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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

La micropropagacién por cultivo de tejidos se ha convertido en una
herramienta de gran ayuda para la produccién rapida de plantas de interés
econdémico para el hombre, 4si como para limpiar de patégenos, especial-
mente de tipo viroide, 10s tejidos vegetales (Salazar, 1985a; 1985b). Por
ello, esta técnica ha favorecido el intercambio internacional de germo-
plasma, al cual se han impuesto restricciones en los paises receptores para
evitar la diseminacién de plagas y enfermedades en las regiones agricolas.
Ademas, el almacenamiento en condiciones de crecimiento limitado y la
criopreservacién de tejidos vegetales han comenzado a tomar auge porque
evitan la pérdida causada por los patégenos y las plagas de aquellas
especies vegetales que, hasta el momerito, se han propagado vegetativa-
mente.

Las ariceas comestibles se cuentan entre esas especies; cultivadas por
sus cormos almidonosos, 1as hojas jévenes y los peciolos de algunas de ellas
se comen en ensaladas (Pluckneet, 1976). Las raices comestibles del tiquis-
que blanco y morado [Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott, X. viola-
ceum Schott, X. brasiliense Engl.], de la malanga o taro (Colocasia escu-
lenta var. esculenta 'y C. esculenta var. antiquorum) y del fiame elefante
(Amorphophallus rivieri Durieu) son importantes fuentes de carbohidra-
tos en regiones tropicales y subtropicales. En general, las araceas citadas se
propagan vegetativamente plantando secciones del cormo en que se
encuentren yemas apicales. Este método de propagacién no es efectivo
para mantener genotipos libres de enfermedades; por ello, la diseminacién
de éstas ha sido considerable.

Por otra parte, el mantenimiento de las colecciones de campo es costosa
y los ataques de patégenos, especialmente de viroides, resultan en la
pérdida de genotipos. Asi, por ejemplo, el Dasheen Mosaic Virus (DMV)
detectado en la coleccién de campo de las araceas comestibles del CATIE
(Ramirez, 1983) ha sido el responsable de la pérdida de mas del 50% de los
cultivares de Xanthosoma y Colocasia (Salazar, 1985a).

Plantas de ariceas limpias de virus pueden obtenerse propagindolas por
semilla (Hartman, 1974; Volin et al., 1976), mediante ¢l cultivo de 4pices
(Abo EI-Nil et al., 1976; Arditti et al., 1979;-Hartman, 1974), o por el
cultivo in vitro de meristemas como ocurre con X. brasiliense Engl. (Sta-
ritsky, 1974). Mediante la termoterapia y el cultivo de meristemas se han
obtenido plantas de X. sagittifolium (L.) Schott y de X. violaceum Schott
que no presentan sintomas de DMV aun en su fase madura de crecimiento
(Figura 20.1). En estas plantas el DMV tampoco ha sido detectado por
ensayos serolégicos (Salazar et al., 1985; Salazar, 1985b).
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Figura 20.1. Cronograma aproximado para el cultivo de meristemas, la micropropagacion in vitro, el desarrollo de plantas

completas, y ¢l establecimiento en el suelo de 24 genotipos de Xanthosoma spp.




Cultive de tejidos en la agricultura

En este capitulo se describe una metodologia sencilla para la micropro-
pagacion de ardceas comestibles mediante el cultivo de tejidos; fue desarro-
llada en este laboratorio con X. sagittifolium (L.) Schou, X. violaceum
Schotty C. esculenta. Ademas, se aiade una breve revision de la literatura
sobre procedimientos para la propagacion in vitro de otras aréceas
comestibles.

Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott y
X. violaceum Schott

Desinfeccion del material de campo

Los cormos de tiquisque blanco y morado se despojan de las partes
danadas por insectos, hongos o bacterias. Luego se cortan en trozos de
aproximadamente 250 g cada uno y se sumergen en una solucion fungicida
(benomil 0.1%) durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se dejan
secar durante 45 minutos sobre un papel absorbente.,

Termoterapia

En potes de 85 x 12 mm se coloca tierra previamente esterilizada con
bromuro de metilo. Los cormos se siembran en los potes y se colocan en
una camara de termoterapia donde reciben una corriente de aire caliente
de 38 a 39 °C durante ¢l dia y la noche. La intensidad luminica debe ser de
3.5 klux al nivel de los cormos, y ¢l fotoperiodo de 16 h, suministrado éste
por lamparas fluorescentes de luz blanca. El ricgo debe ser diario y la
humedad relativa debe oscilar entre el 60% y el 80%. Después de 56 6
semanas de termoterapia, uno o dos peciolos alcanzan unos 20 cm de
longitud; en este momento se hace la diseccion de los apices.

