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Evaluacion de microinjerto de Ipomoea batatas (L.) Lam e Ipomoea setosa Ker Gawl

José Hermes Mero Barros

Resumen. EI microinjerto es una técnica de injerto in vitro que implica la colocacion de un
meristemo, brotes o0 segmentos nodales sobre un portainjerto que ha sido cultivado in vitro
a partir de semillas o partes vegetativas. El objetivo de este estudio fue adaptar el protocolo
de microinjerto de Navarro (1979) de Ipomoea batatas (camote) e Ipomoea setosa. El
estudio se realizé en dos etapas, una para adaptar el protocolo de Navarro 1979 y la otra
para evaluar el protocolo adaptado usando I. setosa. Se usaron plantulas reproducidas in
vitro en etapa de multiplicacion subcultivo uno, con 21 dias de desarrollo. La variedad de
camote usada fue la Bush Bock. Para el microinjerto se us6 el método de hendidura. Se
midié el porcentaje de pegue entre la pla y el portainjerto al dia siete y la formacion de
tejido calloso alrededor del tejido de unién diariamente hasta observar su formacién. La
incubacion se realizo a 16 horas luz, 2 kix, 24 °C, 70% humedad relativa. En el microinjerto
usando el camote como puUa y portainjerto se obtuvo un 96% de pegue y present6 formacion
de callo alrededor del tejido de unién de un 100% en el dia 13. En el microinjerto usando a
|. setosa como pla y camote como portainjerto se obtuvo un 90% de pegue y una formacion
de callo alrededor del tejido de unién de un 91% al dia 10. Se logro6 adaptar el protocolo de
Navarro (1979) para microinjerto usando Ipomoea setosa e Ipomoea batatas.

Palabras clave: Batata, bioindicador, campanilla, injerto in vitro.

Abstract. The micrograft is an in vitro technique that involves the placement of a meristem,
sprouts or nodal segments on a rootstock that has been cultivated in vitro from seeds or
vegetative parts. The objective of this study was to adapt the protocol of micrografting of
Navarro (1979) Ipomoea batatas (sweet potato) and Ipomoea setosa. The study was
conducted in two stages, one to adapt the protocol of Navarro (1979) and the other to
evaluate the protocol adapted using I. setosa. In vitro reproduced seedlings were used in
subculture stage one with 21 days of development. The variety of sweet potato used was
Bush Bock and the slit method for the micrograft. The percentage of join between the scion
and the rootstock was measured on day seven and the formation of calli tissue around the
union daily until it was observed. Incubation was performed at 16 hours light, 2 kix, 24 °C,
70% relative humidity. In the micrograft between sweet potato as a scion and rootstock 96%
of joining was obtained and presented callus formation around the union tissue of 100% of
micrografts on day 13. In the micrograft using l.setosa like scion and sweet potato as
rootstock 90% of joinings and 91% of formation of callus around the tissue of union at day
10 were obtained. We managed to adapt the protocol of Navarro (1979) for micrograft using
Ipomoea setosa and Ipomoea batatas.

Key words: Bioindicator, in vitro grafting, morning glory grafting, sweet potato.
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1. INTRODUCCION

El injerto es una técnica que nos permite unir el tejido de dos 0 més plantas para que crezcan
como una sola planta. En un injerto se identifican dos partes el portainjerto que esta brinda
el sistema radicular, esta comprende la parte inferior y la pla que comprende la parte
superior. Obteniendo de esta forma el beneficio de resistencia a patdgenos del portainjerto
y de productividad por parte de la pua (Bilderback et al. 2014). Segun el material vegetal
usado hay tres tipos de injerto, el injerto autoplastico el portainjerto y pta provienen de la
misma planta, el injerto homopléastico donde se hace injerto entre plantas de una misma
especie y el injerto heteroplastico donde se hace injerto entre planta de diferentes especies
(Castafio et al. 2005)

El microinjerto es una técnica de injerto in vitro que implica la colocacién de un meristemo,
brotes o segmentos nodales sobre un portainjerto que ha sido cultivado in vitro a partir de
semillas o partes vegetativas. Estudios de microinjerto se han realizado para producir
plantas libres de virus y sin caracteristicas juveniles, haciendo uso de apices caulinares con
resultados de pegues de tejidos del 30 - 50%, tomando en cuenta las edades del portainjerto
y el apice a injertar (Navarro 1979). Estudios del uso de plantulas bioindicadoras en
microinjerto se han llevado acabo también en la identificacion de virus de material vegetal
en el cultivo de uva haciendo uso de plantulas de Vitis riparia como bioindicadora de virus
como closterovirus (Pathirana y Mckenzie 2007).

