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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

La necesidad de mantener clones seleccionados e hibridos promisorios de
especies vegetales para su dxstnbumén en ¢ondicién sana, a programas
nacionales de investigacién agricola estimul6 algunos de los primeros
estudios sobre el mantenimiento in vitro del germoplasma de papa (Sola-
num spp.) en el Centro Internacional de 1a Papa (CIP), y de yuca(Manihot
spp.) en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).

El trabajo, realizado a principios y a finales de la década del setenta,
mostré que los cultivos dé yema de:papa, mantenidos entre 9 y 10 °C,
podian permanecer viables durante un afio. Un resultado comparable se
obtuvo aplicando estrés osmético: y afiadiendo'inhibidores del crecimiento
al medio de cultivo (Schilde-Rentschler y Roca, 1987). Los cultivos de
yuca, en cambio, se deterioraban a temperaturas inferiores a 18 °C, aunque
su viabilidad se podia mantener.aun durante 18 meses si los cultivos se
mantuvieran entre 22 y 24 °C (Roca, 1985). La utilizacién inmediata del
germoplasma mejorado era la fuerza que impulsaba estos esfuerzos tem-
pranos de conservacién in vitro.

Aproximadamente al mismo tiempo, Morel (1975) y Henshaw (1975)
abogaron por la funcién que podian tener las técnicas de cultivo in vitro en
la conservaci6n de los recursos fitogenéticos como alternativa al manteni-
miento de colecciones para uso inmediato en el mejoramiento de plantas.
También en este periodo se realizé un trabajo exitoso en la conservacién de
tejidos vegetales por crioconservacién en la Universidad de Nottingham,
conel finado profesor Street (1973). S6lo en 1980 se reconoci6 el potencial
de los métodos de cultivo in vitro para la conservacién de especies de
plantas ‘dificiles’ (Withers y Williams, 1985); este término se referia a
especies propagadas vegetativamente cuya semilla no era sensible a las
condiciones corrientes de conservacién de semillas, es decxr, ala tempera-
tura baja y al contenido de agua reducido,. como ocurre en NUMErosos
frutales tropicales perennes y en diversas palmas.

Basada en un informe global de W1thers (1979) sobre conservacion in
vitro, la Junta Internacional para Recursos Fitogenéticos (IBPGR, en
inglés) establecid, a principios de la década del ochenta, un grupo cientifico
de trabajo para que considerard: todos los aspectos de'la conservacion in
vitro de plantas. Como resultado de ese trabajo, se tomaron decisiones
relevantes para esta actividad cxentxﬁca (Wlthers, 1980; Bajaj, 1977;
IBPGR, 1983), a saber:
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a. se clarificé el marco coneeptual basico de la-conservacién in vitro;

b. seidentificaron lasespecies que requleren atencién pnontana para
su conservacxén in v1tro

c. se 1dent1ﬁcaron las. sxgulentes é,reas critxcas de 1nvest1gac16n enla
conservacion in vitro; el problema de la estabilidad genética de los
cultivos, 1a necesidad de parametros para caracterizar las accesio-
nes que entren a almacenamiento in vitro, la-necesidad de técnicas

-.de indizacién de enfermedades en el germoplasma conservado in
vitro, el desarrollo:-de técnicas para la colecciédn e intercambio de
germoplasma in vitro, y ¢l desarrollo de un sistema eficiente de
documentacién y manejo de datos para la conservacién in vitro.

Desde el esfuerzo inicial de la década del setenta se ha logrado un
notorio progreso. Sin embargo, sélo recientemente se acometié el estudio
de varios temas importantes relacionados con la conservacién in vitro de
los recursos fitogenéticos. :

Esta actividad facilita principalmente la conservacién de los genes (en
genotecas) y de los genotipos. Las genotecas pueden formarse dejando el
DNA desnudo en los pldsmidos o incorporandolo a ciertas bacterias. Los
genotipos se conservaran mediante el cultivo de 4pices, de nudos o de
cualquier otro explante regenerativo.