Desinfeccion de los apices

Los cormos con uno o dos peciolos de 20 cm de longitud se decapitanen
la region donde se encuentrael pice. Esta operacion provocara la emision
de més yemas que, al cabo de 5 6 6 semanas, seran la fuente de nuevo
material.

L.os 4pices mencionados se cortan con un cuchillo pequefio, eliminando
el exceso de follaje v de tejido subapical hasta que tengan aproximada-
mente | em de longitud por | cm de ancho. En seguida se desinfectan en
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una solucién de hipoclorito de calcio comercial al 10% (v/v) a la que se
agregan 2 gotas del humectante Tween-80 por cada 100 ml de solucién. Los
4pices se sumergen en esta solucién y se mantienen en agitacién constante
durante 10 6 15 minutos.

Diseccién de los meristemas

En una cdmara de flujo laminar, los 4pices se lavan tres veces con agua
destilada estéril. Con la ayuda de un estereoscopio y con pinzas de punta
fina, se elimina el exceso de hojas inmaduras. Se hacen cortes alrededor del
apice, de afuera hacia adentro, en la zona que separa el tejido subapical y
las hojas. Se repite esta operacién hasta que se observe el meristema con2 6
4 primordios foliares. En estos ensayos se ha empleado MS como medio de
cultivo basico (Cuadro 20.1) con algunas modificaciones. Haciendo uso de
la microcuchilla, se eliminan los primordios foliares, se extrae el meristema
y se lo coloca en los tubos que contienen 10 ml del medio de iniciacién
(medio A, Cuadro 20.2). Este medio puede ser liquido, y entonces el
meristema flotara, o puede ser semis6lido. En ambos casos el meristema
debe colocarse con la parte proximal en contacto con el medio. Los
cultivos se incuban en una cAmara de crecimiento con una temperatura de
28 y 26 °C, diurna y nocturna respectivamente. La intensidad luminica es
de 3 a 4 klux y la suministran l4mparas fluorescentes de luz blanca. El
fotoperiodo es de 14 horas. Después de 5 6 6 semanas en ¢l medio de
iniciacién, se observa un crecimiento alrededor y hacia arriba del meris-
tema, que corresponde al desarrollo de las primeras hojas de color verde.
En lazona subapical se observa el crecimiento de un tejido de color blanco
y de textura similar al tejido ‘que almacena almidén en los cormos
maduros.

Desarrollo de yemas axilares

A los explantes provenientes del medio A se les hacen, en condiciones
asépticas, varios cortes en cruz con un escalpelo en el tallo. Inmediata-
mente se trasfieren a frascos de vidrio que contienen 20 ml del medio B o
medio de desarrollo de yemas (Cuadro 20.2). Las condiciones de incuba-
cién son iguales a las descritas para los meristemas. Mediante los cortes
trasversales del tallo se decapita el meristema y se elimina la dominancia
apical; esta operacién provoca la emisién de un mayor nimero de yemas,
favorecida atin mas con la formulacién del medio B (Cuadro 20.2). Por lo
menos 60 yemas/tallo han sido contadas en este medio (Salazar et al.,
1985). Después de 3 6 4 sernanas se puede realizar la misma operaCién
cortando pequefios trozos en que se vean yemasy colocandolos en el medio
B; asf se estimular4 la brotacién de nuevas yemas.
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Cuadro 20.1. Medios de cultivo en la micropropagacion de ardceas

comestibles.
Concentracion final (mg/litro)

Constituyentes MSs? AZ
NH,NO, 1650

KNO, 1900 2350
MgS0,.7H,0 370 369.75
KH,PO, 170

NH,H,PO, 345.00
H,BO;, 6.2 6.20
MnS0,4H,0 223 11.20
ZnS0,.7H,0 8.6 4.30
Na,MoO,.2H,0 0.25 0.25
CuS0,.5H,0 0.025 0.025
CoCl,.6H,0 0.025 0.025
Kl 0.83 0.83
CaCl,.2H,0 440 220.50
Na,EDTA 373 37.35
FeS0,.7H,0 27.8 27.85
m-Inositol 100 1000
Tiamina-HCl 04 5.0
Piridoxina-HCl 0.5
Niacina 5.0
Glicina 2.0
ANA (0.2 -2.0) (2.0)
Cinetina (KIN) (2.0) 0.007
Sacarosa 30,000.00 20,000.00
Agar 7,000.00 6,000.00
pH 5.740.1 57+0.1

a. Maodificado de Murashige v Skoog, 1962,
b. Abo EL-Nily Zettler, [976.

