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En 1981, continuaron los esfuerzos para utilizar los métodos del
cultivo de meristemas para limpiar materiales de enfermedades,
desarrollar una coleccidn de germoplasma in vitro e intercambiar
materiales clonales con varios paises. También se adelanto
investigacidn para refinar las técnicas actuales e iniciar métodos de
cultivo de anteras y células.

Cultiveo de Meristemas

Recuperaciones de clones sanos

Termoterapia. Las tasas de "limpieza" de cuero de sapo y mosaicos
son altas cuando las estacas infectadas rebrotan a altas temperaturas
antes de tomar los cultivos de meristemas (CIAT, Informes Anuales, 1979
y 1980). Un punto de importancia practica es el grado en el que la
termoterapia por si misma afecta la transmisidon del cuero de sapo de
estacas infectadas a sus retonos durante el rebrote. Cortes de
diferentes longitudes fueron hechos en retofios que brotaron de estacas
mantenidas durante tres semanas a temperaturas de 40°C durante el dia y
35°C durante la noche; las estacas testigo se cultivaron en el
invernadero. Los retonos enraizaron y se transplantaron al campo. A
pesar de que la temperatura alta redujo en gran medida la severidad de
los sintomas del cuero de sapo, el numero de plantas completamente
libres de sintomas fue relativamente pequeno (Cuadro 1). Esto mostrd
que la termoterapia no previno completamente la transmisidon de la
enfermedad de las estacas infectadas a los retofios. La temperatura alta
solamente retrasd el desarrollo de los sintomas de la enfermedad,
especialmente en plantas cultivadas a partir de las estacas cortas y
probablemente disminuyd la tasa de movimiento ascendente del agente
causal.

Termoterapia seguida por cultivo de meristemas. El cultivo de
meristemas obtenidos de estacas tratadas a altas temperaturas no
solamente aumenta la tasa de "limpieza'" del cuero de sapo sino también
aumenta el porcentaje de meristemas que inician crecimiento en forma
exitosa. Los resultados preliminares de un trabajo de investigacidn de
tesis indican que este ultimo efecto de la termoterapia ocurre incluso
durante el cultivo de meristemas de variedades de yuca que no muestran
sintomas obvios de la enfermedad. Al igual que en otros cultivos, la
pérdida de vigor y, por consiguiente, la reduccidn del crecimiento de
los cultivos, se puede deber a la acumulacidon de factores de tipe viral
en variedades "viejas'. Para probar en forma indirecta si este es el
caso y, ademas, para evaluar las posibles reducciones en el rendimiento
potencial, se estan adelantando trabajos mediante el uso de dos
variedades de yuca propagadas por cultivos de meristemas con y sin
termoterapia y propagadas mediante estacas.
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Cuadro 1. Sintomatologia de raices y plantas libres de sintomas origina-
dos de retonos provenientes de estacas infectadas con cuero de
sapo que rebrotaron en condiciones de termoterapia.

Testigos
Termoterapia (40/35°C)2 (invernaderos)
Plantas libres Grado de Plantas libres Grados
Material de sintomas sintomas de sintomas sintomas
M Col 33
retofios de 4 - 5 cm 1/9 0 0/5 3
retofios de 8 - 10 em 1/10 1 0/6 3
M Col 2062
retonos de 4 - 5 cm 1/10 1 0/5 4
retofios de 8 - 10 cm 0/10 2 0/5 4

a. Termoterapia aplicada a estacas en materos durante 3 semanas en una
camara de crecimiento. Retonos enraizados cultivados en el campo
durante cuatro meses. Longitud de los retofios medida del apice
hacia abajo.

b. Grado relativo de sintomas: 0 = leves; l-4 = grados crecientes de
severidad.

Con base en los resultados presentados anteriormente y los
experimentos de injertacidn de clones sanos en patrones enfermos (CIAT,
Informe Anual, 1980), se puede deducir que el agente causal del cuero de
sapo se transporta hasta muy cerca del Apice meristemdtico de los
retofios; por lo tanto, es importante evaluar el efecto que puede tener
el tamafio del meristema aislado en la erradicacidn del cuero de sapo.

