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El cultivo de tejidos permite la propagaci6n clonal r~pida de un gran 

ndmero de plntulas en un periodo breve y la conservaci6n de germoplasma, 

bajo condiciones controladas, en espacios pequefios y con poca mano de obra. 

En este documento se describen las ventajas, las metodologias y los
 

materiales usados en cultivo de tejidos que se emplean en el Centro
 

Internacional de la Papa (CIP) y se analizan las t~cnicas de aislaniento de
 

meristemas, la micropropagaci6n y el almacenamiento a largo plazo.
 

La batata (Ipomoea batatas (L.) Lam.) esti considerada en el s~timo puesto
 

en las estadisticas de FAQ (1978) como cultivo alimenticio en al mundo.
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1 VENTAJAS DE LA TECNICA DV CULTIVO DE TEJIDOS
 

El CIP mantiene una colecci6n de germoplasma de batata de mis de 5000
 

entradas. Su mantenimiento clonal en el campo es muy costoso y ademds
 

existe un riesgo de p~rdida por enfermedades infecciosas o condiciones
 

cliimticas dsfavorabl-s. Por eso, su mantenimiento in vitro ofrece las
 

siguientes ventajas:
 

- menores costos de mano de obra,
 

- ausencia de infecciones de campo,
 

- protecci6n contra condiciones ambientales desfavorables,
 

- acceso oportuno al material en conservaci6n,
 

- acceso oportuno al material para eliminaci6n de pat6genos,
 

- disponibilidad permanente de material para propagaci6n
 

y exportaci6n (cuando estd libre de pat6genos).
 

En el. CIP hasta la fecha, se mantienen in vitro 2 800 entradas de la
 

colecci6n de germoplasma de batata.
 

la especie I. batatas (L.) Lam. es conocida en diversas partes del mundo
 

con diferentes nombres comunes, tales como batata, batata doce, boniato,
 

camote, cuma2 y sweet potato.
 

En el presente texto, al nominar a I. batatas, se utilizard el t4rmino de
 

batata.
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2 INTRODUCCiON DE MATERIAL IN VIVO A IN VITRO
 

La planta madre in vivo debe ser proveniente de invernadero, tener entre
 

uno a dos meses de edad, poseer 6ptimas condiciones de sanidad, y no tener
 

yemas laterales muy brotadas (en todo caso no deben ser incluidas). En la
 

planta madre se cortan los tallos y se eliminan las hojas dejando un pedazo
 

de peciolo cubriendo !as yemas; los tallos se cortan en segmentos, de 2 a 3
 

cm de longitud, cada uno con una yema axilar y una porci6n de entrenudo
 

detr~s de la yema, para manipularla f~cilmente. Antes de enviarlos al
 

laboLatorio in vitro, estos segmentos de tallo son tratados con un
 

acaricida de amplio espectro (que destruya los diferentes estadios de
 

-. dcaros) Morestan-Bayer (Chinometonat) al 0,5 %,
'esarrollo de los como 


durante 10 minutos. Ltego, se elimina el acaricida lavando los Segmentos de
 

tallo con agua corriente y depositdndolos en un envase limpio que se tapa
 

con un plato de petri hasta que se empiece el proceso de desinfecci6n
 

superficial.
 

Para la desinfecci6n superficial de los segmentos de tallo se elimina el
 

agua corriente del vaso, se agrega alcohol de 96% y se les deja en 6l por
 

dos segundos; se elimina el alcohol y se agrega inmediatamente una soluci6n
 

de hipoclorito de calcio de 2,5 % (llevado a pH 8 con HC1). Tambi~n se 

puede utilizar hipoclorito de sodio o lejia. De ser posible, agregar unas 

gotas de un agente dispersante-adherente como Tween 20 6 80 (4 gotas/L de 

soluci61,). Se lleva el vaso a la c~mara de transferencia de flujo laminar,
 

donde despu~s de 15 minutos, bajo condiciones as~pticas, se elimina el
 

hipoclorito y se lava tres veces con agua est~ril; despuds del 61timo
 

lavado, para aminorar la fenolizaci6n de los explantes, se dejan 6stos
 

sumergidos en soluci6n est6ril de icido asc6rbico 100 ppm hasta el momento
 

de la escisi6n.
 