Desarrollo de plantas completas

Parael desarrollo de plantas completas se utilizan explantes provenien-
tes del medio B que presenten yemas incipientes. Estos explantes se trasfie-
ren al medio C o medio de crecimiento y desarrollo (Cuadro 20.2). En este
medio, después de 4 6 5 semanas, se obtendrin plantas con muchas hojas
de color verde intenso y un sistema radical bien desarrollado de color
blanco (Figura 20.1).
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Cuadro 20.2. Constituyentes de los riédios para el cultivo de meristemas, el desarrollo de
yemas axilares, y la regeneracion de plantas completas de 24 genotipos de

Xanthosoma.
Concentracién (mg/ litro) del medio:
A, B, C,
initiacién - ‘desarrollo regeneracion

Constituyentes de de yemas de plantas
del .medio® meristemas® axilares® . completas®
Sales inorgénicas MS MS MS
m-Inositol 100 100 100
Tiamina-HCl ' 0.1 0.1 0.1
Piridoxina-HCl - 0.5 . - 05 0.5
Acido nicotinico 05 - 0.5 0.5
Glicina . 20 2.0 2.0
Sacarosa ~ 30,000 30,000 30,000
Agar 0.0 7,000 7,000
BAP 0.1 3.00 0.0

a. Todos los medios nutritivos se esterilizan en una autoclave a 15 psi (121 °C).

b. Tubos de 25 x 95 mm con tapa de rosca; un explante por tubo de culuvo MS = Murashige y Skoog,
1962. ’

c. Frascos comerciales usados para envasar alimentos para niftos (60 x 100 mm); las tapas son del tipo
‘B-caps’ (Magenta, Chxcago E U ); 4-6 tallos por frasco de cultivo.

FUENTE: Salazar 8. et al., 1985,

Cultivo de apices

Los procedimientos para la desinfeccion de los cormelos, paralatermo-
terapia y para la desinfeccion de los dpices son iguales a los descritos
anteriormente. La diseccion de los apices se hace en las mismas condi-
ciones descritas para los meristemas. Una vez descartada la abundanciade
hojas, queda visible la zona donde se localiza el meristema apical. Se debe
procurar que el meristema esté rodeado por unos 4 6 6 primordios foliares;
en seguida se hace un corte trasversal a unos 3 mm por debajo de lazona
subapical. El explante (1.8 mm de largo) se coloca en la punta de la
microcuchilla y se trasfiere al medio de .cultivo B (Cuadro 20.2). La
incubacion de los cultivos en 1a cAmara de crecimiento ocurre con tempera-
tura y fotoperiodo iguales a aquéllos aplicados a los meristemas, pero con
2 6 2.5 klux de intensidad luminica. Después de 4 6 5 semanas se realiza el
mismo procedimiento indicado parala induccién de yemas axilares y para
el desarrollo de plantas.completas, cuando se emplean meristemas.
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Establecimiento de las plantas en el suelo

Las plantas con hojas y raices bien desarrolladas se sacan de los frascos
y s¢ lavan con agua corriente para eliminar cualquier resto de agar. Luego
se plantan en bolsas plésticas de 1 kg que contienen tierra ya esterilizada
con bremuro de metilo. Para evitar la pérdida de humedad en las plantas,
éstas son trasferidas a una cdmara de plastico donde se mantienen a una
humedad relativa del 80% o mas. En estas condiciones permanecen
durante un periodo de 3 6 5 dias. Es recomendable que la cdmara de
plastico no se exponga a la luz directa del sol pues ésta ocasionaria altas
temperaturas (45 °C o mas) dentro de la cAmara que matarian las plantas
(Salazar et al., 1985). La camara de plastico debe colocarse en un inverna-
dero cubierto con malla fina en las paredes y con un techo trasparente
(Salazaret al., 1985). En estas condiciones se logra un 1009 de sobreviven-
cia de las plantas. Después de 3 6 5 dias lacdmara de plastico se retiray las
plantas se dejan en condiciones de invernadero durante 13 semanas,
regandolas cada dos dias.

