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EL-EULTIVO DE MERISTEMAS SU POTENCIAL EN CONSERNACHGN DERE

CURSOS GENETICOS, EN INTERCAMBIO Y PROPAGFCION DE GERMOPL%@MA*
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Las colecciones de germoplasma de plantas son parte inte-
gral de cualquier programa de mejoramiento genético, por lo
tanto 1a segquridad de su disponibilidad es vital en la produc-
¢16n vegetal para la alimentacidén y 1a 1industria

Muchas especies tropicaies se conservan preferentemente
por medio de la propagacidn vegetativa Paro 1a conservacién
de germoplasma por medio de cultivoes vegetativos en el campo es
costosa y ademds aumenta la posibilidad de pérdidas como con-
secuencia del ataque de plagas y enfermedades, de cambios cl1-
maticos, etfc

Con frecuencia los Organos vegetativos constituyen un me-
dio de transmis18n y diseminacidn de plagas y enfermedades,
especialmente de agquellas que son causadas por Organismos Sis-
témicos Por este motivo, el 1i1ntercambio de plantas y partes
de plantas entre regiones o pafses se encuentra restringido por
regulaciones cuarentenarias

Progreses alcanzados en las aplicaciones de T1os métodos de
cultivo de tejidos han hecho posible propagar un gran niimero de
especies de importancia econimica mediante el cultivo de meris-
temas E1 método es particularmente atractivo porque permite
obtener, con alta frecuencia, clones libres de patdgenos a par-
t1r de plantas sistémicamente 1nfectadas Ademds, debido a su
1impieza de micro-organismos, €1 requerimiento de peguefio espa-
€10, a su alto potencial de propagacifn y a su manejo relativa-
mente simple, el cultivo de meristemas puede ser uti1lizado para
1a conservacién y el intercambio nternacional de recursos ge-
néticos

TECNICA PARA EL CULTIVO DE MERISTEMAS

E1 cultivo de meristemas consiste en arslar eq &ﬁgﬁa—
ristemdtica de 1a yema vegetativa (apical o latera Eﬁ}
/
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te con uno o dos de los primordiros foliares més f&m

transferirla a un medio estéril, el cual debe propg§fé§[er3LrEZC:1§
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tejido las sustancias quimicas y los regimenes de temperatura,
fuz y humedad apropiados para su crecimiento y desarrollo

(Fig 1)
1 Material Vegetal

Las yemas en estado vegetative y crecimiento activo son
apropiadas como fuente de meristemas Las yemas pueden ser
apicales o axilares (e3 camote, café, papa), pueden obtenerse
de retofios de estacas (eJ yuca, cacao), de brotes de tubércu-
los {ej yame, papa), de brotes de cormos {ej taro), de rizo-
mas (e3 banano), etc

En su estado natural los mertstemas permanecen asépticos,
s1n embargo, es necesario desinfestar la porcidn de 1a planta
que Tleva la yema antes de proceder a extraer el meristema La
desinfestac1dn consiste en tratar las yemas con alcohol etilico
al 70% seguido de una inmersidn por 5-10 minutos en una solucidn
de hipoclorito de sodio al 0 5% y de varias lavadas con agua
destilada estéril

2 At1slamiento del Meristema

E1 trabajo de ai1slamiento y explantacidn del meristema de-
be realizarse dentro del laboratorio, en una drea 1o mias limpia
posible E1 uso de cabinas con flujo laminar de aire filtrado
de microbios permite mantener la esterilidad

Herramientas de trabajo un estereomicroscopio (10-50x),
escalpelos No 11, pinzas, micro-cuchillas y agujas de disec-
c10n

Operacidn Se coloca Ta yema, previamente desinfestada,
en el campo visual del mi¢roscopio y con el escalpelo se cortan
1as hojas de la yema hasta llegar al meristema que mide de (0 2~
04 mmy tiene la forma de cidpula, su punto termipal es brillan-
te y estd acompafiado por unc o dos de 10s primordios foliares
mds )Svenes (Fig 2A) Usando 1a micro-cuchilla se corta el
meristema y se lleva rdpidamente a un tubo de ensayo que con-
tiene el medio de cultivo Para lograr un trabajo de alta ca-
T1dad durante el aislamiento y explantacidn del meristema se
debe mantener l1a esterilidad del material, prvenir la deseca-
c16n de las estructuras suculentas de la yema y evitar dafios
fisicos al meristema

3 Incubaci16n de los Cultivos

Los tubos de ensayo, conteniendo los meristemas, se c¢olo-
can en un ambiente gue proporcione condiciones de temperatura,
1uz y humedad caontroladas La temperatura puede ser de 26-30°C
{dia) y 22-26°C {noche), la 1luminacién de 2,000-5,000 lux, un
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fotoperfodo de 12-14 horas, y 1a humedad relativa de 75-85%
4, Desarrollo de los Meristemas

En condiciones de cultivo apropiradas el tallo se elonga y
generalmente crecen las rafces en su regi6n basal después que
se ha desarrollado una pequefia cantidad de callo En esta for-
ma a partir del meristema explantado se produce una planta en
miniatura en 4-5 semanas (Fig 2B y C}.

