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El presente invento ée refiere a la mejora de
las plantas por creacidn de caracteres fenotipicos ente
ramente nuevos, conservados en el caso de la multiplica
cién vegetativa y fijados inmediatamente en el caso de

5 1a multiplicacidén genética, sin perder la ganancia de
las selecciones genéticas caracteristicas anteriores.

En un vegetal, se puede considerar que el fun
cionamiento celular estd determinado por un potencial
gendtico "bruto" idéntico en cada uno de los nicleos

10 del individuo y por el sistema o entorno epigenético
que modula este funcionamiento fijo en su regulacidn.
En la presente descripeidn, la expresidn "sistema o en-
torno epigendtico" designa un conjunto de variables'que
intervienen en el funcionamiento celular, & saber:

15 ' 1) &1 gel citopldsmico que contiene los ele~
mentos del metabolismo, scometido a equilibrios bioquimi
cos y biofisicos particulares en cada instante,

2) las estructuras membranosas e intracitoplds
micas, tales como los clorplastos y los mitocondriés,

20 3) los efectos a los cuales se superponen 1os
de la posicién de cada une de las células, con relacién
al conjunto del vegetal, que originan un funcionamiento
orientado en una direccidén particular, y con relacidn a
las otras células gue originan un funcionamiento coordina
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4) el medio circundante fluctuante, en el cual
crece la planta.

Sometida a este conjunto de factores cuya ex-
presién se repite de manera idéntica en cada generacidn,
la informacidn genética se puede expresar de maneras di=-
versas, como lo muestre la heterofilia de ciertas plan-

tas, tales como, por ejemplo, Sagittaria sagittifolia,

Salvinia, etce

Se ha descubierto, seguin el presente invento,
que ere posible obtener, a partir de una informacidén ge-
nética unica y constante, expresiones diversas de ésta
Ynicamente por modificacién del entorno epigenético, sien
do realizada dicha modificacidn baejo la influencie de
presiones impresas a las células por el cultivo de "teoji
dos" in vitro. ,

Se ha estudiado ya la variabilidad de plentas
regeneradas obtenidas por cultivo in vitro de tejidos. Se
pueden citar, & este efecto, los trabajos de Lutz (Rev.
Gén, Bot., 1969,76, 309-359) relativos al estudlo ds las
aptitudes morfogendticas de los cultivos de tejidos; Se
ensefle en este articulo que la cepa normel de tabaco exi
ge pera su entretenimiento, ademés de un medio de base,
tal como el medio de "KNOP" / véase a este efecto 'el
cultivo de los tejidos vegetales" GAUTHERET R.J. 1959-Ed.
Nasson et Cie _/ o el medio de "MURASHIGE J. et SKOOG F.
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/1962~ Revue Physiologia Plantarum 15 p 473_/, Kineti
na y AIA (dcido indolacético) o kinetina y 2-4 D (dei-
do 2,4=diclorofenoxiacético).

J. Mousseau ha estudiado igualmente la varia
bilidad de una poblacidén de plantas procedentes de neo
formaciones de brotes de tabaco in vitro / coloquio in
tarnacional del C.N.R.3. 293 -~ cultivo de los tejidos
de plantas - Estrasburgo, 234 - 239:7.

Se han hecho igualmente estudios sobre otras
plantas; se pueden citar, por ejemplo, los trabajos de
Pelletier et al / Ann. Amélior. Plantes 1971; 21, (2)
221-233_7 sobre el cultivo in vitro de tejidos de tré-
bol blanco.

El procedimiento segun el presente invewnto,
que serd descrito con mds detalle a continuacidn, per-
mite obtener, a partir de una planta que pose carzcte-
risticas génicas unicas y fijas, "variantes" por modi-
ficacidn del entorno epigenético, cuyas caracteristicas
ge mantienen después de varias autofecundaciones. Por
cruce entre estas variantes, se obtiene, sin aporte gé
nico exterior, una planta mds vigorosa. la expresidn
"mds vigorosa", utilizada en la presente descripcidn,
caracteriza una planta que crece mds deprisa y mejor,
que e8 mds resistente, especialmente a la intemperie, &
los organismog, tales como, por ejemplo, 1los virus y los



hongos, y a los otros factores que perturban normslmen-
te el crecimiento de una planta, con relacidén a una
plante testigo de la misma variedad obtenida por repro-—
duceidén normal,

En la presente descripeidn, el término "plan-
ta® engloba las plantas agronémicas y las plantas hor-
ticolas. A t{tulo de ejemplo de plantas agronémicas a
las cuales se puede aplicar el procedimiento del inven-
to, se citard el trigo, cebade, soja, colza, maiz, es-
pecialmente los Fq de descendientes homocigotos de
los hibridos de maiz, etc.; como ejemplo de plantas
horticolas utilizables segin el invento, se pueden man-
cionar las lechugas, guisantes, judias y plantas andlo-
gas.

E1l procedimiento segin el presente invento
congiste:

1) En plantar y cultivar, en medio nutri-
cio sintético, los tejidos gque resultan de la germina=- -
cién de semillas de una planta madre Unica, estando céﬁg
tituido el medio de cultivo nutricio, por una parte, por
un medio de bage formado por sasles minerales, viteminas,
hierro y saocarosa y, por otra parte, pora sustencias de
crecimiento, en cantidad suficiente para asegurar la for

macidén de callos.,

2) en transplantar los callos asi formados a
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un medio morfogénico constituldo por el medio de base

citado, cuyo contenido en sacarosa es diferente y por
sustancias de crecimiento, y

3) en poner las plantas asi obtenidas en ties
tos.

Por autofecundacidn de las plentas que resul
ta de las etapas precedentes, se obtienen, de manera
sorprendente e inesperada, familias de descendientes
que presentan caracteristicas génicas fijas sin aporte

génico exterior. Por cruce entre estas familias aparece

- un vigor suplementario,

AsI, segln un modo de realizacidn preferido
del invento, el procedimiento para la obbtencidn de va~
riantes de plantas que presentan caracterIsticas megjorg
dag, consiste:s. ,'

1) en plantar y cultivar, en el medio nutrvicio
definido anteriormente, los cotiledoiies o tejidos que
resultan de la germinacidn de semillas de une planta ma
dre unica para formar callos, -

2) en transplantar los callos asi formados al
medio morfogénico definido anteriormente,

3) en poner en tiestos las plantas obtenidas,

4) en multiplicar las plantas por via sexuada,

Segun el invento, las semillas que proceden de
una sola variedad de planta, es deoir, de unae planta que



10

15

20

25

2546475

posee caracteristicas génicas fijas, o en otros térmi
nos, de una planta homocigoto, son gérmenes en condi-
ciones estériles. Un ejemplo de modo operativo para
la germinacidn de las semillas en condiciones estéri-
les, se dard a continuacidén respecto a las lechugas.

El medio nutricio sintético empleado en la
piimera etapa del procedimiento del invento, es un me
dio no morfogénico que estd constituido, como se ha
indicado anteriormente, por una parte, por un medio
de base formado por sales minerales, vitaminas, hierro
y sacarosa y, por otra parfe, por sustancias de crecl
miento apropiadas.

En el procedimiento segun el presente inven
to, se emplea un conjunto de sales minerales consditul
do por macroelementos y microelementos; ejemplos de
macroelementos y de microelementos que convienen a los
fines del invento serdn dados en 1o que sigue de la

presente descripeidn.
Entre las sustancias de crecimiento que .con=-

vienen & los fines del presente invento, se pusden ci-
tar, por ejemplo, el deido alfa-indolbutinico (ALlB),

sl doido alfa~naftalénacetico (ANA), la 6=furfurilamino-
purina (kinetina), el decido 2,4~diclorrofenoxiacético o
(244 D), el dcido indolacético (AILA), la bencilanenine
(BA) o cualauier otra sustancia de crecimiento andloga



10

15

20

25

2546475

corrientemente utilizada por el especialista en este
terreno; los nombres o las abreviaciones indicadas an
teriormente son utilizadas corrientemente para denomi
nar dichas sustancias de crecimiento y serdn utiliza-
dos en lo que sigue de la presente descripcidn., Serd f£4
¢il para el especialista determinar por medio de ensa-
yos de rutina las concentraciones de las sustancias de
crécimiento que convienen a los fines del invento.

El cultivo medio nutricio sintético se reali-
za ventajosamente segun el presente invento a una jempg
ratura comprendida entre aproximadamente 18 y 2396, con
duraciones de iluminacién de O a 18 horas, en las'oonﬁi
ciones de iluminacidén mds eficaces para favorecer lo
asimilacién clorfilica; estas condiciones son fdeilas
de determinar por el especialista.

El medio nutricio contiene eventualmente una
sustancle gelificante, tal como el agar. Se pueden’ itiw
lizar hidrolizado de caseina y leche de coco en ei‘céso
de medios de cultivo liquidos. S

El pH de los medios empleados segin el inven=
to puede variar dentro de amplios limites, sin perturbar
el crecimiento del callo., Sin embargo, por razones debi-
das a la solidificacidn de la gelosa, se prefiere utili-
zey un pH del orden de 5,7 a 645. En el caso de log me-
dios liquidos, pH convenientes estdn comprendidos en la
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gama de 5,5 a 6,5.

El hierro es afladido ventajosamente al medio
nutricio en presencia de un agente quelatador, por ejem
plo en presencia de dcido etilén-diamintetraacético
(EDTA) .

Es particularmente ventajoso segin el invento
mantener 1os callos en condiciones no morfogénicas du-
rante un minimo de dos o0 tres transplantes sucesivos.

Los callos asi formados son transplantados a
continuacidén a un medio morfogénico. El medio morfogéni
co empleado seglin el invento estd constituido por el
medio de base utilizado en la etapa de cultivo no morfo
génica, medio de base en el cual el contenido en sacaro
aa es diferente del contenido en el medio no ﬁorfogéni-
co ¥y por una o varias sustancias de crecimiento. Se efeg
tda un solo transplante y se deja que el callo se regene
Tre.