En estas condiciones se procede a realizar la escisi6n de yemas eliminando
 

el mayor ndmero de hojuelas y primordios foliares, de tal manera que las
 

porciones escindidas sean lo mis pequefias posibles.
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Se considera 0,6 mm un tamafio 6ptimo, pero el tamafio del explante puede ser
 

mayor si no se cuenta con facilidades para la excis16n (por ejemplo:
 

microscopio estereosc6pico).
 

Las yemas son sembradas en el medio de cultivo MHB-I y se mantienen en ella
 

por un periodo de 15 dias. Luego, se transfieren al medio MMB-II, donde se
 

desarrollan como plintulas en un periodo que varia entre 30 y 60 dias. A!
 

cabo de este tiempo, se puede propagar por nudos indivi'.iales en el medio
 

MPB.
 

Para la primera etapa de propagaci6n se utilizan tubos de 16 x 125 mm y
 

para la segunda, tubos de 18 x 150 6 25 x 150 mm.
 

Debido a que en estos casos se usan porciones meristem~ticas mayores de 0,6
 

mm, es probable que en algdn material se presente contamlnaci6n con
 

bacterias sapr6fitas principalmente. Dado el caso se puede proceder de
 

dos maneras:
 

1 	 Si se tiene un microscopio estereosc6pico, proceder a escindir
 

meristemas entre 0,4 mm a 0,6 mm y a sembrarlos en el wedio de
 

introducci6n (MMB-I), haciendo transferencias semanales al medio
 

MMB-II.
 

2 	 Se puede tratar de erradicar la: bacterias o levaduras mediante el
 

uso de antibi6ticos que se pueden incorporar al medio. En caso de
 

bacterias se recomienda usar Rifampicina (Rimactin 300 CIBA) a
 

una concentraci6n de 40 ppm.
 

La Rifampicina en soluci6n concentrada (12 COO ppm) y esterilizada
 

por filtraci6n, se coloca en pequefios cuadrados de papel filtro
 

est~ril (5 x 5 mm), los cuales se dejan secar en la cdmara de
 

flujo laminar; se colocan aproximadamenate 0,03cm 3 de soluci6n
 

concentrada por cada cuadrado de papel.
 

6
 



Se recomienda no utilizarlos despu6s de siete dias de haberlos
 

preparado, ya que pierden progresivamene su eficacia.
 

Este trabajo debe realizarse bajo condiciones de asepsia. Los
 

cuadrados de papel son introducidos en el medio de cultivo juntG a
 

la yema sembrada, y 6sta debe ser transferida a medio fresco con
 

otro papel-antibi6tico cada 3 a 5 dias. Tambi6n se pueden usar
 

otros antibi6ticos como Cefoxitina (Mefoxin Merck) en dosis de 500
 

ppm.
 

En el caso de que la contaminaci6n ;3ea por levaduras, se
 

recomienda usar Amphotericin B en dosis de 0,25 ppm a 0,5 ppm,
 

siguiendo en todos los casos el mismo sistema del papel de filtro.
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3 AISLAMIENTO Y CLTIVO DE MXRISTEMAS
 

El meristema es un tejido compuesto por c~lulas en divisi6n y constituye el
 

punto activo de crecimiento de las yemas. El domo de ia yema contiene las
 

celulas meristemAticas y estA rodeada por primordios foliares y hojas
 

primarias. Las c6lulas del meristema se dividen y forman los nuevos
 

tejidos. La nutrici6n de la secci6n disectada es proporclonada por el
 

medio artificial.
 

El aislamiento de la zona meristemitica en condiciones as~pticas y su
 

cuiltivo en un medio nutritivo adecuado pcrwite el desarrollo de plantulas,
 

siguiendo un patr6n de diferenciaci6n rimilar al del que presenta una
 

planta normal.
 