Sin embargo, este patrén de crecimiento puede sufrir alte-
raciones por efecto de la variedad y de Tas condiciones quimi-
cas y fisicas del cultivo Por ejemplo, en trabajos realizados
con un rango amplio de especies de papa (desde papas diploides
hasta pentaploides) se encontrd que, todas 1as especires estu-
diadas, a excepcidn de 1a subsp tuberosum, formaron uno o mis
tallos a partir de un:meristema cuando el cultivo se hizo en
dos etapas 1a primera, de 1niciacifn de los tallos, 1o cual
fué favorecido por niveles altos de crtoquininas y la segunda,
de crecimiento y proliferaci6n de los talles, favorecido por
niveles bajos de citoquininas y altos de dcido giberélico, los
tallos asi formados se transfirieron a un medio de enrairzamien-
to para la formaci6n de plantas

Iguaimente, se encontrd que la mayor diferencia en la res-
puesta de diferentes variedades de yuca al cultivo de sus me-
ristemas se deb1dé a su habilidad para formar raices, siendo Ta
formacion de tallos menos 1nfluenciada por la variedad Estos
resultados motivaron el disefio de una técnica para el cultivo
de meristemas de la yuca que consist1é primero, en i1nducir la
formac16n de tallos en un medio con niveles bajos (0 05 mg/l)
de benzilaminopurina (BAP) y dcido giberélico (AG) y 0 02 mg/1
de dcido naftaleno acético (ANA)}, luego Tos tallos o cada uno
de sus nudos se cortaron y transfirieron 1ndividualmente a me-
dios conteniendo 0O Q01 mg/1 de ANA, logrédndose asy hasta el cien
por ciento de enratzamiento (Fig 3) Esta técnica ha sido
aplicada con éx1to a mis de 200 variedades de yuca

En el cultivo de meristemas se ha buscado con frecuencaia
1a formacidén simultinea de tallos y raices en el mismo medio
de cuitivo Este enfoque es posible cuando se trabaja con un
nimero pequeio de variedades, sin embargo, cuando se trata de
colecciones grandes de germoplasma como es el caso del CIAT,
el enfoque mencionado no es eficiente debido a 1a variabilidad
genética de los diferentes materiales durante su cultivo 1in
vitro En contraste, un enfoque de cultive en dos estapas,
como en la papa y 1a yuca, permite contra-restar los efectos
varietales v regenerar plantas consistentemente Ademds, el
tallito que se ha formado a partir del meristema puede ser uti-
lizado para micro-propagar el clon por medi1o de segmentos no-
dates (Fig 3)
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Desde la explantacidn del meristema hasta el transplante
de las pldntulas a macetas y al campo, se pueden distinguir
varias fases en el desarrollo de los meristemas, cada una de
las cuales puede requerir condiciones especificas de luz, tem-
peratura y humedad En el caso de la yuca, por ejemplo, una
1luminaci6n de 2,000 lux es apropiada para el crecimiento 1ni-
cial del tallo y de 5,000-6,000 lux para el enraizamiento, la
temperatura durante estas etapas se mantiene a 28-30°C en el
dfja y a 24-26°C en l1a noche, la humedad relativa en los tubos de
ensayo es cercana al 100% Antes de su transferencia & potes,
los cultivos deben pasar por una fase de acliimatacidon, la cual
imparte a las pldntulas tolerancia al estrés de baja humedad
Esta aclimatactidn se consigue aumentando Ta 1luminacién a
8,000-10,000 Tux, disminuyendo la temperatura a 24-25°C y qui-
tando el papel parafinado de las tapas para reducir la humedad
relativa en el tubo de ensayo

5 Transplante a Potes y al Campo

Cuando las plantulas han sido reforzadas por la aclimata-
¢ 1Bn se puede consequir hasta el 100% de prendimiente en el
transplante a potes Esta operacifn se realiza en el inverna-
dero, usando potes tipo "Jiffy" o bolsas de plastico, como
substrato se puede usar una mezcla de suelo con arena en la
proporci1dn 1 2, Ta cual debe ser previamente esteriiizada Las
rafces de las pldntulas deben ser lavadas antes de su transplan-
te y el substrato debe estar humedecido con agua blanda a 1a
mitad de su capacidad de campo El riego de las plantas c¢on un
fertilizante rico en fésforo (e3 NPK 10-52-10) estimula el
establecimiento rdpido (Firg 2D)

Durante las dos primeras semanas, las plantas se deben
mantener en un ambiente de alta humedad, luego se las expone
gradualmente al ambiente externo antes del transplante al cam-
po Las plantas de yuca se encuentran listas para el trans-
plante al campo cuando tienen de 10 a 15 ¢m de altura y han
desarroilado 8 a 10 hojas expandidas Esta operaci16n se debe
realizar de preferencia en un dia nublado o en horas de la tar-
de, el suelo debe encontrarse preparado y himedo Después de
2~-4 semanas las plantas se establecen completamente en el cam-
po (Fig 2E)

6 E1 Medio de Cultivo

El medio de cultivo debe proporcionar al meristema los
nutrimentos y los factores de crecimiento necesarios para la
diferenciaci6n de tallos, hojas y raices El medio de cultivo
estd constituido por dos grupos de sustancias el medio basal
(Cuadro 1)}, formado por sustancias que proporcionan 10s nutri-
mentos 1norgdmnicos mayores y menores, una fuente de carbono y
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de energia (sucrosa), y vitaminas* los reguladores de crecimien-
to de tipo hormonal {auxinas, citoquininas, giberelinas, etc )
1os cuales estimulan, retardan o inhiben el crecimientc y desa-
rrollo de los meristemas

Existen varias formulaciones del medio basal, siendo la de
Murashige y Skoog (MS) de 1962, la que mds ampliamente se uti-
11za como medio basal para el cultivo de meristemas de un rango
amplio de especies, 1i1ncluyendo la yuca, la papa, el taro, el
camote, el cacao, etc E1 Cuadro 1 presenta los constituyentes
del medio basal MS, el cual ha sido lTigeramente modificado para
su utiii1zacién con 1a yuca Los constituyentes han sido divi-
didos en 7 soluciones madres para facilitar su preparacidn, en
el Cuadro 1 se encuentran tambi1én las cantidades de cada 1n-
grediente para preparar cada solucidén madre y los voliimenes que
se deben tomar para preparar un litro de medio basal