Las concentraciones en sustancias de creci-
miento en el medio morfogénico son diferentes de las del
medio no morfogénico; serdn fdcil para el especialista
determinar, por ensayos de rutina, estas concentraciones;
se puede indicar, sin embargo, que de manera general, el
medio morfogénico no contendrd 2,4 U cuando esta sustan-
cie estd presente en el medio no morfogénico.

Las plantas asi obtenidas son puestas a conti-
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nuacidn en tiestos y cultivadas, en primer lugar, en con
diciones sensiblemente idénticas a las utilizadas para.
el cultivo morfogénico y cue serdn definidas a2 continua-
cién en el caso de las lechugas y progresivamente lleva-
das o las condiciones atmosféricas normales (cultivo en
el exterior)e.

El procedimiento segin el invento se ilustra

esquemdticamente en la figura 1 aneja a la presente des-~

eripcidne

Bl presente invento se describird ehora con

mds detalles haciendo referencia a las lechugas, sin que

esto constituya, no obstante, una limitacidn.

En la presente deseripecién, la expresidn “le=—

" chuga" se utiliza en su sentido botdnico mds amplio. Es

gindnima de la definicidn botdnica mds precisa'"Lactuca

gative IL"., Una referencia bibliogrdfica pertinente sobre

el conjunto de esta especie es: "Cultivos hortlcolas® de
Teumonnier R-1962 / J.B. Bailldre -Nelle Encycl. Agricole

~ 22 volumen /.,

Como se ha indicado anteriormente, las semillas

. son germinadas en condiciones estériles; se efectia ven-

tajosamente le germinacién de las semillas de lechuge sg
gin el modo operativo siguiente:

Despuds de haber sido remojadas en un agente
humeetante, tal como, por ejemplo, en sl producto conoci

- 10 -



do bajo la denominacidn comercial "Teepol", las semillas
gon esterilizadas en alcohol absoluto y luego en el hipo
clorito de caleio & 8% durante 20 minutos. A continua-
cién son lavadas tres veces con ague estéril. Una vez dg
5 positadas estérilmente sobre un papel filtro himedo, en
caje de Pdtri, son depositadas durante 48 horas en el re
frigerador a 42C, con el fin de regularizar la germina-
cidn y de alzar una dormancia eventual.
Ia germinacidén tiene lugar en invernadero 0 en
10 estufa, a una temperatura comprendida entre 202C y 23°C,
aproximadamente; puede ser realizada en la oscuridad, en
cuyo caso se obtiene una fuerte elongacidén del telio, ©
incluso & la luz del dia, por ejemplo con entre, aproxi-
medemente, 8 y 12 horas de iluminacidén, lo que proéorcig
15 ne una germinacién mds rdpida y un tallo mds corto.
Después de un lapso de tiempo de cuatro a cin-
co dfas, se produce la aparicidén de una radicﬁla blanca
y cubierta de pelos, y luego de cotiledones verde osouro,
que son puestos a continuacién en cultivo in vitro eé con
20 diciones estériles segin el procedimiento del invento.
El medio de cultivo utilizado en el procedi~-
miento del invento estd formado, como se ha indicado an
feriormente
4) por un medio deé base que ocontiens:
25 1) un conjunto de sales minerales oongti-

25.6.75 -1l -
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tufdo por macroelementos y microelementos,

2) vitaminas,

3) hierro en presencia de un agente quela
tador, tal como el dcido etilén-diaminatetraacético (DTA)
J

4) sacarosa
y B) por sustancias de crecimiento elegidas entre una de

las sustancias citadas anteriormente y que son, de prefe

rencial

El dcido alfa-naftalenacético (ANA) y/o la
S-furfuril—aminopurina (kinetina).

El medio nutricro contiene eventualmente, como
ge ha dicho anteriorments, una sustancia gelificante,
tal como el agar. Se pueden utilizar hidrolizado de ca=-
seina y leche de coco en el caso de medios de cultivo 1I
quidos.

El pH de los medios empleados segin el invento
puede variar dentro de amplios lfmites, sin perturbar el
crecimiento del callo. Sin embargo, por razonesidebidas
s 1la solidificacidén de la gelosa, se prefiere utilizar
un pH del orden de 5,7 a 6,5. En el caso de los medios
liquidos, pH convenientes estdn comprendidos en la gama
de 545 & 6,54

Los macroelementos contenidos en el medio nu-

tricio empleados en el procedimiento del invento son los

-12 -
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compuestos siguientes: los nitratos de potasio y de amo

nio, el sulfato de magnesio (MgSO4, 7H20), el cloruro

de calcio (CaClQ, 2H20) y el fosfato monopotdsico. Este

conjunto de sales minerales constituye lo que el especig
ligte llama corrientemente "macroelementos de MURASHIGE

y SKOOG" / Revue Physiologia Plantarum 13, D473 /.

Los microelementos contenidos en el medio de
cultivo son los sulfatos de manganeso, de cinz y de co-
bre, el yoduro de potasio, el dcido bérico, el cloruro
de calcio y el 6xido doble de molibdeno y de sodio; este
conjunto de elementos constituye "los microelementcs de
MURASHIGE y SKOOG", Segin une variante del invento el
cloruro de calcio y el 6xido doble de molibdeno ¥ de 80
dio pueden ser sustituldos en el conjunto descritu mds
arriba por cloruro de aluminio (AL CL3, 6H20) y cloruro
de niquel (N10126H20); este otro conjunto de microelemen
tos es denominado corrientemente "microelementos de
HELLER" /“véase a este efecto "La Culture de tissus vége
taux" de GEAUTHERET, citado anteriormente_7.

Lag cantidades de macroelementos y de microelg
mentos & utilizar para preparar un litro de medio cultivo

seguin el invento, son las siguientes:

-13 =
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Macroelementos SKOOG

Microelementos SKOOG

Sal peso en mg/l| Sal peso en mg/l
de medio de medio
NH4NO3 1650 MnSO4, (4 H20) 22,300
KNOB 1900 ZnSO4, (7 HZO) 8,600
CaClz, (2 HZO) 440 H3BO3 6,200
MgSO4, (7 H20) 370 XK1 0,830
KH2P04 170 Na2M004, (2 H20) 04350
CuS0, (5 H20) 0,025
Cacly, (6 HyO0) 0,025

o, segin 1a variante descrita

mds arriba:

Macroelementos SKOOG

Microelementos HELLER

Sal peso en mg/l| Sal peso en mg’l
de medio de medio
NH4NO3 1650 H3BO3 1,0C0
KNO, 1900 7050, 5 (7 H,0) 1,000
CaCl,, (2 H20) 440 MnSO, , (H20) 0,076
MgS0, (7 HyO) 370 Cus0,, (5 HyO) 0,030
KH,PO, 170 AlCl,, (6 H,0) 0,050
KI 0,010
Nicl, (6 H,0) 0,030

- 14 ~
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como se ha indicado anteriormente, el medio de
cultivo contiene igualmente las vitaminas citadas a con-
tinuacién en las proporciones sigulentes para un litro

de medio de cultivo:

Meso-inosi tul 100,00 mg
Patotenato de calcio 1,00 mg
Acido macwuriuico 1,00 ng
Vitamine B6-piridoxina=- 1,00 mg
Vitamina Bl=tiamina-— 1,00 ng
Biotina 0,01 mg

Este conjunto de vitaminas se denomina corrien
temente "Vitaminas de Miorel L-véase a este efecto 1a
obre de GAUTHERET citada anteriormente /.

Bl hierro se afiade ventajosamente &l medio nu-
tricio en presencia de un agente guelatador, por @ emplo
en presencia de dcido etiléndiamintetracético (EDTA}. Se
utilizen, por ejemplo, para un 1itro de medio nutricio,
3742 ng de Na, EDTA ¥y 27,8 mg de FeSO4 (7 Hao) lo qua
corresponde a una concentracién en hierro de 5,6 mg/le

Ensayos efectuados han mostrado que cada sus-
tancia de crecimiento, presente en el medio de cultivo,
debia ser utilizada segin el procedimiento conforme al
invento, en el caso de las lechugas, & une concentracidn
que no debe ser superior a 1 mg/l (10‘3 g/l) de medio nu
tricio; una concentracidn superior a 1 mg/l impide el dg

- 15 =
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sarrollo de la cepa. serd fdecil, por otra parie, para el

especialiste, determinar 1a cantidad de sustancia de crg
cimiento minima a empleare

» Segin el invento, una concentracién de cada
sustancia de crecimiento presente en el medio de cultivo
de 1 mg/l es eficaz para el comienzo del crecimiento de
los callos, y una cantidad de 2 a 5 veces menor e€s, en

general , guficiente para mantener el desarrollo de callos

secundarios & partir de los callos primarios. Se¢ ha mos-

trado igualmente que la sustancia de crecimiento ANA uti

lizada en cantidades convenientes con el madio de base

 gegin el invento inducfe la formacidn de ralces, que la

mezela ANA-kinetina favorecia la formacién de brotes ¥
que la sustencia de crecimiento kinetine permitia mante-
per el callo en condiciones no morfogénicas. Serd Tdeil
para el especialistas determinar la funcidn de la fase
de crscimiento considerada la sustancia a utilizar y su
concentracidne. o

Por otra parte, ensayos comparativos efectua-
dos sobre medios nutricios sintéticos diferentes de los
empleados en el procedimiento segin el invento, por la
compogicién de su medio de base o por la naturaleza de
1a sustancia de crecimiento, han mostrado que los medios
de cultivo segin el presente invento eran especificos
para el desarrollo de los callos Ppor cultivo de tejidos
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in vitro en el caso de las lechugass

E1l cultivo sobre el medio nutricio sintético,
se realiza ventajosamente,segdn el presente invento 2
une ‘temperatura comprendida entre aproximadamente 18 y
232¢ con duraciones de jluminacién de O a 18 horas, en
condiciones de iluminacién mds eficaces pard favorecer
1o agimilacién clorofilica, siendo estas Yltimas fdci-
les de determinar por el especialistae Log cultivos en
medio liguido, se nucen, en general, a 208C ¥ 15 horas
de iluminacién.

