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Resumen

a biotecnologia vegetal, ha demostrado ser de utilidad para producir
alimentos de alta calidad y en suficiente cantidad, asimismo, es un recurso
altamente utilizado para la obtencién y producciéon de compuestos
bioldgicamente activos, que han demostrado tener aplicaciones terapéuticas.
Estos sistemas son eficaces cuando las plantas, los tejidos o explantes de
interés tienen condiciones especificas de crecimiento o suelen ser plantas
perenes o semiperenes, pero debido a ello, el desarrollo de éstos resulta
complejo y genera altos costos, debido a las condiciones especiales. Por lo
anterior, resulta de vital importancia el conocimiento de todas las aplicaciones
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y metodologias establecidas junto con sus
mejoras para satisfacer la creciente necesidad
de medicamentos y alimentos. El objetivo del
presente trabajo, es brindar el conocimiento
sobre las principales aplicaciones, principios
bdsicos y caracteristicas de operacidn de la
biotecnologia vegetal.

Abstract

Plant biotechnology has proven to be useful
for producing high-quality foods in sufficient
quantity. Likewise, it is a highly used resource
for obtaining and producing biologically active
compounds, which have been shown to have
therapeutic applications. These systems are
effective when the plants, tissues or explants
of interest have specific growth conditions
or are usually perennial or semi-perennial
plants, but due to this, their development is
complex and generates high costs, due to the
special conditions. Therefore, knowledge of all
established applications and methodologies
along with their improvements is of vital importance to satisfy the growing
need for medicines and food. The objective of this work is to provide knowledge
about the main applications, basic principles and operating characteristics of
plant biotechnology.
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Introduccion

El cultivo de células vegetales vy tejidos esta referido al conjunto de técnicas
usadas para hacer crecer células y tejidos vegetales in vitro, bajo condiciones
asépticas, controladas y libres de microorganismos (Calva, G. y Pérez, J.,
2005). Durante mucho tiempo, los cultivos celulares han sido las herramientas
que han permitido a los investigadores trazar las vias metabdlicas y descubrir
los mecanismos implicados en la sefalizacion celular, la regulacién de la
expresion genética, la sintesis de proteinas, la proliferacion celular (Halliwell,
B., 2014) vy la produccion de valiosos metabolitos secundarios derivados de
plantas (Zhong, J., 2001). Dichos cultivos han florecido debido a la necesidad
de obtener compuestos Utiles en condiciones controladas, libres de microbios
e insectos e independientes de los cambios climaticos o el estado del suelo
(Benitez, I. et al., 2014). Este cultivo debe su origen a las ideas del cientifico
aleman, Haberlandt a comienzos del siglo XX (Pasqua, G., et al., 2003). Los
sistemas de cultivos de células en suspension se podrian utilizar para la
produccion a gran escala de células de la planta, de la cual se podrian extraer
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metabolitos secundarios; la ventaja de este método es que en ultima instancia,
puede proporcionar una fuente continua y fiable de productos naturales
(Vanisree, M., et al., 2004).

El cultivo de células vegetales tiene tres aplicaciones principales: la produccion
de metabolitos secundarios, la micropropagaciony el estudio de la genética de
células vegetales, la fisiologia, la bioquimica y la patologia. Su ventaja es que no
estdn limitados por las condiciones ambientales, ecoldgicas o climaticas, por
ello, las células vegetales pueden proliferar a tasas de crecimiento mas altas, en
comparacion con las plantas enteras (Zhong, J., 2001). La micropropagacion
estd dada cuando los cultivos de érganos se pueden rediferenciar hasta
plantas completas, que luego pueden ser transferidas a invernaderos (Calva,
G.y Pérez, J.,2005). Se pueden regenerar plantas a partir de suspensiones de
células y protoplastos, ya que las células tienen la capacidad de volver a crecer
como las plantas, e incluso los protoplastos aislados de células en suspension
se han regenerado en nuevas plantas (Kamo, K., et al, 1990). Las células
vegetales y los cultivos de érganos han demostrado ser un sistema eficaz
para sintetizar productos naturales a gran escala (Pasqua, G., et al., 2003).
Los cultivos de células vegetales representan una poblacién heterogénea en
donde las caracteristicas fisioldgicas individuales de las células vegetales son
diferentes (Vanisree, M., y Hsin-Sheng, T., 2004).

1. Cultivos en suspension

El cultivo de células vegetales se basa en el principio de totipotencialidad,
estableciendo que a partir de cualquier célula de una planta es posible
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regenerar a un individuo completo; para las plantas, la diferenciacién celular
implica una serie de sefales bioquimicas y fisioldgicas en donde cada célula
diferenciada emerge de un meristemo indiferenciado. Por medio del uso de
estas herramientas, se pueden obtener células indiferenciadas en forma de
callos y células en suspension, de igual modo, es factible lograr cultivos de
érganos como brotes y/o raices (St- Pierre, B., et al., 1999; Calva, G., y Pérez,
J., 2005; Trejo, G., y Rodriguez, M., 2007).

