‘E_ﬂf PERU| Ministerio Instituto Nacional
";" de Agricultura de Innovacién Agraria

MIGROPROPAGAGION DE PLANTAS
Dt GAMOTE [ Ipomoea batatas 1. )

LIBRES DE VIRUS




MINISTERIO DE AGRICULTURA

INSTITUTO NACIONAL DE INNOVACION AGRARIA - INIA

MICROPROPAGACION DE PLANTAS
DE CAMOTE (Ipomoea batatas L.)
LIBRES DE VIRUS

Ing. M.Sc. Julio A. Olivera Soto
Aux. Lab. Filomena Marcelo C.

Serie Lima - Peru
Folleto N°8 - 10 Setiembre, 2010



© INSTITUTO NACIONAL DE INNOVACION AGRARIA - INIA
Diagramacién e Impresion:

Programa Nacional de Medios y Comunicacion Técnica
Primera Edicion:

Setiembre, 2010

Tiraje : 500 ejemplares

Av. La Molina N° 1981, Lima 12 Casilla N° 2791 - Lima 1
Telefax: 3495631 / 3492600 - Anexo 248

Prohibida la reproduccién total o parcial sin autorizacién

Hecho el Depésito Legal en la Biblioteca Nacional del Peri N°: 2010-11688



CONTENIDO

1. INTRODUCCION 5
2. MICROPROPAGACION 6
2.1 Introduccién del material a condiciones in vitro 6
2.2 Desinfeccidon de explantes 6
2.3 Medio de cultivo 7
2.4 Fase de inicio 8
2.5 Fase de multiplicaciéon 10
2.6 Multiplicacién en sistema de inmersion temporal........cccereeererrrenneennes 11
2.7 Desarrollo de sistemas de inmersion temporal 13
2.8 Funcionamiento del sistema RITA® 15
2.9 Ventajas del uso del sistema de inmersion temporal RITA®.............. 18
2.10 Uso de contenedores alternativos 21
3. DESARROLLO EN CONDICIONES DE MEDIO AMBIENTE................cccooc..... 22
3.1 Aclimatacion 22
3.2 Traslado a invernadero 23
3.3 Virosis del camote y deteccién de virus 25
ANEXOS
Anexo 1.
Secuencia de técnica NCM-Elisa para deteccion de Virus.........cceeeeeen. 29
Anexo 2.
Volumen de soluciones stock para la preparacién de medio
de cultivo MS 30
4. BIBLIOGRAFIA 31




Foto18. Toma de muestras de discos de hojas
de camote.



1. INTRODUCCION

El camote (ipomoea batatas) es una especie perteneciente a la familia de
las convolvuldceas, es una planta herbacea y perenne, sin embargo es
cultivada como una planta anual usando raices reservantes o esquejes para
su propagacion vegetativa. Debido al sistema de propagacion trasmite
enfermedades causadas por virus reduciendo los rendimientos y calidad
del producto cosechado. En el Perd la alta incidencia de enfermedades
virales en la costa, afectaron considerablemente el rendimiento y la
disponibilidad de semilla (esquejes) de calidad. Ademas, la agresividad de
las plagas permitié la trasmision acelerada de virus por estos vectores,
como el casode la mosca blanca.

Cuando el agricultor emplea esquejes provenientes de plantaciones
contaminadas con virus, el rendimiento disminuye considerablemente y los
esquejes no sirven como material de propagacion para una nueva
campana. La forma convencional de controlar las enfermedades en el
campo no resuelve este problema. Por tanto la micropropagacién de
plantas libres de virus en laboratorio es una alternativa para la propagacion
masiva de camote, en forma rapida ya que permite disponer de semilla en
un periodo corto para distribucién a agricultores. La Estacion Experimental
Agraria Donoso - Huaral en el laboratorio de biotecnologia viene
propagando durante varios afos plantas de comote libres de virus de
diferentes cultivares, con la finalidad de brindar esquejes (semilla
vegetativa) de calidad a los agricultores que se dedican a este cultivo.