Se tomaron estacas de plantas infectadas de seis variedades y se
sembraron en materos y se expusieron a 35°C (dia y noche) durante el
rebrote; después de tres semanas, se aislaron y cultivaron los
meristemas de dos tamafios. Las plantas recuperadas de los cultivos de
meristemas se cultivaron en el campo y se propagaron por estacas durante
varios ciclos consecutivos. E1 Cuadro 2 presenta un resumen de los
resultados hasta el quinto ciclo de propagacidon vegetativa del trabajo
iniciado dos afios antes. El cultivo de meristemas pequefios produjo
tasas de "limpieza" del 100% o cerca de este valor; ademas, los
materiales permanecieron limpios durante varios ciclos de propagacidn.
Sin embargo, el cultivo de meristemas grandes redujo las tasas iniciales
y, en dos variedades, los sintomas de la enfermedad reaparecieron en 10
- 30% de las plantas después del tercer ciclo. Estos resultados indican
que la termoterapia seguida por el cultivo de meristemas desempefia una
funcidn importante en la recuperacidn de clones sanos a partir de
plantas enfermas con cuero de sapo; el cultivo de meristemas pequenios se
debe combinar con la termoterapia de las estacas infectadas durante el
rebrote.
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Cuadro 2. Efecto del tamafio del meristemo en la tasa de "limpieza" del

cuero de sapo mediante termoterapia seguida por cultivo de
meristemas.

Plantas libres de sintomas (Z)b

Tamafio del I Cicleo II Ciele IIT Ciels TV CiclomiGiels

Variedad meristema
M Col 2 Pequeiio 100 100 100 100 100
Grande 88 100 100 100 100
M Col 33 Pequeno 96 100 100 100 100
Grande 80 100 100 100 100
M Col 2062 Pequeio 82 100 100 100 100
Grande 50 100 100 100 100
M CR3 Pequeno 100 100 100 100 100
Grande 90 100 100 100 100
M Col 67 Pequeiio 100 100 100 100 100
Grande 90 100 80 90 85
M Col 73 Pequenio 100 100 100 100 100
Grande 85 100 70 80 92
a. Pequeno = meristema apical con dos primordios (0.5 - 0.6 mm);

grande= meristema apical con cuatro primordios (0.8 - 1.0 mm).

Plantas de I ciclo cultivadas directamente a partir de cultivos de
meristemas de plantas enfermas; plantas de II ciclo derivadas de
estacas cortadas de plantas sin sintomas de I ciclo; plantas de III
ciclo derivadas de estacas de plantas sin sintomas del II ciclo;
etc. Duracion de cada ciclo: 4-5 meses.

Programa rutinario de "limpieza" de enfermedades. En 1981 continud

el trabajo de rutina para limpiar los materiales de yuca de enfermedades
peligrosas, especialmente el cuero de sapo. La técnica consiste
basicamente en los siguientes pasos:

| Las estacas que presentan yemas en dormancia se desinfestan,
se siembran en materos y se someten a termoterapia
(temperatura de 40°C durante el dia y 35°C durante la noche)
en camaras de crecimiento con ambiente controlado. En estas
condiciones, el rebrote ocurre en 1-2 semanas, pero el
tratamiento continila durante 2 semanas mas.

2 Las yemas terminales de crecimiento aéreo se cortan y
desinfestan.
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3. Los meristemas pequefios (0.5-0.6 mm) se aislan de las yemas
en condiciones estériles y se siembran en el medio de cultivo.

4, Después de 4-5 semanas de incubacidn, los meristemas y nudos
que han salido del meristema se cortan y se transfieren al
medio de enraizamiento.

S Las plantulas enraizadas se endurecen antes de sembrarlas en
materos en el invernadero.

6. Las plantas en materos repetidas se transplantan al campo y a
materos grandes en el invernadero.

T Después de 3 meses de crecimiento, se evaliia la presencia del
cuero de sapo en las plantas derivadas del cultivo de
meristemas.

B Se cortan estacas de las plantas libres de sintomas, se
cultivan nuevamente durante tres meses, se reevalian y
finalmente se entregan a la respectiva seccion del Programa de
Yuca.

Como norma se mantienen muestras duplicadas de todo material limpio
en condiciones estériles en la forma de cultivos de meristemas. El
Cuadre 3 describe la clase de materiales, las enfermedades que se
limpiaron y el nimero de variedades procesadas este afio mediante la
técnica de erradicacidn mencionada.

Conservacion de germoplasma

La conservacidn de germoplasma es una actividad a largo plazo cuya
metal final es construir un banco de germoplasma in vitro. El método de
conservacion de cultivos de meristemas proporciona las ventajas del
aislamiento de material de microorganismos, el uso de un espacio
reducido y costos menores. Este mantenimiento también debe facilitar el
intercambio de materiales clonales. El Cuadro 4 muestra la fuente y la
cantidad de materiales de yuca que han sido transformados a cultivos de
meristemas para su conservacion.

