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RESUMEN

El Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas (INIA) 
de Venezuela tiene entre sus objetivos la conservación y 
utilizacióndelosrecursosfitogenéticosdeinterésagrícola.
En este trabajo se presentan resultados de las experiencias 
en conservación ex situ que se han llevado a cabo en los 
Bancos de Germoplasma de yuca, Manihot esculenta 
Crantz y musáceas, Musa sp.,enelCentroNacionalde
InvestigacionesAgropecuarias(CENIAP),específicamente
en la conser vación in vitro de 82 clones de yuca, dulces y 
amargos,y99demusáceas.Enelcasodelayucaelproceso
de conservación comienza con la regeneración de plantas a 
partir  de cultivo de meristemas, cultivándose en un medio 
de cultivo  denominado  MY que contiene: sales minerales  
de Murashige y Skoog (MS), sacarosa 20 g l-1, bencilami-
nopurina (BAP) 0,05 mg l-1,ácidogiberélico(AG3) 0,05 mg l-1, 
ácidonaftalen-acético(ANA)0,02mgl-1, hidrolizado de 
caseína 0,1 g l-1, pH 5,7-5,8 y agar 6 g l-1.Posteriormente
se cultivan  las microestacas o segmentos nodales en el 
medio básico MS a la mitad de la concentración de las sales 
minerales, sacarosa  20 g l-1, BAP 0,05 mg l-1, AG3 0,05 mg l-1, 
ANA 0,02 mg l-1, pH 5,7-5,8; agar 6 g l-1 o phytagel 2 g l-1.
En el caso de los clones de musáceas para la conservación 
los meristemas son cultivados en MS, BA 5 mg l-1, ácido 
cítrico  0,7 g l-1 y glicina 2 mg l-1 y las vitroplantas son culti-
vadas en MS/2, la mitad de la concentración de vitaminas 
ysinreguladoresdecrecimiento.

Palabras Clave: Manihot esculenta Crantz; Musa sp.;
biotecnología; conservación ex situ; cultivo  in vitro.

SUMMARY

The Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas 
(INIA), Venezuela, has as part of its objective evalua-
tion, conservation and sustainable use of plant genetic 
resourcesofagriculturalinterestforthecountry.Inthis
paper are presented experiences and results in the ex situ 
conservation carry out in the cassava, Manihot esculenta 
Crantz and musaceae, Musa sp.GeneBankatNational
CenterforAgriculturalResearch(CENIAP),specificallyon 
in vitroconservation.82cassavaclonesand99musaceae.
Clones are conserved in vitro.Forcassavatheconservation
process begins with the plant regeneration from meristem 
culture in a Murashige Skoog (MS) culture medium, sucrose 
20 g l-1,BAP0.5mgl-1, AG30.05mgl

-1,NAA0.02mggl-1, 
agar 6 g l-1,calledMY.The in vitro conservation consists of 
microcutting culture in MS to half concentration of mineral 
salts (MS/2), sucrose 20 g l-1, benzyl amino purine (BAP) 
0.05mgl-1, gibberellic acid (AG3)0.05mgl

-1, naphthale-
neaceticacid(NAA)0.02mgl-1,pH5.7-5.8;agar6gl-1 
or phytagel 2 g l-1.Inmusaceaeclones,themeristemsare
cultured in MS, BA 5 mg l-1,Citricacid0.7gl-1 and Glycine 
2 mg l-1, and for in vitro conservation, regenerated plantlets 
are cultured in MS/2, half concentration of vitamins and 
withoutgrowthregulators.

Key Words: Manihot esculenta Crantz; Musasp.;biotech-
nology; ex situ conservation; tissue culture.
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iNTRoDUCCiÓN

Desde la antigüedad el ser humano dispone de los 
recursosgenéticosparasubeneficio,usandodemanera
descontrolada la diversidad biológica existente  en el 
mundo.Elaumentode lapoblacióny lademandade
alimentos lo impulsan a ocupar nuevos espacios con 
la conse cuente destrucción de las especies existentes, 
la manipulación de otras para domesticarlas y obtener 
variedadeshomogéneasparasualimentación,trayendo
comoconsecuenciaunaaltaerosióngenética(Jaramillo
yBaena,2000).

