Cultivo de tejidos en la agricultura

A. Cultivo de meristemas
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Coseche las puntas de los brotes (1-2 cm de longitud) de las raices de
almacenamiento retofiadas o de los brotes establecidos. Es esencial
contar con material limpio para la siembra. Las plantas patrén
deberdn mantenerse en el invernadero o en la cdmara de crecimiento
y se someterdn periddicamente a medidas de control de plagas.

Coloque las puntas de brotes cortadas sobre papel filtro humedecido
o sobre toallas de papel, para evitar su deshidratacién.

Quite todas las hojas de las puntas a excepcion de las mas pequefias
(las menores de | cm).

Esterilice superficialmente las puntas de brotes mediante inmersién
en una solucién que contenga 10% (v/v) de blanqueador comercial
(aproximadamente 0.525% de hipoclorito de sodio) y 2 gotas/ 100 ml
de Tween-20, durante 10-15 minutos.

En ambiente aséptico, enjuague las puntas de los brotes tres veces en
agua destilada estéril.

Traslade las puntas de los brotes a una caja Petri forrada con papel
filtro humedecido.

En una campana de flujo laminar o en otro ambiente estéril y
adecuado, y con ayuda de un microscopio de diseccion, recorte las
hojas jovenes restantes dobldndolas hacia atrds y alejdndolas del
tallo. Durante este paso del procedimiento de aislamiento del
explante, el dpice del brote se toma con un par de pinzas de puntafina
mientras que las hojas se cortan con un bisturi (con cuchilla no. 11).

Remueva cuidadosamente el prlmordlo foliar asf: bordee la clipula
meristemaética mientras lo raspa con el lado cortante del bisturi,
hasta que sélo quede la ciipula meristemética (0.1 mm de longitud).

Con un segundo bisturi, reservado para la remocién del meristema,
corte hasta la mitad trasversalmente por debajo de la cipula apical.
Dé vuelta al tallo y haga un corte similar en el lado opuesto. También
da buenos resultados, en la remocién del meristema, un microbistur{
que se prepara afianzando un pedazo de cuchllla €n un mango
delgado de madera.

Utilizando el bisturi, levante el meristema separdndolo de los tejidos
subyacentes y coléquelo inmediatamente en el medio de cultivo.
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Medio de cultivo. La férmula de sales minerales de Murashige y Skoog
(1962) da buenos resultados en cultivos de tejido de camote (Kuo et al.,
1985; Love et.al., 1986). Porello los cultivos de meristemas se inician en un
medio basal que contenga sales MS y las siguientes sustancias, en mg/ litro:
tiamina-HCl, 1.0; i-inositol, 100; sacarosa, 70,000; agar, 7000; y que esté
suplementado.ademas con ANA.(0.03 mg/litro)y BA (0.3 mg/litro). Love
et al, recomiendan agregar Na,EDTA (37.3 mg/litro) al medio. En vez de
colocar los meristemas cortados en un medio semisélido, pueden hacerse
flotar directamente en la superficie del medio liquido. Una vez se perciba
visualmente el desarrollo del brote, éste se cultiva:de nuevo en el medio
basal, desprovisto esta vez de hormonas para acelerar el desarrollo dela
plantula. ‘

Los cultivos pueden incubarse en diversidad de condiciones ambienta-
les. Las temperaturas de 22 a 349C pueden considerarse como los extremos
aceptables, con un punto 6ptimo entre 26y 28 °C; La iluminacion fluores-
cente (1500 a 6000 lux) es satisfactoria; sinembargo, mayores intensidades
de luz estimulan una regeneracién mas rapida. La iluminaci6n incandes-
cente complementaria puede estimular también el desarrollo de las plantu-
las, una vez que éste se ha iniciado; no ocurre asf en cultivos mantenidos
solamente con luz fluorescente. Eltiempo que se requiere para la regenera-
cién de una plantula depende del genotipo y puede oscilar de 1 a 4 meses.