La disecci6n as~ptiza del meristema es un proceso delicado que exige
 

pr~ctica y se realiza principalmente con el objeto de erradicar virus. La
 

sucuencia de la disecci6n se muestra fotogrificamente (Figura 1) y es
 

llevada a cabo como sigue:
 

Se cortan los tallos de la plenta en segmentos conteniendo cada uno un nudo
 

con su yema axilar, este material se desinfecta con Mbrestan (Bayer) e
 

hipoclorito de sodio, de igual forma como se realiza para la introducci6n
 

de material "in vitro" (ver pig. 5).
 

Despues de enjuagar el material con agua destilada est6ril, bajo un
 

microscopio de disecci6n y con la ayuda de una aguja 6 estilete, se
 

eliminan las hojas que rodean el punto de crecimiento hasta que quede
 

s6lamente la c6pula de la yema y dos o tres primordios foliares.
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La cipula con los primcrdios foliaves son disectados con un bisturi Y
 

transferidos al medio de cultivo MMB-I. El meristema disectado es
 

transferido semanalmente a medio fresco MMB-II, en este medio al cabo de 6
 

a 8 semanas el meristema se diferencia en pldntula. Estas pldntulas son
 

subcultivadas en el inedio de propagaci6n (ver secc16n 6: Medios de
 

cultivo).
 

Termoterapia: En el CIP, previamente a la escisi6n de meristemas, las
 

plantas se someten durante un mes a termoterapia de 380 C por dieciseis
 

horas y 320 C por ocho horas bajo luz constante. Este tratamiento a alta
 

temperatura ha aumentado la eficiencia en el proceso de producc16n de
 

material libre de virus.
 

Despues de la termoterapia, para la esclsi6n de meristemas, se puede
 

utilizar indistintamente yemas axilares o apicales.
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Figura 1. Secuencia fotogrdfica de la disecci6n meristem~tica:
 

A: Yema apical aislada y desinfestada. 

B: Estado de la disecci6n donde las hojas primarias han sido 

extraidas. 

C: Meristema con dos primordios foliares. 
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4 MICROPROPAGACION
 

El objetivo de la micropropagaci6n es obtener un gran ndmero de plantas
 

clonales en un periodo corto. En el CIP se siguen los siguientes m6todos:
 

Propagaci6n por nudos. Se basa en que el nudo de una pldntula in vitro
 

colocado en un medio de cultivo apropiado induce el desarrollo de la yema
 

axilar del nudo obteni~ndose como resultado una nueva pl~ntula in vitro.
 

Es importante notar que este tipo de propagaci6n se basa en el desarrollo
 

de la yema axilar que es una estructura morfol6gica ya existente. La
 

condici6n nutricional-hormonal del medio simplemente juega un papel en la
 

ruptura del reposo de la yema axilar y promueve su rdpido desarrollo. Se
 

usa el medio de propagaci6n descrito e:' la secci6n 6.
 

Es importante tener mucho cuidado de no permitir la formaci6n de callos y 

regeneraci6n de pldntulas, porque esto tiende a afectar la E3tabilidad 

gen~tica del genotipo. 

Las pldntulas se desarrollan bajo condiciones de dias largos (16 horas ie
 

luz a 45 uE/m 2 /seg 2 6 3000 lux) y con temperaturas de 25 °C a 28 °C. Bajo
 

estas condiciones los niveles de micropropagaci6n son ripidos y cada nudo
 

se desarrollard como una plintula que logra alcanzar todo el largo del tubo
 

de prueba y estd lista para el subcultivo despu~s de seis semanas. (Figuras
 

2 y 3)
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IMIR
 

Figura 2
 

Plintula en desarrollo a partir
 

de un nudo \. V 


Figura 3
 

Secuencia del desarrollo "in-vitro,'
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Las pldntulas in vitro de batata producidas en esta forma son ficilmente 

transferidas a condiciones in vivo, ya sea a pequefias macetas o 

directamente a camas en el campo. (Figura 4) 