Aunquenosehahechouninventariodeltotaldelaflora
presente  en el mundo, se estima que existen 300.000 
especies, de las cuales muchas están en peligro  de 
extinción.Estasituacióngeneralanecesidaddeimple-
mentar estra tegias  para preservar la biodiversidad del 
planeta, tales como, el plan de acción mundial para la 
conservaciónyusosostenibledelosrecursosgenéticos
vegetalespara laalimentacióny laagricultura (FAO,
2005).Enconsecuencia,lamayoríadelospaíseshan
prestadoespecialinterésamanteneryampliarlabase
genéticadelasespeciesqueexistensobresusterritorios.

Es así como en Venezuela, el Instituto Nacional de 
Inves tigaciones Agrícolas (INIA) incluye en su misión 
la valoración , conservación y uso sostenible de los 
recursosfitogenéticosdeinterésagrícolaparaelpaís,
además de incrementar el uso actual y potencial de los  
mismos,atravésdelasactividadesrelacionadasconla
reco lección, introducción, conservación, descripción, 
intercambio, documentación y utilización de especies 
vegetalescultivadasypotenciales(Pérezet al.,1998).

Dentrode las coleccionesde interésagrícolanacional
se encuentran los cultivos de yuca, Manihot esculenta 
Crantz ymusáceas.Antes de proceder a explicar las
estra tegias de conservación para estos dos cultivos , es 
importante aclarar algunos  conceptos claves  sobre el 
tema.

Conservación de Germoplasma

Eslapreservacióndeladiversidadgenéticaexistente
en una zona determi nada  y debe garantizar la máxima 
variabilidad posible, la continuidad de uso, el ahorro 
de tiempo, dinero y esfuerzo. Para ello es necesario
contar con información útil como: distribución, peligro  
de extinción y variabilidad genética de las especies.
la estrategia a seguir dependerá de la naturaleza del 
materialvegetal,yestádefinidaporladuracióndesu
ciclo de vida, el modo de reproducción y el tamaño de 

susindividuos.Lasalternativasdeconservaciónabarcan
desde los bancos de semillas hasta las áreas de reserva 
(CIAT,2007).

Estemétodo involucra una alta inversión de tiempo,
personal,instalaciónyoperación,porloquedebejustifi-
carseentérminosdenecesidadreal,sintomarencuenta
deseos y conveniencias particulares de conservar  un 
materialgenético.Entalsentido,lasrazonessedeben
definirdeacuerdoacriterioslógicos,científicosysocio-
económicos, tales como, la necesidad, el valor y el uso 
delasespecies(CIAT,2007).

Aunque preservar la diversidad biológica es de gran 
interésparalahumanidad,sejustificaaúnmáscuando
setratadeespeciesenvíasdeextinción,clonesélitede
variedadeshomogéneas(deinterésalimenticio)mejo-
radasgenéticamenteoespeciessilvestresqueposterior-
mentepueden serutilizadas en crucesgenéticospara
la obtención de nuevas variedades, mejor adaptadas  al 
ambienteyquecontribuyanaalimentarlapoblación.

Tipos de conservación 

Conservación ex situ: es el mantenimiento del material 
biológico fuera de su ambiente natural, conservado en 
espacios acondicio nados, tales como: bancos de semillas , 
bancos de cultivo  in vitro, colecciones in vivo (en campo, 
viveros o jar di nes botánicos), banco de genes (ADN), 
crioconser vación, plantas provenientes de ingeniería  
genética.

El banco de semillas es la forma más tradicional de 
preservar una gran variedad  de especies vegetales por 
grandes períodos de tiempo, principalmente si se trata 
de semilla  ortodoxa (cereales, leguminosas comestibles 
yoleaginosas).Cuandosetratade‘semilla’asexualo
sexual recalcitrante (frutales, raíces y tubérculos), se
deberecurriraotrosmétodoscomolaconservaciónin 
vitroapartirdediferentestiposdetejidos(CIAT,2007).

lo anterior implica la generación de una gran cantidad 
de información que debe ser registrada o almacenada 
de alguna forma, es decir, debe ser documentada y se 
entiendepordocumentaciónalprocesodeidentificar,
adquirir,clasificar,almacenarydifundirlainformación
delgermoplasma(CIAT,2007).