ET med1o basal es suplementado con 10s requladores de cre-
cimrento La clase y concentracion de cada regulador, asi como
la combinacién de varios regqguladores, determinan el crecimiento
de los meristemas cultivados 1n vitro multiplicacidn celular
sin organogénesis (formacidn de callo), formacidn de uno o va-
rios tallos, formacid6n de raices, etc En el caso de la yuca,
por ejemplo, concentraciones bajas de BAP estimulan la forma-
c16n de tallos, mientras que en concentraciones medias y altas
los tallos se 1nician pero no crecen, dando lugar a la forma-
ci6n de cultivos en roseta (tallos muy pequefios con numerosos
nudos), el crecimiento de los tallos ocurre al reducir la con-
centraci6n de BAP y/o al agregar AG al medio de cultrvo Por
otra parte, concentraciones medias y altas de BAP actdan Siner-
gisticamente con el ANA para estimular el desarrollo de callo
en la base del tallo el BAP ejerce un efecto doble sobre lo0s
meristemas de yuca mientras que la 1ni1cracidn de tallos es
estimulada, la formacion de raices es 1nhibida Sin embargo,
el azucar contra-resta este efecto y favorece la formacién de
rafces cuando los niveles de BAP son bajos (0 01-0 02 mg/1),
se requiere 2% de sucrosa para estimular el enraizamiento, pero
s1 el nivel de BAP es alto (0 05-0 1 mg/1), el crecimiento de
las raices se consigue con 4-5% de sucrosa

ERRADICACION DE PATOGENOS

Con algunas excepciones (eJ el virus latente de la papa
de los Andes, el viroide del tubérculo ahusado de la papa, el
virus del mosaico comin del frijol, etc ) 10s virus no se trans-
miten a través de la semilla, por lo tanto las plidntulas prove-
nientes de semilla resultardn sanas, sin embargo, las semillas
no son apropiladas para la conservacidn de cultivos de propaga-
¢16n vegetativa En cultivos clonales, los virus se transmiten



de una generacidn a otra por medio del material de propagacibn
con el resultado de que muchas variedades se encuentran comple-
tamente infectadas con uno o mds virus

Desde que Limasset y Cornuet descubrieron, en 1949, que la
concentracién de virus disminuye conforme se acercaban al meris-
tema apical, se postuldé 1a posibilidad de producir clones 11-
bres de virus a partir de plantas 1nfectadas Fué Morel y
Martin, en 1952, quienes confirmaron dicha hipdtesis al producir
plantas de dalia y de papa libres de virus mediante el cultivo
de meristemas

Los virus, a diferencia de las bacterias y los hongos, no
pueden ser eliminados por medio de la aplicacidn de quimicos a
las plantas infectadas Existe una intima relacidn entre la
multiplicacidén de 1os virus y el metabolismo celular Por este
motivo se espera que cualquier factor que afecte al metabolismo
celular tambi1én pueda afectar a la multiplicacidn de virus en
la planta

La erradicacion de virus depende, no s6lo del tipo de virus
¥ su 1nteracci6n con la variedad, sino también del tamafio del
meristema que se cultiva Cuanto mds pequefic es el tejido, la
probabilidad de erradicacidon es mayor, sin embargo, dependiendo
de la especie y de las condiciones de cultivo, meristemas muy
pequefios (0 1-0 3 mm} crecen muy lentamente o no crecen del todo

Tratamientos quimicos o fisicos de la plantas o tejidos 1n-
fectados pueden interferir con la multiplicacidn y el movimien-
to del virus en la planta Estos tratamientos permiten aislar
meristemas de mayor tamafio (0O 4-0 5 mm), lo cual favorece su
crecimiento in vitro, manteniendo alta, y con frecuencia aumen-
tando, la tasa de erradicaci10n de virus

1 Quimoterapia

Ciertas sustancias (eJ andlogos de purinas y pirimidinas,
1nhibidores metabdlicos, reguladores de crecimiento, etc )} apli-
cadas a las plantas o teJidos 1nfectados afectan la multiplica-
ci16n de virus Sin embargo, la mayorfa de estas sustancias re-
sultan también fitotdxicas Por este motivo, su utilizacién
practica estd 1imitada

2 Termoterapta

El tratamiento de plantas o tejidos con temperaturas altas
{35-40°C) disminuye la multiplicaci6n y translocacidén de virus
en los tejidos En algunos casos (eJ virus del enrollamiento
de 1a hoj)a de 1a papa, virosis de la cafia de azucar, et¢c ) di-
cho tratamiento ha "curado" las plantas de virosis Sin embar-
go, es deneralmente aceptado que la termoterapia no erradica al



virus sino que previene la 1invasidén del meristema por el virus,
Un tratamiento de termoterapia {35-37°C por 3 semanas) a plantas
de papa nfectadas con el virus X redujo significativamente la
infectividad relativa del virus y contribuyd a aumentar Ta tasa
de erradicacidén del virus X por cuitive de meristemas {Cuadro

2) Igualmente, 1a limpieza de una enfermedad de la yuca 1la-
mada “"cuero de sapo" (probablemente causada por un virus) fué
mids efectiva cuando se cultivaron meristemas pequeiios que fueron
pbtenidos de retofios de estacas tratadas con calor (40°C en el
dfa y 35°C en la noche, durante 3 semanas){Cuadro 3)

La ut1l1zac16n de la técnica de cultivo de meristemas para
1a erradicacidn de enfermedades causadas por virus debe ser a-
propiadamente 1ntegrada con la aplicacidn de técnicas de viro-
logia, de tal manera que el esquema general de erradicacifn
comprenda los siguientes pasos

a Identi1ficaci6n del agente causal,

b Aplicacibn de la técnica de erradicacidn (termoterapira se-
guida por el cultivo de meristemas),

c Apiiscacién de pruebas de deteccidn de virus {transmisidn

mecdnica, transmisi1dn por afidos, por injertos, serologia,
microscopia electrdnica, electroforesis, etc

d Propagacion del material libre de virus *

Los métodos de limpieza clonal por cultivo de meristemas
tambi1én son efectivos para la erradicacidn de bacterias y hon-
gos sistémicos

