduros.

Cuando se utilizan hojas jovenes, el grado de
respuesta embriogénica disminuye a medida que
los tejidos son mas maduros. Se ha establecido
un claro gradiente de respuesta desde la base
hasta el apice. Esto fue encontrado también en
segmentos de hojas en los que el tejido vascular
estaba completamente diferenciado (Haydu y Vasil,
1981; Liu y Vasil, 1981 y Hoy Vasil, 1983a).

Estudios histolégicos comprueban que las
primeras divisiones celulares se producen cerca
del tejido vascular pues se presume existan en
esta zona altos niveles de reguladores del
crecimiento y nutrientes. De acuerdo con la
experiencia acumulada en varias especies de
Poaceas el factor mas importante en la respuesta
morfogénica de los cultivos ha sido el estado
fisiolégico y de desarrollo del explante.

La reaccion del explante para la embriogénesis
esta determinada por la edad de éste, asi como la
concentracién de auxina empleada. Una fuerte
correlacion ha sido establecida entre el estado de
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Figura 1. Empleo de medios de cultivo liquidos durante la induccién de la embriogénesis somatica en las
especies platanos (izquierdo) y cafia de azucar (derecho).

desarrollo del explante inicial y la concentracién
de 2,4-D en el proceso de desdiferenciacion y
diferenciacion in vitro (Denchev y Atanassov, 1988
y Denchev et al., 1990).

Dado que la embriogénesis somatica es un proceso
eminentemente regulatorio, es de vital importancia
la concentracién de auxinas para el crecimiento
de los callos y la formacion de los embriones.
Algunas células en presencia de auxinas adquieren
totipotencia, forman grupos proembriogénicos y
pasan a la etapa globular. Lukse et al. (1996)
plantearon que las células vegetativas pueden
modular las proteinas que se unen a auxinas en
respuesta a la presencia del regulador, mientras
que las embrionales no pueden hacerlo.

Nadar et al. (1978), Liuy Chen (1982), Ho y Vasil
(1983a, 1983), Ahloocualia y Maretzki (1983),
Guiderdoni (1986a, 1986b), Srinivasan y Vasil
(1986) y Guiderdoni y Demarly (1988), indujeron
la embriogénesis somatica en callos y
suspensiones celulares de cafia de azucar
mediante modificaciones del medio de cultivo MS
y con 2,4-D como regulador de crecimiento.

El 2,4-D es el regulador de crecimiento mas
empleado para inducir la embriogénesis somatica.
Sin embargo, investigadores como Fitch y Moore
(1990) y Brisibe et al. (1994), han utilizado de forma
eficiente otras auxinas como Dicamba 'y Picloran.
Evidentemente los tipos de reguladores de
crecimiento y las concentraciones que se empleen
dependen mucho del genotipo con que se trabaje
y el tipo de explante utilizado.

La discriminacion entre callos con estructuras
embriogénicas y callos no embriogénicos no suele
ser dificultosa para investigadores de experiencia,
a pesar de ello los estudios citolégicos ofrecen
una garantia total durante las determinaciones. En
las Poaceas y en general en todas las especies,
los callos suelen presentarse de color amarillo

palido, compacto y de apariencia nodular (Creemers-
Molenaar et al., 1988 y Aftab et al., 1996).

En pocas especies ha sido obtenido el cultivo de
células regenerables, entre ellas, Zea mays L.
(maiz), Oryza sativa L. (arroz.), Sorghum
saccharatum L. Moench (millo) y cana de azucar
(Vasil, 1988). Sin embargo, los cultivos
embriogénicos en medios de cultivo liquidos son
los que permiten el escalado productivo de la

embriogénesis somatica (Figura 1).

Las células embriogénicas ya desarrolladas en el callo
0 en las suspensiones celulares pueden facilmente
perder su naturaleza embriogénica si los niveles de
2,4-D bajan de lo requerido, aparecen entonces
células alargadas y vacuoladas. La regresion de estas
células a células meristematicas no se conoce. En
las suspensiones celulares esto coincide con el final
de la fase exponencial de la curva de crecimiento,
donde después de alcanzar el maximo numero de
células meristematicas, se produce una rapida lisis
y muerte de ellas, lo que probablemente es debido a
la disminucion de los nutrientes y sustancias
reguladoras del crecimiento, particularmente del 2,4-
D, que causa agrandamiento de las células,
vacuolacion y senescencia (Vasil y Vasil, 1982, 1984).
La transferencia de las células a un medio de cultivo
fresco restaura la division celular y el crecimiento de
las células meristematicas. Similares observaciones
fueron hechas en suspensiones embriogénicas de
Saccharum officinarum (Ho y Vasil, 1983 D).

En muchos casos la disminucién brusca del nivel de
2,4-D, desata el inicio del proceso embriogénico. Para
la mayoria de las Poaceas no es posible la
eliminacion total de esta auxina de forma continua
durante el proceso para propiciar la division de las
células (Brisibe et al., 1993).