Conservación in vitro: se fundamenta en el uso de 
técnicasdecultivode tejidos, lascualesconsistenen
aislar una porción de la planta (explante) y proporcio-
narleasépticayartificialmentelascondicionesfísicas 
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yquímicas apropiadas para que las células expresen
su potencial de regenerar una planta  nueva, la cual se 
desa rrolla en un medio de cultivo que está compuesto 
pormacronutrimentos,micronutrimentos,gelificantesy
compuestos orgánicos, tales como: hidratos de carbono, 
vitaminas,aminoácidosyreguladoresdelcrecimiento.
Así, se puede lograr la propa gación masiva de plantas 
genéticamentehomogéneas,mejoradasy libres de
microbios(Argenbio,2008).

Lastécnicasdecultivoin vitro pueden ser útiles en las 
diferentes etapas de la conservación ex situ.

Losseisgrandespasosdefinidosenlaconservaciónson
los siguientes:

1. Colecciónoadquisicióndelgermoplasma.
2. Cuarentena, indexacióndeenfermedadesyerradi-

cación.
3. Propagaciónomultiplicaciónrápida.
4. Caracterización,evaluaciónymonitoreo.
5. Almacenamiento.
6. Distribuciónyutilizacióndelmaterialvegetal.

De esta forma se puede realizar colecta in vitro para 
facilitar el transporte de material vegetal y disminuir 
suriesgodedeterioro.Enlacuarentena,lastécnicasin 
vitro pueden erradicar la presencia de virus, bacterias y 
hongos  mediante el uso de termoterapia o quimioterapia , 
seguido del cultivo de meristemas, y de esta forma el 
material vegetal preservado in vitro es de mejor  calidad  
queelconservadoencampo(Ashmore,1997).

la multiplicación permite la propagación clonal rápida  
de plantas conservadas por organogénesis o embrio-
génesissomática.Enlacaracterizaciónymonitoreo,se
pueden utilizar descriptores morfológicos similares a los 
utilizados en campo, asi como marcadores moleculares 
y bioquímicos, además de evaluar el potencial de rege-
neración(JaramilloyBaena,2000).

El almacenamiento in vitro, es particularmente útil en 
plantas con semillas recalcitrantes y en especies de 
propa gación asexual, ya que ofrece gran seguridad a las 
colec ciones de germoplasma, al protegerlas del daño que 
pueden  causar los desastres naturales, plagas y enferme-
dades que puedan ocurrir en los Bancos de Germo plasma 
encampo.Ladistribucióndegermoplasmain vitro es la 
mejor alternativa de movilización e intercambio entre  
agricultores, investigadores y otros, ya que el material 
vegetal a transportar está libre de enfermedades 
(Ashmore,1997).

Por otra parte, la conservación in vitro en condiciones 
de mínimo crecimiento es utilizada en un gran número 
de especies , y se trata de disminuir las condiciones tanto  
físicas como químicas que promueven el crecimiento 
vegetal, reduciendo así su metabolismo sin causarle 
daño.Estoselogróencultivostropicalesdegranimpor-
tancia, tales como musáceas, papa, yuca y ñame, a cargo  
de centros internacionales de investigación, como: 
Red Internacional para el Mejoramiento del Banano y 
Plátano(siglaseninglésINIBAP),CentroInternacional
de la Papa (CIP), Instituto Internacional de Agricultura 
Tropical(siglaseninglésIITA)yCentroInternacional
deAgriculturaTropical(CIAT).

Eléxitodelaconservaciónin vitrodependedeunefi-
ciente sistema de propagación de plantas y del control 
delauniformidadgenéticaparapreservarlaidentidadde
laespeciedeinterésdurantelargosperíodosdetiempo.

