SEMINARIOS
HNTERNOS

1 Cairo Btamestan) dz Aghad|we Tregesd
S (OLE GoY jEninig

- ‘-. . o
Serie SE-07-80 =
Mayo 9, 1980’,,

-

CENTRO DE EO-.'J:'.!E.‘!TAC.CJN

o “ULTIVO DE TEJIDOS EN YUCA
) . W. M. Roca1

RESUMEN

E1l cultive de tejidos de plantas cubre un rango grande de
técnicas: cultivo de protoplastos, células, anteras, callos,
meristemas y 6rganos, teniendo todos un factor comdn: creci-
miento de material vegetal en un ambiente aséptico como es el
medio de cultivo esterilizado en tubos de ensayo.

S61o las dos dl1timas décadas han sido testigos del mayor
progreso en cuanto a la utilizacidon de cultivo de tejidos para "
la investigacidon bdsica y aplicada en agricultura, horticultura ’

j ¥ l1a industria.’ A pesar que varias de las técnicas todavia no

" " se aplican en amplia escala, es posible propagar muchas especies
por medio del cultivo de meristemas apicales, eliminar virus de
materiales infectados y recientemente ®s factible utilizar el
cultivo de meristemas para la conservacidn de germoplasma.

g Estas aplicaciones son particularmente dGtiles en cultivos
de propagacion vegetativa como la yuca por las siguientes razo-
nes: 1. Transmisidn de patégenos sistémicos de una generacitdn

1. Fisiologo, Unidad de Recursos Genéticos - CIAT
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a otra; 2. Altos costos de mantenimiento de colecciones de
germoplasma; 3. Restricciones en el movimiento de materiales
Qegeta]es por motivos cuareﬁtenarios; 4., Baja tasa de pro-
pagacién asexual.

CULTiVO DE MERISTEMAS EN YUCA

Factores que influyen en el cultivo de meristemas de yuca:

1, Variedad
2. Composicion del medio de cultivo
3. Factores ambientales de 1a incubacidn

Se realizaron trabajos iniciales para desarrollar una téc-
nica de cultivo de meristemas capaz de ser usada consistente-
mente con un gran nimero de variedades de yuca. La técnica
compfende dos fases: 1. Iniciacién, que resulta en 1a forma-
cién de una. yema con una o mds hojitas (la mayoria de las va-
riedades no enraizan en esta fase). EY medio de cultivo estd
compuesto por 10s macro y micro nutrientes minerales de Murashige-
Skoog, suplementado con sucrosa, vitaminas y niveles bajos de
benzi]oaminopprina, dcido giberélico y acido nafta1eno-acético.
La adicidn de una fuente de aminodcidos es necesaria para el
crecimiento de-algunas variedades. 2. Enraizamiento, se con-
sigue al transferir las yemas diferenciadas en la fase 1 al me-
dio de Murashige-Skoog (dilufdo 3 veces) conteniendo mayor por-

' centaje de sucrosa y baja concentracién de citoquinina. E1 100%

de las variedades forman raices en este medio.

Otros factores que influyen en el cultivo de meristemas son:
temperatura, iluminacidon y humedad relativa durante la incubacidn
de los cultivos as{ como en la transferencia de las plantas a



potes y al campo.

Mas de 120 variedades de yuca han sido procesadas por me-
dio de esta técnica. '

Cultivos meristeméficos'de tallos mGltiples:

Se ha desarrollado una técnica de micropropagacidn rapida
de 1a yuca por medio de los cultivos de tallos miltiples.

E1.método consiste en la formacién de cultivos conteniendo
muchos nudos'(cu1tivos en roseta), cada uno de los cuales 1leva
una yema axilar incipiente. La Tabla 1, muestra el efecto de la
concentracién de benziloaminopurina en la formacién de cultivos
en roseta. Para que las yemas axilares, asi diferenciadas, pue-
dan crecer y formar tallos, es necesario reducir la concentracién
de benziloaminopurina; esto ocure mejor en medio 17iquido rotato-
rio.. ‘Una vez establecido el cultivo de tallos midltiples, es po-
sible "cosechar" 10-15 tallos al mes por cada meristema. Cada
uno de estos tallos contiene por 10 menos 2 yemas, las cuales
se cortan y se enraizan para producir 20-30 plantas.

