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Las plintulas de papa propagadas in vitro son as~pticas, se conservarn en un 
ambiente est6ril y crecen en un medio nutritivo sint6tico. La naturaleza as6ptica del 
material in vitro lo hace un m6todo ideal para el intercambio internacional de 
germoplasma ya que el riesgo de transmitir enfermedades fungosas y bacterianas es 
mfnimo. 

Este documento contiene infor.aci6n dirigida a quien recibe plintulas in vitro, 
sobre los procedimientos para su posterior micropropagaci6n o su transferencia a un 
substrato, no est6ril, de crecimiento. 
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TRANSPORTE DE PLANTULAS DE BATATA
 
PROPAGADAS IN VITRO
 

1.1 	 Embalaje. El material es embalado en un envase de poliestireno, dentro de 
una caja de cart6n. Cada caja contiene varios tubos de ensayo, en cada uno 
de los cuales se encuentran tres pl6ntulas bien desarrolladas. Se agrega al 
medio una cantidad extra de agar para prevenir daflos por el movimiento 
durante el viaje (Figura 1). 
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Figura 1 

Los tubos de ensayo ilevan tapas plAsticas y van sellados con parafilm para 
evitar 	el ingreso de contaminantes, asf como para evitar la p6rdida de agua 
de. medio de cultivo. 

1.2 	 Embarque. Siempre que sea posible, las pl]ntulas in vitro deen ser 
transportadas en mano para asegurar un transporte r6pido. Cuando 6sto no 
sea posible, el transporte a6reo es generalmente el mis rApido. Las plintulas 
in vitro pueden sobrevivir sin luz durante dos a tres semanas. 

4 



1.3 	 Manejo al recepcionarlas. Saque de la aduana las plntulas propagadas 
in vitro tan pronto como sea posible. Cuando tenga conocimiento anticipado 
del embarque, inf6rmele a los funcionarios de la aduana, sefialando la posible 
fecha de ilegada. Luego, desempaque cuidadosamente los tubos de ensayo, 
pero no los abra ni saque las plAntulas. 

Si las plAntulas presentan clorosis, coloque los tubos de ensayo bajo luz 
difusa, en un cuarto limpio, durante mAs o menos una semana. 

Las plintulas de papa propagadas in vitro est'in libres de enfermedades. 
Trabaje bajo condiciones as6pticas, siguiendo el procedimiento indicado en 
los pasos 2.4 y 2.5, para prevenir la contaminaci6n durante y despu6s del 
desempacado. 

1.4 	 Utilizaci6n del material enviado. Usted puede utilizar las plAntulas de dos 
maneras diferentes: 

* transferencia a un substrato de siembra (Secci6n 2), 
* micropropagaci6n 	 (Secci6n 3). 



2 TRANSFERENCIA A UN SUBSTRATO DE SIEMBRA
 

2.1 	 Materiales: 

- musgo 
- arena fina (1 mm de diimetro) 
- papel de aluminio 

- macetas de barro 

(8 	a 10 cm de diimetro), 

o macetas "jiffy" 
-	 macetas mis grandes 

(20 cm de diimetro) 

- agua destilada 
- soluci6n de hipoclorito 

de calcio al 1% 
- soluci6n de alcohol al 70% 
- jab6n fuerle 

- fertilizante con alto 
contenido de f6sforo
 

(5-50-17) 6 (12-12-12)
 

2.2 	 Mezcle el musgo con la arena en raz6n de 1:2 por volumen. 

2.3 	 Si dispone de autoclave, Uene las macetas con la mezcla obtenida en 2.2, y 
cibralas con papel de aluminio y esterilice durante una hcra. Si no dispone 
de autoclave, lave las macetas de arcilla con detergente y enju6guelas 
despu6s con agua corriente. Esterilice la mezcla de siembra y algo de arena 
adicional por separado, por cualquier otro medio (calor, vapor, fungicidas, 
etc.). 

2.4 	 Lleve las macetas y las plintulas in vitro a una mesa limpia que est6 
protegida de corrientes de aire, polvo, partfculas extrafias, insectos, u otros 
contaminantes. 

2.5 	 LAvese las manos con un jab6n fuerte y una soluci6n de hipoclorito de caicio 
al 1%y luego enjuAguelas con alcohol al 70%. 