Experiencias de conservación de germoplasma ex situ 
de yuca y musáceas en el iNiA-CENiAP

El INIA posee los Bancos de Germoplasma de yuca y 
musáceas más importantes en Venezuela, diseñados para 
preservarlavariabilidadgenética.

los de yuca están ubicados en los estados: Anzoátegui, 
Aragua,Barinas,MonagasyZulia (Figura1)yelde
musáceas se encuentra en el Centro Nacional de Investi-
gacionesAgropecuarias(CENIAP)delestadoAragua.

banco de Germoplasma de yuca

La yuca constituye un rubro estratégico que puede
contribuiralaseguridadalimentariadelpaís.Enelaño
2004fueunodeloscultivosdeimportanciadentrodel
Plan Nacional de Semillas del INIA, y en el 2005 fue 
seleccionadoparasumejoramientogenético,haciendo
usodetécnicasbiotecnológicasatravésdelConvenio
entreelBID-FONACITII,titulado:Fortalecimientodel
Sector Biotecnológico en apoyo a la Seguridad Alimen-
tariadelpaís.

En tal sentido, el INIA desarrolla y fomenta los bancos 
de Germoplasma de yuca, constituidos en su totalidad 
por  200 clones cultivados dulces y amargos  producidas 
de colectas  hechas en el país y 21 provenientes del CIAT-
Colombia , sembrados en el Campo Experi mental del 
CENIAP, con un clima seco tropical, latitud 10° 15´N, 
longitud67°36W,altura450m.s.n.m.,precipitación
promedio  anual 1.179,2 mm y se mantienen mediante 
plantaciones repe tidas anualmente, utilizando el material  
vegetativodelañoanterior.

AlBARRÁN et al. - Biotecnología para la conservación de yuca y musáceas



Vol.61-2011  AGRONOMíA TROPICAl       Nº 1

88

fiGURA 1. a) Zona apical de una planta de yuca utilizada como fuente de explante; b) brote obtenido a partir del 
cultivo de meristema in vitro;c)extraccióndemeristemasomicroestacasencondicionesasépticas.

Los clones se caracterizarony evaluaron a través de
descriptores bioquímicos, molecu lares y morfológicos, 
encontrándose que no existen dupli cados en el Banco 
de Germoplasma de yuca del CENIAP (Schmidt et al.,
2003; Demey et al.,2003).

banco de Germoplasma ex situ de Musáceas

Musaceae es una familia de vital impor tancia, pues en 
los ámbitos comercial, agronómico y nutricional, repre-
sentan una parte importante en el desarrollo de distintas  
comunidades deAmérica.Específicamente enVene-
zuela,esconsideradacomounrubroestratégicoysu
importanciasereflejaenlasestimacionesdelconsumo
porpersonaalaño.Enelcasodelcambur(banano)es
de aproximadamente 33 kg, mientras que en el plátano 
es de unos 20 kg per año-1.Estosrubrosaportanvalores
cercanos al 50% del volumen total de frutas producidas 
en el país y son consi derados elementos primordiales en 
ladietadelpueblovenezolano(Martínez,2003).

El banco de musáceas está compuesto por 110 clones: 
12diploides, 91 triploides y siete tetraploides.Estos
clones son cultivados  y silvestres, algunos de colectas 
hechas en el país y otros prove nientes del intercambio de 
germo plasma con la Red para Mejoramiento del Banan o 
yelPlátano(siglaseninglésINIBAP),reflejadosenel
Cuadro 1.Ambas colecciones están sembradas en el
Campo Experimental del CENIAP, bajo las condiciones 
anteriormente descritas y caracte rizadas morfológi-
camenteatravésdelosdescriptoresdelInstitutoInter-
nacional deRecursosFitogenéticos (IPGRI-INIBAP,
siglaseninglés).

Conservación in vitro de recursos fitogenéticos en la 
Unidad de biotecnología del CENiAP

Conservación in vitro de yuca: la yuca es una especie 
perennedegranimportanciaeconómica.Lasemillaes
altamente heterocigota y la única forma de mantener un 
genotipodeseadoesmediantepropagaciónvegetativa.
En tal sentido, es nece sario resguardar los materiales  
seleccionados para cultivo  y para futuros programas  de 
mejoramientogenético.Lastécnicasdeconservaciónin 

CUADRo 1. Grupos genómicos, tipos y números de 
clones presentes en el Banco de Germo-
plasmadeMusáceas.