Los cultivos de células no diferenciadas presentan velocidades de crecimiento
mayores a los de células diferenciadas u drganos (raices y brotes); ademas, los
procesos de transferencia de masa son mas eficientes y pueden desarrollarse
cultivos con densidades celulares mas elevadas, o que representa ventajas
para el desarrollo, control y manipulacién de procesos a escala industrial
(Trejo, G., y Rodriguez, M. 2007).

2. Usos y aplicaciones

Un cultivo en suspensidn se desarrolla mediante la transferencia de la porcion
relativamente fiable de un callo en medio liquido y se mantiene en condiciones
adecuadas de aireacidn, agitacion, luz, temperatura y otros parametros
fisicos (Chattopadhyay, S., et al., 2002). Los cultivos en suspension de células
son particularmente adecuados para estudios fisioldgicos, bioguimicos y
moleculares del proceso de embriogénesis somatica y sus diferentes etapas:
desarrollo de induccion, maduracion y la conversion (Lantcheva, A., et
al, 2006). Debido a que estan conformados de poblaciones uniformes de
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células que pueden ser crecidas en condiciones controladas, estos sistemas
pueden ser utilizados para el establecimiento de procesos confiables y
reproducibles a nivel reactor (Gémez, L., et al. 2014). Los resultados de las
recientes investigaciones indican que las células en suspensién de plantas se
pueden utilizar para la produccion de proteinas recombinantes en condiciones
controladas (Mulabagal, V. and Hsin-Sheng, T., 2004). Otros estudios han
utilizado los cultivos de células en suspension de maiz, transformadas para
expresar las cadenas con sentido o antisentido de la hemoglobina cebada para
sobreexpresar sin expresar la hemoglobina Clase 1 (Dordas, C,, et al., 2004).

Los cultivos celulares tienen diferentes aplicaciones; Gomes-Junior, et
al. (2006), realizd estudios sobre cultivos celulares de café, para poder
comprobar el efecto de la concentracidn Cd. Por todo lo dicho anteriormente,
se puede establecer que existe una necesidad urgente de desarrollar sistemas
de micropropagacion, callos y cultivos de raiz, para proporcionar material
vegetal para fomentar los estudios sobre la produccion de plantas, fitoquimico
y analisis farmacoldgico (Catapan, E., et a/., 2002).

3. Micropropagacion

La micropropagacion se utiliza como un sistema biotecnoldgico avanzado
para la produccion de plantas idénticas libres de patdgenos, sin embargo, esta
técnica es costosa, debido a que requiere una manipulacion manual intensiva
en diversas fases de su cultivo (Ziv, M., 2000). La propagacion vegetativa de
plantas es una metodologia que permite la multiplicacion masiva de plantas
en espacios y tiempos reducidos; esta técnica puede conseguirse por medio
de tres vias: a) a través de la proliferacion de yemas axilares, en donde se
promueve el crecimiento de yemas latentes o activas, de tal manera que
puedan producir un tallo o tallos multiples de forma indefinida a través de
subcultivos periddicos; b) por induccidén de yemas o brotes adventicios,
consiste en la induccidn de tallos, hojas, tubérculos, cormos, bulbos, rizomas
o estructuras florales a partir de brotes, raices, bulbos adventicios y otros
estructuras similares, resultando en un sistema de multiplicaciéon mayor
en comparacidon con la propagacion por proliferacion de yemas axilares;
finalmente, c) por embriogénesis somatica, siendo el sistema de mayor
potencial para la propagacion clonar rapida, obteniendo miles de embriones
somaticos a partir de unos pocos
gramos de callo o de pocos mililitros
de una suspension celular (Roca, W.
y Ramirez, H., 2000).

Los protocolos de micropropagacion
optimizados ofrecen la posibilidad
de utilizar técnicas celulares,
cultivos de 6rganos vegetales
para propagacion y estudios de
metabolitos primarios y secundarios
(Catapan, E., et al.,, 2000).

4. Cultivo de callos

El callo es una masa de células
proliferadas sin ninguna
diferenciacion significativa. Un
callo se puede obtener de cualquier
parte de la planta; para maximizar
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la formacion de un compuesto particular,
es deseable iniciar el callo de la parte que
contenga células en division (Chattopadhyay,
S., et al, 2002).