CONSERVACION DE RECURSOS GENETICOS

E1 germoplasma puede ser conservado como semilla, polen,
en forma de Grganos vegetativos y como plantaciones en el cam-
po Es esenci1al que el método de conservacidn garantice viabi-
lidad y estabi1i1dad genética mdximas, pero tambi1én se debe con-
siderar los costos de conservaci1on Ademas seria una gran ven-
taja que los materiales se encuentren libres de plagas y patd-
genos y facilmente accesibles para su multiplicacidon y distri-
buci6én 1nternacional

Las semi1las cumplen con la mayoria de estos reguisitos,
puesto que pueden ser mantenidas por perfodos largos bajo

* El término "libre de virus" se debe usar siempre y cuando
se especifique los virus que han sido eliminados y las
pruebas de deteccidn utilizadas
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condiciones de humedad y temperaturas bajas $1n embargo, la
conservacidn de muchos cultivos de importancia econdémica por
medio de la semilla no es apropiada debido a problemas de 1n-
ferti1l1dad, a que 1a viabilidad de la semilla es muy corta, la
segregaci6n gendtica es muy alta y a Ta deterioracién rdpida
por patfgenos que se transmiten por la semilla, Estos culti-
v0s generalmente se conservan mediante la propagacidn vegeta-
tiva La longevidad de 1os dérganos vegetativos es bastante
corta, 10 que hace necesario regenerar las plantas en cortos
intervalos Ya se han discutido 1os problemas gue resultan de
la conservacidn de estos materiales mediante cultivos sucesivos
en el campo, también se han mencionado las ventajas del cultivo
de meristemas como un medio para la conservacidén de especies de
propagacidén vegetativa

Todo sistema de conservacidn por cultive de tejidos debe
cumplir con dos requisitos que los métodos de regeneracibn
de plantas deben ser aplicades para un rango amplio de varie-
dades v que 1a estabilidad genética de Tos materiales sea alta
En varios ejemplos, como en la papa y la yuca, se han disefiado
metodologias de cultivo y regeneracidn de plantas aplicables a
muchas variedades Los cultivos de c€lulas de origen somdtico,
no-meristemdtico, y de arigen germinal con frecuencia presentan
1nestabilidad ci1togenética, e3 la ocurrencia de euploidia y
aneupioydia, asf como otras aberraciones cromosdmicas, son fre-
cuentes en algunas especies, al grado que ha sido posible se-
teccionar lineas con variaciones fisicas y quimicas especificas

Por otro lado, se ha demostrado que Tos cultivos de meris-
temas son altamente estables debido a que la multiplicacién
celular no ocurre en forma desordenada, pero obedece a 1a alta
organizacibn citohistolégica del meristema

Las posibilidades de variacidn genética de los cultivos de
tejidos pueden ser minimizadas manteniendo las células a tem-
peratura ultrabajza {(ej en nitrégeno 1iquido), la cual inmobi-
11za las actividades metabdlicas Los cambios genéticos también
se minimizan cuando los materiales se mantienen en forma de es-
tructuras organizadas (e) yemas o pldntulas derivadas de cul-
tivos de meristemas)

1 Conservaci6n en Nitrégeno Liquido

En afios recientes se ha demostrado gque los cultivos de te-
Jidos que han sido tratados apropiadamente pueden ser conserva-
dos en nitrdgeno liquide E1 tratamiento generalmente censiste
en 1a aplicacidn de un agente protector {(e] dimetil sulféxido,
glicercl, sucrosa, etc ) al medio de cultivo, en el control de
la velocidad de enfriamiento (e rdpida 500-1000°C por minuto,
tento 1-10°C por minuto) y recalentamiento rdpido (e3 1000°C
por minuto) La tarea consiste entonces én encontrar la



combinacidn aproprada de estos factores para que los dafos cau-
sados por la baja temperatura (eJ destruccidén de las membranas
por el crecimiento de cristales de hielo, por la deshidratacién
del protoplasto y el aumentc de la concentraci16n de sales como

consecuencia de la pérdida del agua celular, etc ) se reduzcan

al minimo

La capacidad de regenerar plantas a partir de los cultivos
conservados en nitrégeno liquido es un 1mperativo prdctico Por
ejempio, de once especies conservadas en nitrdgeno 1iquido en
forma de c&lulas y callos s8lo en dos de ellas ha sido posible
recuperar plantas Sin embargo, cuando se utilizan meristemas,
yemas o plidntulas para la conservacidn de cinco especies, todas
fueron capaces de regenerar plantas en forma variable {10% en
papa, 5% en clavel, 60% en arverjas y 90% en manzano) Es en-
tonces claro que en un programa de conservacidén en nitrégeno
1iquido preferiblemente deben usarse meristemas o yemas

Se realizan mayores estudips en este campo los cuales, en
un futuro, deberdn permitir su uti1li1zacidén en forma consisten-
te y confiable

Fd Conservacion en Condiciones de Crecimiento Minimo

Como alternativa al uso del nitrégeno 1fquido, una forma
de conservacibn prdctica y altamente confyable consiste en man-
tener yemas o pldntulas derivadas de cultivos de meristemas en -
condiciones de crecimiento minimo de tal forma que el intervalo
de transferepcia a medios frescos se extienda al midximo posible
Este sistema debe asegurar una alta viabilidad de los materiales
asi como facilitar la recuperacidn de plantas con alta estabilii-
dad genética

La tasa de crecimiento de los cultivos puede ser controla-
da por varios factores, tales como la temperatura de 1ncuba-
c1d6n, la concentraci6n osmftica del medio de cultivo, el uso de
reguiadores de c¢recimiento (retardatorios e inhibitorios), etc
Es necesario investigar con diferentes clases, niveles y combi-
naciones de estos factores para obtener un si1%tema capaz de
permitir un crecimiento minimoe y, al mismo tiempo, una alta
viabilidad de los materiales