Grupo genómico Tipo  Nº de clones

Diploides AA s    2
   AA cv    8
   BB s    2

Triploides AAA  41
   AAB   37
   ABB   11
   BBB    2

Tetraploides AAAA    2
   AAAB    3
   AABB    2
TOTAl     110
s= silvestre; cv= cultivado

        a                                           b                                             c
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vitro constituyen una buena alternativa  de preservación 
paraestaespecie.Cercade5.000 estacas  de yuca fueron 
resguardadas en medio de cultivo  de lento crecimiento, 
constituyendo una fuente segura de plantas  sanas que com-
plementanlascoleccionesdecampo(Ashmore,1997).

Cultivo de meristemas: el primer paso para la conser-
vación in vitro de yuca consiste  en el cultivo de meris-
temas para el saneamiento  de clones, realizado mediante 
la utili zación de estacas entre  10 y 15 cm, provenientes  
de Bancos de Germoplasma de INIA Anzoátegui, 
Aragua,Barinas,MonagasoZulia.

las estacas  colectadas  son cortadas en secciones que 
conten gan dos nudos, desinfectadas  con fungicida y 
bactericida, sembradas en materos con sustrato de arena,  
tierra y aserrín  de coco en la proporción 1:1:1; estas 
fueronregadasyfertilizadascada2d.Transcurridoun
messeextraenlosbrotesapicales(Figura1ayb),se
desin fectan en el laboratorio con una solución jabo nosa, 
alcohol  al 70% por 3 min, hipoclorito de sodio 2,5% 
v/vpor30minenunacampanadeflujolaminar,ypor
últimoseenjuagótresvecesconaguadestiladaestéril.

Se procedió a extraer el meristema bajo un microscopio  
estereoscópico(Figura2c)ysesembraronenunmedio
de cultivo que contenía las sales minerales MS (Murashige 
y Skoog, 1962), sacarosa 20 g l-1, Bencilami nopurina 
(BAP) 0,05 mg l-1,ÁcidoGiberélico(AG3) 0,05 mg l-1, 
ÁcidoNaftalen-acético(ANA)0,02mgl-1, Hidrolizado 
de caseína 0,1 g l-1, pH 5,7-5,8 y agar 6 g l-1, denomi-
nadoMY.Luegoseincubaronenuncuartoclimático
a 27 ± 1 ºC de temperatura durante 15 d en oscuridad 
y posteriormente se coloca condi ciones de fotoperíodo 
de16hdiariasdeiluminación.Todasestascondiciones
específicasfuerondeterminadasenlaUnidaddeBiotec-
nologíadelCENIAP.

Despuésdedosmesesdecultivoelporcentajederege-
neración de vitroplantas a partir de meristemas varió 
dependiendodelgenotipo.Deestamanera,Albarránet 
al. (2006), obtuvieron brotes arrosetados (0,6-1,3%),
callosfriables(1,4-7,0%)yplantasnormales(21,0-42%).
Se puede mejorar el crecimiento de las plantas arrose-
tadas cultivándolas en el medio MY, aumentando  10 
veces la concentración de BAP (0,5 mg l-1) y eliminando  
elhidrolizadodecaseína.

Cumplidos dos ciclos de cultivo, los clones de yuca V2, 
V3yV4 provenientes del INIA-Monagas, así como
Morichalera,UCV-2076yC4-UCV-01delBancode
Germoplasma del INIA-CENIAP, presentaron un 100% 

de regeneración de plantas vigorosas con tallos verdes y 
hojasbienexpandidas(Figura2).Actualmente,mediante
estatécnicasemantienen61clonesdeyucadeinterés
agronómico procedente de las cinco regiones , como se 
observaenelCuadro2.Estosclonesestándisponibles
para su multiplicación in vitro y posterior distribución 
enfincasproductorasdelpaís.

AlBARRÁN et al. - Biotecnología para la conservación de yuca y musáceas

fiGURA 2. Planta regenerada in vitro a partir del 
cultivodemeristemas.

El material vegetal obtenido por esta vía ofrece altas 
proba bilidades de estar libre de virus y bacterias y consti-
tuyeparaelagricultoruna‘semilla’deexcelentecalidad,
siendodegraninteréspreservarlatantoencolecciones
de campo como in vitro.