Propagaci6n por segmentos de tallo en medio liquido. De igual manera que
 

con la papa, es posible micropropagar batata en envases o frascos por medio
 

de cultiv liquido (Figura 5). Para ello, se preparan segmentos de tallo
 

que tengan 5 a 8 nudos y se remueven tanto el ipice como las raices de la
 

pldntula por propagar. Estos segmentos son sembrados en un medio liquido
 

que contiene dcido gibber~lico para romper el reposo de todas la yemas
 

axilares a lo largo del segmento de tallo. Los nudos brotan y entre 3 a 4
 

semanas se desarrollan en nuevas plAntulas que pueden ser usadas como
 

material inicial para la propagaci6n por nudos simples o, nuevamente, por
 

medio de segmentos de tallo en medio liquido, dependiendo de las
 

necesidades del programa. Someter los cultivos a agitaci6n puede acelerar y
 

favorecer el desarrollo de las nuevas plintulas, aunque esto no es
 

imprescindible.
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Figura 4 Plntula despu6s de haber sido transferida a compost:
 

a. 	compost en envase de fabricaci6n casera (papel
 

peri6dico)
 

b. 	compost en envase de fabricaci6n comercial (jiffy 7)
 

Figura 5 Cultivo en medio liquido para propagaci6n rapida.
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5 CONSERVACION A LARGO PLAZO
 

La conservaci6n a largo plazo es doblemente importante, para la propagaci6n
 

y para la conservaci6n. En un cultivo propagado clonalmente es importante
 

que cada propigulo no sufra alteraciones gen~ticas, no importa que 6stas
 

sean pequefias, ya que se pueden acumular en el cultivo de una generaci6n a
 

la otra y pueden originar cambios mayores que afectarian la uniformidad y
 

la producci6n.
 

En el caso de conservaci6n de clones de germoplasma, es vital hacer un
 

anilisis detal]ado de la estabilidad gen6tica del cultivo. El
 

almacenamiento clonal de germoplasma incluye el mantenimiento de
 

combinaciones especificas de genes (genotipos). Si una pldntula sale de
 

almacenamiento con una combinaci6n gen~tUca diferente, la validez del
 

m~todo de almacenamiento debe ser cuestionada. La habilidad para detectar
 

cambios gen~ticos durante la propagaci6n y el mantenimiento dependen de los
 

m~todos usados para ello.
 

En muchas colecciones de germoplasma se evaldan los genotipos almacenados
 

rutinariamente en base a las caracteristicas morfol6gicas de las pldntulas
 

cuando 6stas crecen bajo condiciones controladas. Si las plantas muestran
 

caracteres morfol6gicos diferentes, por ejemplo, la forma de hoja, el color
 

de las raices reservantes, etc, es evidente que algdn cambio gen~tico ha
 

ocurrido. Sin embargo, un cambio en un gen, como por ejemplo, de
 

resistencia a virus, no podria ser detectado por observaci6n de cambios
 

morfol6gicos.
 

Se estin usando m6todos bioquimicos, tanto en papa como en batata, para
 

estudiar la estabilidad gen6tica. Estos son los an~lisis de patrones de
 

proteinas solubles e isoenzimas. A pesar de que estos son m6todos
 

a)tamente efectivos para determinar la variaci6n en productos de genes, no
 

se logra determinar con ellos directamente, cambios en los genes.
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Nuevos mdtodos, como el anilisis del polimorfismo por fragmentos de
 

restricci6n (RFLP) estin siendo usados como vias mds sensitivas para
 

determinar cambios gen6ticos. Es importante que los bancos de germoplasma
 

y programas de semillas usen los m~todos de mayor sensibilidad para 

determinar la fidelidad gendtica de sus sistemas de propagaci6n y 

almacenamiento. 

Medios restrictivos del crecimiento. En muchos afios de investigaci6n, se
 

ha logrado el desarrollo de medios de propagaci6n para batata para
 

optimizar el crecimiento rdpido in vitro. Pero en el caso de la
 

conservaci6n, el objetivo es limitar el crecimiento a un minimo,
 

manteniendo la viabilidad de los cultivos. Por este medio es posible
 

maximizar el tiempo entre transferencias (subcultivos) de las plntulas in
 

vitro. En el CIP, por ejemplo, las transferencias del material de batata
 

en conservacion se realizan una vez cada afio para la mayoria de clones y en
 

algunos casos solo una vez cada afio y medio.
 