Cuando se conservd la papa en la forma de cultivos de nudos
derivados de meristemas a 24°C, el crecimiento de Jos cultivos
fué tan rdpido que a los 6 meses entraron en senescencia, $1n
embargo, los cultivos conservados a 6°C crecieron lentamente y
mantuvieron alta viabilidad (Figs 4Aa y b) La adicién de
20 mg/1 de dci1do abscisico al medio de cultivo, a 24°C, resultéd
detrimental para los cultivos {F1g 4Ac) Se logré una mayor
viabilidad al conservar los cultives a 6°C en un medio que con-
tenfa 6% de sucrosa, y a 24°C en un medio que contenfa 6% de
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sucrosa y 5-10 mg/1 de dcido abscisico (Figs 4Ba y b} La al-
fa viabil1dad de los cultivos a 6°C se deb16 a la proliferacidn
de estolones y a la formaci6n de tubérculos Los porcentajes
de viabilidad después de 10 meses de conservaci6n de cultivos
de papa se presentan en el Cuadro 4 La viabili1dad mds alta
ocurre a 6°C con 6% de sucrosa y a 24°C con 5-10 mg/1 de dcido
abscisico Bajo estas condiciones, el perfodo de transferencia
de los cultivos puede ser extendida hasta un afio

La viabilidad de los cultivos de yuca conservados por 18
meses es mucho mayer a 20-22°C que a 28-30°C (Fig 4C) En la
yuca, como ocurre tambi1&n en la papa, no s6io el factor tempe-
ratura pero también la composicidn del medio de cultivo ynflu-
yen en el crecimiento y la viabilidad de los cultivos El
Cuadro 5 muestra que cuando el BAP del medio es de O 01 a 0 02
mg/1, el crecimiento de los cultivos aumenta con la adicidn de
sucrosa hasta el 2%, a niveles mayores de sucrosa no ocurren
cambios significatives en el crecimiento, sin embargo, cuando
el BAP del medio es de 0 05 a 1 0 mg/1, la adici6n de sucrosa
del 3% hasta el 6% reduce el crecimiento de los cultives S1in
embargo, tambi1én ocurren pérdidas de 1a viabilirdad de los cul-
tivos, siendo la pérdida mayor a 30/25°C que a 22/22°C

Una combinaci16n apropiada de estos factores para la conser-
vac1dn de la yuca en la forma de cultivos de meristemas consiste
en el control de una temperatura de 20-22°C, una 1luminacidn de
1,000 lux, el fotoperiodo de 12 horas y el medio de cultivo ba-
sal de MS con sucrosa al 1 6 4%, 0 01 6 0 05 mg/1 BAP y 0 1
mg/1 de AG Bajo estas condiciones, el periodo de transferencia
minimo de 1os cultives de yuca se extiende a los 2 afos En un
cuarto de conservacidén con superficie total de estanterias de
40 m?2 se pueden mantener de 10-12 mi11 tubos Al final del pe-
riodo de dos afios, se procederd a obtener las yemas axtlares de
los cultivos y explantarlas en medios frescos para re-iniciar
un nuyevo perfodo de conservacién, en esta forma el sistema ad-
quiere la caracteristica de conservacidn a largo plazo

Se han realizado pruebas peri16dicas de recuperacifn de
plantas, Tas gue han sido llevadas hasta el campo, y se ha de-
mostrado la estabili1dad de las caracteristicas varietales tan-
to en la papa como en la yuca

INTERCAMBIO DE GERMOPLASMA

La produccién de variedades con alto rendimiento y con re-
sistencta a plagas y enfermedades requiere que los recursos ge-
néticos de la especie se encuentren accesibles para su utiliza-
cién en diferentes regiones o paises S1n embargo, este pro-
ceso de transferencia se encuentra restringido debido a los
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riesgos de diseminar plagas y enfermedades con los materiales
de propagacidén, especiaimente cuando se mueven de su centro de
origen a otras regiones La detecci16n de materiales enfermos
es adn mads difici1l cuando la enfermedad es causada por virus,
algunos de los cuales pueden presentarse en forma latente

La 1ntroduccidn de un organismo a un ecosistema no siempre
resulta en su establecimiento, sin embargo, se debe admitir que
al aumentar la frecuencia de 1ntroducciones, sin un control ade-
cuado, las propabilidades de que una plaga o un patbégeno se es~
tablezcan son mayores Por este motivo, los programas de cua-
rentena han sido creados para proteger los cuyltivos de una re-
g16n o pais contra plagas y enfermedades extrafas Esta pro-
teccidn es particularmente 1mportante cuando la economia de un
pafs estd basada en la agricultura, como ocurre en los paises
tropicales

El establecimiento de un programa de cuarentena eficiente,
el cual debe permitir el flujo controlado de germoplasma valio-
so, €5 un proceso complelo y costoso Mientras se establecen o
se mejoran dichos programas, es imprescindible que se tomen me-
didas para minmimizar las posibilidades de diseminacidén de plagas
y patbégenos

Debide a su limpieza de micro-organismos, 1os cultivos de
meristemas pueden ser utilizados para el i1ntercambio de germo-
plasma, reduciendo si1gnificativamente las posibilidades de di-
seminaci16n de plagas y patfgenos, especialmente cuandg se inter-
cambian materiales de propagacidn vegetativa

Los cultives de meristemas, o los cultivos de yemas © plén-
tulas derivadas a partir de meristemas, establecidos en un medio
nutritivo artificral, deben encontrarse libres de i1nsectos, ne-
matodos, dcaros, de hongos y bacterias S1 estos organismos se
encuentran presentes, contaminarfan rdpidamente el medio de cul~
tivo y podrian ser detectados En el caso de virus, los culti-
v0os para tntercambio deben 1niciarse a partir de plantas que se
han 1i1berado de virus Ademas, 1os cultivos de meristemas cumpien
con el principio bdsico de cuarentena, de que cuanto mds peque-
fic es e] material gue se envia, menores son los riesgos