Conservación a partir del cultivo in vitro de segmentos  
nodales en medio de mínimo crecimiento

Unavezobtenidaslasvitroplantasapartirdelcultivo
de meristemas se puede conservar el material vegetal 
portiempoindefinido,medianteelcultivodesegmentos
nodales o microestacas en el medio básico MS a la mitad de 
la concentración de las sales minerales , sacarosa 20 g l-1, 
BAP 0,05 mg l-1, AG3 0,05 mg l-1, ANA 0,02 mg l-1, pH 
5,7-5,8; agar 6 g l-1 o phytagel 2 g l-1.Luegoseincubanen
un cuarto climático a 26 ± 1 ºC de temperatura, durante  
cuatro meses en condiciones de fotoperíodo con luz blanca 
aintensidadde49µmolm2 s-1(Figura3).
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Transcurridos cuatro  a cinco meses, las plantas regene-
radas  son divididas en varios segmentos nodales para 
un nuevo  ciclo de cultivo o renovación del Banco de 
Germo plasma in vitro (Figura4).

Este procedimiento se fundamenta en un control    químico 
donde se disminuye la concentración de las sales  mine-
rales y fuentes  de carbono del medio de cultivo para 
reducirlatasadecrecimientodelasplantas.Demanera
comple mentaria se puede utilizar un control físico 
bajandolatemperaturapararetardarmáselcrecimiento.
Sin embargo, en yuca, como se trata de un cultivo  
tropical,temperaturasinferioresa24ºCpuedencausar
daño en el tejido vegetal en condiciones in vitro.

El Banco de Germoplasma de yuca in vitro se caracte-
rizó morfológicamente en campo (Marín et al.,2008),
ofreciendo resultados interesantes para la selección 
de los mejores genotipos en cuanto a rendimiento y 
contenido  de ácido cianhídrico en las condiciones 
agroclimáticasdeMaracay.Igualmente,estosgenotipos
seutilizaronenlosensayosregionalesconlafinalidad
de seleccionar  aquellos que mejor se adapten en las 
condiciones  agroclimáticas de las diferentes zonas 
productorasdelpaís.

fiGURA 4. Banco de Germoplasma de cultivo in 
vitrodeyuca.

fiGURA 3. a.Microestacas o segmentos nodales
de yuca utilizados para conservación 
in vitro;b.Microestacascultivadasen
tubo de ensayo con medio de cultivo de 
mínimocrecimiento.

CUADRo 2. Clones de yuca conservados in vitro a 
partir de meristemas provenientes del 
variosestadosdelpaís.

localidad    Clones de yuca

Barinas  2596  M88    Sardina
   2576  Taguanes 
    12  Concha rosada

Anzoátegui    8   36     30
   14   39     42
    18   61     32
   165-7   58     42
   44   40     29

Monagas  V1   4     8
    V2    6      3
   V3   17     14
   V4   15     13
    10    5     16
     7

Zulia    3   10      8
     5   11      9
     6   13     21

Aragua lengua
  depájaro  Motilona C4-UCV-01
  Morichalera  Meven 160  Sardina
  Cubana  Meven 162  CIAT II
  las Vegas  Bolívar 32  Tasajera
  UCV2076  Bolívar42

 a  b

Además de la conservación de los 61 clones colectados  
en el país y señalados en el Cuadro 2, se mantienen en 
conser vación in vitro 21 clones de yuca provenientes 
delCIAT(Cuadro3).

Uso de reguladores osmóticos para la conservación 
en condiciones de mínimo crecimiento

Con lafinalidadde aumentar los períodosde tiempo
de conservación in vitro del material vegetal de yuca 
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CUADRo 3. Clones de yuca provenientes del CIAT 
(Colombia), conservados in vitro en el 
BancodeGermoplasmadelCENIAP.