Intercambio internacional de germoplasma

La ventaja principal de la utilizacidon de los cultivos de
meristemas para intercambiar clones de yuca con otros paises es la
limpieza inherente de enfermedades peligrosas en este material. El
éxito del procedimiento de intercambio depende de dos factores
principales: el periodo de tiempo transcurrido desde el embarque hasta
la llegada del material y la eficiencia del manejo de los cultivos
después de que lleguen a su destino (CIAT, Informe Anual, 1980). Se han
hecho trabajos para diseniar las condiciones que puedan reducir cualquier
efecto negativo en los cultivos debido a viajes largos y mejorar los
procedimientos de manejo al llegar a su destino.
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Cuadro 3. Fuentes, enfermedades y cantidad de materiales limpios
mediante la técnica del cultivo de meristemas.

Fuente del material Enfermedad No. de variedades
Llanos de Colombia Sospecha de CBB 34 -
Santander de Quilichao Cuero de sapo y posiblemente CBB 91

Banco de germoplasma del

CIAT Sospecha de cuero de sapo 54
Hibridos y variedades A

promisorias - 24

a. Solamente limpieza preventiva; cerca de 1700 plantas se
transplantaron al campo para su propagacion.

Cuadro 4. Fuente y cantidad de material de yuca mantenido en la forma
de cultivo de meristemas hasta octubre de 1981.

No. de
Fuente de materiales accesiones
Brasil 272
Amazonia colombiana . Ll
Llanos colombianos 30
Peri 29
Variedades del CIAT M Col 157
Lineas hibridas del CIAT 33
Variedades del CIAT M Ven 14
Variedades del CIAT M Mex 10
Variedades del CIAT M Bra 10
Otras variedades del CIAT: Pan, Ecu, Cub, PR, etc. _30
Total 702

a. Repeticiones/accesiones = 3-5 tubos de ensayo.

Preparacion de cultivos para su distribucidn. Los cultivos de
meristemas de yuca expuestos a la oscuridad se alargan rapidamente y se
tornan clordticos; la oscuridad prolongada induce defoliacidn y
oscurecimiento de las raices y, eventualmente, de los retofios. A fin de
averiguar si el medio de cultivo puede influir en el grado de tolerancia
a la oscuridad durante el embarque, se prepararon cultivos de meristemas
para su distribucidn en cuatro medios de composicidon variable y
mantenidos en la oscuridad hasta por 6 semanas; se sacaron muestras
repetidas cada semana y se evaluaron. El Cuadro 5 muestra que la
composicidon del medio de cultivo influyd en la elongacidn de los
entrenudos, hojas caidas y clorosis, como también en la ramificacidn y
el enraizamiento de los cultivos. La elongacidn de los entrenudos, en
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relacion con la longitud inicial de los entrenudos antes del inicio del
tratamiento, fue minima cuando el medio contenia o la citoquinina BAP o
la auxina 2,4-D; ademas, la defoliacidn fue minima y la clorosis
disminuyd cuando el medio contenia tanto la citoquinina como la auxina.
Este trabajo ha confirmado observaciones anteriores con relacidn a la
sensibilidad del cultivo de meristemas de yuca a una oscuridad
prolongada (CIAT, Informe Anual, 1980) y ha demostrado que en el medio
debe existir un juego completo de reguladores de crecimiento para
minimizar los efectos de la oscuridad en detrimento de los cultivos.

Manejo de los cultivos al arribar a su destino. Fspecialmente
después de viajes de mas de dos semanas, los cultivos de yuca se deben
tratar antes de su micropropagacion y/o siembra en materos, con
aproximadamente 3000 lux de iluminacidn y 24-25° durante 1-2 semanas.
Este procedimiento de endurecimiento prepara a los cultivos para
soportar una deshidratacidon excesiva durante su siembra en materos.

Esta se debe hacer en invernadero bajo sombra, utilizando una mezcla 2:1
de arena y suelo; los materos con las plantulas se deben mantener en
camaras de plastico que proporcionen una alta humedad relativa durante
1-2 semanas.

Cuadro 5. Intercambio internacional de clones de yuca in vitro; efecto
de la composicidon del medio en la elongacidn del tallo, caida
de hojas y clorosis de plantulas derivadas de meristemas mante-
nidas en la oscuridad.

