¥

GLORIA JAIMES
DE LINDARTE
Profesora asoctata

Dpto. Biologia UF.PS

CARLOS
BUSTAMANTE CORZ0O
Profesor titular
Dpto. Biologia U.FPS.

INTRODUCCION

En el primer semestre de 1996
la Universidad Francisco de
Paula Santander ofrecié por
primera vez la carrera de In-
genieria en Produccion
Biotecnologica, la cual ha
tenido gran aceptacion por la

juventud regional.

Se pretende en este articulo
dar a conocer las bases en que
s¢ fundamenta la biotec-
nologia  vegetal, con el
proposito de que las personas
interesadas en su estudio ten-
gan una fuente de informa-

cion cercana y eficaz.

undamentos de

1. ASPECTOS
GENERALES

Aungue el concepto de Biotec-
nologia c¢s bastante amplio. se
puede definir como el “uso de
sistemas biologicos a nivel celu-
lar y molecular para la produc-

cion de bienes y servicios™ (2).

En la moderna produccion
agricola,  la  biotecnologia
vegetal comprende un

heterogéneo grupo de téenicas
mediante las cuales un explante
o  propigulo  se¢  cultiva
asépticamente en un medio de
composicion  defimda y  se
incuba en condiciones
ambientales controladas. Estas
técnicas  se  conocen con el
nombre genérico de cultivo in

vitro de tejidos vegetales.

Los explantes o propiagulos son
segmentos diminutos de
cualquier organo o tejido de una
planta y pueden ser secciones
de raices, tallos. hojas, yemas,
pétalos, meristemas e incluso
protoplastos, células aisladas y

granos de polen.
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Toda la metodologia usada en el
cultivo de tejidos vegetales se
fundamenta en dos principios
basicos: Primero. La totipoten-
cialidad celular, propuesta por
Haberlandt (1902) y que se re-
fiere a la capacidad que tienen
las células vegetales de formar
el cuerpo entero de la planta.

Segundo. La  hipdtesis  del
balance hormonal.
por Skoog y Miller (1957) la

sugerida

cual sefala la importancia del
equilibrio entre las hormonas
que regulan  las  actividades
fisiologicas en cada oOrgano y

en cada vegetal.

2. OBJETIVOS DEL
CULTIVO IN VITRO
DE TEJIDOS

La regeneracion de plantas por
cultivo de tejidos puede presen-
tarse como una continuacion del
crecimiento y desarrollo de es-
tructuras organizadas separadas
de la planta ( ejemplo. meris-



temas apicales) o puede ser el
resultado de un proceso  de
formacion de novo, a partir de
células o grupos de células
donde no existia organizacion
alguna: estas células pueden
provenir de los organos vegeta-
tivos (somaticos) o de las
estructuras sexuales (gaméticas)

de la planta.

La formacion de plantas de
novo puede ocurrir mediante la
diferenciacion de drganos vege-
tativos (organogénesis) que se
inicia en células que forman
callo o mediante la diferen-
ciacion de embriones a partir de
células  individuales  (em-
briogénesis somatica o asexual
(Roca, 5).

Por consiguiente. los objetivos
de la téenica de cultivo in vitro
de tejidos vegetales son entre

Olros:
|. Propagacion masiva de plan-
tas libres de patogenos

2. Incremento de la vanabilidad

genética

3. Rescate de embriones

4. Conservacion ¢ imtercambio

de germoplasma

3. PROPAGACION
CLONAL

Uno de los usos mas extendidos
del cultivo de tejidos in vitro es
la propagacion en breve tiempo
de grandes cantidades de plan-
tas que en condiciones naturales
crecen v se multiplican muy
lentamente. Si se dispone de
una sola plantula sana. es posi-
ble en menos de un ano obtener
mas de un millon de plantas
idénticas a la planta madre y
libres de patogenos.