Después de la regeneracion de la plantula, los cultivos pueden o bien
mantenerse, o propagarse mediante la excisién y cultivo individual de los
nudos que contengan una yema axilar, en un medio basal semisélido.
Normalmente, el desarrollo radical es posterior al desarrollo del brote, en
presencia o ausencia de reguladores del crecimiento (Love et al., 1986).

El cultivo de meristemas requiere tiempo. Es esencial por tanto tomar
todas las precauciones posibles para evitar la contaminacién o la muerte
del explante. Los siguientes puntos deberan recibir atcncxén especial (Love
et al., 1986):

- Esterilice adecuadamente todos los instrumentos al pasar de un meris-
tema a otro.

- Mantenga el material progemtor tan llmplo como sea posible mcdlante
medidas programadas de control de plagas

- Evite que el meristema sufra dafio fisico durante el procedimiento de
excision.

- Evite que el explante se deshidrate trasladandolo directamente al medio
de cultivo, inmediatamente después de la excisién.

439



Cultivo de tejidos en la agricultura

B. Organogénesis

Varias publicaciones presentan protocolos deétallados para estimular la
formacién de 6rganos adventicios partiendo de explantes cultivados de
camote. El siguiente procedimiento se ha tomado de Carswell y Locy
(1984) quienes fueron los primeros en estimular la formacién de raices
adventicias partiendo de diferentes tipos de explantes, y en observar
después la formacioén de brotes partiendo de esas raices. -

1) - - Coseche las primeras tres hojas totalmente expandidas y los segmen-
tos.internodales de tallo, desde el apice del brote hasta el cuarto
internudo. Utilice solamente material vegetal sano.

2) Esterilice superficialmente hojas enteras y segmentos de tallo mediante
su inmersién en una solucion de 1.239% de hipoclorito de sodio (apro-
ximadamente 209% de blanqueador comercial) durante 15 minutos.

3) Enjliague todos los tejidos en agua destilada estéril tres veces.

4) Prepare los explantes tomando, con un taladro para corcho, discos de
tejido foliar (incluyendo las venas) de 6 mm de diAmetro, y secciones
de segmentos de tallo internodal de 2 a3 mm de espesor.

5) Coloque estos explantes primarios en el medio de cultivo, en tubos o
en cajas Petri. ‘

6) Cuando se observe la formacidn de las raices adventicias, las raices
individuales pueden cortarse y cultivarse de.nuevo en un medio de
cultivo fresco o dejarse unidas al explante original..Sin embargo,
Carswell y Locy (1984) observaron que la capacidad de estas raices
para formar brotes disminuye si se separan del explante primario.

7) Los brotes adventicios que se desarrollen de estas raices pueden cor-
tarse y establecerse en un medio basal carente de hormonas.

Medio de cultivo. Los explantes foliares y los de segmentos de tallo se
cultivan en un medio basal que contenga sales MS y las siguientes sustan-
cias (en mg/litro): i-inositol (100), 4cido nicotinico (0.5), piridoxina-HCl
(0.5), glicina (2.0), tiamina-HCI (0.4), sacarosa (30,000), y agar (7000);
ademas, que esté suplementado con ANA (1.0) y BA (0.1). Los cultivos se
incuban a 25-30-°C en la oscuridad o con.luz débil (1000-3000 lux). Sin
embargo, la formacién de yemas no ocurre en ausencia de iluminacién.

Se observa, generalmente, la formacién de raices adventicias partiendo
de estos tejidos a los 30-40 dfas después de iniciado el cultivo. La formacién
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de brotes que ocurren en las puntas dé las ramificaciones de la raices
latera]es puede tomar m4s tiempo (hasta 65 dias mas). Debe recordarse
que una respuesta vigorosa depende del genotipo y de la concentracién de
hormonas. Se aconseja experimentar con varios cultivares, dentro de un
rango de tratamientos hormonales, con el fin de optimizar el medio de
cultivo. Carswell y Locy (1984) utilizaron el cultivar Jewel en sus estudios.