En un programa de intercambio de materiales por medio del
cultivo de meristemas, se pueden distinguir las siguientes eta-
pas

1 S5elecci16n de los Materiales

La clase de materiales que se asignan para su distribucién
depende de las necesidades y del estado de desarroilo de los
programas de 1nvestigacidn de la regidén o pais receptor Se
pueden enviar variedades, hibridos promisorios y germoplasma
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bdsico
2 Preparaci6n de los Cultivos

Consiste en el establecimiento de los cultivos de meriste-
mas a partir de yemas obtenidas de Tos materiales seleccionados
En el caso de encontrarse alglin material infectado con virus,
se procederd a la eliminaciin del virus por termoterapia y cul-
tivo de meristemas

Los cultivos pueden enviarse en forma de meristemas, de
yemas y de plafitulas enraizadas La forma mds apropiada, desde
el punto de vista de su manejo en el pafs receptor, es el de
ptédntula derivada de cultivos de meristemas (Fig 4D)

En la yuca, estas plantulas se 1tnician fécilmente a partir
de nudos cortados de l1os tallos formados a partir de meristemas
{(Fig 3) Los nudos se cultivan en el medio de enraizamiento
ya descrito y se mantienen con 1luminacién alta (5,000-6,000
Tux) para producir un tallo corto con varios nudos y hojas ver-
des (Fig 4D)

Debido a2 su capacidad de detectar cualquier contaminante
del aire o sistémico, 1os cultivoes deben ser criticamente ob-
servados durante su crecimiento, antes del envio

3 Empaque y Envio

Los tubes con los cultivos pueden ser empacados en cajpas
de poliestiréno {Fig 4E) En envio debe hacerse preferente-
mente por via aérea, es importante coordinar 1a 1legada de Tos
cultivos a su destino para reducir la duracidn del viaje A
pesar que la yuca es muy sensible a la oscuridad prolongada,
viajes de hasta 15 dfas no afectaron significativamente a los
materiales Variaciones en la temperatura de 0° a 45°C durante
envios de yuca por correc aéreo no afectaron a los cultivos

4 Manejo en el Pais Receptor

Este aspecto es de particular importanciz en el éxito del
intercambio de cultivos de meristemas Es necesario que la 1ns-
titucidn receptora cuente con facilidades minimas y con el per-
sonal entrenado para recuperar y micro~propagar, st fuera posi-
ble, los cultivos antes de su transplante a potes

Cuando se envian pldntulas enraizadas lo minimo que se re-
quijere, en el pais receptor, es exponer los cultivos a una 1lu-
minacidén de 500-600 lux y una temperatura de 25°- 26°C durante
1-2 semanas para recuperarlos de los efectos negativos de la
falta de Tuz Cultivos de yuca enviados del CIAT a Asia del
Sur 1legaron al pais receptor, después de un mes de viaje, en
estado de etiolacidn intensa y con dafios causados por la
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oxi1dacién de los fenoles exudados por las raices, sin embargo,
después de exponer dichos cultives a las condiciones arriba des-
critas, fud posible recuperar nudos y micro-propagarios para
productr plantas (Fig 3)

Después de su recuperacibn de los tubos, las plantas deben
ser transplantadas a potes para su seguimiento fitosanmitario
bajo condiciones de invernadero (Fig 4F)

5 Propagacidn y Re-disteibucibn

Después del seqguimiento fitosanitario, los materiales pueden
ser propagados por medio de técnicas de cultives de meristemas
y/o técnicas mds convencionales (e3 esquejes, ho)as, estacas,
bulbos, ete ) Un sistema de propagacidn que utilice una com-
binacidn de ambas técnicas serfa el mds conventente

E1 entrenamiento de personal técnico de los pafses involu-
crados en el 1ntercambio de germoplasma como cultivo de meris-
temas es un aspecto de mayor importancia en todo el proceso

PROFAGACION RAPIDA

Un requisito en 1a conservaci16n de recursos genéiycos por
cultivo de meristemas es que los matertales que se recuperan
del medio de conservaci16n puedan ser répidamente multiplicados
antes de su distribuci1dn internacional o antes de su utilizaci6n
en pruebas de campo Igualmente, en el proceso de 1ntercambio
de germoplasma, es necesario que los materiales puedan ser ra-
pidamente propagados a partir de la importacidén de pocos culti-
vos La multiplicacién debe realizarse en 1o posible en condi-
ciones de limpieza de plagas y enfermedades

La vfa mds swmple para la propagacibn de plantas por medio
del cultivo de meristemas es 1a organogénesis directa (Fig 5),
la cual consiste en estimular la proliferacidn de yemas axila-
res durante el cultivo de los meristemas Otra via de propaga-
c1bn consiste en ta induccidn de yemas adventicias {(Fig 5) a
partir del meristema

La propagacidn por proliferaci16n de vemas axilares ocurre
en la yuca  Por efecto de concentraciones altas (0 2 a 0 5 mg/1)
de BAP, se forma un cultivo en roseta, el cual comprende un
tallo corto con numerosos nudos {Fase I, de 1niciacién), cada
nudo del cultivo en roseta lleva una yema axilar 1incipiente,
las cuales son estimuladas a crecer para formar numerosos tallos
{(Fig 6A) en un medio con baja concentracidn {0 05 mg/1) de BAP
y con 0 1 mg/1 de AG (Fase 11, de proliferacion) Cada uno de
los tallos puede ser segmentado (F1g 6B) en porciones conteniendo
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una yema axilar y cada seqmento transferido 2l medio de enrai-
zamiento (F1g 6C) para la formaci6n de plantas (Fase III, de
regeneraci1dn) Se pueden "cosechar" varias generaciones de
tallos siempre y cuando el tejido proliferativo sea sub-culti-
vado Una vez establecido, es posible producir con este siste-
ma de 10 a 20 plantas de yuca por mes por cada cultivo 1nicial,
y 30-40 plantas por mes por el primer sub-cultive, etc