La conservacion in vitro tiene que considerarse como parte de laestrate-
gia general de conservacién de una especie vegetal; es mas bien un auxiliar
valioso y un suplemento de la conservacion de los recursos genéticos. Sélo
ocasionalmente, el almacenamiento in vitro seria la (inica estrategia para
conservar unaespecie dada. Para algunos frutales tropicales como el cacao
(Theobroma), la estrategia principal de conservacién estaria probable-
mente en los bancos genéticos in vitro que utilizan las técnicas in vitro para
evaluar la variabilidad genética de la especie, y para la coleccién e inter-
cambio de ésta. Los cultivos de raices y tubérculos, como:papa, yuca y
batata (Jpomoea), se almacenarian como semilla durante cortos periodos,
de modo que, para ellos, los métodos in vitro serian complementarios para
la conservacion de genotipos especificos (cultivares, hibridos, clones elite)
y parael traslado internacional de clones. Para otros cultivos de tubérculos
y raices tropicales y para especies de frutales como Musa sp., que rara vez
producen semillay son préctxcamente estériles, el almacenamiento in vitro
y los bancos genéticos ex situ en el campo estarian probablemente a 1a par.
Por dltimo, en las especies tropicales de semilla recalcitrante, la coleccién y
el intercambio de materiales in vitro tendrén una funcion bésica.
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Estfategias para la Conservacion in Vitro

Es grande el rango de especies vegetales cultivadas cuya conservacion es
accesible a las técnicas in vitro (Cuadro 31.1). La conservacién de los
‘recursos fitogenéticos mediante 10s métodos-del cultivo in vitro se logra
‘haciendo cambios en el ambiente de cultivo' para desacelerar o suprimir
totalmente el crecimiento de las células y de los tejidos; el objetivo es
aumentar al‘maximo:¢l periodo de trasferencia del cultivo o extenderlo
indefinidamente. No obstante, debe realizarse, ’como. se indico-anterior-
mente; unaevaluacién-cientifica cuidadosade lasiventajas y desventajas de
una estrategiain vitrode la conservaclén de recursos genéticos para cada
caso especifico (Figura 31.1). v

Cuadro 31.1, Géneros que pueden conservarse cultivados in vitro,

Cultivos®- - ST (Géneros
Propagados : U TR . . S
vegetativamente o
Solanum* sen o Vigis® s
Manihor* Olea
Musa* i - Ananas
Ipomoea* . .- .. Ficus
Xanthosoma* . Agave
Colocasia* Vanilla =
Dioscorea* i Allium®*
Canna* : Piper
: Saccharum® :

.-Tubérculos andinos
. (Varios géneros)

Propagados

sexualmente
~Citrus* Theobroma*
... -Elaeis* Hevea
Coccus* Chinchona
.. Malus* Cinnamonium
" Persea " Coffea
‘Mangifera Camellia
" Macadamia - Prunus*
Durio Artocarpus -
- Anacardium ;

* Tienen prioridad para IBPGR respecto a su conservaciéon in vitro.
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Almacenamiento de BANCO GENETICO Plantacién én
semillas CONVENCIONAL el.campo
COLECCION BASE ' ; ) COLECCION ACTIVA
c——— - = :
. -3 L Crooh
! Crioconservacién BANCO GENETICO Tecimiento
! IVBG T INvitRo T T lllm‘;:go
S ) T S
“_
o . .
N ! \\A .
Pruebas de campo€—————MICROPROPAGACION ——)Distribucién

PRUEBAS DE PATOLOGIA

'INTRODUCCION
DE LA COLECCION

Flgura 31.1. Integraciénde los métodosm vitro enlas estrategias convencionales de conser-
vacién de germoplasma de yuca (Mamhor esculenta).