La propagacidn de la yuca por cultivo de meristemas es
utilizada para:

1. Erradicacidn de virus
2. Conservacidn de germoplasma
3. Intercambio de germoplasma

4, Multiplicacidn rdpida

ERRADICACION DE VIRUS

Desde que se demostrd que las c&Tulas del meristema apical
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de plantas infectadas con virus generalmente se encuentran 1i-
bres de virus, 1a técnica de cultivo de meristemas ha sido
usada para la eradicacidn de virus. |

_E] proceso de control de enfermedades virales por medio
del cultivo de meristemas, comprende las siguientes etapas:

1. Identificacién del agente causal; 2. Aplicacidon de la

técn%qa de erradicacién; 3. Indexado de las plantas resultan-
tes; 4. Propagacidn del material l1ibre de virus.

La erradicacidon de virus es un proceso complejo, el cual
depende de varios factores, entre ellos: condiciones de cre-
cimientos de las plantas infectadas, 1a variedad y su interac-
ci6n con el virus, la técnica de aisTamiento y el cultivo de me-
ristemas, y las pruebas de indexado.

Puesto que los virus dependen del metabolismo celular para
su propia mu]t%plicacién, cualquier factor que afecte el meta-
bolismo de la planta se espera que también afecte a la multi-
plicacidn de virus en el huesped.

E1l tratamiento de tejidos y plantas con temperaturas altas
permite obtener mayores tasas de erradicacidon de virus por cul-
tivo de meristemas. Parece que el calor (35°-40°C) favorece la
inactivacidn, en contraste a la sintesis, viral asi como retar-
da la translocacidn de virus en la planta, de tal forma que 1la
regidn sin virus del meristema apical aumenta de tamafio y por
lo tanto la eliminacidn de virus se facilita.

Erradicacidon del Mosaico de 1a Yuca:

Los sTntomas de mosaico (posiblemente mosaico comin de la
yuca) dé la var. Secundina desaparecieron en las hojas nuevas al
tratar las plantas a 35°C por 8-10 dias. Los sintomas re-apare-

~cieron al 1levar las plantas al invernadero por 5-6 dias. EI
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mosajco se erradicé después de cultivar meristemas de plantas

.tratadas a 40°C (d7fa) y 35°C (noche) por 3 semanas (Fig. 1).

_Erradjcaciéh_de-Cuero”de Sapo en la Yuca

Aunque .todavia se desconoce la naturaleza exacta de esta

‘enfermedad, existen indicaciones de que puede ser causada por

un organismo de tipo viral. Varios factores influyen en la
erradicacibn de cuero de sapo por cultivo de meristemas: ter-
moterapia de las plantas infectadas, tamafio del meristema y la
variedad.

La Tabla 2 demuestra que el porcentaje de plantas libre de
sintomas es méis alto cuando se cortan meristemas pequefios que
grandes. Sin embargo, en el segundo ciclo de crecimiento a par-
tir de estacas de plantas que no mostraron sintomas, las tasas
de erradicacidn disminuyen a menos que las plantas infectadas
hayan sido tratadas con altas temperaturas 40°C (dia) y 35°C
(noche) previamente al cultivo de meristemas. Algunas varie-

" dades (ej. M. Col 33, Quilcace) son obviamente mds dificiles

de 1impﬁar que otras. Se encontrd también que la duracién de
la termoterapia debe ser de 2-3 semanas ya que por debajo de 2
semanas, el porcentaje de e]imingapidn disminuye significativa-
mente. La no re-aparicidon de los sintomas de cuero de sapo en
numerosas variedades crecidas por un segundo cicle, hasta en

un 100%, indicaria que la enfermedad ha sido erradicada.

. Lé técnica desarrollada permite procesar de 30-40 varieda-
des de yuca al mes. La evaluacién de la erradicacifn se basa
en la sintomatologia de las raices después de 4-5 meses de cre-
cimiento en el campo.

Se ha iniciado un programa de Timpieza clonal de la yuca,
el cual ha empezado con variedades importantes e hibridos



promisorios y seguido por Tos materiales del banco de germoplas-
ma. '

~Cerca .de 50" variedades ya han sido limpiadas de cuero de
sapo y.otras 80 se encuentran en las dltimas fases del proceso.

:-CONSERVACION DE GERMOPLASMA

"E1 germoplasma de yuca puede ser conservado como semiila
sexual y en forma de plantacifn vegetativa en el campo. Para
conservar los caracteres varietales de la yuca, es necesario
usar los 6rganos vegetativos.