La presente publicacion contribuye al conocimiento en esta drea con el
resultado de los trabajos de investigaciéon realizados en el laboratorio de
biotecnologia de la Estacion Experimental Agraria Donoso - Huaral del
Instituto Nacional de Innovacion Agraria-INIA, en el cultivo de camote, asi
como los resultados de las capacitaciones en el Centro Internacional de la
Papa (CIP) y en el Centro de Investigacion en Agricultura Tropical (CIAT),
esta ultima en el marco del Sub-Proyecto: “Desarrollo de nuevas variedades
de camote para diferentes usos, agradeciendo al Ing. Juan Pablo Molina,
investigador especialista en camote del INIA, por su apoyo en este trabajo.
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2.1

2.2

2. MICROPROPAGACION

Introduccion del material a condiciones invitro

Los explantes (porcién de la planta que se utiliza para la introduccién
in vitro), se toman de plantas provenientes de invernadero o casa de
malla, estas plantas deben tener las mejores condiciones fitosanitarias
y deben ser de mayor vigor, se toma la porcion apical del tallo
quitando las hojas, se les da un tratamiento con un acaricida de
amplio espectro a los brotes de 2 a 3cm de longitud por 10 minutos
para eliminar acaros en cualquier fase de desarrollo, luego colocarlos
en un vaso o en una botella, en ambos casos bien limpios y con tapa
hasta el momento de proceder a la desinfeccion en el laboratorio.

Para disminuir considerablemente la posibilidad de presencia de virus
en los meristemos aislados se debe dar un tratamiento de
termoterapia a las plantas que van a ser utilizadas como donantes.
Para esto se debe colocar las plantas durante un mes en una camara
de termoterapia a 38°C por 16 horas y a 32°C por 8 horas, bajo
constante iluminacién, después del tratamiento de termoterapia debe

usarse de preferencia los meristemos apicales.

Desinfeccion de explantes

En el laboratorio los brotes deben ser lavados con abundante agua de
cafno y luego 3 veces con agua destilada; en la cdmara de flujo laminar
son sumergidas las yemas en alcohol al 96% durante pocos segundos,
para facilitar la penetracion del desinfectante. La desinfecciéon se
realiza con hipoclorito de sodio al 2%, durante 12 minutos, también se
puede agregar Tween-20, como agente dispersante, después es
eliminado el hipoclorito de sodio y enjuagado 3 veces con agua

destilada estéril para eliminar todo residuo.
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2.3

En caso que se presente fenolizacion (oxidacion del tejido) se
prepara una solucién antioxidante de &cido ascérbico (50 mg en
250 ml de agua destilada), la fenolizacion del tejido, se produce a
causa de la segregacion de alta concentracion de polifenoles en la
superficie afectada, que la planta produce como respuesta al dano, y
que se puede atenuar con el uso de acido ascorbico, acido citrico o
una combinacién de ambos. Las yemas seintroducen en la solucién
antioxidante y se mantienen en ella hasta elmomento de la diseccion
del meristema.

La solucién antioxidante no debe ser esterilizada en autoclave, para la
esterilizacién de la misma se utiliza un filtro de 0,22 (micrometros) de
porosidad, que puede ser un filtro descartable estéril enroscable a una
jeringa de vidrio o un sistema de esterilizacion por filtraciéon que usa
membranas de la misma porosidad de los filtros descartables pero de
mayor diametro, por lo que puede filtrar mayor volumen en menor
tiempo.

Medio de cultivo

Se emplea el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) (ver
anexo 2), ademas de las sales organicas e inorganicas que se utilizan
para la preparacion del medio de cultivo, se emplea sacarosa 6 azucar
blanca refinada al 3% y se ajusta el pH en 5,7, utilizando HCI1,0N
para disminuir el pH 6 NaOH 1,0N para elevar el pH; luego el medio
se calienta a fuego lento para disolver el agar-agar, que se agrega
como agente solidificante al 0,8 %, finalmente después de retirar el
medio de cultivo del fuego y dejar enfriar un poco se agrega los
reguladores de crecimiento. Posteriormente proceder a dispensar en
los contenedores respectivos ya sea con dispensador o en forma
manual y luego se esteriliza en autoclave durante 20 minutos a
121°C de temperatura y 1,2kg/cm’ de presién. Para el medio de
inicio se utiliza tubos de prueba de 100 x 12mm 6 125x 15 mm
para la siembra de meristemas, y los subcultivos se pueden hacer
en tubos de 100 x 25 mm.
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2.4 Fase de inicio

La diseccion o corte del meristema apical se efectiia con ayuda de un

microscopio estereoscopico,

primero se eliminan los primordios

foliares (foto 1), hasta llegar al ultimo par de primordios (fotos 2 y 3)

que cubren el domo meristematico o apical (gréfico1). El meristema

es un conjunto de células somaticas no diferenciadas que se

encuentra en constante division celular, debido a que los virus

facilmente se movilizan por el tejido vascular, es importante hacer la

diseccién solamente del tejido no diferenciado.