Se han propuesto dos tipos de conservacién in vitro de los bancos
genéticos (Withers y Williams, 1985): a) el banco genético in vitro activo
(IVAG, en inglés) donde los cultivos se mantienen en crecimientd lento, y
b) el banco genético in vitro basico (IVBG, en inglés) donde los cultivos son
crioconservados. El IVAG se esta desarrollando, en alto grado, para las
especies yuca, papa, batata, banano y cafia de azicar, y constituye una
coleccién de trabajo; su contraparte estarfa representada por la coleccién
de campo y por la coleccién de semilla sexual almacenada a corto plazo. El
IVBG constituye una coleccién basica —es decir, conservada en plazos
largos y no activa o de trabajo— ya que la criopreservacién no se-ha
desarrollado aun plenamente en ningun cultivo; este banco permite un
mantenimiento total de la estabilidad genotipica del germoplasma, y su
contraparte estaria representada porla coleccién de semilla sexual mante-
nida bajo almacenamiento a largo plazo.
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Aspéctos Importantes de la Conservacion in Vitro
Régeneracién |

La regeneraci6n de plantas enteras basada en los sistemas de cultivo de
células es, a menudo, el paso que limita la aplicacién de técnicas de cultivo
in vitro a especies vegetales que no se pueden propagar mediante meriste-
mas preformados. A pesar de la capacidad que tienen para iniciar callo
diversos tejidos y 6rganos de muchas especies cultivadas, 1a regeneracion
reproducible de plantas enteras sigue siendo problemética. La regenera-
cién adventicia mediante la embriogénesis somatica es muy deseable, ya
que el proceso ofrece altas tasas de multiplicacién y produce propéagulos
que poseen ejes de raiz y de yema (Stamp y Henshaw, 1987). Los embriones
somaticos pueden desa.rrollarse de células unicas y se pueden recuperar
plantas con geniotipos més estables (Evans et al., 1981).

Viabilidad

La evaluacién de la viabilidad de los cultivos in vitro se debe realizar
sistematicamente. En condiciones de crecimiento lento, en que el periodo
de trasferencia se extiende durante meses o afios, la frecuencia de evalua-
cién de los cultivos aumenta en comparacién con la evaluacién que se
haria al material conservado bajo nitrégeno liquido, por ejemplo. Las
caracteristicas mas importantes que se evalian en el almacenamiento de
crecimiento lento de cultivos derivados del 4pice de yemas son: contami-
naci6én, senescencia de la hoja (la razén hojas verdes/hojas muertas),
nimero de brotes verdes (para micropropagacion adicional), nimero de
nudos viables (verdes) en relacién con la longitud del tallo (verde), presen-
cia o ausencia de raices, y ocurrencia de callo. :

Estabilidad genética

La estabilidad genética de los cultivos ha sido, durante mucho tiempo,
un metivo-de inquietud cuando se piensa aplicar las técnicas in vitro para
la conservacién del germoplasma. El material recuperado de la conserva-
cién in vitro debe representar genéticamente al' material utilizado. Cual-
quier sistema de cultivo in vitro seréd inaceptable si introduce unalto riesgo
deinestabilidad genétlca ode selecc16n entre genotlpos —0 de ambas cosas
(Wlthers 1988).

En cultivos propagados vegetativamente se han aplicado criterios mor-
folégicos para caracterizar los genotipos, diferencias que son dificiles de
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detectar en los cultivos propagados in vitro. Se ha sefialado que la varia-
ci6én genética causada por un reajuste cromosémico puede presentarse en
el cultivo de tejidos (D’Amato, 1964). Existe también una correlacion entre
el tiempo en que el material vegetal se cultiva como callo y la probabilidad
deque ocurranen €1 camblos cromosomicos; esto podria causar un cambio
hacia un tipo variante en la propagaci6n in vitro (Schilde-Rentschler y
Roca, 1987).

Los sistemas de cultivo de tejidos presentan diferentes niveles de riesgo
de variacién genética. Asi, por ejemplo, los sistemas mas estables son los
cultivos de meristemas y la- micropropagacién nodal; les siguen. los
embriones somaticos y las yemas adventicias; por (timo, los més inesta-
bles, en teoria, son los cultivos de células y protoplastos. Igualmente, entre
las dos estrategias de conservacién in vitro —el crecimiento lento y la
crioconservacién— hay posibilidades de variacién debidas a la posible
regeneracién de yemas adventicias. Por otra parte, en los procesos de
renovacion de cultivos (subcultivos) del material conservado bajo creci-
miento lento, hay pesibilidades de seleccionarlos explantes mejores 0 mas
vigorosos por parte de la persona que.realiza estos procesos.

