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El cultivo de tejidos permite la propagacién clonal réapida de un gran
nimero de pldantulas en un periodo breve y la conservacién de germoplasma,

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

En este documento se describen 1las 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 técnicas de aislamiento de

meristemas, la micropropagacion y el almacenamiento a largo plazo.

La batata (Ipomoea batatas (L.) Lam.) esta considerada en el sétimo puesto

en las estadisticas de FAO (1978) como cultivo alimenticio en 21 mundo.



1 VENTAJAS DE LA TECNICA DR CULTIVO DE TEJIDOS

El CIP mantiene una coleccion de germoplasma de batata de mas de 5000
entradas. Su mantenimiento clonal en el campo es muy costoso y ademas
existe un riesgo de pérdida por enfermedades infecciosas o condiciones
climaticas desfavorablss. Por eso, su mantenimiento in vitro ofrece las

siguientes ventajas:

- menores costos de mano de obra,

- ausencia de infecciones de campo,

- proteccién contra condiciones ambientales desfavorables,

- acceso oportuno al material en conservacion,

- acceso oportuno al material para eliminacidn de patdgenos,
- dispnnibilidad permanente de material para propagacién

y exportacién (cuando esta libre de patogenos).

En e) CIP hasta la fecha, se mantienen in vitro 2 800 entradas de la

coleccion 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, cuma. y sSweet potato.

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

batata.



2  INTRODUCCION DE MATERIAL JN VIVO A IN VITRO

La planta madre in vivo debe ser proveniente de invernadero, tener entre
uno a dos meses de edad, poseer optimas 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 i25 yemas; los tallos se cortan en segmentos, de 2 a 3
cm de longitud, cada uno con wuna yema axilar y una porcién de entrenudo
detrdas de la yema, para manipularla fédcilmente. Antes de enviarlos al
laboratorio in vitro, estos segmentos de tallo son tratados con un
acaricida de amplio espectro (que destruya los diferentes estadios de
uesarrollo de los 4&caros) como Morestan-Bayer (Chinometonat) al 0,5 %,
durante 10 minutos. Lvego, se elimina el acaricida lavando los segmentos de
tallo con agua corriente y depositandolos en wun envase limpio que se tapa
con un plato de petri hasta que se empiece el procesc de desinfeccidn

superficial.

Para la desinfeccion superficial de 1los segmentos de tallo se elimina el
agua corriente del vaso, se agrega alcohol de 96% y se les deja en él por
dos segundos; se elimina el alcohol y se agrega inmediatamente una solucién
de hipoclorito de calcio de 2,5 % (llevado a pH 8 con HCl). También se
puede utilizar hipoclorito de sodio o 1lejia. De ser posible, agregar unas
gotas ce un agente dispersante-adherente como Tween 20 6 80 (4 gotas/L de
solucidéu). Se lleva el vaso a la cdmara de transferencia de flujo laminar,
donde después de 15 minutos, bajo condiciones asépticas, se elimina el
hipoclorito y se lava tres veces con agua estéril; después del dltimo
lavado, para aminorar la fenolizacién de 1los explantes, se dejan éstos
sumergidos en solucién estéril de dacido ascérbico 100 ppm hasta el momento

de la escision.

En estas condiciones se procede a realizar la escisién de yemas eliminando
el mayor nimero de hojuelas y primordios foliares, de tal manera que las

porciones escindidas sean lo mds pequefias posibles.



Se considera 0,6 mm un tamafio 6ptimo, pero el tamafio del explante puede ser
mayor si no se cuenta con facilidades para la excision (por ejemplo:

microscopio estereoscopico).

Las yemas son sembradas en el medio de cultivo MMB-I y se mantienen er ella
por un periodo de 15 dias. Luego, se transfieren al medio MMB-II, donde se
desarrollan como plantulas en un periodo que varia entre 30 y 60 dias. Al
cabo de este tiempo, se puede propagar por nudos indivi-~uales en el medio
MPB.