&

Foto1. Yemas apicales de camote con eliminacion de 1,2y 3 pares Foto2. Yema de camote con 3

de primordios

1

primordios foliares.

primordio foliar

yema axilar

region meristematica apical
(domo apical)

foliolo

region
meristematica
sub-apical

pro-cambium

Foto3. Yema de camote con 2 primordios Grafico1. Corte transversal de yema con primordios y

foliares.

domo apical.
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El trabajo bajo luz artificial y los cortes que se hacen en el tejido,
inducen a la fenolizacién del tejido, por lo tanto realizar la diseccién
con bastante rapidez y pericia a fin de disminuir este problema, y no
danar el meristemo. Inmediatamente el meristemo se coloca en el
tubo de prueba conteniendo el medio de cultivo esterilizado. El
tamafo del meristemo no debe ser mayor de 0,5mm de longitud

para asegurar que se encuentre libre de patdgenos.

En caso de presencia de bacterias, se pueden utilizar antibiéticos
como Rifampicina para eliminarlas, para ello usar una solucién
concentrada (12000 ppm) de este antibiotico, esterilizada por filtracion
y en condiciones asépticas; se colocan pequefos cuadritos de 5
mmx 5mm de papel filtro, colocados en una placa petri para hacer
facil el manipuleo y luego se agrega la solucién y se dejan secar en
la cdmara de flujo laminar. El papel filtro se introduce en el tubo de
prueba con el meristema y se debe cambiar de tubo con un nuevo
papel filtro cada 3 dias.

La fase de inicio, comienza con la siembra del meristema en el
medio de cultivo MS (ver anexo 2) suplementado con &cido giberélico
20 ppm, realizando al menos 3 subcultivos cada 3 dias; los tubos
sembrados son colocados en la sala de incubacion en estantes con luz
artificial, con temperatura de 24°C+/-2°C, la humedad relativa debe
oscilar entre 60% a 70%, ya que indirectamente afecta al medio de
cultivo, con menor humedad relativa, facilmente pierde agua el medio
de cultivo, incrementandose la concentracién de sales en el mismo y
con humedad relativa alta aumenta la posibilidad de contaminacion.
Gradualmente se le da luminosidad a los meristemas, hasta llegar a
los 3000 lux, es importante descartar microplantas que presenten
sintomas de fenolizacion vy vitrificaciéon (apariencia humeda vy

translucida, desarrollo anormal de las hojas y necrosis).
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25

Esta fase dura aproximadamente 6 a 8 semanas, durante esta fase las
microplantas permanecen en los estantes de la camara de incubacién
a 23°C con 16 horas luz de fotoperiodo. Luego que se observa la
formacion de las hojas y las microplantas alcanzan 2 a 3cm minimo
de altura, se puede sembrar en el medio de cultivo de multiplicacién.

Fase de multiplicacion

Después que las microplantas alcanzan 2 a 3 cm de longitud, son
transferidas a cajas de polipropileno (magentas) u otro tipo de envase
que puede ser frasco de vidrio o un contenedor con tapa y resistente
al autoclave, en el caso de las magentas se coloca 4 brotes por envase,
segun sea el desarrollo de las microplantas, ya que el tamafo estd
influenciado por la variedad. Las magentas deben contener 40 ml de
medio de cultivo MS suplementado con acido giberélico 10 ppm, esta
giberelina en la mayoria de cultivos induce la elongacién de brotes,
lo que a su vez propicia la formacién de yemas axilares, las cuales
forman nuevas microplantas y de esta manera se incrementa el
numero con cada subcultivo.

Las condiciones de incubacién en esta fase es de 25°C a 28°C de
temperatura, con 16 horas luz y luminosidad de 3000 lux. Luego de 6
semanas promedio se obtienen de 3 a 6 brotes por microplanta,
segun sea la respuesta de la variedad, y se separan por nudos para
volver a multiplicar o pasar a la fase de enraizamiento (foto 4). Al
volver a multiplicar se siembra 9 entrenudos por envase con 40 ml de
medio de cultivo y se colocan en forma vertical distribuidos en filas
de 3 (foto 5), no se recomienda la formacién de callos en las
microplantas por cuanto produce variabilidad genética a mayor
numero de ciclos de propagacion y se empieza a manifestar la
perdida de vigor de las microplantas, que demoran mas en
multiplicarse y disminuye el nimero de brotes formados en cada una
de ellas.
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Foto 4. Separacion de yemas axilares de microplantas de camote en
fase de multiplicacién.

