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La conservacion in vitro de los
recursos fitogenéticos de patata

a conservacion de los recursos fito-

genéticos es de gran importancia

para preservar la biodiversidad y

para mantener una base genética

amplia que pueda utilizarse en 10s
programas de mejora genética. Estos recur-
s0s fitogenéticos se conservan en bancos de
germoplasma, cuyas funciones basicas son
mantener {as colecciones en buen estado y
suministrar el material reguerido a terceras
partes, generalmente con fines de mejora ge-
nética. La mejora en patata se concentré en el
pasado principalmente en obtener mayores
cosechas, pero en la actualidad han cambia-
do las prioridades hacia caracteres de resis-
tencia a plagas y enfermedades.

Los genes de resistencia se transfieren de
especies salvajes del género Solanum o de
variedades primitivas. El sistema cldsico de
almacenamiento del germoplasma se basa
en la conservacion de semillas en unas condi-
ciones controladas de temperatura y hume-
dad relativa. Sin embargo hay especies que
no permiten la aplicacién de este método de
conservacion, bien porgue no soportan las
bajas temperaturas que se utilizan habitual-
mente o porque la propagacion se realiza pre-
ferentemente por via asexual.

La patata es uno de estos casos donde la
conservacion en forma de semilla verdadera
es inviable debido al alto grado de heterocigo-
sis (lo que ocasionaria la pérdida de la varie-
dad si se reprodujera sexualmente)y a su baja
fertilidad, dificultando la obtencion de semi-
llas. Por todo ello, las variedades de patata se
propagan de forma vegetativa a partir de los
tubérculos, gue son unos tallos subterraneos
y engrosados (debido al almacenamiento de
almidon) sobre el que se disponen las yemas
que, en condiciones adecuadas, desarrolla-
ran una planta completa. Sin embargo, se
debe anadir que las especies salvajes del gé-
nero Solanum si se almacenan en forma de
semilla verdadera.

El mantenimiento de una coleccion clasica
de variedades de patata exige la multiplica-
cion anual en campo. Este método tiene una
serie de desventajas: requiere una gran su-
perficie de cultivo y abundante mano de obra
ademas de los problemas fitosanitarios inhe-
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Este sistema permite obtener material vegetal libre de enfermedades y su mantenimiento indefinido

L.a conservacion de una coleccion
clasica de patata exige su
multiplicacion anual en campo, con
los consiguientes inconvenientes, por
ello, una alternativa muy interesante
es el almacenamiento in vitro. I'ste
articulo analiza los dos sistemas
generales de conservacion in vitro: a
medio v largo plazo.

Jon Veramendi y Luis M. Arregui.

Departamento de Produccion Agraria.
Universidad Publica de Navarra.

Figura 1. Criopreservacion de germoplasma de patata.
A. Microgotas con apices sobre papel de aluminio. B.
Criovial donde se introducen las hojas de aluminio.
Este criovial se congela directamente por inmersién
en nitrogeno liguido.

rentes al cultivo (enfermedades, plagas vy vi-
rus)y riesgo de pérdidas por accidentes cultu-
rales o condiciones ambientales adversas.
Una alternativa son los sistemas de almace-
namiento in vitro, que ya se aplican a numero-
sas especies. En el caso concreto de la pata-
ta la principal ventaja es la obtencion por téc-
nicas de cultivo in vitro, y su posterior mante-
nimiento indefinido, de un material vegetal li-

bre de enfermedades (principalmente virales)
siempre que se mantengan in vitro. Existen
dos sistemas generales de conservacion in
vitro: a medio plazo (1- 2 anos) y a largo plazo
o criopreservacion (tiempo indefinido). Duran-
te la ultima década se han establecido varios
bancos de germoplasma in vitro de patata.
Los mas importantes estan en el Centro Inter-
nacional de la Papa (CIP) en Perl (Dodds et al.
1991), Alemania (Mix-Wagner, 1996) y Hun-
gria (Heszky y Nagy, 1987).