 BRA383 CM4843-1 CM7514-7

 PER183 CM5306-8 CM7514-8

 TAI 8 CM 6119-5 CM 8027-3

 CM507-37 CM6438-14 SM805-15

 CM523-7 CM6740-7 SM909-25

 CM3306-4 CM6921-3 SM1565-15

 CM4574-7 CM7073-7 Mcol2063
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sin afectar  su viabilidad o potencial de regeneración, se 
pueden  utilizar reguladores osmóticos, que consisten 
en fuentes de carbono como la sacarosa y el manitol o 
sorbitol, a concen traciones que contribuyan a disminuir 
el metabolismo celular pero que no sea letal para los 
explantesencultivo.

En los clones de yuca como el BRA-383, CM 7073-7 y 
C-17, se obtienen  buenos resul tados exten diendo el tiempo 
de conservación de cuatro a seis meses  utilizando concen-
traciones de sacarosa 0,18 M, manitol y sorbitol 0,05 M 
agregados al medio de cultivo  (Rengifo et al.,2005).

Multiplicación in vitro de clones promisorios de yuca

Para la multiplicación in vitro se utilizan segmentos 
nodales provenientes de las plantas conservadas in vitro.El
medio de cultivo está compuesto por el medio básico  de 
cultivodeMS(1962)conlassiguientesmodificaciones:
la tiamina a la mitad de su concentración y se duplica la 
concentración de la solución de hierro; se agrega  ANA 
0,02 mg l-1 y agar 7 g l-1.ElpHdelmediodecultivose
ajustaa5,8previoalaadicióndelagar.

Despuésdedosmesesdecultivadas lasmicroestacas
o segmentos nodales, se obtienen plantas desarrolladas 
(convástagosyraíces)listasparaseraclimatadas.Las
plantas  regeneradas adquieren buen vigor y una longitud  
deltalloquevaríaentre3y10cm.Duranteelperíodo
de cultivo se debe controlar la aparición de agentes 
contaminantes  en los frascos de cultivo y eliminarlos 
inmediatamente.

Para la aclimatación, las vitroplantas se colocan en una 
solución nutritiva rica en nitrógeno, fósforo y potasio 
(GuoyLiu,1994)durante7dysecolocanlasbandejas
en una zona del umbráculo con exposición indirecta a 
laluzsolar.Estasoluciónnutritivapromueveelcreci-
mientovigorosodelasplantas.

luego las plantas se siembran y se mantienen en condi-
ciones de umbráculo durante 22 a 30 d en materos 
conteniendo sustrato estéril compuesto de aserrín de
coco, tierra  y arena en la proporción 1:1:1 y se le agrega  
fertilizantefoliar.Deestamanerasehanpropagado30
clonesélitesconaltoporcentajederegeneraciónin vitro 
yencampo.Marínet al.(2009),usocombinacionesde
ANA 0,02 mg l-1 y AG3 0,05 mg l-1encincoclonesélites
obteniendobuenosresultadosderegeneración.

Conservación in vitro de Musáceas: Se mantiene un 
duplicado de la colección de musáceas presente en el 
campo experimental del CENIAP mediante  el uso de 
técnicasdecultivoin vitro, con el objetivo de disponer 
deunaréplicadelBancodeGermoplasmaencasode
pérdidadedichosmaterialesporlaaccióndefactores
ambientales, plagas y enfermedades, y para realizar la 
propagaciónaceleradadeclonesdeinterésquepuedan
serutilizadosenprogramasdemejoramientogenéticoy
en el intercambio de germo plasma con otras instituciones 
nacionaleseinternacionales.

Metodología de regeneración in vitro

la regeneración de plantas se inicia con la siembra de 
meristemas in vitro, que son extraídos de los hijos más 
jóvenes entre 15 y 30 cm con tres hojas, tomados de los 
clonesmantenidosenlacoleccióndecampodelCENIAP.
los hijos son llevados al laboratorio  donde se corta la 
sección de tallo que contiene la yema apical, de un tamaño 
aproximadode2x4cm.Esteexplantesedesinfectacon
alcohol al 70% durante 1 min y poste-riormente en una 
solucióndehipocloritodesodioal5%durante30min.y
porúltimoseenjuagantresvecesconaguadestiladaestéril.
la siembra de los meristemas se realiza en condiciones 
deasepsia,enunmediodeiniciaciónM1.