Foto 5. Microplantas de camote en fase de multiplicacion con formacién
de yemas axilares.

2.6 Multiplicacion en sistema de inmersiéon temporal

El uso de medio de cultivo liquido favorece el desarrollo de las
microplantas en la fase de multiplicacion; para ello se puede utilizar
sistemas de propagacion de inmersién temporal usando contenedores
especialmente disefiados y fabricados para este fin o también se
puede adaptar contenedores que se encuentran en nuestro medio.
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Ambos sistemas tienen sus ventajas y desventajas, pero es importante
sefalar que para poder utilizar cualquiera de estos contenedores es
necesario contar previamente con un sistema de bombeo de
medio de cultivo liquido por presion de aire, esterilizado por
filtracion y automatizado.

El sistema funciona teniendo como base una red instalada de aire
comprimido que circula por las tuberias introduciéndose en los
envases, para lo cual previamente pasa por filtros de aire y de
humedad, para esterilizar el aire se utiliza filtros hidrofébicos de
0,22 um de porosidad y 0,47 mm de didmetro, se utiliza un micro
PLC para automatizar el encendido y apagado del compresor de
aire por periodos determinados.

La automatizacion del proceso de propagacidn in vitro es una
necesidad para la reduccién de los costos en la industria de la
micropropagacion, varias estrategias de automatizacion han sido
desarrolladas por distintos grupos a nivel mundial, algunas con el
empleo de tecnologias sofisticadas por lo que el costo de
aplicacién de las mismas es alto.

Por esta razén se han ensayado otras variantes mas simples para
lograr al menos la automatizacion o semi-automatizacion de algunas
partes del proceso, haciendo énfasis en aquellas que mayor consumo
de mano de obra implican, como son el Ultimo subcultivo de
multiplicacién y el de enraizamiento donde se manipula aproxi-
madamente el 80 % del volumen total de explantes en wun
proceso.

El empleo de medios de cultivo liquidos es un aspecto primordial en
la automatizacién, pero es necesario tener en cuenta que el
contacto de los explantes con el medio liquido puede conducir a la
vitrificacion, un serio desorden fisiolégico comun en muchas plantas o
afectaciones en el crecimiento de los explantes por hipoxia.
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2.7

Es asi que se genera la necesidad de contar con un sistema de
inmersién temporal de bajo costo y que sea automatizado, para
producir mayor numero de microplantas en menor tiempo y con
menor uso de mano de obra.

Desarrollo de sistemas de inmersion temporal

Sobre la base del principio que el contacto intermitente con el medio
liquido y la aireaciéon continua del medio de cultivo pueden reducir o
eliminar desordenes fisioldgicos propios del trabajo con medio liquido,
se han construido varios aparatos de inmersién temporal que reportan
incremento en el nimero, peso y tamano de los brotes sometidos al
contacto intermitente con el medio de cultivo en diferentes tipos de
envases de distinta capacidad.

Entre estos sistemas se cuenta con un sistema comercial de la
compania Nalgene, empleando unidades de filtracion comerciales; a
partir de este principio se realizé otros disefos para aplicaciones
generales en el Laboratorio Biotrop del CIRAD en Montpelllier, Francia,
cuyo nombre comercial es RITA® (Recipiente de Inmersién Temporal
Automatizado) el cual ha sido utilizado exitosamente para la
propagacion de varias especies (bananos, citiricos, café, pifa, caucho y
papa) tanto por organogénesis como embriogénesis. Los tiempos vy
frecuencia de inmersion han demostrado ser normalmente bastante
espaciados en el tiempo (baja frecuencia y tiempo), aunque se han
observado diferencias notables entre las especies y los distintos

sistemas de regeneracion.

En Cuba fueron desarrollados sistemas de inmersion temporal usando
en vez de RITA®, frascos de vidrio con tapas de caucho con
perforaciones para la colocacion de tubos de aluminio para el ingreso
de aire, de esta manera se logra que todas las partes del sistema
se puedan adquirir en el mercado nacional.
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En Israel se ha empleado un sistema con envases de plastico flexible
colgantes como los que se wusan para administrar suero en
medicina, el principio es similar a los otros, solo que requiere que
los envases sean comprados a la empresa fabricante, aunque la
capacidad de los envases sea no mayor a un litro como sucede con
los RITA®.