En los laboratorios de la Uni-
versidad Nacional de Colombia
se estan multiplicando millones
de plintulas de variedades de
platanos importados resistentes
a la Sigatoka Negra. Alli, sem-
brando un brote. proveniente de
meristemas, se inducen en tubos
de ensayo hasta 50 brotes en
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menos de 15 dias. Cada uno de
estos brotes puede a su vez, ser
dividido y subcultivado. Final-
mente pueden aislarse y ser
puestos i enraizar en  Olros
medios nutritivos, Este método
Hamado micropropagacion
puede ser adaptado para otras
especies de interés agronomico
o simplemente  botinico o

ecologico.

Se han desarrollado diferentes
métodos para la  propagacion
masiva in vitro, los cuales con-
stituyen una forma economica v
rapida  para  aumentar ¢l
rendimiento v la calidad de plan-
tas alimenticias  atacadas por
enfermedades causadas por vi-
rus o bactenas. El principal
método utilizado es el cultivo

de meristemas.

3.1. CULTIVO DE
MERISTEMAS

consiste en ¢l cultivo de explan-
tes procedentes de la region
meristemitica de yemas termi-
comple-

nales o auxiliares,
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tamente latentes o en  cre-

cimiento.

Los explantes pueden proceder

de:

I. El domo apical o sea del ex-
tremo  superior del meristema
apical del vistago o tinica, sin
primordios foliares.

2. Apice mernistemitico (Mer-
istem tip) que incluye la region
meristemitica subapical o cor-
pus con dos primordios folares.

3. Apice del retono (Shoot tip) o
zona menstematica con varios
prnmordios foliares hasta dos
centimetros  de  longitud. En
algunas ocasiones se puede Ila-

mar yema al “dpice del retofio”.

El tamano del propigulo en el
cultivo de meristemas es  tan
pequeiio que las téenmicas  de
propagacion asexual in  vitro
reciben ¢l nombre de micro-
propagacion.

La principal ventaja del cultivo
de meristemas es que las plantas

que se generan son  general-

mente de un fenotipo  ho-
mogéneo, indicando asi estabili-
dad genética. La gran mayoria
de las plantas obtenidas por cul-
tivo de meristemas tiende a
permanecer  en el estado

diploide.

La tasa inicial de muluplicacion
mediante cultivo de meristemas
es reducida. pero va en aumento
a medida que se va subculti-
vando. esta progresion
geométrica permite la produc-
cion de millones de plantas en
un solo ano. Ademas, cada vez
que s¢ estabilice una reserva
suficiente de brotes muiltiples.
¢stos pueden servir como fuente
de propdgulos v no se tendrin
gue utilizar explantes nuevos
cada vez que se necesiten.,
Muchas especies de plantas
omamentales se han propagado
mediante el cultivo de meriste-
mas. tales como: claveles (Dian-
thus). crisantemos (Chrysante-
(Anthurium),
gladiolos (Gladiolus). margari-
tas (Gerbera), fusias (Fuchia),
Flox (Phlox).

mum), anturios

OTRAS VENTAJAS
DE LA
MICROPROPAGACION

Muchas especies de plantas son
altamente  resistentes  a la
mayorfa de las pricticas de
propagacion. La  propagacion
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in  vitro”  representa una

alternativa  como  método  de

propagacion para estas especies.

Las técnicas “in vitro™ represen-
tan un método internacional
muy seguro de intercambio de
material vegetal, pues las condi-
ciones de asepsia evitan el peli-
gro de introducir agentes inde-

seables.

Las reservas de material “in vi-
tro” pueden estar disponibles
mucho tiempo después del ano
de almacenamiento.

3.2. MICROINJERTOS

Un método para producir clones
de citricos libres de virus, con-
siste en hacer microinjertos de
dpices de tallos libres de virus



en plantas patrones obtenidos de
libres  de

patdgenos en cultivo estéril. La

semilla agentes
semilla se esteriliza y se hace
germinar en un tubo de ensayo
con medio estéril, a las tres
semanas se remueve, se coloca
en una caja de Petrt cubierta con
papel filtro estéril. Las plantulas
se¢ decapitan unos 3 cm. abajo
del dpice. De un drbol de citri-
COS (ue vaya a servir como
“pia” se cortan ramas termi-
nales de 2 a 3 cm. de largo, se¢
esterilizan en una superficie y se
transfieren a cajas de Petri sobre
papel filtro hiimedo.