El traslado de las plantas a la luz solar en campo abierto puede hacerse
cuatro semanas después de haberse quitado la cimara de plastico. En este
estado las plantas se dejan el tiempo necesario para que alcancen la
uniformidad deseada en cuanto a tamafio y nimero de hojas antes de
trasladarlas alas condiciones del campo. Desde el tratamiento de termote-
rapia hasta el establecimiento de las plantas en el invernadero trascurren
aproximadamente 24 semanas.

Formacion de callos y organogénesis

Los pasos que deben darse desde 1a desinfeccion de los cormelos hastala
diseccion de los meristemas son los mismos descritos anteriormente. Los
pasos siguientes se llevan a cabo siguiendo el procedimiento descrito por
Gupta (1985). Los meristemas con 2 a 4 primordios foliares se colocan en el
medio AZ (Cuadro 20.1) con 2 mg/litro de ANA. Después de seis semanas
en la oscuridad a 26 °C, se observala formacién de callos, Para inducir la
organogénesis, trozos de unos 2.5 mm? de los callos son trasferidos a un
medio MS (Cuadro 20.1) que contenga 2 mg/litrode KIN yde 0.2 a2 mg/
litro de ANA. Los cultivos se incuban a 26+ 1 °C; la luz es suministrada por
lamparas fluorescentes (cerca de 15 BE/m? por sg) con un fotoperiodo de
16 h. Después de 3 6 4 semanas de incubacidn, los callos se tornan de
textura duray de color verde, con zonas oscuras y con protuberancias por
toda su superficie; muchas de estas protuberancias producirén pequefias
agrupaciones de hojas y después presentaran tallos y raices. Paralaregene-
racion de plantas de X. sagittifolium se requiere una bajaconcentracion de
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ANA (0.2 mg/litro) y de KIN (2.0 mg/litro), en tanto que para‘las de X.
violaceum la mejor respuesta se obtiene con 2.0 mg/litro de ANA y
2 mg/ litro de KIN. En X. violaceum, ademas, se puede inducir la organo-
génesis en un solo paso: los meristemas con 2 6 4 prlmordlos foliares se
colocan en un medio MS (Cuadro 20.1) que contenga 5.0 mg/litro de
ANA, 100 ml/litro de AC y 2.0 mg/litro de KIN. El callo obtenido, de
color verde, es de estructura compacta y nodular. La consiguiente forma-
cién de yemas, tallos.y raices hasta la formacion de plantas bien desarro-
lladas tarda unas ocho semanas. :

Colocasia esculenta

El procedimiento de cultivo de meristemas y adpices descrito para las dos
especies de. Xanthosoma, desde la desinfeccién de los cormos hasta el
establecimiento de las plantas en el suelo, es aplicable a dos variedades de
Colocasia esculenta: C. esculenta var. esculenta 'y C. esculenta var. anti-
quorum. Lainduccion de yemas ax1l'ares ocurre de manera similara la del
género Xanthosoma. '

Xanthosoma brasiliense Engl.

La desinfecci6n del material de campo, la termoterapia, la desinféccibn de
los dpices, y la diseccién de los meristemas se llevan a cabo segtn el
procedimiento descrito para X. sagittifolium (L.) Schott y X. violaceum
Schott. ,

Los meristemas o yemas se cultivan en un medio MS suplementado con
los siguientes compuestos (en mg/ litro): aneurina, 1.0; L-cisteina-HCl, 10;
adenina, 1.0; meso-inositol, 100; CH, 100; Sacarosa, 30,000; y agar (Oxoid
1) 6000. Como reguladores del crecimiento se emplean AIB (1.0 mg/litro)
y BA (5.0 mg/litro) (Staritsky, 1974). )

El traslado de tallos individuales a medios frescos promueve el desarro-
llo de racimos de plantas, cuyo niimero varia con el tamafio del frasco de
cultivo (Staritsky, 1974); por ejemplo,en tubos de 160 x 22 mm, un tallo de
X. brasiliense produce un racimo con cerca de 30 plantas en dos meses
(Staritsky, 1974). El desarrollo de plantas completas se logra en.un medio
MS semisélido sin reguladores del crecimiento o bien cuando aquéllasson
trasplantadas al suelo (Staritsky, 1974). El procedimiento descrito aqui
puede adaptarse al de. X, sagittifolium (L.)-Schott. ‘
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Xanthosoma caracu

Aunque no se ha informado acerca del empleo de la termoterapia en X.
caracu, su similitud morfoldgica con X. sagittifolium (L.) Schott hace
factible ese tratamiento con ella elcualse aphcaria talcomoseha descrlto
para X sagttttfolzum

Ladesinfeccion de los explantes, asi como la diseccion de los apices con
4 6 6 primordios foliares, se hace en condiciones similares a las empleadas
con las otras araceas.