Las ventajas del uso del sistema de inmersion temporal son:

o Se utiliza medio de cultivo liquido, por ello no es necesario
adicionar agar-agar al medio de cultivo.

o« No se requiere muchos envases pequefnos, como magentas o
frascos de vidrio.

o Disminuye considerablemente la mano de obra en la tarea de
multiplicacién ya que se reduce el ndmero de subcultivos.

o Los brotes que se obtienen son mds vigorosos y se desarrollan en
menos tiempo que el sistema convencional.

o Si se utilizan envases de vidrio se pueden emplear envases de
diferentes  volimenes de acuerdo a las necesidades de
produccion.

Las caracteristicas del Sistema RITA® son:
o Recipiente de Inmersién Temporal Automatico.
o De importaciéon, procedencia francesa.

o Capacidad maxima 500 ml.

Repuestos y accesorios de importacion.
o Se requierede maximo cuidado en su manipulacion.

o Hecho a base de polimeros de resistencia al autoclave.
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2.8 Funcionamiento del sistema RITA®
Fase emergida. Esta fase es la de mayor duracion.

Los explantes estdn colocados sobre un disco de esponja de
poliuretano (grafico 2).

Fase sumergida. La duracion de esta fase se define por experi-
mentacion pero siempre es muy corta: Puede variar de 1 minuto
por dia hasta 4 veces 15 minutos por dia.

Una sobrepresién de aire estéril, aplicada en la parte baja, permite
al medio de cultivo subir a la parte alta donde se encuentran los
explantes.

El aire inyectado permite la oxigenacion del medio, el aire de la
parte alta se renueva totalmente.

Pasado el tiempo de inmersién, la bomba de aire se apaga, las
presiones se equilibran, y el medio vuelve a bajar por gravedad a
la parte inferior, por capilaridad, una fina pelicula de medio se
mantiene en contacto sobre los explantes.

El sistema debe ser ensamblado con diferentes piezas que se
pueden encontrar en el mercado local excepto por el recipiente o
envase RITA®,

Primero se debe instalar un compresor de aire como fuente de aire a
presién, este mismo aire debe pasar por dos filtros de aire y humedad,
antes de ingresar al sistema, el compresor debe estar instalado en la
parte externa de la cdmara de incubacion del laboratorio.

Dentro de la cdmara de incubacién se colocara una red de mangueras
conectadas con acoples rdpidos, codos vy distribuidores segun
requiera el disefo y la distribucién en los diferentes pisos de los
estantes.
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Grafico 2. Funcionamiento del envase RITA®

Fuente: CIRAD

Luego en los estantes donde estaran los RITA® se debe colocar un
tubo de CPVC con salidas adaptadas en agujeros para conexion de
mangueras de silicona (manifold o flauta), la que debe permitir el paso
del aire de estas mangueras hasta los RITA®, previamente pasardn por
un filtro hidrofébico de 0,22 um tanto de entrada como de salida.
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El ingreso y expulsion de aire dentro del sistema estara
controlado por valvulas solenoides de tres vias (grafico 3) que
permitirdn el ingreso del aire en momentos determinados e
igualmente la expulsién del mismo de los envases.

Grafico 3. Ingreso y salida de aire en el sistema RITA®

INGRESO DE AIRE — > TUBERIA PLASTICA
ENCENDIDO

— 00

VALVULA SOLENOIDE 3 VIAS

BOMBA
DE AIRE

SALIDA DE AIRE

BOMBA
DE AIRE

Fuente: CIRAD
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La apertura o cierre de la vélvula estard controlado por un micro
PLC donde se podrd programar las funciones mediante un software
ya que vienen con interfase para computadora.

2.9 Ventajas del uso del sistema de inmersion temporal RITA®:

Disminuciéon del costo de la mano de obra, debido a la facilidad de
manipulacion de los explantes y del cambio de medio.

Permite una mejor nutricion mineral. Un contacto estrecho entre la
superficie de los explantes y el medio durante la fase de
inmersion. Por capilaridad, una fina pelicula de medio se mantiene

sobre los explantes.

Fuerte disminucion de los problemas de asfixia o vitrificacion de los
tejidos en comparacién con una inmersidn permanente.

Renovacion completa del aire dentro del recipiente durante cada
inmersién.
Mejor separacién de los tejidos o células bajo el efecto de las

burbujas.

Control de los procesos morfolégicos debido a la frecuencia y la

duraciéon de inmersion.