En el caso de las lechugas, 1a formacién de
1as ralces no es simultdnea al desarrollo de la plintu
1a sobre el callo. la rizogénesis puede tener luger gin
adicién de sustancias de crecimiento, pero el tlewpo
de latencia es con fpecuencia superior & un mes. Sagin
el procedimiento del invento, se transplentan lcs callos
a un medio morfogénico que contiene una sustancia de
crecimiento que induce la formécién de pldntulas y se
toman, una vez que existen regeneraciones visibles en
el callo, las pléntulas, cuzndo tienen un tamafio sufi-
ciente, y se ponen en un medio morfogénico que contiene
une sustancis de crecimiento que induce la cizogdnesiss
tal medio serd denominedo en adelante medio rizogénico;
este medio rizogénico estd constitufdo por el medio de
base definido mds arriba, al que se ha afiadido sacarosa

- 17 -




y una sustancia de crecimiento, que es el dcido alfa-
naftalenacdtico (ANA) o el dcido alfa-indolbutirico 7
(AIB) y agar, siendo utilizado el agar en cantidad su
ficiente para mantener las pldntulas en su sifio ¥ no
- egtorbar la emisién de las ralces. Se ha hallado, se-
gin el invento, que la sacarosa es indispensable para
le supervivencia de las pléntulas mientras que la au-
gencia total de agar no favorece la formacidén de raices.
El pH del medio rizogénico estd comprendido ventajosa
mente entre 5,7 ¥ 6,54
‘ Un medio rizogénico que conviene particular
" mente a los fines del invento, comprende el medioc de
. ‘base definido mds arriba, al cual se ha afiadido por

'V;litro, aproximedamente, 20 a 35 g, especialmente 3Cg,

de sacarosa, ¥y la sustancia de crecimiento. Ia sustan

 cia ANA rizogénica para los cellos induce la regenera

] 2 cidén de raices, gruesas y nudosas. Por otra parte, ig
}34 kl;f'_ : . pide su emisidén a partir de la concentracidn de 10"4
:ﬁ;535:”“ - &/1. Por el contrario, la sustancia AIB, eficaz & do=
'Ef'20 gig diez veces nenores, origina una presencia menos
| frecuente de estas raices anormales., La sustancia de
erecimiento particularmente preferida para la rizogd-
nesis de las pldntulas segun el invento es, por consi-
guiente, el AIB, Esta segunda etapa del procedimiento
25 segin el invento se realiza, de preferencia, a una ten

s 2506075 o 18 d
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peratura comprendida entre aproximadamente 5 y 20°C,
de preferencia a 159C aproximadamente, con 8 horas de
iluminacidén aproximademente; al cabo de un periodo que
va de 7 a 21 dlas aproximadamente, lag plédntulas pue-
den ser puestas en tiestos,

Ta realizacidén del procedimiento geguin el
invento permite la obtencién de variantes de lechuges,
como lo mostrardn los resultados de ensayos presenta-
dos a continuacidn, que son diferentes de todas lés va
riantes obtenidas por los métodos clésicos de mutacidn.
Lag variaciones inducidas durante el cultivo de "ueJl—
dos" in vitro modifican el entorno epigendtico de la
céula; estas variaclones epigendticas no provocan cam=
biog en el genoma, 8inc en 18 secuencia ¥y la intensidad
de la expresidn del programa, O ineluso soliclten-la re
depresidén de genes redundantes. '

El fenotipo de cada planta regenerada obteni-
do segin el procedimiento del invento, resulta de las
interacciones entre una informacién genética lntacta,
la perturbacidn citopldsmiace inducida durante el cul-
tivo de "tejido" al nivel del callo de que ha salido,
y de las condiclones ambientales en las cuales l& plan '

ta se desarrolla.
La perturbacidn citopldsmica inducida durante

el cultivo de "tejido" in vitro del cello serd tanto més
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acentuada cuando los callos sean mantenidos durante un
cierto nimero de transplantes en condiciones no morfo--
génicas. En tales condiciones, cada célula estd muy po
co "especializada"; su nivel o estado citopldsmico va-
ria poco. El funcionamiento del genoma puede tener,
por consiguiente,; un cempo muy amplio de variacidn:

- en primer lugar, porque pequefios atracto-

res podrdn actuar sobre la célula y "desviarla" en su

‘regulacidén, es decir, en la modulacidn de la expresidn

del conjunto del genoma, ligada al estado epigenetico,

- a continuacién, porque la célula "variante"
gue aparece en el seno del callo sobrevive fdeilwente,
puesto que le son exigidos pocos rendimientos.

En resumen, las varisciones serdn inducldas
preferentemente durante el cultivo de los callos enor—
fos, ¥y es solo a partir de la morfogénesis de las plén
tulas cuando se observa eventualmente su expresibt.
Asf, la informecidén hereditaria de las plantas neofor-
madas podrd ser utilizada o "liberada" segin una progra
macidn particular, diferente de la de las plantas tes-
tigos.

Asi, es particularmente preferido, segin el
presente invento, mantener los callos en condiciones no
morfogénicay durante un minimo de dos o tres transplan-

tes sucesivos. Un numero superior de transplantes, que

- 20 -



10

15

20

25

25.6.75

llegue, por ejemplo, hasta seis o mds, no es obligatorio
para obtener variantes pero, en ciertos casos, puede ser
utilizado sin inconveniente; tales condiciones son obte-
nidas, manteniendo los cultivos en la oscuridad, & par-
tir del callo primario o utilizando unicamente kinetina
no acoplada al ANA, o incluso por accidén mecdnica diso-
ciando los cumulos celulares por cultivo en medio liqui-
do agitado; los cultivos son mantenidos, de preferencia,
en la oscuridad a partir del callo primario durante dos
a tres transplantes.

El procedimiento segun el presente invento es
aplicable & todas las variantes de lechuge, varicdades
de invernadero, de invierno, etCs ese tales como,. noOT
ejemplo, las variedades nyal d‘Orge", "Galléga", "Averya
E27“, "Batavia.

En el medio nutricio sintético segun el lnven~
to, existe formacidn de un callo primario que se &dapia
a este medio, & la vez que lo empobrece y lo libera de
nuevas sustancias. El transplante a un medio nuevo idén-—
tico &l medio inicial, perturbe los equilibrios anterioxr
mente establecidos en el callo ¥y origine su'necrosis ré—
pida, A4 este nivel, la toxicidad es evitada dmsm;nuyendo
el grado de sustencias de crecimiento del medio. Enaayos
efectuados han mostrado gque los fendmenos de caulogéne~
sis, proliferacidn o regeneracién de ralces inducidos por
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el medio nutricio utilizado para la formacién de callos
primarios, son conservados cuando estos callos son trang
plantados en el mismo ﬁedio de base‘que contiene aproxi
medamente de 2 a 5 veces menos sustancias de crecimiento.
Los callos primarios pueden servir para la
siembra del medio liquido. Un mes despuds de la puesta
en cultivo, se ha comprobado que los callos sé han divi
dido y que los cumulos celulares hen proliferado activa
mente, cohstituyendo un cultivo espeso de color anarillo,
amarillo ocre o verde claro, segin los callos. L2 multi
ﬁlicaeidn celular en medio liquido agitado es muchu mds
rdpida que la gue se produce en medio gelogado; estos
de ‘debe al hecho de que las sustancias de crecimiento
ilegen mds rdpidemente a todas las células de los callos,
mientras que en un medio gelosado, existe un clerto tiem
po de latencia, que corresponde a la difusidn de las sus
tancias de crecimiento para pasar & las células interiores
del callo; el cultivo en medio liquido constituyeruna
variante del invento, en particular para la obtencidn de
condiciones morfogénicas; sin embargo, el hidrolizado de
caseina y la leche de coco utilizados para former el medio
1fquido no permiten, debido a que son sustancias natura-
les, la obtencidén de medios rigurosamente idénticos; la
forma perticularmente preferida del medio nutricio sinté

tico gsegun el invento es, sin embargo, la forma gelosada.
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Se obtiene por cultivo in vitro, gegin el in
vento, une gama de variabilidad de necformaciones muy
amplia; ésta contempla el campo de expresidén de una es
truciura homocigoto. Existen todos los imtermediarios
de formaes entre los esbozos de estructura organizada y
la pldntula, o seas

- nédulos verdes que forman excrecenciasj

- hojas directamente salidas del callo:

de textura particular, transparente, con ag
pecto "confitado, de contorno irregular mal definido,
sin ejes ni nervios, bien estructurada

gruesas, de color oscuro y-de forma redondea
da o muy recortada

mds finas, verde tierno y de forma e¢énica

- brotes con hojas muy estrechase.

No es observable ninguna rizogénesis en estas
diferentes formas que estdn destinadas a la letalidad.

- sdemds, se desarrollen diversos tipos de
pldntulas: :

1) en roseta, con hojas bastante anchas y de
forma redondeada,

2) con entrenudos bastante largos y brotes
axilares "brefiosos" y mal formados,

3) que presentan faseiaciones que se conservan

durante todo el ciclo de crecimiento,
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4) con hojas de tipo diferente de una planta
a otra, pero tambidn en un mismo individuo:

Hojas de corte irregular, con el cono petio~
1ado, gofrados anormales. Estos dérganos no aparecen
més que a2l comienzo de la morfogénesis. A continuacidn,
los procesos de la diferenciacién se regularizan y la
pldntula adopta un aspecto normal.

Las pldntulas son & continuacidén transplanta
das, como se he indicado anteriormente, & un medaio rizo
génico,.

' En esta etapa, una primera seleccidén de les
pldntulas se realiza de modo natural.

