OBSERVACION IN VITRO DE GERMOPLASMA *
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I. INTRODUCCION

Los recursos genéticos de los cultivos pueden ser conservados como
semilla, polen, d6rganos vegetativos o plantaciones en el campo.

Cualquiera que sea el método para conservar material vegetall es
necesario que garantice mAxima viabilidad y estabilidad genética,
ademds que los materiales se encuentren tan libres de enfermedades
como sea posible,

Las semillas cumplen con la mayoria de estos requisitos pero en
el caso de especies de propagacién vegetativa la conservacidn de
semillas no es apropiada debido a problemas de infertilidad, segre-
gacién genética alta, etc. En estos casos la conservacién se hace
en forma de plantaciones en el campo pero generalmente el ?ate?ial
se expone a plagas y enfermedades, a problemas de suelo y climiticos
Yy los requerimientos de tierra, mano de obra y otros insumos son
bastante altos,

Las técnicas de cultivo de tejidos ofrecen alternativas para la
conservacién de germoplasma de especies que se propagan vegétativa-
mente, permitiendo mantener en areas pequefias los materiales libres
del ataque de plagas, disminuyendo mano de obra facilitando aqeyés
el intercambio internacional de germoplasma y més atn facilita
la formacibén de genotecas.

En general el usc de los métodos in vitro para la conservaciénm
de germoplasmas comprende los siguientes pasos:

. Excisién del tejido u brgano de la planta madre
Establecimiento del cultivo in vitro.

Conservacidén por medic de un método adecuado

. Recuperacidén de tejido viable de la fase de conservacién
. Regeneracién de plantas
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Aunque existe un rango amplio de posibles explantes para conservar
in vitro, los cultivos de meristemos son particularmente apropiados
por su limpieza de microorganismos, requerimientos de pequefio espa-
cio, potencial de propagacidn alto y estabilidad genética alta.

Es grande el rango de especies vegetales cultivadas cuya conservacidn
es accesible a las técnicas in vitro; algunos ejemplos son:

Solanum Citrus
Manihot EiEEEE
Musa Coccus
Saccharum Persea
Vitis Theobroma
Coffes Mangifera

Se han propuesto dos tipos de bancos genéticos in vitro:

a. Banco genético in vitro activo (IVAG en inglés) donde los cultivos
se mantienen en crecimiento lento.

b. Banco genético in vitro bésico (IVBG en inglés) donde los cultivos
son crioconservados.

El IVAG se estid desarrollando en alto grado, para las especies de
yuca, papa, batata, banano y cafia de azlicar y constituye una colec-
cibén de trabajo.

El IVBG constituye una coleccién bésica, a largo plazo, este tipo
de banco permite un mantenimiento total de la estabilidad genotipica
del germoplasma. No obstante debe realizarse una evaluacidén cuidado-
sa de las ventajas y desventajas de cada estrategia de conservacion
in vitro para cada cultivo.

Algunos aspectos que se deben tener en cuenta en la conservacion
in vitro son:

1. Regeneracién: a pesar de la totipotencia de las células vegeta-
les, la regeneracidén de plantas enteras es un problema para
ciertas especies, como por ejemplo en cacao donde a pesar de
partir de meristemos la obtencién de una planta es compleja.

2. Viabilidad: los cultivos in vitro deben evaluarse sistemidticamen-—
te.

En condiciones de crecimiento lento, en que el periodo de transferen-
cia de los cultivos se extiende durante meses o afios, la frecuencia
de evaluacidén de los cultivos aumenta en comparacidn con la evalua-
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cion que se haria al material almacenado bajo nitrégeno liquido.

Se debe conocer el comportamiento del cultivo in vitro para determi-
nar cuéles son los parametros a evaluar.

3. Estabilidad genética: el material recuperado de la conservacién
in vitro debe representar genéticamente el material utilizado.
Cualquier sistema de cultivo in vitro seri inaceptable si introdu-

ce un alto riesgo de inestabilidad genética o de selecciédn entre
genotipos.

La monitoria de la estabilidad genética se puede hacer mediante
criterios morfolégicos, bioquimicos y moleculares, deben ser
tomados en conjunto y no un sblo sistema por separado.

4, Sistematizacidén de la informacién: toda la informacidén proceden~
te de un banco de germoplasma debe ser almacenada en una base
de datos. Esta informacién serd la referente a pasaporte, datos
sobre origen, colector, fecha de introduccibn, etc., caracteriza-
cibén genotipica, tanto en el campo, im vitro, indexacibén de
enfermedades, micropropagaciones, intercambio internacional,
personal, eguipos, costecs, etc.