La conservacidn convencional de 1a yuca por cultivos conti-
nuos en el campo demanda altos costos y expone a los materiales
al ataque de pestes y enfermedades, a dafios causados por el cli-
ma, etc.

‘La alta tasa de propagacidon que se puede obtener, ademds
de encontrarse libres de micro-organismos y de requerir un pe-
queﬁo'espacio, hace factible la utilizacidn del cultivo de me=
ristemas para la conservacidn clonal de la yuca. '

Los métodos de conservacién por cultivos de tejidos deben
garantizar-pérdidas minimas y alta estabilidad genética de las
variedades. - Los cultivos de tejidos de origen somitico (no me-
ristemdtico) y germinal con frecuencia muestran inestabilidad,
dando lugar a variantes citogenéticos. Por el contrario, los
cultivos de meristemas son altamente estables.

MEtodos de conservacidn;

1. Conservacidn en temperatura ultrabaja.

2. Conservacién bajo condiciones de crecimiento minimo.



1. Conservacidn en temperatura ultrabaja (N» - Tiquido).

_ ..A la températura de nifrégeno 1fquido {-196°C) las activi-
déde;ﬂmetabﬁ]igas de las células se encuentran totalmente inhi-
bidas, por 1o tanto el peligro de variacién genética. en los
cultivos es minimo. '

'EStos estudios se realizan, en colaboracifn con el CIAT,
en 'dos lugares: Saskatoon, Canada y Birmingham, Inglaterra.
- Resultados iniciales demuestran que los meristemas de yuca pier-
den la capacidad de regenerar plantas después de haberlos man-
tenido en hitrﬁgeno 1iquido durante tiempos cortos. Las célu~-
"las meristemdticas sufren dafio mis o menos masivo debido a: al-
ta concentracidn osmdotica, la deshidratacién y la formacidn de
cristales de hielo durante el enfriamiento. Parece que la tem-
- peratura critica en 1a cual los cristales del hielo crecen mds
ripidamente es de cero a -60°C. El1 enfriamiento rdpido podria
evitar el crecimiento de los cristales de hielo. La adicidn al
medib de cultivo de agentes protectores del conge1amiento; como
Q]icero], DMS0, sucrosa, etc. previene el dafio excesivo causado
por el -enfriamiento a temperaturas ultrabajas.

Entre otros factores que se estdn estudiando tenemos: 1la
velocidad de enfriamiento y de des-congelamiento, la aclimata-

cion de los tejidos, etc.

2. Conservacidén bajo condiciones de crecimiento minimo:

Este método consiste en mantener los cultivos a una tasa de
crecimiento tan baja que el- intervalo de transferencia a medios
frescos sea 1o mas largo posible. La ventaja de este método es
que se asegura la viabilidad de l1os materiales, siendo de fécil
recuperacion y propagacion.

Los factores: temperatura, y la composicién del medio de



.cultivo influyen en la conservacién de Tos cultivos meristemd-
ticos.

La Figura 2 demuestra que cultivos mantenidos a 30°C (dia)
¥y 25°C. (noche) crecen rédpidamente durante los tres primeros me-
ses para luego reducir su tasa de crecimienfo, perdiendo viabi-
.1%daq en el sexto mes. Sin embargo, a la temperatura de 20-22°C,
el crecimiento de los cultivos se mantiene a una tasa baja duran-
te 15 meses de conservacidn, permitiendo alta viabilidad.

La temperatura de conservacifn interacciona con factores
.dé1-medio &e'cu1tivo. Mayor viabilidad se logrd en medios con-
" teniendo baja concentracidn de sucrosa y alta citoquinina o
vice versa, en medios con alta sucrosa y baja citoquinina.,

La conservacion de Ja yuca en forma de cultivos meristemd-
ticos de ta]?os_mﬁ]tip]es ofrece 1a ventaja de aumentar la can-
tidad de material que se conserva por unidad de superficie.
‘Este método consiste primero en inducir 10s cultivos en roseta
.y 1uegp transferirlos al medio de conservacidn.

Los resultados de este trabajo sugieren'que el intervalo
de transferencia de los cultivos puede ser extendido por 1o me-
nos a dos anos. Al final de este periodo, se cortan yemas de
los cultivos para re-iniciar el ciclo de conservacién. E1 ob-
jetivo es establecer un banco de cultivos meristemdaticos de
yuca; por 1o menos 2,000 variedades pueden ser mantenidas en un

2 2

cuarto de 20 m~ conteniendo + 40 m~ de estanteria.