El medio de cultivo para los 4pices est4 constituido por las sales MS
(Cuadro 20.1) y 100 mg/ litro de acido ascérbico; este medio es liquido, y se
coloca en frascos Erlenmeyer de 250 ml. Los cultivos se colocan en un
agitador orbital a'20 rpm. La intensidad luminica es de 1.4 klux, el
fotoperiodo es de 16 h, y la temperatura diurna y nocturna es de 22:tZ oC
(Asokan et al., 1984b).

El alargamlento delos apices se nota a los dosdiasde cultivoydelos 12 a
los 15 dias se observa el desphegue de la primera hoja. Después de 3 6 4
semanas de cultivo el brote de 3 a 5 hojas se hace evidente. La rizogénesis
comienza aproximadamente alas cinco semanas de incubacién (Asokan et
al., 1984b). Trascurridos de 7 a 10 dias después de la aparicién de las
primeras raices, todos los dpices se trasfieren al médio de propagacién
rapida para promover la elongacién de los tallos. Este medio esté4 consti-
tuido por las sales- MS (Cuadro 20.1), suplementado con los siguientes
compuestos (en mg/ litro): NaH,P0;, 250; sulfato de adenina, 30; tiamina-
HC], 0.4; agar, 8000; y AIA, 0.5 (esterilizad o por filtracién). De este medio
semisoOlido se colocan 100 ml en frascos Enlermeyer de 250 ml (Asokan et
al., 1984b). Los cultivos quedan expuestos a un fotoperiodode 16 h, auna
intensidad luminica de 1.4 klux, y a una temperatura de 24 °C dia y noche.
Al cabo de 4 semanas se observa el brote de las yemas y es posible contar
entre 45y 70 plantas por frasco (Asokan ctal., 1984b) Latrasferencia de
las plantas a tierra estéril puede hacerse bajo las mismas condiciones
mencionadas para las otras ariceas.

Amorphophallus rivieri Durieu

Los cormos se desinfectan en una. soluciéon de 1.05% de hipoclorito de
sodio durante 10 minutos. Se remueve la epidermis del cormo junto con
2cm dela corteza externa. Eltejido testante se cortaencubosde l1al.3 g;
¢stos se trasfieren a tubos de cultivo-de 15 x 24 cm que contienen 10 ml del

478




Micropropagacién de ardceas comestibles

medio MS (Cuadro 20.1), con sus sales mayores diluidas 4 la mitad, con
200 ing/litro de NH,NO,, y con' 8 g/litro dé agar. Los cultivos se mantie-
nen en la oscuridad a 24 °C durante 5 semanas; luego se exponen a un
fotoperfodo de 16 h con 6.4 W/m? de luz (Asokan et al., 1984a).

- Los primeros signos de la diferenciacion de tallos adventicios ocurren
conjuntamente con protuberancias globulares de color blanco agrupadas
en un callo compacto. Estas estructuras, similares a meristemoides, apare-
cenluego de 8 a9 sernanas dé ¢ultivo en presernciade 2.0 mg/litrode BAy
de 0.1 2 0.3 mg/litro de ANA. Para acelerat la diferenciacién de tallos, se
practican varios cultivos en un medio MS (Cuadro 20.1) liquido con
3 mg/litro de ZEA, 0.01 mg/litro de AG, y 0.3 mg/litro de ANA; con este
medio no sélo se logra incrementar.el.nimero de;tallos sino también su
longitud. El enraizamiento de estos-tallos se consigue 10 dias después de
trasferidos a un medio. MS (Cuadro 20.1) que contenga: 1.0 mg/litro de
ANA. En condiciones de invernadero, se logra que el 100% de las plantas
obtenidas se establezcan en tierra (Asokan et al., 1984a).
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