Las plantas en el cultivo in vitro son selectivas a la
concentracién y la forma quimica de los iones
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presentes en los medios de cultivo. Para la cafa de
azucar, se recomienda el empleo de las sales MS
(Gnanapragasam y Vasil, 1990; Liu, 1992; Taylor et
al., 1992; 1993; Brisibe et al., 1993 y Sanchez et al.,
1997), sin embargo otros en minoria proponen la
utilizacion del medio de cultivo N6 (Fitch y Moore,
1990, 1993; Brisibe et al., 1994 y Matsuok et al.,
1995).

La embriogénesis somatica se produce
indistintamente en medios de cultivo semisdlidos y
liquidos, estos ultimos resultan ser los mas favorables
pues son la antesala para la produccién de embriones
a escala de biorreactores.

Los callos de cana de azucar formados previamente
en medio de cultivo semisolido pueden ser utilizados
para establecer las suspensiones celulares, en las

que inicialmente aparecen simultaneamente células
parenquimatosas, meristematicas y agregados
proembriogénicos. Para eliminar esta heterogeneidad
en las suspensiones, Taylor et al. (1992) realizaron
diluciones en las suspensiones finas cada tres o
cuatro dias por la transferencia de 10 ml de
suspension celular a 25 ml de medio de cultivo fresco.
Liu (1992) también se basé en el efecto de las
subtransferencias o subcultivos continuos para
homogenizar la composicion celular (Figura 2).

Las suspensiones celulares embriogénicas pueden
tener de 10-20 millones de células.ml’, este
crecimiento se mantiene por subcultivos con intervalos
que dependen del genotipo estudiado. En la figura 3
se muestra la influencia de la densidad celular inicial
empleada en los subcultivos sobre el comportamiento
de la curva de crecimiento celular (Freire, 2001).

Figura 2. Efecto de los subcultivos en una suspensién celular embriogénica de cafia de azucar en fase

de multiplicacion de los agregados embriogénicos.

Generalmente la regeneracion de plantas a partir de
suspensiones celulares en la cafa de azucar se
obtiene al colocar sobre medio de cultivo semisolido
alicuotas de suspensiones celulares embriogénicas
homogéneas (Taylor et al., 1992) o heterogéneas
(Castillo, 2001). De esta forma Gnanapragasam y
Vasil (1990) obtuvieron hasta 92% de eficienciaenla
regeneracion de plantas y Liu (1993) solo obtuvo
plantas a partir del 30% de los agregados celulares.
Sin embargo, lo ideal seria madurar los embriones
en medios de cultivo liquido y posteriormente
colocarlos en medios de cultivo semisolido para su
germinacion. Muy pocos investigadores hacen
referencia u obtienen buenos resultados en la
germinacion de los embriones, tal es asi que Vasil y
Vasil (1984) y Diaz et al. (1992) plantean que la
regeneracion de plantas a partir de suspensiones
celulares de Poaceas resulta rara.

De manera general, los medios de cultivo para la
maduracién y germinacion de los embriones tienen
disimiles composiciones. Existen algunos muy
simples como el empleado por Brisibe et al. (1993)

que sdlo utilizaron las sales MS y sacarosa 4.0% y
Fitch y Moore (1993) que utilizan las sales MS y
10% de agua de coco. Otros no son tan simples y
contienen incluso mezclas de varios reguladores del
crecimiento, por ejemplo Gnanapragasam y Vasil
(1990), utilizan un medio de cultivo compuesto por
las sales MS, 3.0% de sacarosa, 0.13 mg.I"' de 2,4-
D, 0.23 mg.I" de 6 BAP, 0.25 mg.I"" de kinetina y
similar concentracién de zeatina. Liu (1993) adicion6
en el medio de cultivo ANA, 2 iP y 0.05 mg.I"" de
ABA, este ultimo para evitar la germinacion precoz y
favorecer la asimilacion de nutrientes correctamente.

Variacion somaclonal

Al analizar muestras de hojas in vitro de cafia de
azucar se ha demostrado que esta planta presenta
mosaisismo cromosomico in vitro. Por estas razones
se ha planteado que la variabilidad somaclonal tiene
las mayores perspectivas en las especies de
multiplicacién vegetativa, en las cuales la ganancia o
pérdida de uno o varios cromosomas no la afecta
debido también a que son altamente poliploides.
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Figura 3. Influencia de la densidad celular en la dinamica de crecimiento de suspensiones celulares de cafa de

azucar durante 14 dias (Freire, 2001).