Solo los individuds que se enraizan podrdn
ser puestos en tiestos y proseguir su ciclo. Esto mues-—-
tra la importancia de la misidén desempefiada por el me-
dio rizogénico.

cuando las rafces se han formado, el agarre
en tierra crea una segunda barrera de contra-seieccidn.
Las pldntulas salen de los tubos estériles de alto grado
higrométrico, las hojas muy delgadas, asi como las raiceo,
gon muy frégiles, deben ser manipuladas con precaucidén y
son tan sensibles a la desecacién como a la putrefeccidn.

Para permitir que las plantas se desarrollen
en las mejores condiciones, los tiestos son colocados

en un "mini invernadero" y reciben una iluminacién de 18
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horas al dfa; en el espacio de una semana, S€ pasa de
1a atmdsfera saturada al grado higrométrico exterior
levantando progresivamente la cubierta del invermadero.

Recuentos cromosdémicos efectuados sobre las
plantas "Po" as] obtenidas han mostrado que cada plan=~
ta posefa un nimero normal de cromosomas, O sea 2 n =
18, idéntico al de la planta madre unica de la que derl
van. Este resultado muestra, por congiguiente, que no
ha habido pérdida cromosémica en la célula iniciai.

Sin embargo, se ha comprobado que lag piantas
Po obtenidas presentaban, tanto desde el punto de vista
morfoldégico como en la expresién fisioldgice, diferencias
con relacidén a plantas testigos obtenidas por reproduc-
cidén normel a partir de semillas de la lechuga, planta
madre Ynica. Como diferencias observadas, se pueden in-

dicar especialmentes:
- ol crecimiento mds rdpido de las plauius Po

que la de los testigos cultivedos simultdneamente en las
condiciones de invernadero y de laboratorio,

- en cada uno de los cas0s el "cogollo" se
formz poco O nada, y a temperatura demasiado elevada,
la emigracidén es casi inmediata,

~ g1 desarrollo del bohordo floral,

- el tamefio y la altura de la planta, que son

inferiores a los de los individuos cultivedos normélmen
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te al exterior.

Se ha comprobado, por otrae parte, que habla
varias modalidades de desarrollo ligadas a la estacidn
en la cual se desarrollan las plantas Po,.

Es bien sabido que la lechuga es una planta
autégama, y la autofecundacidén es, por consiguiente,

f4cil. Basta proteger el conjunto de las inflorescen-

c¢ias por medio de un gran saco bien cerrado. Estn evi-

ta la polinizacidén por los insectos, y la pérdida de
las semillas de las primeras cabezuelas maduras.
Las semillas salidas de cada planta Fegeners

de. Po representan la generacidén de planta Pl' La evto=

‘fecundacién de los individuos Pl da la generacidn Pry

etec. Cada una de ellas es analizada genéticamente por
dultivo en cajonera.

En la generacidn Pl’ el andlisis muestra cue
pueden aparecer segregaciones entre ciertas familias.
Une vez que se han retenido las variantes que no se de
ban & este nivel Pl, no aparece segregacidn génica ul-
teriormente, ¥ el nimero de cromosomas de los indivi-
duos es giempre anormal (2n = 18). Por otra parte, se
hae comprobado, para el conjunto de lag variantes, dife
renciss morfoldgicas con relacidn a los testigos, espg
cialmente una disminucidn del peso de las plantas, un

aumento del numero de brotes axilares desarrollados,
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ligado en la mayoria de los casos al crecimiento delun
gran numero de hojas axilares, mientras que el muimero
de hojas del "cogollo! parece haber sido rarsmente mo-
dificado. Se ha comprobado igualmente que habia una
tendencia a la creacidn de un tipo de planta en que la
anchura y & veces la longitud de 1a hoja mds grande son
menores que en el testigo.

Aparte de los diferentes punfos ya sefialados
en cultivo de tejidos, es preciso igualmente sefialar la
presencia de fendmenos, que se€ corresponde & una .deriva
o desviecidn, acompaiiada de 'memorias" y de "contagios',
con relacién al funcionamiento celular,

Esto conduce & pensar que zonas celularcs si-
tuadasg en un mismo nivel de un brote neoformado, pueden
tener un estado citopldsmico que les es propio, si-laé
células que han engendrado cada uno de estos dmbites eg
taban, & su vez, en un estado epigenético diferente.

Estos hechos permiten explicar la preegencia de
diversos tipos de hojas en una misma plente regenerada.

Ademds, se ha comprobado que aparecen, para '
una misma cepa, diferentes tipos de variantes:

- a partir de callos diferentes; ¥

- g partir de un mismo callo.

Asf, dos células de un callo dado no tienen
un funcionamiento idéntico, incluso cuando estdn prdéximas,
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y son tanto mds independientes cuanto mds distantes es
t4dn una de otra.

En el curso de la morfogénesis de las plantas
Pl y P2, se ha comprobado, por andlisis del nimero de
hojas en diversas etapas, que el comportamiento de 1la
familia de variantes o de testigos no es estdtico. Exig
te una evolucidn propia de cada familia durante todo el
ciclo de crecimiento, constituyendo cada una de ellas
un sistema que posee su propio ritme y sus propios pard
metros reguladores.

No proporcionando la autofecundacidn ce las
variantes segregacidén de tipo Mendeliano, se han estudia
do igualmente los resultados de los crecimientos reci-
procos dé las variantes con los testigos y de las varian
tes entre gf. E1 analisis dialélico efectuado en los teg
tigos t y en variantes de lechuga obtenidas despuéds de
cultivo in vitro y luego autofecundacidén, ha mostrado
que habia transmisién de un vigor, cuando se comparan
los descendientes procedentes de cruce y los que proceden
de las autofecundaciones.

Asi, segin el presente invento, se pueden obte-
ner a partir de una sola variante de lechuga y por cruce
en esta misma variedad, una planta homocigoto mds vigoro-~
sa, uYnioamente por modificacidén del entorno epigenético.

* Esta nueva planta puede ser obtenida en el espacio de tres
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meses aproximadamente; esto presenta una ventaje considera
ble con relacidén a la téenica enterior, dado que hasta aho
ra la obtencidn de una planta homocigoto implicaba el cru-
ce de una planta de una variedad congiderada con otra va-
5 riedad y ocho o nueve generaciones antes que la planta sea
fijade, es decir, antes de obtener uma planta homocigoto.

Como se ha indicado anteriormente, el procedi-
miento del invento es aplicable a plantas agrondmicas, ta
1es como el trigo, la soja, el malz, la cebada, el colza,

10 ete, y otras plantas horticoleas.

En lo que concierne al trigo, se dard a coutinua
cidn le composicldén de un medio que conviene para el culti
vo no morfogénico de los tejidos que resultan de la germi-
necidén de una planta madre dnica de trigo} este medio estd

15 constituldo:
1) Por un medio de base que comprende:

- Macroelementos y microelementos de MILLER
- Vitaminas de FUJIL (x 1 6 x 10)
y glicina 2,107 xe/1

20 - Te EDTA 1074 11 6 0,5 10
- Agar 1%

fu

~ Sacarosa 12%
2) Una_sustancia de crecimisnto que ¢p el deldo
2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) (eoncentracidn: 2.10“6 kg/l).'
25 Un medio morfogénico que conviene & los fines del

25.6.75 - 29 -
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invento igualmente en el caso del trigo, estd constitul
do por el medio de base definido mds arriba, en el cual
el contenido en sacarosa es de 2% solamente y de una
sustancia de crecimiento que es el dcido indolacético
(AIA) a la concentracién de 10-6.
Se indicardn igualmente a continuascidén ejem-

plos de medios que convienen para el cultivo no-morfogénico
de los tejidos que resultan de la germinacién del malz y
de la soja.

Medio no morfogénico que conviene para el neiz

a) Medio de base

Microelementos y macroelementos de
MIILER definidos a continuacién.

Sacarosa 30 g/1

Hierro EDTA 5.107° ka&/l

Vitaminas de ¥UJII 1 ml/l

b) Sustanciss de crecimiento

2,4 D 5.107° kg/1
ATA 5,107 ka/1
Kinetina 1077 keg/1.

Segén una variante particularmente ventajosa, se
afiaden & este medio otros dcidos aminados, tales como la
gering y el inositol.

Medios no morfogénico que conviene para la soja

a) Medio de base
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Macroelementos de GAMBORG 100 ml/1

Microelementos de GAMBORG 1 ml/1l

Fe-~EDTA 10 m1/1

Viteminas de MOREL 2 ml/1
5 Sacarosa ' 20 g/1

Agar 7 &/1

b) Sustancia de crecimiento

2,4 D 1070 xg/1

BA 2,107 xg/1
10 pH del medio 5,8 :

Medios morfogénicos que convienen en el saso
del mafz y de la soja pueden ser obtenidos a parhir de
los medios no morfogdénicos citados mds arriba por moqi
ficacidn de los contenidos en sacarosa y en sustanclias

15 de crecimiento. '

Los microelementos y los macroelementos .de.
MILLER y de GAMBORG, asi como las vitaminas de FUJIL,
son bien conocidog del especialista. Para mds detailss,
ge puede hacer referencia a los articulos siguientes:

20 wIn vitro development of callus the pollen'of
Tolium and Hordeum de Claepham D. 1971, Z~Pflauzenzuchtg.
69,2 142=155 para las vitaminas de PUJII,

ngellulle Induction and orgen redifferenciation

of Tritioum Aegilops and Agropyron by anther culture" de
25 KIMATIA ¥y SAKANMOTO S.~1971 = Japanese Journsl of Palynologye

254675 - 31 -
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1, 1-8. para los macrc y microelementos de Miller
¥y "Culture methods and Detection of glucanases
in suspensién culture of wheat and barley" de GAMBOR O.L.
y EVELEIGH D.1968- Canad. J.A. Biochem. 46, 417-421,
' El invento serd descrito ahora con nds detalles
por los ejemplos que siguen:
EJEMPIO I