Proteccion de cada recipiente contra la contaminacion por los
filtros. Manipulacion individual facil. Eliminacién de los riesgos de
contaminaciéon cruzada.
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Cuadro 1. Comparativo de produccion de microplantas de camote en
diferentes sistemas de propagacion.
) N° micro-|indicede| Nede [Nededias| Nede Ne Ne de
Tipo de " .
plantas [ multipli- [ sub- X envases | total | microplantas
envase x envase [ cacién | cultivos [subcultivo|utilizados|de dias| obtenidas
S.C| Caja polipro-
pileno 50 ml 6 3-4 5 30 81-215 150 1458-5120
("magenta")
BIT| Frasco de
vidrio de 3 40 15-20 2 25 15-20 50 |[9000-16000
y 4 litros
RITA| Contenedor
polimero de 20 10-15 3 25 75-115 75 110000 - 33750}
0,5 litro
S.C. =Sistema convencional en medio de cultivo semi sélido

BIT

RITA®= Recipiente de inmersién temporal automatizado

= Biorreactor de inmersion temporal (frasco de vidrio)

En el Cuadro 1 se muestra los pardmetros productivos para una

produccion masiva de plantulas de camote bajo diferentes sistemas

de propagacién 'invitro', teniendo en cuenta que el primer sistema

comparado es el sistema convencional, donde se emplea medio de

cultivo semi-sélido en envases de polipropileno mas conocidos como

“magentas”

El sistema convencional requiere menos envases que el BIT, pero

demanda mayor cantidad de mano de obra por el tiempo que toma y

por el

cantidad de

numero de subcultivos, mientras que el BIT produce mayor
brotes en menor numero de frascos, debido a la

capacidad de los frascos, pero la desventaja es el riesgo muy alto de

contaminacion al momento de retirar los brotes, y este sistema debe

tener funcionando sin desperfectos el sistema de ventilaciéon de la

camara de incubacién, de lo contrario la pérdida de plantas es muy

alta.
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En el caso del RITA® también se requiere de un alto nimero de
contenedores, pero la ventaja frente al S.C. es que el periodo de
propagacién es mas corto y la produccién de brotes es mucho
mayor.

Las microplantas se colocan dentro de los contenedores, que
previamente fueron esterilizados por autoclave envueltos en papel
aluminio (foto6) y luego se conectan las mangueras de salidas de
los filtros hidrofébicos, que sirven para esterilizar el aire que produce
el burbujeo y la elevacion del medio liquido. Las mangueras se
conectan a la red de aire impulsada por el compresor, los
contenedores se colocan en los estantes de la sala de incubacion
(foto 7) y se conectan al sistema de aire presurizado, se debe controlar
constantemente el desarrollo de las microplantas en su interior vy
cambiarlas de envase para seguir la multiplicaciéon en 20 dias
promedio, las microplantas que se siembran no deben tener los nudos
basales ni apicales, para asi inducir el desarrollo de todos los demas

entrenudos.

Foto 6. Preparacion de envases RITA® para ingreso al ~ Foto 7. Envases RITA® con microplantas de

autoclave. camote en camara de incubacion.
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2.10 Uso de contenedores alternativos
Cuando no se cuenta con envases RITA®, se puede usar contenedores
de vidrio con tapas
de caucho resistente
al autoclave, los
cuales se adaptan
haciéndoles dos tu-
bos de ingreso, uno
para introducir y otro
para regresar el
medio de cultivo de
un contenedor a otro,

ya que este es un

sistema dual (f0t08). Foto 8. Comparaciéon de envases RITA y contenedores

alternativos

Los frascos de vidrio que se utilizan pueden ser de diferentes
volumenes, de 200 ml hasta 5 litros (foto 9), utilizindose en algunos
casos en biofabricas envases de mayor capacidad, tener en cuenta que
mas facil de manipular son los envases de menor capacidad ya que es
menor la pérdida de microplantas en caso de contaminacion.

Aunque en los envases de
mayor volumen se puede

-y

Foto 9. Siembra de brotes de camote en medio semi-sélido y
liquido.
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la multiplicaciéon ocurre al mismo tiempo que el enraizamiento, este
es el caso del camote donde la fasede enraizamiento no existe como
tal propiamente dicha, ya que generalmente con la formacion de
nuevos brotes en la fase de multiplicacién, también se desarrolla el
sistema radicular de la planta, siendo mas profuso en algunos
cultivares, estas raices son suficientes para permitir a las plantulas
adaptarse a condiciones de medio ambiente.

Cuando el objetivo es enraizar las microplantas, no es necesario que
desarrollen tanto como para multiplicacién, esto se logra dejando
menos tiempo en incubacion los envases, solo hasta que se desarrolle
el sistema radicular en 1 6 2 cm.