Estos cultivos son mantenidos en condi ciones de oscu-
ridad durante  una semana, luego  son transferidos a condi-
ciones de iluminación  (16 h de luz y 8 h de oscu ridad) a 
una temperatura de 26 ± 2 °C, donde se inicia el proceso 
demultiplicacióndelosbrotesenelmedioM1.Unavez
observada la formación de brotes, estos son cultivados 
en un medio sin reguladores de creci miento para inducir 
laformaciónderaíces(M2),mostradoenelCuadro4
utilizando el proceso de cultivo in vitro.
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fiGURA 5. a.Hijodemusáceaextraídoencampo;b.desinfeccióndeexplantes;c.siembraencampanadeflujo
laminar;d.iniciación;e.multiplicacióndebrotes.

CUADRo 4. Medios de cultivo utilizados durante el proceso de regeneración y conservación de clones de Musa.

Medio de cultivo   Sales minerales   Vitaminas   Reguladores de crecimiento   otros

    Iniciación    Murashige y Skoog  Mio-inositol: 100 mg l-1         
y multiplicación         (1962)    Tiamina: 0,2 mg l-1       BA 5 mg l-1    Ácido cítrico
  (M1)            Piridoxina: 0,5 mg l-1                 0,7 g l-1

              Ácido nicotínico: 0,5 mg l-1 
                               Glicina 2 mg l-1

Enraizamiento   Murashige y Skoog  Ácido nicotínico: 0,5 mg l-1            Ácido cítrico
  (M2)           (1962)                        0,7 g l-1

                                   Glicina 2 mg l-1

Conservación    ½ Murashige y Skoog Ácido nicotínico: 0,25 mg l-1  
  (M3)           (1962)  

                                                   a                                       b                                           c

 

d 

 

e 

El proceso de regeneración de plantas depende del tipo 
deexplanteyselograatravésdedosvías:organogé-
nesisyembriogénesissomática,medianteelcultivoin 
vitrodefloresmasculinasyfemeninasyyemasapicales
(Schoff et al., 1998;Novak et al., 1989;Cronauer-
Mitra,1988;Cotéet al.,1996).

En el caso de los clones de Musáceas, la regeneración a 
partir de meristemas o yemas apicales es variable depen-
diendodelclon.Estosmaterialesinicianelprocesode
desarrollo del brote en un período que va entre 70 y 100 d 
en el medio de multiplicación, la presencia de abun-
dante fenoles en el explante en algunos clones afecta el 
desarrollodelosbrotes.Aproximadamenteun70%de
losexplantessembradosdesarrollanplantas(Figura5).
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fiGURA 6. Brotes de musáceas enraizados y mante-
nidosenmediodeconservación.
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Conservación in vitro

la conservación in vitro de las plantas de los clones 
de Musáceas se realiza en un medio de cultivo con la 
mitad  de la agrupación de las sales de MS (1962), y las 
vitaminasysinreguladoresdecrecimiento(M3).

las plantas son  mantenidas en un cuarto de crecimiento  
a una temperatura entre 15 y 18 °C bajo las mismas 
condiciones de luz utilizadas durante el proceso  de rege-
neración.Estametodologíapermitiódisminuireldesa-
rrollo de los mismos, medio de cultivo por un período de 
hastaseismesessinafectarsuviabilidad.Igualmente,se
conservaunaréplicadel90%delosclonesdemusáceas
delBancodeGermoplasmadelCENIAP.Estatécnica 
permite mantener los cultivos en crecimiento restringido 
acortoyalargoplazo(Figura6).

CoNClUSioNES

Lastécnicasdeconservaciónymultiplicaciónin vitro 
le han permitido al INIA:

- Mantener de manera segura los Bancos de Germo-
plasmadeyucaymusáceas.

- Facilitarelintercambiosegurodegermoplasmacon
otros centros de investigación nacional o interna-
cional.

- Suministrar a los productores los mejores clones 
libres de patógenos a través delPlanNacional de
Semilla.

- Desarrollar metodologías de conservación y multi-
plicación in vitro en el laboratorio de Biotec nología 
que permiten multiplicar masivamente plantas de 
musáceas y yuca; colocándolas a disposición del Plan 
NacionaldeSemillas.
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