En la papa se desarrolld un método de multiplicacidn paor
formac16n de yemas adventcias y axilares (Fig &D) a partir de
dpices cultivados en concentraciones altas (2-3 mg/1) de BAP
{(Fase I, de 1ni1ciracién), las vemas asf i1nicradas s6lo crecieron
cuando se redujo ta concentracidén de BAP y se agregd al medio
0 1 mg/1 de AG, formindose cultivos de tallos multiples {(Fig
6E) {Fase 1I, de proliferacidn) Al 19ual que en la yuca, cada
uno de los tallos se dividié en segmentos de un solo nudo {Fig
6F), a partir de Tos cuales se desarrollaron plidntulas comple-
tas (Fig 6G) (Fase IIl, de regeneracifn) E1 potencial de
propagaci16n de este sistema es de 70 plantas por mes por cada
cultivo 1nmictal y 200 plantas por mes por el primer sub-cultivo,
etc

Las técnicas de micro-propagacidén descritas deben, en To
posible, ser integradas con los métodos de propagacidn conven-
cionales Esta i1ntegracidn consistiria en utilizar 1os materia-
les provententes de la micro-propagaci0n por meristemas como
material bdsico Timpio para su propagacidn por métodos conven-
cionales, usando esqueles, yemas, estacas, bulbos, tubérculos,
hijuelos, etc En el caso de la papa, las plantas provenientes
de la micro-propagacidn se han usado como plantas madres para
la multiplicacidn por esquejes y tubérculos en el 1invernadero
Estos propdgulos fueron a su vez usados para ta produccidn de
material de siembra en el campo Igualmente, en la yuca, las
plantas madres provenientes de la micro-propagacién pueden ser
usadas para Ta multiplicacidn rdpida por medio de brotes crecidos
de estacas Una nueva técnica de multiplicacibn répida de la
yuca, desarrollada por 1investigadores Fi1lipinos y que utiliza
esquejes de una sola hoja, tiene el potencial de producir 300,000
piantas al afio a partir de una planta madre

No estd demds enfatizar en 1a necesidad de desarrollar mé-
todos 1nnovativos para la conservacidn a largo plazo de mate-
riales vegetativos La aplicacion de la criogénesis para la
conservacidn de plantas en la forma de cultivos de tejidos ofre-
ce grandes posibilidades para el futurso Si1n embargo, se ha
demostrado que, a corto plazo, el cultive de meristemas puede
ser utili1zado como un medio de conservacifn y de intercambio
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internacional de germoplasma con numerosas ventajas sobre los
métodos convencionales

En el casc de la yuca, el cultivo de meristemas ha si1do 1n-
tegrado dentro de un programa multy-discipliinario para el mejo-
ramiento del cultivo ta técnica estd siendo utilizada para la
Timpreza clonal de materiales infectados, para la conservacidn
y la transferencia i1nternacional de germoplasma (Fig 7)

Posiblemente, 1a mayor dificultad gque se encuentra en la
uti1lizaci1on de las técnicas de cultivo de tejidos reside en la
falta de personal adecuadamente entrenado para realizar estos
trabajos Los programas de entrenamiento de 1as instituciones
nacionales e 1nternacionales pueden cumplir un rol 1mportante
en esta &rea Asi por ejemplo, la creaci1én de una red de cen-
tros regionales encargados del intercambio de recursos genéticos
en forma diversa, 1ncluyendo Jos cultives de meristemas, faci-
Titarfa el movimiento de estos materiales a la vez que alivia-
ria l1os mayores problemas fitosanitarios Se realizan esfuer-
z0s en estas dreas para cultivos de Importancia econdmica tales
como la yuca, 1a papa, la cafia de azucar, etc
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§§§§§f}$URA 1 Cultivo de Meristemas de la Yuca aislamiento del

. meristema, cultivo aséptico en medios nutritivos y
L crecimiento de plantas






FIGURA 2. Formacidn de plantas de yuca a partir del cultivo de
meristemas y su establecimiento en potes y en el

campo.




FIGURA 3. Técnica de dos etapas para el cultivo de meristemas
de 1a yuca: I. Iniciacidén de tallos; 1I1I. Enrai-
zamiento y micro-propagacién por cultivo de nudos.
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FIGURA 4.

Conservacidn e Intercambio de Recursos Genéticos por

Cultivo de Meristemas.

Aa y Ab:

Ac

Ba y Bb:

Ca y Cb:

Conservacidon de la papa a 24°C y 6°C, res-
pectivamente.

Conservacidon de la papa a 24°C, con 20 mg/]
de acido abscisico.

Conservacién de la papa a 6°C, con 6% de
sucrosa y a 24°C con 6% de sucrosa mas
10 mg/1 de acido abscisico, respectivamente.

Conservacion de la yuca a 20-22°C y a
28-30°C, respectivamente.

Los cultivos de papa se muestran a los 6 meses y 10s
de yuca a los 18 meses de conservacion,

Dy€E

Preparacién y empaque de cultivos de yuca
para la transferencia internacional.

Seguimiento fitosanitario de plantas de
yuca recuperadas de cultivos de meristemas
después de su transferencia al CIAT.

(Las figuras A y B corresponden a trabajos realizados por el
autor en el CIP, Lima, Perid, 1978.)






FIGURA 5.

PROPAGACION DE PLANTAS POR CULTIVO DE MERISTEMAS
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FIGURA 6. Propagacidén Rapida por Cultivo de Meristemas.

A, By C: Secuencia de la produccién de plantas de
yuca a partir de cultivos de tallos m(l-

tiples,
D, E, F y
G : Secuencia de la produccidon de plantas de
papa a partir de cultivos de tallos mal-
tiples.