Para la primera etapa de propagacién 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 meristemidticas mayores de 0,6
mm, es probable que en algin material se presente contaminacién con
bacterias saprofitas principalmenie. Dado el caso se puede proceder de

dos maneras:

1 Si se tisne un microscopio estereoscopico, proceder a escindir
meristemas entre 0,4 mma 0,6 mm y a sembrarlos en el medio de
introduccién (MMB-I), hariendo transferencias semanales al medio

MMB-II.

2 Se puede tratar de erradicar la: bacterias o levaduras mediante el
uso de antibidticos que se pueden incorporar al medio. En caso de
bacterias se recomienda usar Rifampicina (Rimactan 300 CIBA) a

una concentracion de 40 ppm.

La Rifampicina en solucién concentrada (12 COO ppm) y esterilizada
por filtracidén, se coloca en pequeiios cuadrados de papel filtro
estéril (5 x 5 mm), los cuales se dejan secar en la camara de
flujo laminar; se colocan aproximadamenate 0,03cm3 de solucion

concentrada por cada cuadrado de papel.



Se recomienda no utilizarlos después de siete dias de haberlos

preparado, ya que pierden progresivamene su eficacia.

Este trabajo debe realizarse bajo c¢ondiciones de asepsia. Los

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

la yema sembrada, y ésta debe ser transferida a medio fresco con
|

otro papel-antibiético cada 3 3 5 dias. También se pueden usar

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

ppm.

En el caso de que 1la contaminacidon s5ea por levaduras, se
recomienda usar Amphotericin B en dosis de 0,25 ppm 2z 0,5 ppm,

siguiendo en todos los casos el mismo sistema del papel de filtro.



3  AISLAMIENTO Y CULTIVO DE MZRISTEMAS

El meristema es un tejido compuesto por células en division y constituye el
punto activo de crecimiento de las yemas. El domo de la yema contiene las
células meristemdticas y esta rodeada por primordios foliares y hojas
primarias. Las células del meristema se dividen y rorman los nuevos
tejidos. La nutricién de la seccién disectada es proporcionada por el

medio artificial.

El aislamiento de la 2zona meristematica en condiciones asépticas y su
cnltivo en un medio nutritivo adecuado perimite el desarrollo de plantulas,
siguiendo un patrén de diferenciacién similar al del que presenta una

planta normal.

La diseccién aséptina del meristema es un proceso delicado que exige
priactica y se realiza principalmente con el objeto de erradicar virus. La
sccuencia de 1la diseccién se muestra fotograficamente (Figura 1) vy es

llevada a cabo como sigue:

Se cortan los tallos de la planta en segmentos ccnteniendo cada uno un nudo
con su yema axilar, este material se desinfecta con Morestan (Bayer) e
hipoclorito de sodio, de igual forma como se realiza para la introduccion

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

Después de enjuagar el material con agua destilada estéril, bajo un
microscopio de diseccién y con la ayuda de wuna aguja 6 estilete, se
eliminan las hojas que rodean el punto de crecimiento hasta que quede

s6lamente la cupula de la yema y dos o tres piimordios foliares.



La cipula con los primerdios foliaves son disectados con un histuri y
transferides al medio de cultivo MHB-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 plantula. Estas plantulas son
subcultivadas en el wmedio de propagaciéon (ver seccién 6: Medios de

cultivo).

Termoterapia: En el CIP, previamente a la escisién de meristemas, las
plantas se someten durante un mes a termoterapia de 38°C por dieciseis
horas y 329C por ocho horas bajc luz constante. Este tratamiento a alta
temperatura ha aumentado la eficiencia en el proceso de produccién de

material libre de virus.

Después de la termoterapia, para la escisién de meristemas, se puede

utilizar indistintamente yemas axilares o apicales.



Figura 1. Secuencia fotogrdfica de la diseccidén meristematica:
A:
B:

Yema apical aislada y desinfestada.
Estado de la diseccién donde las hojas primarias han sido
extraidas.