Los indicadores biologicos son especies o comunidades de organismos, que mediante su
presencia, comportamiento o estado fisiolégico nos permiten saber de cambios en el
ambiente. Esto se debe a que presentan una estrecha correlacion con determinadas
circunstancias del entorno. Una planta es considerada como bioindicador cuando esta
presenta reacciones identificables con los distintos grados de concentracion de
contaminantes en la atmosfera o con otro tipo de alteraciones ambientales (Ederra 1997).

El camote es una planta perenne, pero es cultivada como anual, esta se propaga mediante el
uso de esquejes que provienen de campos de produccién. Este material puede acumular
patogenos, especialmente virus, por esta razon se han tenido grandes disminuciones en
rendimiento y calidad. Esto se debe principalmente a no detectar oportunamente la
presencia de virus en el material fuente de propagacion (Clark et al. 2012).

En Honduras los rendimientos en produccion de camote presentaron una disminucion del
9% entre los afios 1993 y 1994. A partir del afio de 1994 hasta el afio 2000 se presentd un
incremento del 30%, pero a partir del afio 2001 se genero otra disminucion en el rendimiento
de un 26% Después del afio 2002 sea mantenido un nivel casi constante en rendimientos
hasta el afio 2014 (FAOSTAT 2014).



La razon de infeccion por virus en el cultivo de camote se debe a vectores como Bemisia
tabaci y Myzus persicae que son considerados entre los principales transmisores de virus.
Sin embargo, la principal causa de pérdidas en la produccién en los sistemas donde los
agricultores al establecer el cultivo hacen uso de partes vegetativas contaminadas ya sean
estas provenientes de cultivos anteriores u obtenidos por empresas productoras. Esto es
debido a que el camote es un facil hospedero de una gran variedad de virus (Cusumano y
Zamudio 2013).

Para disminuir el riesgo de contaminacion por virus se usan practicas culturales para evitar
la propagacién o aparicion de vectores, y el uso de propagulos libres de virus o
enfermedades. Uno de los métodos a utilizar para conseguir propéagulos sanos ha sido la
reproduccion in vitro, pero este método posee la limitante de la seleccion del material
genético base del cual se van a producir los explantes. Esto se debe a que en el camote se
vuelve muy dificil la identificacidn de los virus debido a que se pueden llegar a confundir
facilmente los sintomas de deficiencias de nutrientes (Del Valle Di Feo 2015).

Uno de los métodos para diagnosticar virus que afectan al camote, implican el injerto de
plantas indicadoras como Ipomea setosa Ker Gawl. Una vez realizado el injerto el virus
presente en el camote infecta rapidamente a . setosa lo que nos permite una deteccion méas
precisa del virus mediante la observacion de sintomas, que solo la observacién de plantas
de camote (Meira et al. 2012). El no lograr identificar la presencia del virus en la seleccion
de tejido vegetal para una reproduccion in vitro puede llevar al fracaso y posteriormente a
pérdidas financieras al productor de explantes debido al alto costo que conlleva
reproducirlas (Del Valle Di Feo 2015).

Los virus a menudo estan presentes en plantas de camote en niveles bajos, mientras que la
severidad y expresion de sintomas pueden variar considerablemente dentro de cultivares,
dependiendo de los virus implicados. El uso de I. setosa permite una mejor observacion de
sintomas de virus en camote (Meira et al. 2012). El uso de I. setosa no solo es reducido a la
deteccidn de virus, sino que también puede ser usada para probar la resistencia en plantas
transgénicas debido a su alto grado de susceptibilidad a los virus (Okada et al. 2001).

Se han hecho estudios injertando Ipomoea setosa en camote proveniente de Copan,
Honduras para determinar la presencia de virus. Entre estos virus podemos encontrar el
virus del moteado plumoso del camote cepa RC, virus del camote C, virus del enanismo
clorotico cepa WA, virus del enrollamiento de la hoja cepa Georgia, pakakuy virus cepa B.
Obteniendo como resultado que el 83% de las plantas seleccionadas presentaron sintomas
de virulencia (Kashif et al. 2012).

El objetivo del estudio fue:
e Adaptar el protocolo de microinjerto de Navarro (1979) Ipomoea batatas e Ipomoea
setosa.



2.  METODOLOGIA

Localizacion del estudio.
El proyecto de investigacion se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, Honduras.

Fuente del material vegetal.

Se utiliz6 como fuente de material vegetal plantulas de camote variedad Bush Bock
establecidas in vitro a partir de meristemos y plantulas de Ipomoea setosa establecidas in
vitro a partir de semillas.

Medio de cultivo.

El medio que se usé es el de multiplicacion de camote que es el medio de Murashige y
Skoog (MS) modificado por Jarret (1991) (Cuadro 1). Se ajusté el pH a 5.8, los medios
fueron solidificados con Phytagel®, y se los esterilizé en autoclave a 150 °C, 15 PSI por 20
minutos.

Cuadro 1. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado para la multiplicacion
in vitro de camote.