(Las figuras D-G corresponden a trabajos realizados por el au-
tor en el CIP, Lima-Perid, 1978)






FIGURA 7. Resumen de la utilizacién del cultivo de meristemas
en la yuca.
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CUADRO 1.

MEDIO BASAL PARA EL CULTIVO DE MERISTEMAS

Volumen/Sol.

1A 7 * %
Concentracidén Final Mg e

Cant./Const./

Constituyentes Sol. Madre* Masa Moles Medio Basal
NH4N03 82,500 mg 1650 mg 20.6mM
KNO3 95,000 mg 1900 mg 18.8mM
M9504-7H20 18,5G0 mg 370 mg 1.5mM
KH2P04 8,500 mg 170 mg 1.25mg 20 ml
H3BO3 620 mg 6.2 mg 100uM
Mn304-H20 2,176 mg 22.3 mg 100uM
ZnSO4-7H20 860 mg 8.6 mg 29.9uM
Na2M004-2H20 25 mg 0.25 mg 1.03uM
Cu504-5H20 2.5 mg 0.025 mg 0.10uM
CoCl,-6H,0 2.5 mg 0.025 mg 0.105uM 1.0 ml
KI 75 mg 0.83 mg SuM 1.0 ml
CaC12-2H20 . 15,000 mg 440 mg 2.99mM 2.9 ml
NaZEDTA 1,492 mg 37.3 mg 100uM
FeS0,-7H,0 1,114 mg 27 .8 mg 100uM 5.0 ml
Tiamina+*HC] 20 mg 0.4-1.0 mg 1.18-2.96uM 4-10 ml
m-Inositol 1,600 mg 100 mg 555uM 12.5 ml

Medio de Murashige y.Skoog (1962).

Disolver todos los constituyentes de la solucidn madre No. 1 en
1,000 m1 de agua; todos los de T1a solucidén madre No. 2 en 100 ml; el
No. 3 en 100 ml; el No. 4 en 100 ml; los Nos. 5, 6, 7 en 200 m]l cada
una.

Concentracidon final de cada constituyente en un 1itro de medio basal.

Usar 4 m1 6 10 ml de ta solucidn madre/litro de medio basal cuando se
trata de cuitivo de meristemas o de dpices, respectivamente.



CUADRO 2.

EFECTO DE LA TERMOTERAPIA EN LA INFECTIVIDAD Y EN LA ERRADICACION

DE VIRUS POR CULTIVO DE MERISTEMAS

Infectividad relativa®* de virus X de Ta papa en hojas de G. globosa

Diluciones
de extracto Clone 800244
ge_holas Termoterapia  Control
1/10 - Ftt
1/100 - i
1/1000 - it
1/10000 o .
% erradicacidn 90 5

* Niamero de lesiones locales por 1/2

Clone 720057

Termoterapia Control
+ +++
+ +++
- ++
- +
40 2

hoja de G. globosa.

(Trabajo realizado por el autor en el CIP, Lima-Perd, 1977)



CUADRO 3.

LIMPIEZA DE "CUERO DE SAPO"™ POR CULTIVO DE MERISTEMAS DE LA YUCA

¥ Plantas libre de

Tratamiento Tamano del Sintomas*
Variedad de estacas meristema 1er Cicle 2% ELigie
M. Col 33 Ninguno Pequeno 92 85
' Grande 35 6
Termoterapia Pequefio 96 95
Grande 60 15
M. Col 2 Ninguno Pequeiio 100 95
Grande 86 22
Termoterapia Pequeiio 100 100
Grande 79 20
M. Col 33** - - 0 0
% Las plantas del 15" ciclo se derivaron directamente de me-
ristemas; las del 2° ciclo, se derivaron de estacas corta-
das de las plantas sin sintomas del 1ler ciclo.
Duracidn de cada ciclo = 5 meses en el campo.
* %

Plantas derivadas de estacas sin tratamiento de calor y
sin cultivo de meristemas.



CUADRO 4.

EFECTOS DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO Y PE LA TEM-
PERATURA DE INCUBACION EN LA VIABILIDAD DE NUDOS MERISTEMA-
C0S DE PAPA*

g Viabilidad?

Sucrosa ABA1

% mg/1 5 - 6°C 22 = R4S

3 0 75 15

5 85 50

10 90 38

20 80 35

6 0 943 10

5 1003 42

10 40 25

20 42 5

1. Acido Abscisico.

2. % cultivos que regeneran plantas después de 10 meses de

conservacidn. x de 15 variedades.

3. 70% de cultivos tuberizando

* Resumen de una parte de la investigacidn realizada por el
autor en el CIP, Lima-Perid, 1978.



CUADRO 5.

EFECTOS DE LA TEMPERATURA PE INCUBACION Y DE LA COMPQSICION DEL MEDIOQ DE CULTIVO
EN EL CRECIMIENTO Y LA VIABILIDAD DE APICES DE YUCA CONSERVADOS IN VITRO

Temperatura Temperatura
o o o o
Medio de ¢ de 30°C/25°¢C 22°¢/22°¢
Cultivo Sucrosa cm/mes* % Viabilidad** . cm/mes* % Viabilidad**
1. Basal + 0.5 2 <0 12 0.1 20
0.1 mg/1 GA + :
0.01-0.02 mg/1- BAP 1.0 98 - 4.3 43
2.0 5.4 30 0.5 42
3.0 3.5 28 0.4 75
5.0 4.0 45 0.3 94
6.0 4.2 15 0.2 22
2, Basal + 0.5 2.0 14 0.08 35
0.1 mg/1 GA +
0.05-0.1 mg/1 BAP 1.0 4,8 48 1,2 6
2.0 2,6 26 0.3 .38
3.0 3.0 29 - 0.4 65
5.0 1.0 30 0.1 25
6.0 0.8 10 0.05 15

*  promedio de 3 variedades, 5 cultivos/variedad

**  Porcentaje de cultivos que pueden regenerar plantas después de un afio de
conservacidn