Meristema con dos primordios foliares.
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4  MICROPROPAGACION

El objetivo de la micropropagaciéon es obtener un gran nimero de plantas

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

Propagacion por nudos. Se basa en que el nudo de una plantula in vitro
colocado en un medio de cultivo apropiado induce el desarrollo de la yema
axilar del nudo obteniéndose como resultado una nueva plantula in vitro.
Es importante notar que este tipo de propagacidn se basa en el desarrollo
de la yema axilar que es una estructura morfoldégica ya existente. La
condicién nutricionai-hormonal del medio simplemente juega un papel en la
ruptura del reposo de la yema axilar y promueve su rapido desarrollo. Se

usa el medio de propagacion descrito e la seccién 6.

Es importante tener mucho cuidado de no permitir la formacién de callos y
regeneracién de plantulas, porque esto tiende a afectar la estabilidad

genética del genotipo.

Las plantulas se desarrollan bajo condiciones de dias largos (16 horas e
luz a 45 uE/mz/seg2 6 3000 lux) y con temperaturas de 25 °C a 28 °C. Bajo
estas condiciones los niveles de micropropagacién son rapidos y cada nudo
se desarrollara como una plantula que logra alcanzar todo el largo del tubo
de prueba y esta lista para el subcultivo después de seis semanas. (Figuras
2y3)
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Figura 2

Plantula en desarrollo a partir

de un nudo

Figura 3

Secuencia del desarrollo "in-vitro®
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Las plantulas in vitro de batata producidas en esta forma son facilmente

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

directamente a camas en el campo. (Figura 4)

Propagacion por segmentos de tallo en medio liquide. De igual manera que
con la papa, es posible micropropagar batata en envases o frascos por medio
de cultivi liquido (Figura 5). Para ello, se preparan segmentos de tallo
que tengan 5 a 8 nudos y se remueven tanto el apice como las raices de la
plantula por propagar. Estos segmentos son sembrados en un medio liquido
que contiene acido gibberélico 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 propagacion por nudos simples o, nuevamente, por
medio de segmentos de tallo en medio liquido, dependiendo de las
necesidades del programa. Someter los cultivos a agitacién puede acelerar y
favorecer el desarrollo de las nuevas plantulas, aunque esto no es

imprescindible.
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Figura 4 Plantula después de haber sido transferida a compost:
a. compost en envase de fabricacion casera (papel
periadico)

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

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

La conservacion a largo plazo es doblemente importante, para la propagacioén
y para la conservacién. En wun cultivo propagado clonalmente es importante
que cada propagulo no sufra alteraciones genéticas, no importa que éstas
sean pequeiias, ya que se pueden acumular en el cultivo de una generacién a
la otra y pueden originar cambios mayores que afectarian la uniformidad y

la produccién,

En el caso de conservacion de clones de germoplasma, es vital hacer un
andlisis detallado de la estabilidad genética del cultivo. El
almacenamiento clonal de germoplasma incluye el mantenimiento de
combinaciones especificas de genes (genotipos). Si una plantula sale de
almacenamiento con una combinacidén genética diferente, la validez del
método de almacenamiento debe ser cuestionada. La habilidad para detectar
cambios genéticos durante la propagacioén y el mantenimiento dependen de los

métodos usados para ello.

En muchas colecciones de germoplasma se evaluan los genotipos almacenados
rutinariamente en base a las caracteristicas morfolégicas de las plantulas
cuando éstas crecen bajo condiciones controladas. Si las plantas muestran
caracteres morfolégicos diferentes, por ejemplo, la forma de hoja, el color
de las raices reservantes, etc, es evidente que algin cambio genético ha
ocurrido. Sin embargo, un cambio en un gen, como por ejemplo, de
resistencia a virus, no podria ser detectado por observacion de cambios

morfologicos.