Los dpices de las ramas, con las
hojas primordiales, se separan
debajo de un microscopio de
diseccion empleando  microes-
calpelos hechos con pedazos de
cuchillas  para afenar.  Esos
dpices sc insertan en el extremo
expuesto de los patrones decapi-
tados. La planta injertada se
transfiere luego a un soporte de
papel filtro colocado en un tubo
de ensayo. Se usa un medio de
cultivo liquido con una solucién
de minerales (Grupo A) y los
injertos s¢ hacen crecer en la

luz. Mensualmente, los injertos
se transfieren a un medio fresco,
debiendo remover de continuo
todos los brotes del patrén. En
cinco meses. los injertos que
hayan tenido éxito alcanzan un
tamano suficiente para ser trans-
feridos a terra.
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4. GENERACION DE
VARIABILIDAD

Inicialmente solo se considero
el cultivo de tejidos “in vitro”
como una técnica para propagar
masivamente un cultivar o una
especie, preservando las carac-
teristicas genéticas de ella. Sin
embargo, a medida que se per-
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Figura No.1 Aislamiento de los meristemas apicales



feccionaron las téenicas se ob-
servo que durante el cultivo in
vitro. las ¢€lulas pueden cam-
biar dramaticamente su genoma,
¢ incluso su complemento cro-
Mmosomico

Por esta razon el

cultivo de tejidos, ¥

especialmente  de .
sistemas no organi- ..‘d
zados (Ej:  callos, A e

celulas en suspen-
si0n v protoplastos)
constituye una fuen-
te enorme de vara-
bilidad genética, la
cual puede resultar
en ¢l mejoramiento
de variedades selec-
cionadas en una o
dos  caracteristicas

importantes.

Para ¢l mejoramiento genetico
de plantas se utilizan las téeni-
cas que se fundamentan en los

SILUICNICS pProcesos:

-Vanacion somaclonal

-Variacion gametoclonal

-Hibridacion somatica

-Embriogenesis somatica

-Rescate de embriones
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4.1 VARIACION
SOMACLONAL

La base de la seleccion que rea-
liza un fitomejorador para pro-
ducir varicdades e hibridos es la
variacion en una especie vege-

"

B1TOIOSTa

tal. Las técnicas agrupadas bajo
el término de variaciéon soma-
clonal se fundamentan en el
hecho de que las condiciones de
cultivos in vitro amplian la va-
riacion preexistente en un grupo
determinado de
plantas; se denomi-
na somaclonal por-
que trabaja sobre
células  somaticas
totalmente  diferen-

ciadas,

Las vanantes genc-
ticas s¢  originan
por la accion de
hormonas vegetales
que incrementan la
velocidad de divi-
sion celular, resul-
tando en una aglo-
meracion  celular
llamada callo. Al
incrementarse  la
velocidad de division celular,
crece la probabilidad de error en
la copia del D.N.A.

tanto, la presencia de mutacio-

v, por lo

nes que, a su vez, originan indi-
viduos con grandes o pequenas
diferencias entre si con respecto

de la poblacion original. Las



metodologias que se  utilizan
para la obtencion de somaclones
son el cultivo de callos y el de
células en suspension.

CULTIVO
DE CALLOS

Cuando en un medio de cultivo
se utilizan ciertos tpos de hor-
monas vegetales como 2, 4D, 6
2, 4. 5T. la respuesta del ex-
plante o segmento de planta es
desarrollar un callo. Si este es
organogeénico, tiene la capaci-
dad de¢ regenerar raices, tallos.
hojas y plintulas completas; si
el callo es  embriogénico,

origina embriones  asexuales
que, si se cultivan ¢n un medio
apropiado, regencran una plin-
tula completa similar a la que se
forma con los  embriones

sexuales.