INTERCAMBIO DE GERMOPLASMA

Debido a su Timpieza de micro-organismos, los cultivos de
meristemas pueden ser usados para el intercambio internacional
de recursos genéticos, alividndose asi las restricciones cuaren-
_tenarias existentes para cultivos de propagacidon vegetativa como



-9 -

la yuca. Los cultivos meristematicos, por su condicidn asépti-
ca, deben estar libres de insectos, nemafodos, hongos y bacte-
rias. En el caso de virus, 1os cultivos se iniciardn a partir
de plantas libres de virus.

. Sg ha desarroilado un método para el movimiento de materia-
.1es de yuca'en forma de cultivos meristemdticos. Este método

se estd usando tanto para distribuir variedades del CIAT a otros pai-
ses como, para la introduccién de germoplasma nuevo al CIAT. E1
‘método consta de los siguientes pasos:

1. - Preparacidn de los cultivos de meristemas: dpices y pldntulas.
‘2. Empaque y envio de los cultivos.
3. Manejo en el pais recipiente: - recuperacifn de los cuitivos

- Propagacidn
- Re-distribucifn

Utilizando estos métodos.se han realizado envios de culti-
. vos a Brasil y a varios paises de Asia del Sur.

Igualmente se ha introducido germopiasma nuevo al CIAT des-
de el Perd y de la zona Amazénica de Colombia. Se hard 1o mismo
desde Brasil.

E1l objetivo es crear una red de instituciones en América y
Asia para el intercambio de germoplasma de yuca sin los riesgos
de diseminacidn de plagas y enfermedades.

PROPAGACION

La transferencia de yuca del CIAT en forma de cultivos me-
ristemdticos requiere que los materiales sean rédpidamente multi-
plicados después de su arrivo a los paises recipientes. Es ne-
éesario que esta propagacidn se realice en lo posible bajo
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condiciones libre de enfermedades.

1. .Cultivo de Tallos Mdltiples

E1 potencial de propagacidn de los cultivos de tallos mil-
iip1e§ es grande: a partir de una estaca de 10-15 cm es posi-
.ble obtener .10 meristemas y éstos pueden producir aproximadamente
2,400 plantas.en un-afio. E1 uso de mayor nimero de estacas au-
mentard el ndmero de plantas por afio, Cada una de estas plantas
pueden a su vez producir 20-30 estacas para la siembra al afo.

_ En algunas circunstancias serd necesario utilizar ténicas
mis convencionales de propagacién. E1 método de propagaéiﬁn
répida de ia yﬁca desarrollado en el CIAT puede ser una alter-
nativa vdlida.. Otra técnica, recientemente desarrollada en Fi-

"lipinas, también ofrece alto potencial de multiplicacidn segin
pruebas realizadas recientemente en el CIAT. Esta técnica uti-
liza esquejes de una sola hoja con su yema; por lo tanto es po-
gibie producir tantas plantas como hojas tenga Ta planta madre.

2. Multiplicacidn por esquejes de una sola hoja-yema

Conservadoramente, el potencial del método seria el si-
guiente:

1. Se puedeq ocbtener por lo menos 100 esquejes de una sola
hoja a partir de una planta madre de 4-5 meses de edad.

En 15-18 dias, se tendran 100 plantas listas para su trans-
ptante al campo o al invernadero.

2. En aproximadamente 5 meses, se tendrdn otras 100 plantas
madres, cada una con aproximadamentellﬂo hojas. En 15-18
dias mas, se producirdn 100 x 100 = 10,000 plantas listas
para ir al campo. '

3. . Estas plantas en un afio producirdn 10,000 x 30 = 300,000
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estacas para siembra comercial.

" 4.. Si se envian un minimo.de 10 cultivos meristemdticos al
"pais recfpiente serda potencialmente posible, usando la
.técnica de ésquejes'de una sola hoja, producir aproximada-
" mente tres millones de estacas para la siembra.

IOTRAS TECNICAS DE CULTIVO DE TEJIDOS EN YUCA

. Por accidn de concentraciones altas de auxinas (2,4-D o
"ANAY., las células diferenciadas de 1a planta de yuca son esti-
muladas a de-diferenciarse y proliferar formando callos in vitro.
Sin embargo, las técnicas para re-diferenciar plantas a partir
de los callos todavia no se ha desarrollado.

La regeneracidn de plantas de yuca a partir de células y
callos es un requisito para la utilizacidn potencial de otras.
técnicas, tales como: <cultive de protoplastos y cultivo de an-
teras.