Este ejemplo ilustra el cultivo de los tejidos

in vitro segin el procedimiento del invento. La variedad

de lechuga utilizada en este ejemplo ha sido la variedad
Averya E27. Las condiciones de cultivo eran las giguien-

tes: temperatura 232C y 18 horas de iluminacidén., Ia ilu-

‘minacidn ha sido realizada por tubos conocidos bajo la

denominacidn comercial "GROLUX" cuye intensidad es del
orden de 5.000 & 3,000 luz y de longitud de onda compren
dide entre 4.000 y 7.000 i.
Las semillas han sido germinadaes segun el modo
operativo descrito anteriormente. Después de cuatro a
cinco dias de germinacidén, los cotiledones son puestos
en cultivo in vitro.
Fl medio de cultivo utilizado tenia la composi
cidén siguiente para un litro de medio:
A) Medio de basge
1) Macroelementos
Sal Peso en mg/l
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NH4NO3

KNO3

Cac12 (2 HZO)
MgSO4, (7 H20)

-KH,PO

2704

2) Microelementos
Sal

MnSO4 (4H20)
ZnSO4, (7 HZO)
H3BO3

KT

Na2M004, (2 Hao)
Cus0, s (5 H,0)
Caclz, (6 H20)
3) Vitaminas
Neso~inositol

Pantotenato de calcio

Acido nicotinico

1.650
1.900
440
370
170

Peso en mg/l
22,300

8,600

6,200

0,830

0,350

0,025

0,025
Peso en ng/L
100,00

1,00

1,00

Vitamina B6-~-piridoxina- 1,00

Vitamina Bl-tiamina-

Biotina

4) PFe-EDTA
NazEDTA
FeO4 {7 HZA)
5) Sacarosa

- 33 -
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Agar 8 g
siendo afiadidos el agar y la sacarosa
después de ajuste del medio a un litro
B) Sustancia de crecimiento
—ANA 1 mg/l
~Kinetina 1 mg/l

Con tal medio, se obtiene una proliferacién ce

lular a nivel de la cicatriz de los cotiledones y, en un
mes aproximadamente, los callos son suficientements im-~

portantes para ser transplantados. Los. callos son de co-

" 1or verde clarc, bastante compactos. Ia germinacién de

1los cotiledones en la oscuridad favorecs la formacidn de

brotes una vez gque los callos son cultivados a la luz.

BJEMPLO 2 = Ensayos comparativos con diferentes

medios nutricios

En este ejemplo, se ha comparado el medio nutri
¢io segun el invento con ditferentes mediosvnutripibs, opg
rando segun el medio operativo descrito en el ejempio 1.

Los medios nutricios utilizados estaban consti-
tufdos, como el medio segin el invento, por un medio de
base, y contenian una o dos sustancias de crecimiento.
Las composiciones de los medios de base estdn indicadas

en la tabla I siguiente:
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TABIA T

Constitucién de los diferentes medios de base

Medio n2 I IT III Iv
5 congtituyentes
Macroelementos SK00G SK00G SKO0G 1/2 | HELLER
Microelementos SKO0G HELLER HELLER HELLER
Vitaminag OREL LiOREL MOREL MOREL
Hierro Fe EDTA Fe EDTA Fe EDTA e Cl3
10 Hidrolizado de
cageina / / / /
Leche de cOCO / / / /
Sacarosa 20 g 20 g 20 g 20 g
Agar 8 g -8 g 8 g 8 g
15 PH 5,9 5,9 549 5,9
Los macroelementos de HELLER citados en la Pabla I estdn cons
tituidos por las sales minerales siguientes, cuya cantidad
utilizada estd indicada a continuacidn:
20 Macroelemento de HELLER
Sal cantidad en mg/l
NaSO3 600
MgSO4, (7 H2O) 250
P04H2Na, (HEO) 125
25 Caclz, (2 H20) 75
XCl 750
25.6,75 - 35 =



10

15

20

25

25.6.75

£l medio 1V contenia hierro bajo la forma
FeCl3 (6 H20) a la concentracién de 1 mg/l.

Cada uno de los medios de base I, II, III ¥y
IV ha sido acoplado con sustancias o un grupo de sustan
cias de crecimiento, a sabers:

- E1 4cido altra-nattalenacdtico (ANA)

- E1 4cido 2,4-diclorotenoxiacético (2,4D)

- F1 4cido furfurilamino-purina (kinetina)

Siendo utilizadas las sustancias de crecimien
to A, D y X solas, respectivamente, a las concentracio=-
nes de 1 ng/l y 0,5 mg/l 6 acopladas de dos en dos,
eiendo la concentracidén de cada sustancia de crecimien
to, respectivamente, de 1 mg/l ¢ 0,5 mg/l, se han estu
diado, por lo tanto, en total, 48 medios diferentes,
con los cuales se ha comparado la velocidad de forama-

cidén de los callos, estando representado cada medio'por‘

doce tubos. .

El material vegetal estaba constituido, pafa
cada tubo, por el par cotiledénico de una plédntula. Ta
homocigotia de la lechuga justifica el ndimero relativa-
mente pequeiio de repeticiones, El medio que conviené‘mg
jor para la puesta en cultivo ha sido determinado de
acuerdo con el aumento de tamafio de la implanfaéidn.

Tres o cuatro semanas despuds de la siembra,i

los callos presentaban todos una forma aproximadamente
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cilfndrica, de grosores comprendidos entre 1 y 2 milf
metros. Sin embargo, su distribucién en la superficie
de la gelosa variaba considerablemente de un medio de
cultivo a otro. Unicamente el volumen del callo ha si
do considerado en este andlisis.

Se ha estudiado el efecto medio sobre el dg
sarrollo de los callos del conjunto de las sustancias
de crecimiento con relacidén a cada uno de los medios
de base utilizados, y del conjunto de los medios de
base con relacién a cada combinacidén de sustancias de
crecimientoe.

Este andlisis de los medios ha sido realizg
do por la prueba de DUNCAN citada por RIVES M. en Ann,.
Anél. de les plantas, 1959,2p.357-3764 |

Se ha aplicado el método de "new range usst"
de DUNCAN. Iuego se han reagrupado los promedios'por
el método de SCHEFFE igualmente citado por RIVES M. en
la revista citada.

Estas prucbas consisten en comparar la dife-
rencia "D observada® calculada entre los promedios to-

mados de dos en dos, con cada término "D tedrico"s

2
8

D_bh = t(nr’k’ Q{) . eI'

Dth = valor tedrico calculado
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t (nr,k,alfa) = valor leido en la tabla "Studentized
range tm"
en el umbral alfa, n, grados de libertad; representan
do k el numero de promedios que separan los dos prome
dios considerados

s2r = cuadrado medio residual o variancia re

sidual

¢ » b = efectivo de cada blogue X numero de bloques =
nimero de los representantes utilizados en el cdleulo
de cada promedio

a) Andlisis medio para cada uno de los medios

de base
Segun este método, se ha encontrado que, por
término medio, el medio II era menos eficaz, mientras

que los otros medios parecen sensiblemente equivalentes.

Medios I 1T IIT v
Promedios seguin | 10,43 8,75 10,72 10,57
Juncan .

b) Andlisis medio para las diferentes combina-

¢iones de sustancias de crecimiento

Los resultados obtenidos segun el método des—

crito mds arriba son los siguientess
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Sustancias de crecimiento K=D A-D A =-XK

Concentracién en g/l 1073 521074 1073 tsxro™* | 2073 | 5x0™*
5 Promedio segun la

pruebe de DUNCAN 6,721 7,79 |8,35 | 9,43 |9,20 | 11,58

Sustancias de crecimiento A X D

concentracidén en g/l 1073 5x10“" 1073 5::10'”r 1073 5::10""r
10 | promedio segin la

prueba de DUNCAN 11,52 11,33 |14,70| 11,91 | 8,45| 20,37

En lo tabla anterior, asi como en el ejemplo de la descrip
¢idn, las concentraciones indicadas para los pared de'sustapcias de

15 crecimiento A-D, A-K, y K-D son las concentraciones de cada sustan-
cla.

Tos resultados anteriores indican que, DOr términn aedio,
la kinetina y el A.N.A. utilizados a las concentracioneg de este ex
perimento, as? como el par "A.N.,A. - kinetina" a la dogis menor,

20 son buenos inductores de crecimiento; mientras que la sustancia D
(24 D) utilizada sola o en presencia de AJN.As 0 de kinetina, lo
mismo que el par Hp Nohe=kinetina" a fuerte dosis, parece impedir el
desarrollo de la cepa.

Pars ceda uno de los cuatro medios de base, ha sido efec-

25 tuado ilgualmente un estudio comparative por la prueba de DUNCAN des
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crita mds arriba, de los valores medios ‘de desarrollo en
funcién de cada combinacidn de sustancias de crecimiento;
los resultados consignados en la tabla IT que sigue, in-
dican que el mejor inductor de crecimiento es la kinetina
utilizada a la concentracién ].O-'3 &/l 6 5.10-4 g/l segin
el medio de base, siendo obtenido el desarrollo mds impor
tante sobre el medio IIT.

El A.N.A. tiene sobre el crecimiento una efica-
cia préxima a la de la kinetina cuando se emplea con el
medio I, 0 a pequefia dosis con los medios III y IV.

Hay que sgefialar que el par "ANA - KINETINA"
utilizado en pequefia dosis no da lugar & un desarrollo
muy importante, pero este emparejamiento favorece ura
constancia de respuesta sobre los cuatro medios de baze.

Se ha observado igualmente el aspecto histold-
gico; despuds de un tretamiento apropiado, se¢ han colures
do sucesivamente los cortes por la hematoxiline, el asul
alcian, y luego la eosina. o

Los cortes seriados en los callos blandos que
presentaban puntos verdes compactos, han mostrado que la
consistencia y el color del callo estaban ligados al tipo
de organizacidén celular que lo componia; asf, las parti-
culas blandas y beiges estaban constituldes por un conjun
40 de célules de volumen variable, frecuentemente grande,
y dispuesto de manera andrquica. Las paredes celulares
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que parecian poco rigidas eran de color azul alcian,
mientras que el contenjdo celular ha sido destruido.