El cultivo de callos se trabaja de
acuerdo con el cardcter que se
deseca mejorar. Si lo que se
busca es resistencia a una enfer-
medad, se adiciona extracto del
agente causal de la enfermedad
o de sus toxinas al medio del

junto  con  las

cultivo, con el objeto de que
solo se desarrollen las plantulas
que sean potencialmente resis-
tentes a la enfermedad. Luego
de presentarse un crecimiento
adecuado se requiere hacer una
adaptacion a las condiciones in
vitro, es decir al ambiente nor-
mal. Este proceso se denomina
rustificacion o endurecimiento
y se adelanta normalmente en
condiciones  de invernadero.
Una vez rustificada la planta se
prucbha la resistencia en condi-
ciones de campo y se selec-
cronan los individuos que man-
tengan ¢l cardcter evaluado
caracteristicas
fenotipicas del material vegetal
de origen,

Si se busca resistencia a agentes
abidticos, por ¢jemplo, heladas,
el callo se somete artificial-
mente a bajas temperaturas por
diferentes periodos. condicion
ambiental que presiona para que
vayan generandose individuos
potencialmente resistentes a esta
condicion. Al igual que en ¢l
caso anterior, estas plintulas se
“endurecen” para complementar
la seleccion en campo por resis-

tencia y fenotipo. En forma
semejante, es posible adelantar
esquemas de mejoramiento para
obtener variedades resistentes a
la acidez. salinidad, baja fertili-
dad v otras condiciones ecolégi-

cas adversas.

CULTIVO DE CELULAS
EN SUSPENSION

Mediante este cultivo se logra al
posibilidad  de
porque

maximo  la
variacion  somaclonal,
cada  c¢élula  puede ser una
vanante genética, Para obtener
células individualizadas se parte
de un callo que sea viable.
procediendo  de  la manera
seialada en ¢l caso anterior.
Después se siembra ¢n un
medio liquido sin hormonas y se
somete  a  agitacion  continua,
fin de

células; ¢l medio de cultivo que

con el separar  las

asi se obtiene contendra
células individuales en
suspension.

El paso siguiente es determinar
la curva de crecimiento celular
mediante el procedimiento de
contar células presentes en un
periodo. En esta curva se deter-
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minan tres fases: en la primera,
un numero pequeno de células
muere: cuando se adaptan las
células al medio de cultivo se
inicia la fase dos, de cre-
cimiento logaritmico o fase log.
para llegar finalmente a la fase
tres. donde se produce decre-
cimiento en el numero de célu-
las vivas por la disminucion de
nutrientes en el medio de cul-
Lvo O por caracteristicas intrin-

secas del material vegetal,

Todo este trabajo se orienta a
determinar ¢l tiempo en que se
presenta la fase log. puesto que
en ella se encuentran el mayor
nimero de células vivas en cre-
cimiento activo, lo cual signi-
fica que estd presenie el
maximo numero de variantes

geneticas.

A continuacion, se sigue selec-
cion directa o indirecta. En la
primera, las células se someten
de una vez al maximo nivel de
estrés. Por ejemplo, para pro-
ducir lineas celulares de papa
resistentes a la salinidad, se
preparan cuatro concentraciones
diferentes de cloruro de sodio

(NaCl) : 10.000, 20.000. 30.000
v 40.000 partes por millén (ppm
= miligramo de soluto/litro de
solucion). Al cultivo de células
en suspension que se encuentra
en fase log se le adicionan
40.000 ppm de NaCl, alcan-
zando el mdximo nivel de
estrés. Las células que sobrevi-
van s¢ siembran de nuevo ¢n un
medio sin NaCl y luego de un
tiempo establecido s¢ someten
otra vez al miximo nivel de
estrés, Si las células siguen cre-
ciendo normalmente significa
que se ha obtenido una
variacion estable que puede
originar plantas resistentes a la
salinidad. St mueren, la
variacion es inestable y no es
posible utilizarlas para lograr el

objetivo propuesto.