2.6 	 Riegue las macetas con una pequefia cantidad de agua limpia. 



2.7 Prepare la maceta que habri de recibir a la plintula haciendo un hueco en el
 
centro de la mezcla de musgo/arena con un palilo o un lipiz que est6n 
limpios. 

2.8 	 Antes de extraer las plAntulas, desinfecte el exterior del tubo de prueba 
utilizando un poco de algod6n o tela humedecida en alcohol al 70%, para 
reducir el riesgo de contaminaci6n. 

2.9 	 Utilizando sus dedos limpios, rernueva del tubo de prueba el parafilm y la 
tapa plistica. Trabaje con un tubo cada vez. 

2.10 	 Con pinzas esterilizadas extraiga suavemente las plintulas con el agar del 
tubo de ensayo (Figura 2). 

Figura 2 

2.11 	 Lave el agar de las rafces de la plintula sumergi6ndolas varias veces en agua 
est6ril, cuidando de no mojar el resto de la plAntula. 
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2.12 Siembre cada planta individualmente en los huecos de la mezcla en las 
macetas, con las rafces y con uno o dos nudos debajo de la superficie 
(Figu'a 3). 

Figura 3 

2.13 Coloque arena esterilizada alrededor de la plAntula y presione suavemente 
para mantenerla derecha en la maceta. 

2.14 Coloque la planta dentro de una cimara htimeda durante 48 horas. Retirar la 
cAmara hiimeda y esperar hasta que las races se establezcan, lo cual tomari 
cerca de 10 dfas. 



2.15 	 Mantenga las macetas en un lugar limpio, de 25 a 27"C con 14-16 horas de 

ihuminaci6n. 

2.16 	 Hasta cuanido las plintulas se encuentren bien enraizadas, riegue ligeramente 

con agua corriente si 6sta tiene un bajo contenido de sales; de lo contrario use 
agua desmineralizada o de luvia. No riegue en exceso. 

2.17 	 Cuando las rafces se encuentren ya establecidas, puede disolver nutrientes 
suplementarios en el agua de riego. El inusgo comercial contiene 

generalmente fertilizantes por lo que se necesitar6n menos nutrientes 
adicionales. 

2.18 	 Exponga las plintulas gradualmente a una atm6sfera normal removiendo los 
vasos cada dfa durante perfodos cortos. 

2.19 	 Una vez que las plAntulas se encuentren establecidas, transfi6ralas a maceta, 
mis grandes (20 cm de diimetro). Tenga cuidado de no dafiar las rafces. 
Cuando las plintulas est6n bien enraizadas se puede disolver fertilizante 
normal en el agua de riego. En el CIP se han utilizado 5 g de N:P:K de 
f6rmula 12-12-12 por litro de agua. Aplique 50-100 cm 3 por cada maceta de 

20 cm de diimetro. Nuevamente, recuerde que no debe regar en exceso. 
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3 MICROPROPAGACION 

3.1 	 Materiales y equipo 

- Medio de cultivo 
(ver la Secci6n 4 y 5) 

- tubos de ensayo 
- tapas de pl~stico o fibras de algod6n 
- pinzas 

- bisturf 

- parafilm 
- lImpara de alcohol 
- alcohol al 70% 
- autoclave 
- 6rea estril de trabajo 

(o "microvoid") 

3.2 	 Prepare el medio nutritivo de crecimiento segdn el procedimiento dado en la 
Secci6n 5. 

3.3 	 Vierta 4 cm 3 del medio en cada tubo de prueba. Tape los tubos con las tapas 
de plistico o con tapones de algod6n y col6quelos en el autoclave durante 15 
minutos. Mantenga los tubos en posici6n vertical mientras se solidifica el 
agar. 

3.4 	 Trabaje bajo condiciones est6riles (irea est6ril o "microvoid"), siguiendo los 
pasos 2.8 a 2.10. 

3.5 	 Transfiera las plintulas de los tubos de ensayo a un plato de petri est6ril y 
corte esquejes con un solo nudo utilizando un bisturf y pinzas est6riles. Cada 
nudo consiste en un segmento de tallo de 0,2-0,5 cm con una yema axilar 
(Figura 4). 