En cafia de azucar, Lourens y Martin (1987)
compararon plantas regeneradas de yemas axilares
y de callos organogénicos y encontraron que para
las dos variedades estudiadas las plantas de callos
tuvieron una variacién mayor que las de yemas y
estas mayor que las de esquejes en la fase de cafa
planta. Estas variaciones se manifestaron como
habitos anormales de crecimiento, que incluyeron el
numero de tallos, altura del tallo, posicién de la hoja
y diametro del tallo. Sin embargo, en el segundo afo
estas diferencias practicamente desaparecieron, lo
cual demuestra que fueron cambios temporales y
presumen que deben ser ain menores en la siguiente
generacion. Pérez et al.(1998) también refieren la
disminucion de la magnitud de la variacion observada
en cana planta con respecto a los retonos y las
propagaciones clonales de plantas regeneradas de
callos organogénicos, concluyendo que para el

mejoramiento genético no debe analizarse la fase de
plantin para los caracteres cuantitativos.

Las plantas propagadas in vitro, como resultado del
rejuvenecimiento o cambios temporales, muestran
variaciones tales como incremento en el nimero de
tallos o ramas, retardo en la floraciéon, aumento de la
susceptibilidad a una enfermedad y otras
caracteristicas, las cuales influyen en el rendimiento
en el campo (Evans, 1986).

En el caso especifico de la cafa de azucar se ha
observado que las principales alteraciones
relacionadas con el rendimiento han sido el
incremento en el numero de tallos, aumento del vigor,
reducida habilidad para florecer y mayor
susceptibilidad a la roya (Peros y Bonnel, 1990;
Jiménez 1995; Pérez, 1998).
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Las plantas propagadas in vitro han mostrado una
menor incidencia de enfermedades sistémicas
(raquitismo, escaldadura, VMCA) que de las semilla
tradicional (Anderlini y Kotska, 1986; Jackson et al.,
1990; Flynn y Anderlini, 1990). No obstante, Peros 'y
Bonnel (1990) han sefialado que las plantas
micropropagadas muestran una mayor
susceptibilidad a laroya, lo cual puede estar asociado
a cambios fisiolégicos temporales inducidos por el
proceso de cultivo in vitro.

Las experiencias de los investigadores cubanos han
demostrado que la propagacion in vitro es un sistema
efectivo para combatir las enfermedades sistémicas
que afectan la cafa de azucar, con ventajas
adicionales respecto al rendimiento agricola debido
al efecto combinado del saneamiento y el
rejuvenecimiento; el programa nacional de produccion
de semilla por biotecnologia asi lo ha demostrado
(Pérez et al., 1998).

Se ha determinado que la apariciéon o no en mayor o
menor medida de posibles variantes somaclonales
esta muy condicionada a los protocolos de trabajo
que se apliquen y no a los propios eventos que tienen
lugar durante los diferentes procesos de regeneracion
(Jiménez, 1995).

Vasil (1987) afirmé que las plantas regeneradas via
embriogénesis somatica pudieran tener una menor
variacion somaclonal que las plantas regeneradas por
otras vias in vitro; sin embargo, esta afirmacion no
ha sido apoyada con datos.

Brary Jain (1998) plantearon que los mecanismos
de la variaciéon somaclonal no estan totalmente
claros y probablemente se deban a cambios en el
numero y estructura de los cromosomas,
reordenamientos cromosomicos, la amplificacion
del DNA, delecciones, transposomas y la
metilacion del DNA. Los cambios epigenéticos
también ocurren frecuentemente; se ha
demostrado que este tipo de variacion no segrega
a la progenie ni cumple las leyes de la herencia
(Pérez, 1987) y surgen posiblemente porque la
duplicacion de las células en un cultivo en
suspension se alcanza entre las 20 y las 60 horas
(Wilson, 1980), por lo que el riesgo de alteraciones
genéticas es potencialmente mayor, pudiéndose
originar euploidias o aneuploidias en el material
cromosomico de la célula.

Segun Jain (1997) la aparicion de la variacion
somaclonal esta condicionada por la ocurrencia de
uno o varios factores que actuan de forma simultanea
en el cultivo in vitro.

Es de esperar, al igual que en la micropropagacion
via yemas axilares, una fuerte influencia del genotipo
en la variabilidad y en los distintos componentes del
rendimiento, lo cual debe ser determinado con el

estudio de un mayor numero de genotipos y las
generaciones clonales de estas plantas.

El uso comercial de la embriogénesis somatica para
la propagacion de plantas es extremadamente
reducido si se compara con el nimero de especies
vegetales en las que se han desarrollado protocolos
eficientes de regeneracion de plantas, por esta via.
Entre las causas que conducen a este fendmeno se
puede citar la falta de repetibilidad en los protocolos
desarrollados, el desconocimiento de las bases
bioquimicas y fisiolégicas del proceso, la necesidad
de profundizar en los estudios de estabilidad genética
de las plantas regeneradas y por ultimo deben de
superarse las limitaciones que aun existen en la
automatizacion del proceso.
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