Para la seleccion indirecta, el
cultivo de células en suspension
se pasa por niveles crecientes de
estrés, cultivando previamente
los sobrevivientes en medios sin
estrés. En ¢l caso del ejemplo,
primero se someten a 10.000
ppm. Entonces las células so-
brevivientes se recuperan en un
medio de cultivo sin NaCl y
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luego se someten a siguiente
nivel de estrés: 20.00 ppm. y asi
sucesivamente hasta llegar a
40.000 ppm. Al final. los sobre-
vivientes se siembran en un
medio sin NaCl donde crecen
normalmente  por un  tempo
determinado y a continuacion se
vuelven a someter al mdximo
nivel de estrés. Si las células
crecen normalmente la
variacion es estable y el proceso
resulta exitoso, pero si mueren
la variacion es inestable y el

proceso fracasa.

En ambos casos, con seleccion
directa e indirecta, una vez se
obtiene una linea celular resis-
tente se debe lograr la regenera-
cion de una plantula completa.
Esta es la principal limitante,
porque hasta el momento son
pocas las especies vegetales en
las que se ha logrado regenerar
una planta completa a partir de
una célula somatica individual.
Cuando se logra la regenera-
cion, debe probarse la planta
regenerada en condiciones de
campo y seleccionar, tanto por
el caracter mejorado como por
la fidelidad del fenotipo, a la



poblacién original. Con las téc-
nicas del cultivo de células en
suspension es posible obtener
organismos resistentes o tole-
rantes a enfermedades, a condi-
ciones ecologicas adversas y
mejorar la calidad nutricional,
entre otras posibilidades.

4.2. VARIACION
GAMETOCLONAL

En este tipo de metodologia se
utilizan explantes que contienen
gametos  sexuales femeninos
(ginogénesis) 0 gametos sexua-
les masculinos (androgénesis).
Aun cuando la ginogénesis o
cultivo de dvulos se ha experi-
mentado, con la androgénesis o
cultivo de anteras es con la que

se ha logrado mayor éxito.

GINOGENESIS

La ginogénesis es el proceso
mediante el cual se producen
plantas haploides “in vitro™ por
induccion de tejidos haploides a

partir de gametofitos femeninos.

Este proceso conlleva el uso de

medios de cultivo muy refina-
dos y especificos, por lo cual es

poco utilizado.

ANDROGENESIS

En la década del 60, se¢ demos-
tro que el cultivo de anteras de
varias cspecies originaban plan-
tulas haploides. Los cultivos se
pueden hacer con anteras que
tengan granos de polen inmadu-
ros o microesporas previas al
desarrollo de los gametofitos

masculinos.

El cultivo de anteras s¢ inicia
con la determinacion del estado
de desarrollo del grano de polen
v su correlacion con el tamafio
del boton floral. Para ello, se
escogen botones cerrados de
diferentes tamanos de los cuales
se toman anteras que se mace-
ran ligeramente y se colorean
con acetato carmin, Mediante ¢l
uso del microscopio se identifi-
ca ¢l estado uninuclear tardio,
es decir, ¢l momento cuando el

nucleo del grano de polen esta a

punto de dividirse.

Se¢ ha demostrado experimental-
mente que en este estado ocu-
rren las mayores posibilidades
de regeneracion de plantulas.
Cuando se determina el tamafio
adecuado del boton  floral, se
cosechan solo botones de ese
tamano, de los cuales se toman
anteras en condiciones asépticas
v se siembran en medios de cul-
tivo de composicion conocida,
Después de cierto tiempo, s¢
presenta la regeneracion de dos
tipos de plantulas: diploides,
provenientes del tejido de la
pared de la antera, y haploides,
desarrollados a partir de granos
de polen. Se recuerda que, los
gametos sexuales contienen un
juego sencillo de cromosomas;
por tanto, son haploides; cuan-
do se fusionan en la hibridacion
sexual originan embrion diploi-
de normal, con dos juegos de
cromosomas, uno donado por el

padre y otro por la madre.