3. DESARROLLO EN CONDICIONES DE MEDIO AMBIENTE

Aclimatacion

Una vez culminado el enraizamiento, las plantulas son extraidas de sus
contenedores, que pueden ser frascos de vidrio o magentas, y se
retiran los restos del agar del medio de cultivo con ayuda de pinzas y
lavando bien las raices en agua destilada, sujetando las plantulas
delicadamente para no quebrarlas. Con este lavado evitamos que se
presenten hongos y causen pudricion radicular al momento de
trasladar las plantulas a bolsas o macetas con sustrato. Luego se
siembra las plantulas en los contenedores previamente preparados.

El sustrato que se utiliza puede ser arena de rio lavada y esterilizada
en horno o estufa a 200°C durante 2 horas colocado en bandejas, o
también se puede utilizar sustrato comercial a base de musgo, que
ya se encuentra desinfectado. En el primer caso para colocar el
sustrato se puede utilizar cualquier contenedor que tenga muy buen
sistema de drenaje como el caso de macetas de plastico, en el
segundo caso, cuando se utilice musgo, se puede emplear bandejas
negras que normalmente se usa para hacer almacigo, rellenandolas
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3.2

con el sustrato a base de musgo, debido a que es bastante liviano.
Las plantulas se acondicionan en un invernadero o en una sala de
aclimatacion con temperatura de 25°C promedio y elevada humedad
relativa para evitar marchitamiento. La aclimataciéon ocurre en 4
semanas promedio con esas condiciones, pero de no tener control de
temperatura, en invierno el desarrollo de las plantulas puede tardar
hasta 6 semanas.

Traslado a invernadero

Luego de la aclimatacién las plantulas que se encuentran en
macetas (foto10) se extraen y se cortan las raices para que tengan
el mismo tamano (foto 11), luego se desinfectan con benomil al 1% y

se siembran en camas bajas en invernaderos o cobertores (foto 12).
Las camas contienen sustrato a base de arena y humus en

proporcién 1:1 donde permanecen 5 semanas mas. Estas camas se
forman colocando estacas de eucalipto, en todo el perimetro,
sujetadas con alambre distanciadas a 1 metro y forrando todo el

Foto 10. Plantulas de camote en aclimatacion en Foto11. Plantulas de camote listas para ser
macetas con sustrato de arena desinfectado. sembradas en camas bajas.
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contorno con pléstico negro y luego rellenando con el sustrato,
también se puede utilizar dos filas de ladrillos y luego forrarlos con
plastico y nivelar la cama. Después de 3 meses, de las plantas madres
que ya estan listas para ser cortadas, se cortan los esquejes que
van a ir a campo definitivo (foto 13).

Virosis del camote y deteccion de virus

Son varios los virus que afectan al camote, pero en la costa de nuestro
pais los virus que mas se manifiestan son el virus del moteado
plumoso del camote SPFMV (Sweet Potato Feathery Mottle Virus) y el

Foto 13. Corte de esquejes de plantas desarrolladas en invernadero.
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virus del enanismo clorético del camote, SPCSV (Sweet Potato Chlorotic
Stunt Virus) que actuando en sinergismo forman el complejo viral
SPVD (Sweet Potato Virus Disease). Debido a que la propagacién
vegetativa provee un mecanismo altamente eficiente para la
perpetuacion y diseminacion de las enfermedades virales, su inci-
dencia puede llegar a ser alta en el cultivo de camote.

Actualmente el complejo viral es uno de los principales problemas en
el cultivo de camote, causante de la disminucién del rendimiento
promedio en los ultimos afos. La reduccién del rendimiento es
superior al 50%, se caracteriza por presentar distorsiéon y pérdida de
area foliar de las hojas y pérdida casi total de la produccién.

El SPFMV pertenece al género potyvirus (foto 14), transmitido por
afidos o pulgones (foto 15) en forma no persistente, quiere decir que el
virus es adquirido en inserciones de periodos breves de segundos a
minutos y la capacidad de transmitir el virus por el vector puede
mantenerse por periodos no prolongados. Se caracteriza por la
presencia de manchas anilladas en el follaje y estrias en las raices

reservantes, esta enfermedad es endémica en el Perd.
El SPCSV pertenece al género crinivirus (foto 16), transmitido por

mosca blanca (foto 17) en forma semi persistente, o sea que para ser
transmitidos necesitan ser translocados dentro del vector, y precisan
de un periodo de latencia tras la adquisicion para que pueda ocurrir la

- el - el L La
Foto 14. Particulas virales flexuosas del potyvirus Foto15. Afidos (Aphissp.) vector del virus SPFMV
SPFMV
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inoculacion, se caracteriza por el bajo porte de las plantas vy
amarillamiento general. Se debe eliminar las plantas con sintomas y

controlar una alta poblacion de mosca blanca.
Ademas de estos virus también se presentan los virus SPMMYV,

(Sweet Potato Mild Mottle Virus), del grupo de los ipomovirus,

transmitido por mosca blanca.