Por otra parte, los puntos verdes compactos
estaban mejor estructurados. Las células pequeflas ¥y
regulares tenian un citoplasma de aspecto meristemdtico,
muy coloreado de rosa por la eosina. Aparecian vasos
entremezeclados, hilos celulares, celulas dispuestas
en semicirculo alrededor de uno o varics vasos, gru-
pos celulares organizados en glébulos regulares con
aspecto de embrioides y también, en la superficie del
callo, formaciones mds evolucionadas de dpice, de ral
ces, de brotes o de hojas que comenzaban a desarroilarse.

Una primera observacién a las tres o cuatro
semanas, ha mostrado que sobre el medio IV, asi como
sobre los medios que contienen 2-4 D, habla formacidn
de callos blandos, gue ofrecian formaciones duras clo-
rofflicas de tamafio reducido poco frecuentes o nulias,

Dejando aparte estos medios, as{ como los me
diog I con adicibn de kinetina y III que contienen ANA
en fuerte dosis, se ha comprobado que las formaciones
clorofilicas estaban presentes de manera homogeénea. Se
ha comprobadc igualmente que la intensidad de coloracidn
variaba con el medio de cultivoj; la mds viva y compacta
ge ha obtenido sobre los medios I y IIL, que contienen el

par ANA-kinetina & la concentracidén de 5 x 10*4 g/l.
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Se ha observado después, a las sels semanas
aproximadamente, que los medios proporcionaban forma-
cioneg clorofdlicias, es decir, los medios II y III que
contienen las sustancias de crecimiento ANA, kinetina,
y ANA-kinetina, respectivamente, a las concentraciones
de 1072 y 5 x 1074 &/1.
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Ia tabla III que.sigue, esquematiza los resul
tados de las notaciones para los medios que proporcio-
nen formaciones clorofilicas. Cualquiera que sea el me~
dic de base, se ha comprobado que el ANA inducia la for
macidn de ralces y que la kinetina provocaba una prolife
racién blanda de color verde claro, muy raramente cauld
gena,

Por el contrario, se ha comprobado que la asQ
ciacién "ANA+kinetina", en funcidn del medio de base ¥
de la concentracién de estas sustancias, estaba estrecha
mente ligado al desarrollo de hojas de aspecto normal o
aberrante, & veces directamente salidas del callo, ¥y tég
bidn a la formacidén de brotes o de pldntulas, permAns-
ciendo, sin embargo el famafio de los callos, relativamen
te pequefio.

Ias fuertes dosis de ANA y de kinetina parecian
impedir el desarrollo de los brotes después de su inicia
cidén, mientras que a la concentracién de 5 x 10”4 &/1,
las pldntulas creclan bien y parecian viables de aspacto.

Asf, segin los resultados precedentes, la king
tina es una sustancia de crecimiento que permite el de=
sarrollo rdpido de callos, sin que exista caulogénesis,
mientras que el par ANA-kinetine induce la formacidn de
brotes y el ANA induce la formacién de rafces; por otra

parte, los medios de base I ¥ II son los més apropiados.
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EJEMPIO 3: Transplante de los callos primarios

Los callos primarios de la variedad Averya E 27
obtenidos en el ejemplo 2 sobre los medios I, II y III en

presencia de sustancias de crecimiento 4, X 6 de su mez-

5 cla, han sido transplantados, respectivamente, en el mis-
mo medio de base con adicidén de las mismas sustancias de
crecimiento que en los medios de comienzo utilizados en
el ejemplo 2, pero estos Ultimos han sido utilizados =2
las concentraciones indicadas a continuacidn.

10

Sustancias de c¢recimiento A X A=K

Concentracidén pare el o=

f/L:inzo Ge tos cstlosen 1107 | 1073 5.2074 1073 107 | 1073

15 l
| Concietracidn en el
primer trensplente en g/l | 107% |5.107% 107 L1074 107 is.107
i
Las observaciones al cabo de una semanea, y luego
20 a las seis semanas despuds del trasplante, estédn esquema-
tizadas en las tablas IV y V siguientes, en las cuales las
coloraciones de 1o0s callos y Llos tipos de diferenciacidén
gon idénticos a los dados para la tabla III que sigue.
Log fendmenos de caulogénesis, proliferacidén o
25 regeneracién de ralfces, inducidos por el medio precedente,

2546475
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han sido conservados.

Sin embargo, ciertas cepas, después del dese
quilibrio inducido por la transferencia, no han tenido
éxito en readaptar su funcionamiento y se produce su
necrosis méds o menos rdpida.

Es asf que:

1)- la cepa sobre medio III que contiene la
sustancia de crecimiento a la concentracién de 5. 107+
g/1 ha muerto a partir de la primera semana despuds del
tragplante

2)- las cepas sobre los medios I y II qus con
tienen las sustancias de crecimiento K a la conceatracién
de 1074 g/1, presentaban varios callos oscuros y en ne-
crosis cerca de la sexta semana, mientras que los otros
callos se han desarrollado cambiando progresivamente de
coloracién, y se estabilizan, lo que se puede comgrubar
comparando las tablas III, IV y V. .

Los callos que estaban verdes en gu mayor parte,
pasan a tomar con frecuencia un color beige, sean morfo-
génicos 0 no, salvo para los medios I y II que contienen
1a sustancia X a la concentracién de 5.10™7 g/1.

, Las pldntulas mejor desarrolladas se obiienen
con el medio I que contiene A-K (10—4 &/1) vy el medio II
que contiene A=K (5.10-4 g/1), pero la frecuencia de rege
neracidn mayor ha sido dada por los medios I y II que con
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tienen la mezcla A-K a la councentracidn de 5,10~ g/,

' Por lo demds, solo I y IT que contienen la sug
tancia K a razén de 104 g/1; convien para el desarrollo
homogéneo de callos no regenerantes.

EJEMPLO 4

Cultivo en medio lIguido

Los callos primarios obtenidos segin los ejem-
plos 1 6 2, a partir de las variedades Val de cebaeda ¥y
Averya E 27, han servido para sembrar un medio 1liquido.
Para esto, se han utilizado erlones de cuello ancho de
250 ml en los cuales se han puesto 30 ml de medio de cul
tivo. Una agitacidén a razdén de cien rotaciones por minu
40 ha mantenido los grupos celulares disociados. El me-
dio nutricio liguido utilizado tenfa le misma composicién
que el medio II utilizado en los ejemplog 2 y 3 con la
excepeidn de que el agar ha sido suprimido y sustituido
por 20 g de hidrolizado de caseina y 100 g de leche de

CcOCO.
Un meg despuds de la puesta en cultivo, se ha

comprobado que los callos se hablan divididos y que los
clmulos celularss proliferaban activamente, constituyen
do un cultivo espeso de color amarillo, amarillo ocre o
verde claro segin los callos.

Se ha comprobado que la multiplicacidén celular

en medio lfquido agitado era mds rdpida que la efectuada
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en medio gelosadoe
EJEMPIO 5

Rizogénesis de las pldntulag regeneradas

En este ejemplo, se ha comparado-~ la accidn
de las sustancias ANA y AIB sobre la fizogénesis de
plédntules procedentes de la cepa Averya E 27 cultiva-
da sobre el medio de base I que contiene el par A~-K co-

mo sustancia de crecimiento a la concentracidn de 5.10—'4
&L,

El medio rizogénico estaba constituido, por
une parte, por el medio de la base I definido anterior-
mente’ (ejemplo 1), por 30 g de sacarosa por litro de me
dio y 6 g de agar y contenia, por otra parte, el ANA o
el AIB a las concentraciones indicadas en la tabla ¥I
siguiente, en la cual estdn recogidos los resultados
obtenidos después de tres semanas sobre uno de los ne— |
dios rizogénicos citados.

La sustancia de crecimiento B es activa a do
sis menores que la sustancia A y la formacién de ralces
normales, sobre todas las pldntulas, no es observable
mgs que a las concentraciones de 20 y 30/ug.

La sustaencia B utilizeda a las dosis indicadas
mds arriba permite, por consiguiente, obtener una rizogd
nesis mds rdpida y sobre un mayor ntmero de pldntulas.

EJEPIO 6
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Desarrollo en condiciones no egtdriles - cul-

tivo en tiestos

Las pldntulas colocadas en tiestos en egte

ejemplo han sido tomadag de las cepas Val de cebada y
Averya E 27, cuyos callos cultivados segun el invento han
sido puestos en condiciones no morfogéneticas durante una

decena de trasplantes sucesivos y luego inducidos a rege-

nerarse.
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TABLA VI

Numero de plantas enriazadas/nimero de plantas probadas

Observacidn a las tres semanas

10

15

20

25

5 te( Pieza de cultivo Estufa Total
Sube.Cce 232C 158C
Tipo de racies N E N E \ N B
Testigo 1/6 1/6 2/12
Sugtancia de|Concen-
crecimiento |tracidén
en ug/l
A 10 3/5 /7 7/12 | 5/12
B 10 5/5% 4/7 4/12 | 5/12
A 20 ‘ 1/6 0/6 1/12
B 20 5/6 ' 5/6 10/12
A 30 [ 2/6 6/6| 8/12
B 30 5/6 5/7 10/13
A 40 2/6 1/6 3/6 ‘5/12 1/12~
B 40 1/6 3/6 3/6 4/12 | 3/12
A 50 4/6 3/6 | 7/12
B 50 3/6 3/6 6/12
60 2/6 2/6 0/6 2/12 2/12
B 60 2/5 1/5 3/6 5/11 | 1/11
N = ralces normales
E = raices gruesas
A = ANA
B = AIB

25,6475 -50 =
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Los tiestos han sido colocados, en primer lugar,
en un mini-invernadero con 18 horas de iluminacidn; en
une gemana aproximadamente se ha pasado de la atmdésfera
saturada del invernadero al grado higrométrico exterior
levantando progresivamente la cublerta del invernadero.