Duracion de la oscuridad

b (semanas)

Parametro Medio 2 4 6
- Fo 32 48 56
Elongacidn de los entrenudos (%) B 0 6 10
€ 6 30 40

D 35 62 70

Caida de hojas (%) A 50 60 75
B 40 47 96

(i 40 50 84

D 20 24 55

Clorosis relativad A 1 2 4
B 1 2 3

c 1 2 4

D 0 2 2

a. Promedio de tres variedades: 10 - 20 repeticiones/tratamiento.

b. A= 1/3 MS + 2% de sucrosa + 0.01 mg/1l ANA; B = MS + 1% sucrosa + 0.1
mg/l BAP + 0.1 mg/1l de AG; C = 1/3 MS + 2% sucrosa + 0.01 mg/l 2,4-D;
D = MS + 1% sucrosa + 0.1 mg/1l BAP + 0.1 mg/l de AG + 0.01 mg/1
2,4-D.

c. Elongacidn al final del tratamiento.

d. Calificacion: 0 = verde amarillento; 1 a 4 indican rangos de clorosis
desde un poco hasta muy clordtico.
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Se ha iniciado el mejoramiento del crecimiento temprano de
plantulas sembradas en materos derivadas de meristemas. A intervalos
semanales se regaron plantulas recién sembradas en materos incluyendo
varias dosis de fertilizacidn con altos niveles de P (10-52-10, N-P-K)
durante 5 semanas; el riego con una solucidn nutritiva de Hoagland y
agua corriente se utilizaron como testigos. Como se ilustra en la
Figura 1, en comparacidn con los testigos, hubo una respuesta marcada a
la fertilizacidon con alto nivel de P hasta una dosis de 2 g/litro. Hubo
un aumento de 100 veces el peso fresco de la plantula original en el
tubo de ensayo con la dosis optima de P, en tanto que solamente se
obtuvo un aumento de 2-5 veces con los testigos de agua corriente y
solucidn nutritiva de Heagland, respectivamente. El aumento del peso
fresco estuvo acompanado por aumento en la elongacidon del tallo a razdn
de 3-4 cms/semana con el alto nivel de P en comparacidén con elongaciones
de 0.5 a 1.0 cm/semana con los testigos. Concentraciones mayores de 2
g/litro de P presentan un efecto en detrimento del crecimiento.

({ Promedio de tres variedades, cinco replicaciones / tratamientos)

14.24
13.79
10.44
= ol 9.80
5 Raices
-
~
o
o Tallo
o
w
=
3
a 5
Hojas
o4 0.35
0
Tubode W
ensayo
Tratamiento

W = aqua corriente

H = solucion nutritiva de Hoagland

S = Ferfilizante inicial con 10-52-10 (N-P-K)

$=1,5-2,5-3,5-4,y 5-5=0.5,1.0,2.0,4.0,y B.Ogm/ It,

respectivamente aplicado a intervalos semanales por 5 semanas.

Figura 1. Acondicionamiento de los clones de yuca derivados de

meristemas para su transplante al campo: Efecto de la
fertilizacidn con P en el crecimiento temprano de plantas
obtenidas in vitro en condiciones de invernadero
(promedio de tres variedades, cinco
repeticiones/tratamiento).
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Intercambio rutinario de clones de yuca en la forma de cultive in

vitro.El diagrama de flujo presentado en la Figura 2 muestra los
principales pasos y procedimientos que se siguen en el intercambio de
materiales de yuca en la forma de cultivos de meristemas.

» variedades

MATERIALES « lineas hibridas
s germoplasma

Almacenamiento invitro
planta en tubo de ensayo Estacas de campo

Planta infectada e
con virus ———}—-indizacion
‘ Cultivo de tejidos apicales
* termoterapia
« cultivo meristemo
-
e

1

indizécidn Micropropagacidn
1

—— - —— indizacion

PLANTULAS ENRAIZADAS in vitro

DESPACHO{' S0
* por correo

MANEJO DESPUES DE LA LLEGADA

Micropropagacion =« trasplante en materos

» endurecimiento
* trasplante al campo

MULTIPLICACION
Material de siembra limpio

Figura 2. Diagrama de flujo que muestra el intercambio
internacional de materiales clonales.
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Distribucidn desde el CIAT. En 1981, el CIAT despachd in vitro a
ocho paifses un total de 95 materiales de yuca en la forma de plantulas
enraizadas derivadas de cultivos de meristemas (Cuadro 6). Con el fin
de favorecer la capacidad de los programas nacionales para manejar los
clones de yuca distribuidos en la forma de cultivos in vitro, se ofrecid
un curso corto de entrenamiento a técnicos de nueve paises de América
Latina.