Se estan usando métodos bioquimicos, tanto en papa como en batata, para
estudiar la estabilidad genética. Estos son los andlisis de patrones de
proteinas solubles e isoenzimas. A pesar de que estos son métodos
altamente efectivos para determinar la variacion en productos de genes, no

se logra determinar con ellos directamente, cambios en los genes.
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Nuevos métodos, como el andlisis del polimorfismo por fragmentos de
restriccién (RFLP) estidn siendo usados como vias mas sensitivas para
determinar cambios genéticos. Es importante que los bancos de germoplasma
y programas de semillas usen los métodos de mayor sensibilidad para
determinar la fidelidad genética de sus sistemas de propagacién y

almacenamiento.

Medios restrictivos del crecimiento. En muchos afios de investigaciodn, se
ha logrado el desarrollo de medios de propagacién para batata para
optimizar el crecimiento rdpido in vitro. Pero en el caso de la
conservacién, el objetivo es limitar el crecimiento a un minimo,
manteniendo la viabilidad de 1los cultivos. Por este medio es posible
maximizar el tiempo entre transferencias (subcultivos) de las plantulas in
vitro. En el CIP, por ejemplo, las transferencias del material de batata
en conservacién 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 (acido abscisico),
inhibidores del crecimiento como el B995, el CCC (cloruro de clorocolira),
o regul-dores osméticos, con la adicién de azicares 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 coleccién
de germoplasma tiene que ser mantenida in vitro, el objetivo de los
estudios debe de ser el desarrollo de un medio de conserwvacién

suficientemente amplio para aplicarlo a un gran nimero de genotipos.

El medio de almacenamiento no debe permitir 1la induccién de callos pues

éstos pueden producir alteraciones genéticas.
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Muchos medios de almacenamientc han sido reportados para batata. En el CIP

actualmente, se esti usando el medio descritc en el Apéndice 6.

Restricion de temperatura para almacenamiento. El grado de crecimiento de
pléntulas in vitro puede ser restringido reduciendc 1la temperatura de
incubacion. Una temperatura adecuada para lograr un buen crecimiento in
vitro de la batata estd entre 28°C y 300C; si la temperatura es de 8°C, el
tiempo de supervivencia es menos de un mes. Para los genotipos estudiados
hasta la fecha la temperatura o6ptima seria de 15°C, pero ésto necesita

confirmacion.

Como en el caso de otros cultivos mantenidos in vitro, por ejemplo yuca,
papa, etc., es posible aplicar tanto la temperatura mas baja como los
retardantes de crecimiento al mismo tiempo. El uso de estrés osmético y
baja temperatura (15°C) es por ahora la mejor y menos costosa forma de

mantener una coleccién de germoplasma de batata.

17



6 MEDIOS DE CULTIVO

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

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

Medio para introduccidn in vitro (MMB-I).

- Pantotenato de calcio 2 ppm
- Acido gibberélico 20 ppm
- Acido ascorbico 100 ppm
- Nitrato de calcio 100 ppm
- Putrescina HC1 20 ppm
- L-Arginina 100 ppm
- Agua de coco 1 b4
- Sacarosa 5 4
- Agar 6 0,7 Z
- Phytagel/Gelrite 0,25 %

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

- Pantotenato de calcio 2 ppm
- Acido gibberélico 15 ppm
- Acido ascdrbico 100 ppm
- Nitrato de calcio 100 ppm
- Putrescina HC1 20 ppm
- L-Arginina 100 ppm
- Sacarosa 5 4
- Agar 6 0,7 %
- Phytagel/Gelrite 0,25 %
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Medio de propagacion (MPB).

- Pantotenatc de calcio 2 ppm
- Acido gibberélico 10 ppm
- L-Arginina 100 ppm
- Acido ascérbico 200 ppm
- Putrescina HC1 20 ppm
- Sacarosa 3 %
- Agar o 0,8 )4
- Phytagel/Gelrite 0,3 %

Medio para conservacion (MCB).

- Gluccsa 2 %
- Sorbitol 4
- Putrescina HC1 20 ppm
- Phytagel/Gelrite 0,4 z

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 coleccién 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 mas acido

gibberélico y sacarosa sdlamente.
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