La monitoria de la estabilidad genética de los cultivos in vitro de las
especies cultivadas esta adquiriendo gran interés. Se han adelantado crite-
rios morfolégicos, bioquimicos y moleculares para la deteccién de los
cambios genéticos (Withers y Williams, 1985). Se deben desarrollar, como
complemento de la evaluacién de 1a ¢stabilidad, técnicas electroforéticas
para evaluar la variabilidad de las isozimas en muestras pequefias de tejido
obtenidas de cultivos in vitro. Ademas, se debe probar la monitoria que se
ha hecho a esa estabilidad genética mediante técnicas moleculares para
detectar la variacién del polimorfismo en la longltud de los fragmentos de
restrlcc16n de ADN (RFLPs)

~ Sistematizacion de la informacion

Un banco genético in vitro debe mantener y.actualizar continuamente
una base de datos computarizada que contenga informacion relacionada
con todos los aspectos de la conservacién in vitro y con las areas de
investigacién asociadas. La base de datos contiene una gran cantidad de
informacién relacionada con cada una de las accesiones, como datos de
pasaporte, caracterizacién genotipica, indizacién de enfermedades, mi-
cropropagacion, intercambio internacional, equipo y suministros, y otros
aspectos logisticos de la operacion de conservacién in vitro.
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Métodos de Conservacion in Vitro

Hay dos sistemas basicos de conservaci6n del germoplasma in vitro, uno
mediante la limitacién del crecimiento hasta tasas minimas, y otro
mediante la supresién total del crecimiento y del metabolismo celular.

Limitacion del crecimiento

El crecimiento rapido de los cultivos a tasas normales exige mas mano
de obra y aumenta la posibilidad de pérdidas debidas a accidentes o a
contaminacién microbiana durante la repeticién continua de los subculti-
vos; es necesario entonces reducir-al minimo la frecuencia de los subculti-
vos, con lo que se logra ademas minimizar la posibilidad de variacién
genética.

El método consiste en mantener los cultivos (yemas, plantulas derivadas
de nudos o directamente de meristemas) en condiciones fisicas (factores
ambientales) o quimicas (composicién del medio de cultivo) que permitan
extender al maximo el intervalo de trasferencia a los medios frescos, sin
que ello afecte la viabilidad de los cultivos.

La tasa de crecimiento de los cultivos in vitro puede controlarse
empleando, principalmente, los siguientes factores: temperatura, nutri-
mentos inorganicos y organicos, reguladores del crecimiento, y concentra-
cién osmética del medio.

Otros factores, como el tamafio de los tubos de ensayo o de los frascos, la
calidad y concentracién del agente gelificante, la adicién de carbén acti-
vado al medio, la limitacién de la oxigenacion, la intensidad de laluz y del
fotoperiodo, entre otros, son también importantes en el control del
crecimiento.

Temperatura. La reduccién de la temperatura ha sido el recurso mas
comunmente utilizado para disminuir el crecimiento de los cultivos. La
mayoria de los cultivos in vitro son mantenidos a temperaturas entre 20 °C
y 30 °C; a temperaturas mas bajas la tasa de crecimiento disminuye, pero
esta reduccién depende de la especie en cuestion (Withers, 1980).

Concentracién de nutrimentos. La relacién entre la concentracion de
carbohidratos y los componentes nitrogenados del medio nutritivo puede
tener efectos sobre las tasas de crecimiento y la morfogénesisen los cultivos
in vitro (Staritsky, 1980). La sacarosa tiene, igualmente, un efecto en la

704



Métodos de conservacién in vitro...

viabilidad de los cultivos: concentraciones muy altas o muy bajas de ese
azucar resultan nocivas para la conservacién de los tejidos in vitro.

Concentracién de los reguladores del crecimiento. Los niveles de cito-
quininas y de inhibidores del crecimiento, como el 4cido abscisico, interac-
cionan con la concentracién de sacarosa y con la temperatura de conserva-
ci6én y afectan asf la viabilidad de los cultivos in vitro (Roca, 1985).