Una vez que las plantas han resultado bastante
vigorosas, se han efectuado los recuentos cromosémicos
después de la fijacidén y coloracidn segun un procedimien
$0 cldsico conocido por el especialista. Cada planta Po
ha mostrado un numero normal de cromosomas 2n = 1d.

Se ha observado que el crecimiento de las plan
tag Po en las condiciones de invernadero o de laburatorio
era mds rdpido que el de los testigos cultivados simultd-
neamente. En cada uno de los casos, el "cogollo" ge ha

formado poco o no se ha formado y, en condicidn de tempe

rature demasiado elevada, la emigracidén ha sido casi in-
mediata. El bohordo floral se ha desarrollado. E1l tamafio
y la altura total de la planta eran inferiores a los de
los individuos cultivados normalmente en el exterior.

Asl, en las plantas Po de la variedad Val de
cebada, se han comprobado tres modalidades de desarrollo
ligadas & un periodo fresco, mds o menos largo, relative
8 las diferentes estaciones; se indican a continuacidn
estas modalidades de desarrollo observadas:

1- Morfogénesis comparable a la del testigo
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Ta floracién ha sido inducida despuéds de for-
macién de un comienzo de cogollo. La autofecundaciotn,
asegurada por un saquito, ha dado una cogecha convenien
te de 200 semillas maduras aproximadamente.

o. Plantas inducidag 2 florecer en el momento

de la rizogénesis

A pesar del tamafio reducido de las hojas, el
bohordo floral se ha desarrollado y se ha producido una
recuperacidén de vigor paralelamente al crecimiento. lLa
floracién menos importante que 1a de los testigos ha
dado un nimero aprecilable de cemillas fértiles, al mis-

mo tiempo que de semillas egtériles.

3 -~ Plantag inducidas demgsiado pronto _a la

flopacidn, como las precedentes, pero

cuyo vigor permanece reducldo

En este caso, el nimero reducido de las in-
florescencias ha ido acompafiado de una esterilideé prig
ticamente total de las cabezuelas, y las semillas per-
menecen inmaduras 0 germinan en la cabezuele antes de
la desecacién del porta-semillas.

La cosecha de las semillas procedentes.de las
plantas Po ha tenido lugar despuds de la desecacién del
porta-gemillas. Los resultados observados estdn consige

nados en la tablae VII gsiguiente.
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TABLA VII

Cosecha de las semillas

-5 . | Poy nt Nimero de Nmero de semillas Semillas fértiles
o de planta | cabezuelas Fértiles|Estérilesi Total MO. medio | Indice
por inflo
rescencia
25 12 59 (65 129 4,91 0,45
, (5 enm
10 27 13 48 152 200 3,69 0,24
24 18 57 157 214 8,72 0,36
26 20 94 (112 | 233 4470 0,40
' 27gm
28 29 177 (14 210 9,31 0,84
(19gm
15 4 40 118 198 316 2,95 0,37
9411 46 214 441 | 655 4,60 0,32
22 46 24 421 | 445 0,452 0,053
19 152 6 890 896 0,03 0,006
20 52 10 262 - - 6,55 #1,00
4 11 355 - - 8,65 #1,00
25
25,6475 - 53 -
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gm: germinadas en la cabezuela

ngn y 11" corresponden a la cosecha "precoz"
y "tardla" de una misma planta.

Para esta muestra de individuos, las plantas
regeneradas son significativamente menos fértiles que
los testigos. Hay que sefialar, ademds, la variabilidad
del nimero de cabezuelas en las diferentes plantas culti
vadas en condiciones andlogas. Este conjunto de resulta-
dos muestra la presencia de una respuesta diferente al
entorno, a la vez para las plantas regeneradas Po y fren
te a los testigos.

Ademds, la esterilidad mds o menos fuerte debi
da, por una parte, a la falta de vigor de la planta y,
por otra parte, a la necesidad de una fuerte iluminacidn,
muestra la importancia energética exigida en esta'etapa
para la realizacién de la floracién y la maduracida de
las semillas. .

Ias semillas procedentes de cada planta regeng
rada Po representan la'kggeneracién de plantas Plz la au-
tofecundacibén de los individuos Pl ha dado la generacién
P2 1 a P4 han sido estudiadas y las
observaciones anotadas han sido tratadas estadlsticamen-
te segin el método citado por DAGNELLE P1Z560ria y méto-
dos estadisticos (2 vol.) Presses Agronomigues de Gembloux
Ed, J. Duculot - 1919/, especialmente por andlisis de la

. Las generaciones P
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variencia con dos criterios de clasificacidén con repg
ticién, modelo cruzado y muestra de igual efectivo, |
por la prueba de SNEDECOR citada por Dagndlie y por el
nétodo del "new range test" de DUNCAN citado antefiqg
5 . . meute.
Se ha comprobado en la generacidn Pl que una
familia de plantas tenfa pocos cogollos con relacidén
o la planta testigo; las hojas estaban dispuestas en
"progeta’, eran mates, de aspecto aterciopelado, pocc
10 cortadas; no estaban ni gofradas, ni avejigadas, 1o
que da al conjunto del vegetal la apariencia de estar
tgplanado" (a). | .

En la generacién P2 se han observado de nue-

vo descendencias homogéneas variantes por comparacidn
15 con el testigo.

Ademds, se ha comprobado la aparicién da fa
milias cuye coloracidén era particular y no segregald
en el conjunto de las plantas analizadas. Se han obse;
vado especialmente plantas que presentan hojas ventrales muy

20 claras y nervios verde oscuro (o) y otras de un tono
homogéneo més pdlido y dorado que el testigo y que se

han denominado wpubiag" (b).
Se han observado igualmente diferencias entre

‘ los testigos y las plantas Pl en lo gque concierne al
.28 . atmero de hojas del coégollo, el pesc de la meteria ver
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de, el nimero de hojas de los brotes axilares desarrolla
dos, el nimero de brotes axilares desarrollados, la lon-
gitud y la anchura de la hoja més ancha,

Las particularidades observadas para las plan-
tas (a),(b), (c) en la generacién P2 presentaban las mig
mas caracteristicas en la generacidn P3 procedente de la
autofecundacidén de uno de los representantes tomados al
azar en cada familia. '

TLas familias P3 anotadas a, b, ¢ asi comec el
testigo t cuyos fenotipos son muy distintos, han sido
elegidas para estudiar la transmisién de su cardcter en
cruce segun la técnice de hibridacidn. 7

El andlisis dialélico ha mostrado que el parien
e "a" posee el cardcter "hoja aplanada" y que lo trans-
mitla preferentemente por via materna. Diferentes nive-
les de expresidn de este cardcter se han manifesieds en
funcidn del compailero elegido; se puede considerar que
todo sucede como si hubiera una “"aceptacidn" mds o0 menos
buena del citoplasma del pariente "a" por los diferentes
granos de polen, _

Por andlisis de la superficie foliar, se ha
comprobado que cade pariente, aunque cruzado con un geno
tipo, iségeno, transmite por cruce un "vigor" tanto por
via paterna como materna y cualquiera gue sea el compam

flero considerado.
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Un andlisis detallado ha mostrado sin embargo
que la intensidad de este efecto muy particular " de Vi
gor" es muy especifico de los compafileros y del sentido
da cruce. Se subrayard que la caracteristica esencial ¥
ventajosa del invento es que se obtiene por cruce sobre
una planta homocigética plantas mds vigorosas.

EJEMPIO T

1) Cultivo de tejidos in vitro

En este ejemplo se han puesto en cultivo in vi-
fro los tejidos que resultan de la germinacién de semilla
de una planta madre unica de trigo, variedad César

El medio de cultivo utilizado tenfa la cemposi
c¢ién siguiente

A) medi. se base

- microelementos y macroelementos de MILLER
- Vitaminas de FUJII (x1)

glicina 2.107° ke/l

Fe EDTA 107 I

Agar 1%

Sacarosa 12%

B) Sustancia de crecimiento

2,4 D 2,100 kg/1
Con tal medio se ha obtenido una prolifere-

pidn celular y en un mes aproximadamente, los callos eran
guficientemente importantes para ser tragplantadod.



2) morfogénesis de los callos

‘Los callos obtenidos anteriormente han sido co

locados en el medio morfogénico constituide por el medio

de base citado, pero con un contenido en sacarosa de 2%

5 ¥ por &cido indolacético (10™°) como sustancia de creci-
miento, estando suprimido el 2,4 D.

3) Colocacidn en tiestos

Se han puesto las plantas en tiestos, mantenién -
 dolas en primer lugar en las condiciones de entorno uti
16 - -  lizadas en la fase de cultivo morfogénico y poniéndolas
progresivamente en las condiciones normales (cultivo en
el exterior). . '
Entre las plantas puestas en tiestos, cierto
nimero mostraban caracteristicas de variantes, especial~ -
-15;;, ", mente al nivel del vigor y del rendimiento.,
N Es bien evidente que se pueden introducir‘modi'°
" ficaciones al alcance del especialista en el procedimien

to segln el invento, sin salir por ello del marco de éste.j'

20

25
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TABLA III

Coloracién de los callos: Tipo de diferenciacién

—~ :§ ml \}yy
WVerde intenso ﬁ'f e

2%;;§'Verde claro e o peen
7
z//é/( 'Verde opalescente ¢ ® @ ﬁ 4

Hojas anormales o "foliolos"

Amarillo

:";‘;-,._;..: Beige @V V
Y *{Ocre % @ .