Los haploides son importantes



porque expresan todas las car-
acteristicas  contenidas  en Ia
informacion  genética de una
planta, incluso aquellas  que
pueden no aparecer claramente
a causa de condiciones genéti-
cas como la recesividad. Como
los haploides son infértiles y
débiles, se hace necesario dupli-
car artificialmente el numero de
cromosomas de estas plantulas
para obtener diploides que se
conocen  como  dihaploides
homocigotos totales. |a dupli-
cacion cromosomica se obtiene
asperjando  las  plantulas  con
soluciones de colchicina, com-
puesto que inhibe la formacion
del huso acromdtico en la di-
vision  mitotica,  evitundo  la
separacion de los cromosomas
que se han duplicado y pro-
duciendo células diploides gue
construirin OTZUNISMOSs

diploides.

Mediante la variacion gameto-
clonal es posible obtener lineas
puras. con un [00% de homo-

cigosis. en un periodo inferior
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al que transcurre en los pro-
cedimientos  convencionales.
Estas lineas puras son las que
finalmente  conformarin  los
mateniales hibridos o variedades
mejoradas que pueden

aprovechar los agricultores.

4.3. HIBRIDACION
SOMATICA

Consiste esencialmente en in-
ducir la fusion de protoplastos
de plantas diferentes para for-

mar células hibridas.

Los protoplastos  son  células
vegetales que carecen de pared
celular, es decir, solo  estin
rodeadas por la membrana plas-
matica. Distintos tejidos vege-
tules pueden ser tratados con
enzimas capaces de digerir la
pared celular. liberando asi los
protoplastos. y en condiciones
apropiadas, ¢stos reconstruiran
su pared celular y comenzarin a
dividirse.

lLas colonias originadas a partir

de protoplastos zislados pueden
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ser nducidas @ regencrar
plantas. Es posible lograr la
fusion de protoplastos
diferentes  mediante  diversos
ratamientos  (polietilenglicol.
jones calcio, chogue eléetrico) v
obtener células  hibridas  con

niicleo y citoplasma hibridos.

Frecuentemente, los  genomas
parentales no se ntegran por
completo y ocurre la pérdida
parcial o total de uno de ellos,
otras veees ocurre la fusion de
citoplasmas pero no de micleos.
Los hibridos somiticos son de
gran interés en aquellas espe-
cies en donde el mejoramiento
tradicional no ha podido ser apli-
cado, como en el caso del
plitano. Aparentemente no exis-
ten barreras para la fusion intra
o inter especifica, o adn nter-
genérica, de protoplastos: sin
embargo. todavia no se ha ob-
tenido un cultivar generado por
medio de esta tecnologia.

Melcher y colaboradores, citado
por Szabados, realizaron una
especie  de experimentos  de

fusidn de protoplastos mediante



la hibridacion del tomate y la
papa. con lo cual lograron re-
generar hibridos anfidiploides y
ancuploides. Estos fueron los

plasmicos. Este  mecanismo
puede ser potencialmente util
para la transferencia de genes
citoplismicos, ejemplo, toleran-

cia de herbicidas, resistencia a

Figura No. 3

sexual en el uso de esta téenica
es la dificultad de regeneracion
de plantas a partir de las células
hibridas. Por esta via se estd

trabajando en la fusion de célu

Téenica basica pars ¢l aislamiento de protoplastos del tejido epidermal de In hoja.