Conservacion a largo plazo

CHIOPTeServacion

La criopreservacion es una técnica en la
que el material vegetal se mantiene congela-
do en nitrégeno liquido (-196 °C). El punto cla-
ve de este sistema es evitar la formacion de
cristales de hielo intracelular que danan irre-
versiblemente las células. Existen diferentes
técnicas que combinan la congelacion lenta
con el empleo de crioprotectores {dimetilsul-
foxido, manitol, polietilenglicol, etc.): deshi-
dratacion inducida por frio, vitrificacion, en-
capsulacion-deshidratacion, desecacion y
congelacion en gotita (Engelmann. 1997).

En patata se han utilizado varios de ellos
pero el que se ha llevado a la practica en Ale-
mania es el de congelacion en gotita o “dro-
plet system™ {Schafer-Menuhr, 1996; Schafer-
Menuhr et al, 1997). Se aislan dpices caulina-
res (2-3 mm de longjtud) de plantas cultivadas
invitro, se realiza un tratamiento crioprotector
con dimetilsulfoxido y se colocan 6 microgo-
tas (2,5 microlitros/gota) del medio de conge-
lacion con 6 apices sobre una hoja de papel
de aluminio (Figura 1A). El conjunto se conge-
la directamente en nitrogeno liquido. Se intro-
duce la hoja en el criovial (Figura 1B) y se con-
serva en el tanque de almacenamiento que
esta lleno de nitrogeno liquido.

Para regenerar el material se descongelan
las hojas de aluminio introduciéndolas en me-
dio liquido y luego cultivando los apices en pla-
cas de petri de 3 cm de diametro. Se incuban
en una camara de cultivo a 23 °C y tras 3 me-
ses se obtienen brotes que pueden Micropro-
pagarse de forma rutinaria. Este sistema es
sencillo y reproducible. Una vez congelado el
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material. el unico trabajo que se requiere es el
llenado periddico del tanque, debido a las pér-
didas de nitrégeno por evaporacion. Optimi-
zando todos los parametros. este sistema se
ha aplicado a 219 variedades y genotipos. Se
han cultivado 64.000 apices caulinares y se
han obtenido plantas regeneradas de todos
los genotipos que se han conservado hasta la
fecha (Schafer-Menuhr et al, 1997).

Conservacion a medio plazo

El cultivo in vitro de tejidos permite la rapi-
da propagacion clonal de un elevado numero
de plantulas en un corto periodo de tiempo,
bajo condiciones controladas. requiriendo un
espacio reducido y poco trabajo de manipula-
cion. En el caso de la patata, 10s brotes se de-
sarrollan in vitro con gran rapidez en condicio-
nes adecuadas de temperatura e iluminacion.

En general se requiere subcultivar el ma-
terial a medio de cultivo fresco cada
4-8 semanas. Cuando se quiere uti-
lizar el cultivo in vitro como un sis-
tema de conservacion de germo-
plasma se puede actuar sobre dos
factores: las condiciones ambienta-
les de la camara de cultivo y la com-
posicion del medio de cultivo. Los
sistemas de conservacion a medio
plazo tienen en comun el empleo de
bajas temperaturas (6-15 °C) y baja
irradiacion {(menor de 30 _mol. m-
2.s-1). Otras caracteristicas comu-
nes son el uso de retardadores de
crecimiento como acido abscisico,
manitol 0 ancymidol (Veramendi et
al, 1998: Dodds et al, 1991; Powell
y Caligary, 1989; Wescott, 1981a,
b).