Entre los reguladores del crecimiento empleados por los investigadores
figuran el 4cido abscisico (ABA), ¢l cloruro. de fosfonio o clorfoniom
(Phosphon-D), la hidrazida maleica o daminazida (B995), el cicocel o
2-cloroetil-cloruro d¢ trimetil (CCC); el 4cido N-dimietil succinico y el
ancimidol (Nair et al., 1979); y el 4cido acetil salicilico, ASA (Lépez, 1985).

Concentracién osmética. La limitacion del crecimiento por causa de la
concentracién osmotica se debe, posiblemente, a la reduccién de la absor-
cién de agua y de nutrimentos del medio. Puesto que es altamente metabo-
lizable, la sacarosa actiia osméticamente en concentraciones altas. Otros
agentes osmoticos dificiles de metabolizar, como el manitol y el sorbitol,
son posiblemente mas efectivos que la sacarosa en la limitacion del creci-
miento de los cultivos, pero se debe tener en cuenta que estas sustancias
interaccionan con el contenido de sacarosa y con la temperatura de
conservacion.

Supresion del crecimiento

Como se discuti6 antes, siempre existe un riesgo, mayor o menor, de
inestabilidad citogenética cuando se conservael germoplasma mediante el
cultivo de tejidos in vitro a largo plazo. Este riesgo se puede minimizar
utilizando tejidos organizados (meristemas, yemas y cultivos derivados) y
reduciendo la tasa de crecimiento mediante la temperatura baja. Con-
forme se reduce la temperatura de un tejido, el metabolismo celular
disminuye hasta llegar a un estado de ‘suspensién animada’ cuando la
temperatura alcanza niveles inferiores a -150 °C; a esta temperatura, los
procesos biol6gicos han cesado y las posibles causas de inestabilidad se
habrén, por tanto, minimizado o eliminado. Este tema se trata con mayor
detalle en el Capftulo 13 de esta obra.

Se han discutido hasta aqui los aspectos generales relacionados con la
conservacién in vitro; se discutirdn ahora estos aspectos pero aplicindolos
a la yuca (Manihot esculenta Crantz), cultivo que ha sido objeto de
investigacién profunda enla Unidad de Investigacién en Biotecnologia del
CIAT.
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Conservacion in Vitro de la Yuca

La yuca es uno de los principales cultivos alimenticios de primera necesi-
dad en las regxones tropicales bajas. Constituye una fuente principal de
calorfas para casi 500 millones de personas en més de 60 paises. La
producci6n mundial de yuca alcanza actualmente 130, millones de tonela-
das, distribuidas principalmente en el Sudeste Asidtico, en Africa, y en
América Latina tropical. La yuca se utiliza en gran parte para el consumo
humano y esta disponible en el mercado fresco o procesada como harina.

El peligro potencial de 1a erosién genétlca de los recursos cultlvados y‘
silvestres del germoplasma de Manihot y el requerimiento de variabilidad
genética para usar en el me_]oramlento del cultivo, _]ustlflcan los esfuerzos
de conservacién del germoplasma de yuca

El mantenimiento convencional de los‘bancos de germoplasma de yuca
se hace medlante el cultivo continuo de campo. Las nuevas swmbras de
germoplasma se hacen a menudo con estacas recientemente cortadas de
campos viejos. Adem4s de su costo alto, el mantenimiento del cultivo de
campo expone muchas veces un germoplasma valioso al ataque de insec-
tos, al contagio de enfermedades y a los problemas del suelo o del clima.
Las estacas recién cortadas s6lo pueden guardarse durante un tiempo
corto porque aparecen brotes prematuros y ocurren ataques de insectos o
microbios.

La propagaci6n vegetativa propicia la trasmisién de plagas y enferme-
dades en las estacas a través de generaciones sucesivas. Enfermedades asi
trasmitidas, como el anublo bacteriano de la yuca, la enfermedad del
mosaico africano, la enfermedad del superalargamiento, y el cuero de sapo
pueden producir pérdidas muy altas en el rendimiento.

Es posible hacer el mantenimiento del germoplasma de yuca por medio
del cultivo de meristemas, empleando una combinacién de técnicas crio-
génicas y de condiciones de almacenamiento de crecimiento minimo.