primeros  hibridos  somaticos
Suspension cruda
de protoplustos
=
Tratamiento enzimitico
producidos,  imposible  de

lograrlos por via sexual. No
obstante. su interés era todavia
académico,

La fusion de citoplasmas lleva a
la formacion de hibridos cito-

Esterilice al 10%
con hipoclorito

Remueva la
epiderms iferior

enfermedades  y  esterilidad
masculina. las que dificilmente
pueden ser transferidas
n.ediante la hibridacion sexual

convencional,

Una importante limitacion

Lave 3 veces con
agua detilada

Preplasmolyze por | hora
en 13% muannitol

las de nodulos de leguminosas
con células de cereales para
buscar la fijacion simbiotica del
nitrégeno en especies como el
trigo, la cebada y el maiz.
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4.4. EMBRIOGENESIS
SOMATICA

La embriogénesis somatica o
asexual es el desarrollo de em-
briones a partir de células que
no son producto de fusion de
gametos. También se le conoce

con ¢l nombre de apomixis.

Los primeros trabajos de em-
briogénesis  somdtica  fueron
efectuados en cultivos de zana-
horia, y en numerosas investi-
gaciones actuales se utiliza esta
planta.

En algunas plantas. Citrus, los
embriones se ongina de una
¢élula o de un grupo de células,
bien sea de la  nucela
(usualmente) o de  los
tegumentos, Estos embriones se
desarrollan  fuera  del  saco
embrionario y en adicion al
embrion sexual y si se cultivan
en un medio  apropiado
regeneran una planta
completa similar a la obtenida
con hembriones cigoticos

4.5. RESCATE DE
EMBRIONES

El cultivo in vitro se ha conver-
tido en un procedimiento am-
pliamente utilizado y de rutina
para el “rescate” de aquellos
embriones que en condiciones
naturales no habrian  podido
germinar y desarrollarse en cier-

tas especies vegetales.

En un senudo estricto, el mate-
rial no se estd multiplicando
clonalmente, pero si se estd
multiplicando el germoplasma
que de otra manera se perderia.
Por ejemplo, las semillas de las
orquideas tienen un diminuto
embrion que solo incluye una
masa sencilla de algunos cientos
de células: para germinar este
embrion depende totalmente de
azlcar exogeno, el cual es
suministrado en la naturaleza
por una relacién simbidtica con
micorrizas, Estos embriones se
han colocado en cultivo asép-
tico logrindose su crecimiento

normal

Otro caso se presenta cuando se

forman sustancias inhibidoras
en la semilla y los embriones
sO6lo germinan después de un
periodo de latencia. En algunas
plantas como el lirio (Iris spp)
es posible eliminar tanto el
efecto de latencia como el de
sustancias  inhibidoras  de la
germinacion separando el em-
brion y culuvindolo en un

medio aséptico.

Una situacion  similar  ocurre
cuando se realizan cruces inter-
especificos que pueden resultar
en aborto del embrién: para evi-
tar esa pérdida se recurre al cul-

tvo in vitro,

Una vez realizado el cruce entre
dos especies diferentes, se es-
pera que se desarrolle el em-
brion. A continuacion, éste se
disecta en condiciones asépticas
y se siembra en un medio de
cultivo de composicion determi-
nada, segun la especie. Cuando
se regenera la plantula, se pro-

cede a rustificarla y probarla en




condiciones de campo. ob-
teniéndose por esta via un
hibrido inter-especifico, resul-
tado de unir las tecnologias
convencionales con los métodos

biotecnolégicos.

5. CONSERVACION
E INTERCAMBIO
DE GERMOPLASMA

La demanda de alimentos hace
que los fitomejoradores  se
dediquen a obtener plantas al-
tamente productivas, libres y
resistentes a factores climdticos

adversos.

Mediante el cultivo de tejidos
in vitro se facilita la conver-
sacion de estos genotipos selec-
tivos en condiciones contro-
ludas de laboratorio y con asep-
sia total, sin que se presenten
las  dificultades vy riesgos
propios de cultivar las plantas

en el campo.

Por otra parte, la técnica in vitro

permite  intercambiar  ger-
moplasma entre paises o regio-
nes de un mismo pais, sin los
requerimientos de cuarentenas y
restricciones  aduaneras, nece-
sarias en el transporte de plantas
adultas.
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