Cualquier sistema de conserva-
cion debe tener en cuenta la estabi-
lidad genética del material a lo largo del tiem-
po. El empleo de retardadores del crecimiento
podria, eventualmente, seleccionar lineas con
tolerancia al fitorregulador. Con el fin de evitar
este problema, en nuestro laboratorio hemos
puesto a punto un sistema de conservacion a
medio plazo cuyo medio de cultivo carece de
reguladores de crecimiento (Veramendi,
2000). Se parte de material micropropagado
invitro a partir de segmentos nodales. Brotes
bien desarrollados (3-4 semanas) se subdivi-
den en fragmentos nodales que incluyen una
unica yema (Figura 2A). Estos segmentos no-
dales se cultivan en un medio que incluye las
sales minerales y vitaminas de Murashige y
Skoog modificadas (Zarrabeitia et al, 1997)y
8% (p/v) de sacarosa. Como recipientes de
cultivo se emplean cajas de policarbonato (Fi-
gura 3A). Desde este momento las cajas se
mantienen en una camara a 10 °C y baja irra-

diacion (20 _mol. m-2.s-1). Durante el primer
mes de cultivo se desarrollan os brotes a par-
tir de la yema axilar y, a partir del segundo
mes. se empiezan a formar los microtubércu-
los en los cultivares mas precoces (Figura
2B). Con el paso del tiempo estos microtubér-
culos brotaran. Tras varios meses de desarro-

Figura 2. Conservacion de germoplasma de patata
a medio plazo. A: Segmento uninodal que se utiliza
como explanto inicial. B: Microtubérculos
desarrollados tras 1 afo de conservacion.

Figura 3. Recipientes de cultivo para conservacion de germoplasma de patata a
medio plazo. A: 1 mes después del cultivo. B: 1 aiho después del cultivo. Se

aprecian microtubérculos y brotes necrosados.

Figura 4. Regeneracion de un brote en condiciones
favorables sobre un microtubérculo recuperado del
banco de germoplasma al final del periodo de
almacenamiento (24 meses).
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llo estos brotes se secaran (Figura 3B). Una
segunda y hasta tercera brotacion de los mi-
crotubérculos es posible durante el periodo
de conservacidn. En estas condiciones, el ma-
terial puede mantenerse durante 24 meses
sin ningun subcultivo intermedio. El Unico tra-
bajo que se realiza durante este periodo es
una revision bimensual de todo el material
para eliminar posibles contaminaciones. Tras
el periodo de conservacion se cultivan los mi-
crotubérculos y los segmentos nodales de los
brotes que se hayan desarrollado. Realizando
el cultivo en un medio con 2% (p/v) de sacaro-
say 20 °C se obtienen nuevos brotes en 3-4
semanas (Figura 4), que se pueden reintrodu-
ciren el banco por un nuevo periodo de 24 me-
ses 0 multiplicar en condiciones normales.

Las ventajas del sistema son:

1. Disponibilidad continua del material
para su distribucion. Durante todo el periodo
de conservacion de 24 meses hay microtu-
bérculos y brotes susceptibles de
ser aislados y multiplicados.

2. Facillidad y rapidez de entre-
ga. Desde la llegada de una peticion
transcurren 3-5 semanas hasta que
se envia el material.

3. Posibilidad de mantener el
material libre de patogenos.

4. Bajo coste del material y equi-
pamiento necesario.

El Banco de Germoplasma de la
Universidad Publica de Navarra se
cred en 1999y cuenta con 120 en-
tradas correspondientes en su ma-
yoria a variedades comerciales (So-
lanum tuberosum ssp. tuberosum)
aunque también hay genotipos co-
rrespondientes a Solanum tubero-
sum ssp. andigena y Solanum de-
misum. En NEIKER (Granja Arkaute,
Vitoria) existe otro Banco de Germo-
plasma que utiliza el método desarrollado en
nuestro laboratorio y que cuenta con mas de
300 entradas. De cara al futuro y para evitar
posibles duplicaciones de material y gastos
innecesarios el objetivo es fusionar ambos
bancos y establecerlo de la siguiente manera.
Un banco activo utilizando el sistema de culti-
vo invitro a 10 °Cy situado en Vitoria y un ban-
€O pasivo de criopreservacion ubicado en
Pamplona. En el banco activo se conservarian
fos genotipos mas demandados, mientras
que en el banco pasivo estaria todo el germo-
plasma disponible. Asimismo se crearia una
base de datos electronica unica para la ges-
tion de ambos bancos. B

Existe una amplia bibliografia a disposicion de los
lectores en nuestra redaccion.
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