Para la deteccion de la amplia gama de virus que afectan al

Foto 16. Particulas virales flexuosas del Foto17. Mosca blanca (Bemisia tabaci) vector
crinivirus SPCSV del virus SPCSV

camote se puede utilizar diferentes técnicas segun sea el caso.
Una de ellas es la inoculacion mecéanica con plantas indicadoras,
como Nicotiana benthamiana, Chenopodium quinoa, Nicotiana

tabacum.
También se utiliza la técnica ELISA (Enzyme Linked Inmuno-

Sorbent Assay) en su variante DAS-ELISA & NCM - ELISA, esta ultima
utiliza membrana de nitrocelulosa para detectar virus, para emplear
esta técnica se debe contar con el antisuero especifico para cada
virus que se quiere detectar, pero de otro lado es bastante sensible y
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no se requiere de mucho equipamiento para realizar la prueba.

Primero se toma muestras de las hojas de camote en forma de
disco (foto 18) y se aplica la muestra a la membrana de nitrocelulosa.
Luego se realiza el bloqueo de la membrana de nitrocelulosa (foto
19) y se incuba por 1 hora, seguido de un lavado, luego se agrega los
anticuerpos y segui-damente se aplica la solucién sustrato. Finalmente
se procede al desarrollo de la reaccién en la membrana (foto 20) y a
la lectura de los resultados.

Ademas existen técnicas
moleculares para deteccion e
identificacion de virus y viroides.
La deteccion puede hacerse
tomando muestras a nivel de
plantas in vitro como en plantas
adaptadas a condiciones de
medio ambiente. Para detectar

algunos virus, se usa la reaccion

Foto18. Toma de muestras de discos de hojas
de camote.

4 b

Foto19. Bloqueo de membrana de nitrocelulosa Foto20. Membrana de nitrocelulosa con reaccion
en solucion buffer. final.
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en cadena de la polimerasa de transcripciéon reversa (RT - PCR), para
amplificar el ARN del virus.

Es muy importante eliminar en campo las plantas con presencia
de virus y establecer nuevas plantaciones utilizando semilla de
calidad (libre de patdégenos), aisladas en lo posible de plantaciones

contaminadas.
Anexo 1. Secuencia de técnica NCM-Elisa para deteccién de virus en

camote.
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ANEXOS

SANO INFECTADO

A. Savia de planta ] [ O ]
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Lavado
C. Anticuerpo - 1 [ ] [ ]
Lavado
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Lavado
o
)
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E. Sustrato w

O @

Negativo Positivo

Fuente: CIP
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Anexo2. Volumen de soluciones stock para la preparacion de medio
de cultivo MS

Solucion Stock de Macronutrientes:

mg/I 20X (eng) | Diluiren: Agregar:

KNO, 1900 38,0
NH,NO, 1650 33,0

2 litros 100 ml
Mg50,7H,0 370 74 de agua |por litro de MS
CaCl,2H,0 440 838
KH,PO, 170 34

Solucion Stock de Micronutrientes:

mg/I 50X (eng) | Diluiren: Agregar:

K 0,83 0,0415

H,BO, 6,3 0,315

MnSO,H,0 16,9 0,845

Zn50,7H,0 8,6 043 dzesggzjla por Ii?r:)n <I:le MS
CuSO,5H,0 0,025 0,00125

CoCl6H,0 0,025 0,00125

Na,MoO,2H,0 0,25 0,0125

Solucion Stock de Fe - EDTA:

mg/I 50X (eng) | Diluiren: Agregar:

NazEDTA 37,3 1,865 250 ml 10 ml
FeSO,7H,0 27,8 1,390 de agua | por litro de MS

Solucion Stock de Vitaminas:

mg/I 50X (eng) | Diluiren: Agregar:

Mio-inositol 100,0 5,00
Glicina 2,0 0,10 |

. . 250 ml 10m
Acido nicotinico- HCI 0,5 0,025 de agua por litro de MS
Tiamina 0,1 0,005

Piridoxina- HCI 0,5 0,025
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