. Plantas neoformadas con hojas
grandes o "filiformes"

Necrosado

" Observacidn al
- cabo de © semanas CALLOS PRIMARIOS -~ AVERYA E 279

—
&

N 8888
B
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Observacidn

al cabo de

" - una semana
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La presente solicitud, que corresponde a la
presentada en Francia, el 20 de Junio de 1974, bajo el
Ne 7421,535, se acoge a los beneficios del Articulo 51

del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

— REIVINDICACIONES -

10 Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

l4.- Procedimiento para la obtencién de varian

15 - tes de plantas que presentan caracteristicas mejoradas,
caracterizado porque comprende las etapas siguientes:
colocar y cultivar, en un medio nutricio sintético no

,morfogénico, los tejidos que resultan de la germinacidn
de granos de una planta madre Gnica, estando constituido

20 e - dicho medio de cultivo, por una parte, por un medio de

T base formado de sales minerales, vitaminas, hierro y sa
carosa y, por otra parte, por sustancias de crecimiento
en cantidad suficiente para asegurar la formacidn de callos:
transplantar los callos asi formados a un medio morfogé

25 nico constituido por el medio de base citado, cuyo conte
nido en sacarosa es diferente, y por sustarncias de ¢reci
miento; poner las plantas asi obtenidas en tiestos,

228,~ Procedimiento segiin la reivindicacién 1,
caracterizado porque la planta madre inica es uﬁa planta

30
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agrondmica elegida entre el trigo, la sojea, la colza,
la cebada y el maiz.

38,- Procedimiento seglin la reivindicacién 18,
caracterizado porque la planta madre Unica es una plan
ta horticola elegida entre las lechugas, las judias y
los guisantes.

a8,~ Procedimiento segin la reivindicecién 18,
caracterizado porque las semillas son germinadas en
oondiciones estériles y el cultivo en dichos medios se
realiza en condiciones estériles.

58,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 14,

caracterizado porque la germinacién tiene lugar a una

. temperatura comprendida entre 20 y 232C.

64,- Prooediniento segun la reivindicacidn 18,
oarecterizado porque la germinacidén tiene luger en la
vscurided o a la luz del dfa c¢on aproximademente 8 a 12

“horas de iluminacidn,

78,~ Procedimiento segin la reivindiocaocidn 14,

‘cargcterizado porque el medio de base contiene el hierro

en la forma de quelato.
g8 ,~ Procedimiento segun le reivindiocacldén 78,

caracterizado porque el agents formador de quelato es

el dcido etileno~diamina~tetracético.
98,~ Procedimiento segun lo reivindicmeidn 18,
saracterizado porque el cultivo en dicho medio nutrleio
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sintdtico se realiza a una temperatura comprendida en-
tre aproximadamente 18 y 239C con duraciones de ilumie-
nacidén de O a 18 h.

108.-~ Procedimiento segun la reivindicacidn
12, caracterizado porgque dicho medio natricio contie~
ne ademds una sustancia gelificante, tal como el agar.

118,.- Frocedimiento segun la reivindicacidn

10#,. caracterizado porque el pi de dicho medio estd

comprendido entre 5,7 ¥y 6,5.

128,~ Yrocedimiento segin la reivindicacidn
18, caracterizado porque los callos son mantenidos en
condiciones no morfogénicas durante un minimo de 2 &

3 trasplantes sucesivos antes del trasplante al medio

morfogénico,

138,- Procedimiento segin la reivindicacidn
18, caracterizado vorque el pH del medio morfdégenico
egtd comprendido entre 5,7 ¥ 6,5.

148, Procedimiento para la obtencidn de
plentas que presentan caracteristicas mejoradas, carag
terizado porque consiste en: plantar y cultivar, en un
medio nutricio sintdtico o no morfogénico, los tejidos
qua resultan de la germinacidn de semillas de una plan
te madre Ynica, estando constitufdo dicho medio du cul
tivo, por una parte, por un medio de base formado por

pales fiinerales, vitamlnas, hierro, sacarosa y, por
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otra parte, por sustancias de crecimiento en cantidad
suficiente para asegurar la formacidén de callos; tras
plantar los callos asi formados a un medio morfogéni-
co constituldo por el medio de base mencionado cuyo
contonido en sacarosa es diferente, y suctancias de
crecimiento; poner las plantas asi obtenidas en tiestos;
multiplicar las plantas asi obtenidas por via sexuada.
158,- Procedimiento segin la reivindicacién

18, caracterizado porque la planta madre unica es la

lechuga y porque las sales minerales conteénidas en di-

cho medio de base estédn constituidaé por macroelementos
y microelementos, siendo log macroelementos los nitra-
tos de potasio y de amonio, el sulfato de magnesio, el
cloruro de calecio y el fosfuto monopotdsico, siendo elg
gidog los microclementos entre los sulfatos de manganeso,
de cinz, y de cobre, el yoduro de potasioy el dcido bdri
co, el cloruro de calcio, el dxido doble de molibdeno y
de podio, el cloruro de aluminio y el clorurc de niquel.

7 - 168,- Procedimiento segin la reivindicacidn
158, oaracterizado porque las sules minerales son los ma
oroelementos y los microelementos de LURASHIGE ET SKOOG.

178,= Procedimiento segint la reivindicacién '

158, careoterizado porque lus sules minerales son los
macroelémentos de nURABHIGE it UhOOG y los wicroelementos
de HELLER.

- 64 -



10

25

2546475

188.~ Procedimiento segun la reivindicacidn
158, caracterizado porcue el hierro contenido en el
medio de base es quelatado por el dciuo etilendiamine~
tetraacético y porque la cantidad de hierro guelatada
expresada en hierro es de aproximadamente 5,6 mg/l.

198,- Procedimionto segun la reivindicacidn
158, caracterizado por.ue las sustancias de crecimiento
se eligen entre ¢l dcido alfa-naftalénacético y la
G=furfurilamino-purina, y porjue la concentracidén de
cade sustancia de crecimiento presente en dicho medio
nutricio es inferior o igual a aproximadamente 1 mg/l
de medio nutricio

208,~ FProcedimiento segun la reivindicacidn
18, caracterizado porque la plante madre unice es la
lechuge y porque los czllow obtenidos en la primers
etapa del prodedimiento gon traspluntados & un primedio
maedio morfogénico que contiene una suztancia de créci-
miento que induce la rvrmacidn de pldntulas y porque
las pldntulas formadas son trasplantadas a continuacidn
a un segundo nedio morfogénico gue contiene una sustan-
¢ia de crecimiento -.ue induce la Trormacidn de las raices,
llamado medio rizogénico.

218, Procedimiento sepun la reivindicaeldn
208, caracterizedo por:ue dlcho mealo rizogénico eutd
formade por el meuio de vase tel como se ha definido en
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la reivindicacidén 12, de sacarosa a razén de aproximada
mente 20 a 35 g, especiulmente 30 g por litro, y por
una sustancia de crecimiento eleglda entre el decido
alfa~naftalénacético y el dcido alfa-indolbutirico.
| 228,~ Procedimiento segin la reivindicacién

208, caracterizado porgue el cultivo en medio rizogéni-
lco se realiza a una temperatura comprendida entre apro-
ximademente 5 y 209C, especialmente 152C, dirante apro-
ximadamente 7 a 21 dias con aproximadamente 8 horas de
iluminacidn.

238,- Procedimiento segun la reivindicacidn
158, carecterizado porgue dicho medio mitricio en un me
dio 1fquido que contiene, ademds, hidrolizedo de casei-
na y leche de coco, estando .comprendido el pH del medio
liquido entre 5,5 ¥ 0,5.

248,~ Procedimiento segin la reivindicacidn
218, caracterizado porque la concentracidn en sustancia
de crecimiento en dicho meaio rizogénico es inferior a
0,1 mg/l.

250,~ Procedimiento segun la reivindicacidn
18, caracterizado porque la planta madre Unica es el tpi
go y porque el medio de base estd constituido por los
macroelementos y microclementos de nILLER, vitauwlnes de
FUJII, glicina, hierro quelatudo por el deido etiléntia

minotetraacdtico, agar, sacirosa, Yy porgue la sustancia
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de crecimiciuto es el deido 2,4-dicloro-fenoxiacdtico,

262,~ Procedimicnto segun la reivindicacién
258, caracterizado por:ue el medio moriogénico estd
constituido por el medio de base segun la reivindica-
cidn 252 con un contenidd inferior en sacarosa y porgue
1¢ sustezneia de crecimiento es el deido alfa-indolacé-
ticoe

278,~ rroceuimiento se un la reivindicacidn
18, caracterizauo porgue la planta madre Unica es la so

ja y porque el medio nutricio sintético estd constitul-

do por

a) liedio de bage
hacroclementos de GALBORG 100 ml/1
liicroelementos de Guil30RG 1l nl/l
Fe=isTA 10 ml/1
Vituinas de 1.0:8LL 2 ml/1
sacarosa 20 g/1
Agar 1 g/l

b) Sustuncia ue creciumiento
2,4 D 1076 ke/1
BA 2,207 xg/1

PH del medio 5,8
288,~ Frocedimiento segpun la reivindicaocién
18, caracterizado porque lu plunta madre inica es un Fl
de dgscendaencia homocigdtica de los hibridos de nalz



Lohe T ..y porque el medio nutricio sintético estd constituido:
a) Por .un medio de base que contiene los microg

"1 lementos y méacroelementos de LILLER,

Sacarosa 30 g/1

Hierro EDTA ' 5,107 ke/l

Vitaminas de FUJIL 1 ml/1

y b) por sustancias de crecimiento

2,4 D 5,107° ke/1

ATA ' 5.10“7 kg/1
L Kinetina 1077 kg/l.
R 298 .o FROCIDILIERTO PARA T4 CBILNCION DE VA= .~ : -
©'. ' RIANTES DE PLANTAS QUE PREGEHPAN CARACTERISTICAS IE Jo-;;

. RADAS.
' Tal y como se ha descfito'en la Memorie qué 3
antecede, representando en los dibujos que. se pcompaiian .
"4’y con los fines que se han especificado. 7 ‘
"{lrr. Este i.emoriz consta de sesenta ¥ ocho hojas

" ggoritas a mdguina por una sola cara.
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