Almacenamiento de crecimiento lento

Las investigaciones recientes hechas en el CIAT sobre conservacién de
la yuca han proporcionado medios para almacenar cultivos in vitro bajo
condiciones de crecimiento minimo; se ha conformado asi un banco de
genes in vitro activo (IVAG) que representa la coleccién de trabajo. Se ha
indicado (Roca, 1984; 1985) que el-almacenamiento a 22 °C reduce la tasa
de crecimiento de las yemas o nudos con respecto a la de los cultivos
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mantenidos entre 28 y 30 °C (Cuadro 31.2). Las temperaturas de alma-
cenamiento inferiores a 18 °C fueron perjudiciales para algunas varieda-
des de yuca cuando la iluminacién permanecia alta. Sin embargo, la
viabilidad del cultivo se podia mantener reduciendo la iluminacién a
menos de 500 lux.

El aumento de BA de 0.04 20.22 mM, y el de sacarosade 0.0520.12 M,
redujo también el alargamiento de los.brotes que tenian mas de 90% de
viabilidad. Sin embargo, si el almacenamlento de baja temperatura se
combinaba con altos niveles de BA y de sacarosa, el crecimiento de los
cultivos se detenia a] grado de que la mayoria de ellos se deterioraba al
cabo de tres meses. Los resultados recientes sefialan que el crecimiento de
los cultivos se reduce cuando el contenido total de nitrégeno del medio
decrece hasta 20 mM a 27 6 28 °C y hasta 40 mM si hay de 202 22°C. La
combinacién de 19 de sacarosa y de 1% de manitol redujo la tasa de
crecimiento de la yuca in vitro, pero al cabo de 12 meses se presentaron
efectos nocivos. Cuando se usé sorbitol en vez de manitol, también se
presenté un descenso en la tasa de crecimiento, pero no disminuy6 la
viabilidad y se logr6é un tiempo de conservacién de méas de 18 meses en
algunas variedades. .

Mas de 4000 variedades del banco mundial de germoplasma de yuca
reunido en el CIAT han sido puestas en almacenamiento in vitro bajo
condiciones de crecimiento minimo. Segun la variedad, estos cultivos se
pueden mantener de 18 a 24 meses sin necesidad de trasferencia a medios

Cuadro 31.2. Efecto de la temperatura en la tasa de crecimiento y en la viabilidad de dos
‘clones de yuca conservados in vitro.2

Viabilidad
Temperatura Elongacién de Tallos por Nudos por Nudos por
los tallos cultivo tallo cultivo
(°C) (cm/ mes) (no.) (no.) (no.)
Clon M Col 22 :
18 001 ) 1.5 3.0 . 4.5
22 0.5 _ 2.5 6.8 17.0
30 1.5 5.0 6.3 31.5
Clon M Col 1467 ‘
18 0.6 20 12.0 24.0
22 1.2 3.0 15.0 45.0
30 ) 15 6.5 10.5 68.2

a. [Evaluacidn: 9 meses de conservacién; iluminacidon: 1500 a 2000 lux; tubos de ensayo de 25 x 150 mm.
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nuevos. Las variedades difieren en su tolerancia relativa a la temperatura
baja y en su tasa relativa de crecimiento, Ademas, los cultivos viejos de
ciertas variedades tienden a deteriorarse a causa de la oxidacién de los
exudados de tipo fendlico de las raices. Durante todo el tiempo de almace-
namiento, los cultivos producen yemas axilares cuyo niimero esta direc-
tamente relacionado con la viabilidad del cultivo y, en consecuencia, con
su potencial de micropropagacién una vez que el cultivo ha sido recupe-
rado del almacenamiento. Al final de cada ciclo de almacenamiento, las
yemas axilares se trasfieren a un medio recién preparado y se inicia asf un
nuevo ciclo. El banco de germoplasma in vitro es una habitaciénde 5x 7.5
x 30 m que puede contener 5000 accesiones de yuca las cuales, si estuvieran
en ¢l campo, requeririan 6 ha de terreno. Dos técnicos de laboratorio, de
tiempo completo, manejan el banco in vitro, y mas de 10 personas, entre
obreros y agréonomos, manejan el banco en el campo.