Cultivo de Protoplastos

a. Poblaciones grandes de protoplastos podrian cultivarse in
vitro y seleccionar variantes espontaneos o inducidos los
que puedan resultar en plantas con atributos deseables.

b. Lograr hibridaciones, que resulten imposibles por la via
sexual, por medio de 1a fusidn de protoplastos. La propa-
gacidon vegetativa de los materiales producidos usando estos
métodos evitaria cualquier problema en casoc de ocurrir es-
terilidad y/o variaciones no genéticas.

Se han inicado proyectos en colaboracidn con el CIAT, para
trabajar con el cuitivo de protoplastos de yuca en las Universi-
dades del Estado de Florida -y del Estado de Kansas.
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Cultivo de Anteras

"Ei cultivo de anteras podria ser utilizado, por ejemplo,
para producir pldntas'hap1oides y l1ineas puras & partir de ma-
teriales seleccionados; las lineas podrian cruzarse una con otra
y- asi-dar origen a hibridos Fi con alto grado de heterosis.
"Estos hibridos podrian usarse como cultivares y cuantenerse ve-
getativamente o se podria producir nueva semilla F1 haciendo
la cruza entre las 1ineas puras.



.13 -

~Nooy B W N
[ . Y D T 2 )

TABLA 1. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE BAP EN EL

DESARROLLO DE MERISTEMAS DE YUCA IN VITRO
{cv. CM 391-2)

BAP*  No. nudos Longitud de Formacidn de*¥*
mg/1 por talle entrenudos (cm) Traiz callo

0.05 4 1.0 ++ +-

| 0.1 8 0.5 + +

0.2 11 0.3 - +

0.5 12 0.2 ~ .

1.0 11 0.1 - ++
2.0 7 0.1 - +++

. 4.0 3. 0.1 R & 4

* BAP (benzilaminopurina)} fué suplamentado al medio
de Murashige-Skoog + 2% Sucrosa + 0.01 mg/1 NAA.

*%* Cantidad relativa de raices y callos.
Datos representan el promedio de cuatro cultivos.



FIGURA 1.

EN PLANTAS DE YUCA (cv.
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POR MEDIO DE CULTIVO DE MERISTEMAS

Inverhadero: 2850/18°C

-6 dias

Termoterapia:
10 dias

Invernadero (28°/18°C)
4 meses
+ : Hojas con mosaico

- : Hojas sin mosaico

35°/35°C =——> Termoterapia:

21 dias

}

Cultivo de Mer

Invernadero:
‘8 meses

CONTROL TERMICO BE LA APARICION DE SINTOMAS DE MOSAICO
SECUNDINA) Y SU ERRADICACION

40°/35°C

istemas

28°C/18°C
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TABLA 2. ERRADICACION DE CUERO DE SAPO POR

Tratamiento

Variedad "de estacas

Tamaio del
meristema

M. Col 33 'Ninguﬁo
Termoterapia
M: Col 2 ~Ninguno

Termoterapia

M. Col 33%* -

Pequefio
Grande

Pequefio
Grande
Pequefio
Grande

Pequeilo
Grande

CULTIV

2 Pla

0 DE MERISTEMAS

ntas libre de
Sintomas™

ler ¢

1iclo 2° Ciclo

92
35

96
60

100
86

100 -

79

85
6

95
15
85
22

100
20

* Las plantas del 1€ ¢iclo se derivaron directamente de me-

ristemas; las del 2° ciclo,

se derivaron de estacas corta-

das de las plantas sin sintomas del 1er ciclo.
5 meses en el campo.

Duracidn de cada ciclo

** Plantas derivadas de estacas sin tratamiento de calor y
sin cultivo de meristemas.
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FIGURA 2. CONSERVACION DE LA YUCA .COMO CULTIVGS'MERISTEMATICOS;
TASAS DE CRECIMIENTO1 DE LOS CULTIVOS DURANTE PERIO-
T DOS DE CONSERVACION

}:5\.(15%)
~. ' | 30°C/25°C
‘:’"--..(25%)
(10%)
a—— (95%)
20-22°C
0-3 3-6 6-9 9-12 12-15
Intervalos de tiempo (meses)
O—0 M, Mex 28; S =——-®W. Brasil 12;5"""2 M. col 33

- S Y. V. D o — - 2

1. Promedios de 4-5 cultivos.

E1 % de viabilidad se¢ presenta en paréntesis.