3.6 	 Coloque cada nudo en un tubo de ensayo. AsegOrese que cada nudo repose 
sobre la superficie del agar, con la yema axilar hacia arriba (Figura 5). 
Ponga 1 6 2 nudos por tubo. 

3.7 	 Tape los tubos de prueba y s6llelos con parafilm, m6rquelos y col6quelos en 
un irea limpia donde la temperatura ambiental sea de 25 a 27"C. D6 una 
iluminaci6n de 45 [LE/m 2/seg2 6 3,000 lux durante 14-16 horas a! dfa. 
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Figura 4 

IT 

Flgura 5
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3.8 La yema axilar de cada nudo crece para formar una nueva plintula. En 
aproximnadamente 2-4 semanas se encuentra lista para ser trasplantada a 
macetas, como ya ha sido descrito, o paia su posterior m;cropropagaci6n 
(Figura 6). 

Figura 6 
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4 MEDIO DE MURASHIGE-SKOOG (MODIFICADO) 

Prepare las soluciones concentradas en cuatro partes por separado: 

* Sales 
• MgSO4 

* Hierro 
" Vitaminas 

Soluci6n concentrada de sales: Disuelva cada una por separado en un vaso con 
200 cm 3 con agua destilada. 

- NH 4NO3 35,0 g 

- KNO3 40,0 g 

- CaC12.2H20 9,0 g 
- KH2PO 4 3,5 g 

- H3B0 3 0,1 g 

- MnSO 4.4H20 0,5 g 
(MnSO4.H2 0 0,4 g) 

ZnSO4.7H20 0,2 g 

(ZnSO 4.H20 0,1 g) 

KI 0,02 g 
Na2MoO 4.2H20 0,005 g 

Luego disuelva conjuntamente 5 mg (0,005 g) de las siguientes dos sales en 10 cm3 

de agua; agregue 1 cm 3 de esta soluci6n a 200 cm3 de agua para obtener la soluci6n: 

CuSO4 .5H 20 y COC12.6H 20 

Ahora mezcle conjuntamente las 10 soluciones individuales de sales para hacer 
2 000 cm 3 de la soluci6n concentrada de sales. 
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Soluci6n concentrada de MgSO 4 

- MgSO4.7H 20 3,7 g en 100 cm 3 

de agua destilada 

Soluci6n concentrada de hierro 

- Na 2EDTA 0,75 g 
- FeSO4.7H20 0,55 g 

Disuelva el FeSO 4.7H 20 en 20 cm3 de agua destilada; el Na2EDTA en 20 cm 3 de 
agua destilada. Caliente esta soluci6n. Mezcle las dos soluciones, enfrfe y agregue 
agua destilada ':asta completar 100 cm 3. 

Soluci6n concentrada de vitaminas 

- Tiamina HCl 	 40 mg en 100 cm3 

de agua destilada 

Preparaci6n del medio. Prepare umn litro del medio de Murashige-Skoog, 
mezclando las soluciones concentradas con los materiales adicionales, en las 
proporciones siguientes: 

- Sales 100 cm 3 

- MgS0 4 10 cm 3 

- Hierro 5 cm3 

- Vitaminas 1 cm 3 

- Inositol 100 mg 
- Acido giber6lico 0,25 ppm 
- Acido pantot6nico cilcico 2,0 ppm 
- Sacarosa 3,0 % 
- Agar 0,8 % 

Ponga este medio en el autoclave durante 15 minutos.
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5 MEDIO PARA MICROPROPAGACION DE BATATA 

El inedio de cultivo utilizado para este trabajo esti basado en las sales de 
Murashige-Skoog (1962). Preparar 1 litro del medio de Murashige-Skoog 
(Secci6n 4) con los siguientes nutrientes: 

- Pantotenato de calcio 2 ppm 
- Acido giber6lico 20 ppm 
- Acido asc6rbico 100 ppm 
- Nitrato de calcio 100 ppm 
- Putrescina HCl 20 ppm 
- L-Arginina 100 ppm 
- Agua de coco 1% 
- Sacarosa 5% 
- Agar o 0,7% 

Phytagel/Gelrite 0,25% 

Ponga este medio en el autoclave durante 15 minutos. 
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