Los experimentos que se realizan en laboratorio, tendientes a limitar el
 

crecimiento in vitro de la batata, se basan en el uso de retardantes
 

hormonales del crecimiento, por ejemplo, el ABA (icido abscisico),
 

inhibidores del crecimiento como el B995, el CCC (cloruro de clorocolina),
 

o regu.ikdores osm6ticos, con la adici6n de azficares poco asimilables, tales
 

como el manitol o el sorbitol.
 

La dificultad en este tipo de estudios es que diferentes genotipos van a
 

reaccionar en forma distinta bajo estas condiciones. Cuando una colecci6n
 

de germoplasma tiene que ser mantenida in vitro, el objetivo de los
 

estudios debe de ser el 
 desarrollo de un medio de conservaci6n
 

suficientemente amplio para aplicarlo a un gran ndmero de genotipos.
 

El medio de alwacenamiento no debe permitir la inducci6n de callos pues
 

6stos pueden producir alteraciones gen~ticas.
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Muchos medios de almacenamiento han sido reportados para batata. En el CIP
 

actualmente, se estA usando el medio descrito en el Apendice 6.
 

Restrici6n de temperatura para almacenamiento. El grado de crecimiento de
 

plintulas in vitro puede ser restringido reduciendG la temperatura de
 

incubaci6n. Una temperatura adecuada para lograr un buen crecimiento in
 

vitro de la batata estd entre 280C y 30°C; si la temperatura es de 80C, el
 

tiempo de supervivencia es menos de un mes. Para los genotipos estudiados
 

hasta la fecha la temperatura 6ptima seria de 150 C, pero 6sto necesita
 

confirmaci6n.
 

Como en el caso de otros cultivos mantenidos in vitro, por ejemplo yuca,
 

papa, etc., es posible aplicar tanto la temperatura ms baja como los
 

retardantes de crecimiento al mismo tiempo. El uso de estrds osm6tico y
 

baja temperatura (150C) es por ahora la mejor y menos costosa forma de
 

mantener una colecci6n de germoplasma de batata.
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6 MEDIOS DE CULTIVO
 

Los medios de cultivo utilizados para este trabajo estin basados en las
 

sales de Murashige-Skoog (1962) y en las de Gamborg B-5 (1968).
 

Kedio para introducci6n in vitro (4MB-I).
 

- Pantotenato de calcio 


- Acido gibberdlico 


- Acido asc6rbico 


- Nitrato de calcio 


- Putrescina HC1 


- L-Arginina 


- Agua de coco 


- Sacarosa 


- Agar 6 


- Phytagel/Gelrite 


2 ppm
 

20 ppm
 

100 ppm
 

100 ppm
 

20 ppm
 

100 ppm
 

1 %
 

5 %
 

0,7 x
 

0,25 %
 

Hedio para transferencia de meristemas o yemas (1MMB-II).
 

- Pantotenato de calcio 


- Acido gibber~lico 


- Acido asc6rbico 


- Nitrato de calcio 


- Putrescina HC1 


- L-Arginina 


- Sacarosa 


- Agar 6 


- Phytagel/Gelrite 


2 


15 


100 


100 


20 


100 


5 


0,7 


0,25 


18
 

ppm
 

ppm
 

ppm
 

ppm
 

ppm
 

ppm
 

%
 

%
 

%
 



Medio de propagaci6n (MPB).
 

- Pantotenat- de calcio 2 ppm
 

- Acido gibberdlico 10 ppm
 

- L-Arginina 100 ppm
 

- Acido asc6rbico 200 ppm
 

- Putrescina HCl 20 ppm
 

- Sacarosa 3 %
 

- Agar 6 0,8 %
 

- Phytagel/Gelrite 0,3 %
 

Kedio para conservaci6n (MCB).
 

- Glucosa 
 2
 

- Sorbitol 2 %
 

- Putrescina HCI 20 ppm
 

- Phytagel/Gelrite 0,4 %
 

Para todos los medios de cultivo se usa el pH = 5,8
 

Nota: 	 Estos medios de cultivo se han elaborado para lograr un desarrollo
 

uniforme para una colecci6n de germoplasma con un gran numero de
 

variedades.
 

Si se trabaja con pocas variedades, es recomendable utilizar medios
 

de cultivo simples, como las sales de Murashige y Skoog mis icido
 

gibber~lico y sacarosa s6lamente.
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