La evaluacion de la estabilidad fenotipica es permanente en el CIAT, y
emplea criterios morfoagron6micos y bioquimicos (Ramirez et al., 1987).
Empleando los sistemas EST (o y B esterasas) y DIAP (diaforasas) se ha
hecho seguimiento de los posibles cambios en los patrones electroforéticos
de 18 variedades de yuca, que fueron conservadas in vitro durante 0,2,4y 6
afios. Estos patrones, revelados por la actividad enzimatica, han permane-
cido constantes en las 18 variedades a lo largo de los seis afios de conserva-
cién. La Figura 31.2 presenta estos resultados en una vanedad de yuca y
para ambas enzimas.

Se ha observado una reduccion de los 16bulos de la hoja en unas pocas
variedades después de que han sido recuperadas del almacenamiento y han
crecido en el campo, aunque la reversién al tipo de 16bulo amplio empez6
después del segundo ciclo de crecimiento vegetativo. En general, las plan-
tas no han manifestado cambios mayores.

Crioconservacion

"Después de los resultados promisorios que obtuvieron Kartha et al.
(1982) en el Instituto de Biotecnologia de Plantas, en Saskatoon, Canada,
seiniciaron en 1985 algunas investigaciones colaborativas entre el CIAT y
¢l IBPGR para desarrollar més esta técnica con meristemas de yuca y con
otros tejidos, y para constituir una coleccidn a largo plazo, es decir, un
banco genético in vitro basico (IVBG).

En trabajos anteriores hechos en Saskatoon, se demostré la superviven-
cia de los meristemas cuando se usaba el método del enfriamiento lento
(0.5 °C/min) con una temperatura terminal de -25 a -30 °C y agregando
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var, 6

Figura 31.2. Estabilidad de los patrones electroforéticos de las isoenzimas esterasa (A) y
diaforasa (B) de seis variedades de yuca recuperadas de un almacenamiento in
vitro que durd 2, 4 6 6 afos, segiin el caso. Se usaron raices del cultivo in vitro
para la electroforesis. Tl testigo (la variedad sin almacenar) esta representado
por O afos,

DMSO ysorbitol como crioprotectantes. El proyecto actual ensayo, desde
un principio, la supervivencia de dpices de cinco variedades de yuca
empleando combinaciones de métodos de enfriamiento lento y rapido con
diversos tipos de frascos y con varios crioprotectores. El enfriamiento
rapido produjo una tasa mucho mayor de supervivencia de los tejidos gue
el enfriamiento lento, aunque los dpices desarrollaron callo después de su
recuperacion del nitrégeno liquido. El crioprotector DMSO permiti6 un
nivel mas alto de supervivencia en todas las variedades cuando se usaron
ampollas plasticas para contener el especimen durante el enfriamiento y el
almacenamiento por congelacion. En la mayoria de los casos, solo se
desarrollé una masa de callo del segmento, y en muy pocos casos cl callo
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estaba acompafiado por un brote. Una vez mas, el uso de ampollas y de
DMSO como crioprotector produjo mejores resultados. En la congelacién
lenta, mds brotes se desarrollaron en los flancos del brote apical original, lo
que sugiere que el meristema apical del explante original se dafi6. Las
investigaciones que actualmente hace el CIAT se orientan a probar el
efecto de acondicionar los explantes en un precultivo, es decir, a una
temperatura inferior y afiadiendo al medio sacarosa, manitol, glicol de
polietileno, y prolina. Se usaran, ademas, como explantes los cultivos
miltiples de brote, las yemas latentes, y los embriones somaticos.

Proyecto piloto del IVAG

Empleando tanto la experiencia adquirida en el CIAT en la conserva-
cién in vitro de clones de yuca (4000 clones), como la gran colecciéon de
campo (4600 clones) y la coleccién in vitro (los 4000 clones) de germo-
plasmadisponibles en el CIAT, este Centro y el IBPGR acordaron llevar a
cabo un proyecto colaborativo para estimar la viabilidad y demostrar los
aspectos-técnicos y logisticos del establecimiento y la operacién de un
banco genético in vitro activo (P-IVAG) de yuca. Al final del proyecto se
darfan normas sobre el modo de operar un IVAG. Este proyecto com-
prende los pasos siguientes: 1) seleccién y caracterizacién de 100 clones de
yuca para usar en el P-IVAG; 2) cultivo in vitro de clones, micropropaga-
cién, e introduccién al almacenamiento bajo condiciones de crecimiento
minimo; 3) monitoria de la estabilidad genética, de la viabilidad de los
cultivos, de la indizacién de enfermedades, y de otros aspectos logisticos
(laboratorio, instalaciones, equipo); 4) desarrollo de una base de datos
computarizada para administrar todos los aspectos del P-IVAG.