II. METODOS DE CONSERVACION IN VITRO

Hay dos formas bésicas de conservacién del germoplasma: mediante
la limitacién del crecimiento a tasas minimas y mediante la supre-
sidén total del crecimiento.

- Limitacidén del crecimiento. Consiste en mantener los cultivos
en condiciones fisicas (factores ambientales) o quimicos (composi-
cién del medio de cultivo) que permitan extender al méximo el intér-
valo de transferencia del material viejo a medios frescos sin que
ello afecte la viabilidad de los cultivos.

La tasa de crecimiento de los cultivos im vitro puede controlarse
usando principalmente los siguientes factores:

Temperatura y luz

Reguladores de crecimiento
Concentracidn osmbdtica del medio
Concentracibén de nutrientes
Otros

A pesar de que hay varios sistemas para controlar la tasa de creci-
miento de los cultivos se recomienda empezar a ensayar los més
sencillos o sea los que modifican sblo condicicnes fisicas como
por ejemplo temperatura o luz.
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~ Temperatura. La reduccion de la temperatura de crecimiento ha
sido el factor mas ampliamente utilizado; esta reduccibn depende
de la especie en cuestidn, de sus condiciones originales de cultivo,
es decir si la especie es de zonas templadas resistird temperaturas
muy bajas como por ejemplo fresa 62C, uva 8-102C, contraric a lo
que pasa con especies tropicales las cuales se conservan entre
18-282C en promedio, tal es el caso de la yuca que no resiste tempe-
raturas inferiores a 20°C.

— Reguladores del crecimiento, Los reguladores de crecimiento
de tipo hormonal influyen en la tasa de crecimiento de los cultivos.
Los niveles de citoquininas y de inhibidores del crecimienteo, como
el Acido abscisico, interaccionan con la concentracidn de sacarosa
y la temperatura de conservacién en el mantenimiento de la viabili-
dad de los cultivos in vitro.

- Concentracién osmbtica. La limitacién del crecimiento por efecto
de la concentracién osmética se debe posiblemente & la reduccidn
de la absorcién de agua y nutrientes del medio.

la sacarosa, el manitol y el sorbitol pueden actuar osmbticamente
y han sido los agentes mas usados como osmoreguladores.

- Concentracién de nutrientes., La reduccidn del crecimiento también
se Jlogra privando los cultivos de ciertos nutrientes orgénicos
o inorganicos.

la relacibén entre la concentracibén de carbohidratos y los componen-—
tes nitrogenados del medic nutritivo pueden tener efecto sobre
las tasas de crecimiento y la morfogénesis en los cultivos in vitro.
Cuando el balance favorece el contenido de nitrégeno en el medio
hay formacién de vastagos, cuando tiende a mayor contenido de carbe-
no hay mayor formacién de raices.

Hay otra serie de factores que en mayor o menor medida afectan
el tiempo de conservacioén in vitro tales son:

Fotoperiodo

Tamafio de log tubos de ensayo
Calidad del agente gelatinizante
Tipo de tapa del tubo, etc.

- Supresibn del crecimiento. Cuando se conserva germoplasma median-
te cultivo de tejidos im vitro a largo plazo siempre exist‘e un
riesgo mayor o menor de inestabilidad citogenética. Este r%esgo
se puede minimizar utilizando tejidos organizados ¥ reduciendo
la temperatura.
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Conforme se reduce la temperatura de un tejido, el metabolismo celu-
lar disminuye hasta llegar a un estado de actividad latente o "sus-
pensidén animada" cuando la temperatura alcanza niveles por debajo
de -150°C. A esta temperatura, los procesos bioldgicos han cesado
y por lo tanto las posibles causas de inestabilidad citogenética
se habran eliminado.

Cualquiera que sea el sistema in vitro escogido para conservar germo-
plasma, se debe tener en cuenta que estos son complementos para
los sistemas tradicionales de conservacién.

- Banco de Yuca in vitro. MAs de 4.000 variedades de la coleccidn
mundial de germoplasma de yuca reunida en el CIAT han sido puestas
en almacenamiento in vitro bajo condiciones de crecimiento minimo,

Dependiendo de la variedad se pueden tener entre 18 y 24 meses sin
transferir a medios nuevos. Durante todo este tiempo de almacena-
miento, los cultivos producen yemas axilares cuyo nimero estd direc-
tamente relacionado con la viabilidad del cultivo y en consecuencia
con su potencial de micropropagacidén. Al final de cada ciclo de
almacenamiento;, las yemas axilares se transfieren a un medio nuevo
¥y se inicia asi un nuevo ciclo.
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