El cultivo de callos puede ser obtenido a partir
de reguladores del crecimiento, la mayoria de
los medios de cultivo contienen una auxina
y una citoquinina, que ayudan a mantener el
crecimiento celular y promueven la division
celular, generalmente en concentraciones
de 10 QM (Franklin, C. and Dixon, R. 1994).
Los requerimientos nutricionales del callo
también han sido bien estudiados, desde
los que han cambiado de componentes
naturales hasta los nutrientes sintéticos
(Matsumoto, T., et al., 1971). La naturaleza
del callo producido depende de la fuente del
explante y el medio de cultivo (Le Roux, J.y
Van Staden, J., 1991). El crecimiento del callo
puede requerir niveles mas bajos de auxina
de los necesarios, a menudo, los niveles
bajos de auxina o su omision, puede producir
organogénesis (Franklin, C., y Dixon, R.,
1994). Muchos factores pueden influir en la eficiencia de un procedimiento de
callogénesis; los factores principales que determinan la respuesta del cultivo
de tejido y otros cultivos recalcitrantes incluyen genotipo, planta donante,
el tipo de reguladores de crecimiento, el tipo de azucar y el medio de cultivo
(Michel, Z., et al., 2008). Behbahani, M., et al. (2011), probo la influencia de la
luz sobre el crecimiento del callo, encontrando que el efecto favorable de la
oscuridad en el crecimiento se podria explicar por la supresion de los dafos
foto-oxidativos debido a la ausencia de los carotenoides.

5. Obtencion de metabolitos

El cultivo de células vegetales ha surgido como una alternativa para la
obtencidon de metabolitos de interés, en especial cuando las plantas silvestres
requieren largos periodos de cultivo, tienen rendimientos de metabolitos
secundarios bajos o0 no se cuenta con procesos de sintesis quimica. En
este sistema, la produccidon es independiente de factores externos, como
disponibilidad de tierra, clima, y condiciones geopoliticas; ademas, es posible
controlar las condiciones de cultivo (Arias, M., et al, 2009). Debido a que
la funcion principal de los metabolitos secundarios de las plantas es para
protegerlas de atagues de insectos herbivoros, patdgenos o para sobrevivir al
estrés abidtico y bidtico, se han generado nuevas estrategias para aumentar
el rendimiento de tales metabolitos, éstas incluyen: tratamiento con diversos
inductores, compuestos sefales y estrés abidtico (Zhao, J., et al., 2005).

El cultivo de células in vitro ofrece una ventaja para la sintesis de proteinas
en situaciones extrafas, puesto que pueden ser disefados para producir
proteinas de uso terapéutico, incluyendo anticuerpos monoclonales, proteinas
antigénicas que actuan como inmunogenes, albumina de suero humano,
interferdn, proteina inmuno-anticonceptiva, ribosoma inactivador tricosantin,
drogas antihipertensivas, hemoglobina humana, entre otras (Vanisree, M., et
al., 2004).
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Las plantas contienen una enorme diversidad de compuestos quimicos,
distintos a los compuestos intermedios y de los productos del metabolismo
primario, que varian de acuerdo con la familia y especie; éstos hacen una
importante contribucidon a los olores, sabores y colores especificos de la
planta (Bennett, R. y Wallsgrove, R., 1994).

Las plantas medicinales son la fuente mas exclusiva de medicamentos
que salvan la vida de la mayoria de la poblacién mundial. Los compuestos
bioactivos extraidos de las plantas actualmente se utilizan como aditivos
alimentarios, pigmentos, colorantes (como la curcumina, que se ha utilizado
principalmente como colorante de alimentos), insecticidas, cosméticos,
perfumes y productos de quimica fina (Kaminaga, Y., et al.,, 2003; Mulabagal,
V.y Hsin-Sheng, T.,2004). Los metabolitos secundarios de las plantas suelen
clasificarse en funcién de sus rutas biosintéticas, las tres grandes familias
moleculares generalmente consideradas son: fendlicos, terpenos y esteroides,
y alcaloides (Bourgaud, F., et al., 2001).

Los metabolitos primarios, tales como los fitosteroles, lipidos acilo, nucledtidos,
aminoacidos y los dcidos organicos que estan presentes en todas las plantas,
realizan funciones metabdlicas que son esenciales. (Croteau, R., Kutchan, T.,
y Lewis, N., 2000). La produccién de metabolitos secundarios es a menudo
variable de un ciclo de subcultivos a otro. Después de un tiempo (varias
semanas a varios anos) se produce la estabilidad genética del callo, que
puede ser considerado como un agregado celular homogéneo (Bourgaud,
F., et al, 2001).

Conclusiones

Los cultivos de células vegetales son una alternativa atractiva para la
generacion de diferentes metabolitos de interés, con la ventaja de poder
obtenerlos en condiciones controladas, donde se puedan manipular la
produccioén, cantidad y calidad de los productos de interés. Esta herramienta
es sumamente Util cuando las plantas tienden a ser caducifoleas y los extractos
de interés provienen de sus hojas, flores o frutos, por lo que el cultivarlos bajo
estas condiciones, le garantizaria
que la produccién del metabolito
de interés no se vea afectada por las
condiciones externas.
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