C. Embriogénesis somatica

" Los cultivos de callo embriogénico pueden iniciarse partiendo de diversos
explantes de tejidos del camote, como las anteras (Tsai y Tseng, 1979), las
puntasde brote (Jarret et al.,:1984), ylos explantes de raiz y de peciolo (Liu
y Cantliffe,- 1984). La propagacidén del camote _en: grandes cantidades,
mediante la embriogénesis somética, puede facilitar el desarrollo de técni-
cas mecdnicas (Kitto y Janick, 1985) que permitirian la siembra directa de
este cultivo a diferencia de la propagacién vegetativa convencional. El
protocolo que aparece a continuacién se hatomado de Jarretet al. (1984) y
de Liu y Cantliffe (1984).

1) Empiece los cultivos de las puntas de brote, como se describi6 en la
seccion A (Cultivo de meristemas), con un explante mds grande (2-5
primordios foliares). Incube estos cultivos a 26-28 °C, bajo una ilu-
minaci6n de 1000 lux, con un fotopetiodo de 16 horas. Dos a cuatro
semanas después de lainoculacién, las hojas bien expandldas (10-15mm
de longitud) y las puntas de los brotes se cosechan como explantes
pnmanos

Alternativamente, explantes de puntas de brote y de segmentos de
tallo se.obtienen de plantas en buen estado fitosanitario que se hayan
conservado en el invernadero o-en la.cAmara de crecimiento. Se
cosecha tanto la parte de los tallos basales de los dpices de los brotes
(10-15 cm de longitud) como las yemas apicales y axilares. Se esterili-
zan superficialmente con hipoclorito de sodio (0.5%) o con blanquea-
dor comercial al 109, durante 10-15 minutos, y se enjuagan tres veces
en agua destilada estéril.

2) Cortelashojas perpendicularmente a la nervadura central, en listas de
2 mm de ancho. Deje el margen foliar intacto. Coloque cortes indivi-
duales en el medio de inducci6n’del ¢allo, con la superficie adaxial en
contacto  con el medio. '

3) Utilice un microscopio de diseccién para recortar los explantes de las
puntas de brote hasta una longitud de 2-3 mm, y traslddelos al medio
de induccién del callo.
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4) .Recortey descarte 10s extremos de los segmentos internodales de tallo
~ para remover el tc_]ldo danado por el procedxmlento de esterilizacién.
Corte el resto en segmcntos de 5 mm. Traslédelos al mele de cultlvo

5) Cuando sea eV1dente:la formacion de'embriones globulares y acorazo-
" nados, trasfiera'el callo con los émbriones al medio basal desprovisto
de hormonas para que contintie su desarrollo y germine. -

6) Alllegar asumadurez, los embriones individuales pueden retirarse del
callo y cultivarse de nuevo en un medio basal fresco para promover su
crecimiento ad1c1onal

Medio de cultivo. El callo embrlogémco se inicia en.un medlo basal
modificado MS que-contiene los compuestos inorgénicos MS y los
siguientes (en mg/litro): ‘i-inositel (100),. tiamina-HCl (0.4), sacarosa
(60,000), y agar (7000); esta complementado ademas con 2,4-D (0.5-3.0
mgjlitro) ¥ su pH es de 5.8. Los cultivos se incuban'a 25-28 °C, en un
fotoperiodo de 16 horas y con una iluminacién de 1000 lux.

En el periodo de 2 a4 semanas después de iniciado el cultivo, dos tipos de
callo seran evidentes. El primero es de un color amarillo mate, friable, que
no es embriogénico. El segundo tiene un color que va de palido a amarillo
brillante, es muy compacto.y liso; este callo producm’a embnones sométi-
cos bajo un régimen hormonal apropiado. La iniciacién del callo embrio-
génico es altamente dependxente de la concentramén de 2,4- D, del geno-
tipo, y de la fuente del tejido.

El desarrollo del embrién somatico cesa en la etapa denominada
corazén-torpedo, en presencia de'2,4-D. Por tanto, a medida que los
embriones en desarrollo se vuelven evidentes, el callo y los:embriones
somatico$ deberan trasferirse'al medio basal sin'2,4-D y mantenerse en las
mismas condiciones de luz y temperatura establecidas en los cultivos de
callo S

oy
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