De los factores que probablemente afectan la estabilidad de los cultivos
durante el almacenamiento de crecimiento lento, la tasa de subcultivo es
uno de los que requiere consideracién. Tres genotipos de yuca, con noto-
rias diferencias morfolégicas y electroforéticas, han sido seleccionados
paraeste fin. La frecuencia de subcultivo de estos clones sera de tres meses,
momento en que se hard también una evaluacién morfolégica y otra
electroforética de isozimas. El grueso de los clones contenidos en el P-
IVAG, en cambio, se sometera a subcultivo cada 18 meses.

Se ha desarrollado una base de datos computarizada para el manejo de
toda la informacién recogida en el P-IVAG. Los datos de pasaporte, los
morfoagronémicos de campo, la caracterizacién morfolégica in vitro, la
indizacién de enfermedades, los datos electroforéticos, la micropropaga-
ciény el subcultivo, la viabilidad, y otros datos como la localizacién fisica
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de los cultivos, el equipo, los requisitos de suministro y de mano de obra se
estan incorporando a la base de datos.

Intercambio Internacional de Germoplasma de Yuca

La reglamentacion cuarentenaria de la yuca varia de un pais a otro; sin
embargo, lametodologia del cultivo in vitro ha sido aceptada por diversos
paises como uno de los medios mas seguros para recibir el material
vegetativo de yuca. Entre 1979 y 1988, mas de 800 materiales de yuca, entre
variedades e hibridos, libres de organismos patogenos fueron distribuidos
por el CIAT como cultivos in vitro a 34 paises de América Latina y Asia,
principalmente. El sistema in vitro se ha utilizado también para introducir
al CIAT germoplasma nuevo de yuca desde los paises de América Latina;
entre 1980 y 1988, se introdujeron a este Centro, como cultivos de meris-
tema, casi 2000 accesiones de cultivares de yuca nativos.

Conclusié‘n

El almacenamiento de germoplasma en crecimiento lento es ahora un mé-
todo viable para mantener grandes colecciones en poco espacio, libres de
los riesgos que causan plagas y enfermedades. Actualmente existen bancos
genéticos in vitro activos (IVAG) para Manihot y Solanum, y se adelanta
ese trabajo con Ipomoea, Colocasia, Xanthosoma, Musa, Saccharum,
Theobroma y Citrus. El futuro de la crioconservacion de los recursos
genéticos es promisorio, y en esa labor se trabaja actualmente en yuca,
papa y platano.

El establecimiento de bancos de germoplasma in vitro se ha convertido
en una contribucién importante al mantenimiento convencional, en el
campo, de grandes colecciones. El proyecto piloto del IVAG proporciona
normas para la adopcién de la conservacién in vitro de la yuca por las
instituciones nacionales de la zona térrida, o para la extrapolacién de esas
normas a otros cultivos propagados vegetativamente.

Las investigaciones recientes sobre el cultivo de tejidos de yuca sefialan
que la regeneraciénde plantas de varios cultivares de esa especie es posible
por embriogénesis somatica. Se ha establecido la embriogénesis secunda-
ria que permite la regeneracion de plantas derivadas de cultivos embriogé-
nicos de largo plazo (Szabados et al., 1987). Este logro ayudaré el desarro-
llo futuro de métodos genéticos celulares y moleculares que mejoraran el
cultivo de la yuca. La disponibilidad de bancos de germoplasma in vitro,
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integrales y fécilmente accesibles, tanto en condiciones de crecimiento
lento como de carécter criogénico, seréd crucial para ese esfuerzo.
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