Cuadro 6. Distribucidon de materiales de yuca en la forma de cultivos
in vitro del CIAT a otros paises.

Destino No. de materiales
Pais Institucion Variedades Lineas hibridas Total
Brasil CENARGEN/CNPMF 3 4 7
México INIA 10 6 16
Cuba CEMSA 13 4 7
Filipinas Univ. Los Banos 1 2 3
China South China Ac. Trop. Crops 4 3 7
Australia Plant Quar. Res. Stat.,
Canberra ! 5 8
Africa del
Sur Anglo American Corp. 1 4 5
E. U. USDA/IPRI 20 0 20
USDA 4 1 5
Univ. Arizona 7 0 7
Total 66 g 95

Introducciones al CIAT. Siguiendo metodologias establecidas
anteriormente (CIAT, Informe Anual, 1980), se transfirieron mas de 150
accesiones de yuca de Brasil al CIAT en la forma de cultivos de
meristemas con la colaboracidon del CNPMF y. CENARGEN, del Brasil. Al
adicionar estos materiales, mas los traidos de manera similar el afio
pasado, se puede indicar que la variabilidad de la yuca cultivada en la
mayoria de las regiones de Brasil, excepto de la parte sur, esta bien
representada en la coleccidon de germoplasma del CIAT. Se estan haciendo
transplantes para transferir al CIAT muestras del sur del Brasil, las
cuales pueden ser valiosas debido a su adaptacidn a condiciones de zonas
templadas. De manera similar, becarios anteriores del CIAT del sureste
asiatico prepararon y despacharon al CIAT cuatro importantes variedades
de yuca. Los materiales introducidos al CIAT en la forma de cultivos de
meristemas se micropropagaron, se sembraron en materos y se
transplantaron al campo para su utilizacion por el Programa (Figura 3).
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Introduccidon de materiales de yuca del sureste de Asia
al CIAT en la forma de plantulas enraizadas derivadas
de cultivos de meristemas. A = clones despachados por

G. Wong (MARDI-Malasia) en tubos de ensayo. B = los
mismos materiales después del transplante al campo.
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Cultivos de Anteras

Para producir plantas haploides exitosas mediante el cultivo de
anteras o microsporas, se consideran dos pasos importantes: (1) la
induccidon de la microspora para que cambie su destino sexual normal y
siga una via vegetativa, y (2) la diferenciacidn de los organos o
embriones y plantas de las microsporas inducidas. Este afio se inicid el
trabajo encaminado a desarrollar métodos para el cultivo de anteras de
yuca.

Estados de la microspora

Se ha determinado que existe una relacidn cercana entre la
habilidad de la microspora para sufrir una multiplicacidn vegetativa de
células en forma continuada y el estado de desarrollo al momento del
aislamiento de la yema floral y el cultivo. Los trabajos con otros
cultivos indican que la microspora uninucleada es el estado Optimo para
la multiplicacion de células.

Utilizando diversas variedades de yuca, se realizaron trabajos para
observar los estados de la microsporogénesis con relacidn al tamatio de
la yema floral; este trabajo tiene aplicacidon practica directa en lo que
respecta al muestreo de yemas y anteras para su cultivo en el estado
adecuado de la microspora. Las yemas florales de 1-2 mm y 2-4 mm
correspondieron a microsporas en los estados tetranucleados y
uninucleados (temprano, intermedio y tardio), respectivamente; yemas mas
grandes contenian microsporas en su estado binucleado.

Con el fin de hacer observaciones citoldogicas adecuadas de las
microsporas, se modificaron las microtécnicas convencionales para

prevenir las interferencias debido a la presencia del latex y la exina.

Androgénesis

Se aislaron yemas florales de 2-4 mm de las anteras de seis
variedades de yuca y se cultivaron. Ocurrid multiplicacidn de células en
la mayoria de las anteras y en ellas se produjeron masas de callos; sin
embargo, se observd una fuerte influencia de la variedad en la cantidad
de crecimiento de callo. Los recuentos de cromosomas de tejidos
apicales radicales, diferenciados en los callos, indicaron su haploidia.
Continuan los trabajos para desarrollar las condiciones para una
androgénesis completa.
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