Componentes Formula mg/L
Macroelementos NH4NO; 1,650.000
KNO; 1,900.000
MgS0,.7H,0 370.000
CaCl,.2H,0 440.000
KH,PO, 170.000
Microelementos Hs;BO; 6.200
CoCl,.6H,0 0.025
CuS0,.5H,0 0.025
Kl 0.830
MnS0,.4H,0 22.300
Na,Mo00,.2H,0 0.250
ZnS0,.7H,0 8.600
FeNa EDTA 50.000
Inositol 100.000
Tiamina 0.400
Sacarosa 70,000.000

Fuente: (Jarret 1991)



Preparacion y desinfeccion de tubos catéter.

Como medio para fijar los tejidos se utilizo un tubo de catéter de poliuretano el cual se cortd
en secciones no mayores a 0.5 cm de longitud y al que se le hizo un corte longitudinal, con
la finalidad de facilitar la remocion una vez que se haya confirmado el pegue de los tejidos.
Los catéteres se desinfectaron con una solucion de cloro al 30% /v (NaClO 4.72%
ingrediente activo) con dos gotas de Tween®80, durante 10 minutos, posteriormente se hizo
triple lavado a los catéteres con agua destilada estéril dentro de la cdmara de flujo laminar
(Figural).

.

Figura 1. Preparacion y desinfeccidn de tubos catéter para fijar portainjerto y pua.

A. Corte del catéter en secciones no mayores a 0.5 cm; B. Corte longitudinal del catéter; C.
Tubo catéter abierto; D. Limpieza con solucién de cloro al 30 % “/, + Tween® 80 y tapado
con gaza y una liga para el triple lavado.

Seleccion y preparacion de plantula para portainjerto.

Se utilizé plantulas en su primera etapa de multiplicacion con 21 dias de desarrollo, tratando
de seleccionar plantulas con un diametro de tallo similar. Con una pinza se extrajo la
plantula de camote y se coloco en papel estéril, a la plantula usada como portainjerto se le
podaron las raices, se elimind sus hojas, yemas y apice dejando un tallo de 1 — 1.5 cm de
longitud. Al portainjerto se les hizo un corte longitudinal no mayor a 3 mm en el centro de
su parte distal (Figura 2).

Seleccién y preparacion de plantula para puaa.

La pua se selecciona de la parte meristemal desarrollada con un segmento nodal que tenga
de una a tres yemas y se eliminan las hojas. A la pda se le hizo un corte biselado por ambos
lados en su parte proximal formando una punta en forma de “V” con la misma medida en
longitud que el corte que se hizo en el portainjerto (Figura 2).

Establecimiento del microinjerto.

La pua se insertd en el corte longitudinal del portainjerto para permitir el contacto entre los
tejidos del cambium, posteriormente se coloco el tubo de catéter para mantener fijado los
tejidos dejando la apertura del corte del tubo en direccion opuesta al corte longitudinal, con

4



una pinza se tomo a la plantula microinjertada y se colocé en un nuevo medio de cultivo,
se tapo el frasco con papel aluminio, se sell6 con cinta plastica y se rotulé con un marcador
la fecha (Figura 3).

Para el microinjerto de Ipomoea setosa se llevo el mismo procedimiento, con la Unica
diferencia de que solo se usé como pla segmentos nodales, esto se hizo debido a que el
didmetro del tallo del meristemo fue menor diametro al del portainjerto y en un microinjerto
es necesario que la pua y el portainjerto tengan un diametro similar para que haya un mejor
contacto entre tejidos. Se realizé 100 microinjertos, 50 homoplasticos (camote — camote) y
50 heteroplastico (Ipomea setosa (pua) — camote (portainjerto).

Figura 2. Proceso microinjerto en la preparaci()h de puay portainjrto.
A. Corte de raiz del portainjerto; B. Corte de hojas del portainjerto; C. Corte longitudinal
del portainjerto; D. Corte de bisel de la pua.

F>igura 3. Proceso de microinjerto en la unién de tejdos.
A. Unidn de portainjerto y pua; B. Colocacion del catéter; C. Ajuste del catéter; D.
Colocacion del microinjerto en frasco.

Incubacion.
Los microinjertos se colocaron en el cuarto de crecimiento a 16 horas luz, 2 klx, 24 °C, 70%
humedad relativa.



Eliminacion de brotes en el portainjerto del microinjertos homoplasticos (camote
(pua) — camote (portainjerto).

Luego de un periodo de 15 dias, 90% plantulas microinjertadas presentaron formacion de
brotes en su portainjerto por lo que se procedio6 a eliminar brotes para evitar la muerte de la
pla injertada. Para esto se extrajo la plantula microinjertada, se colocé en papel estéril, se
removieron los brotes y podaron las raices (Figura 4). La plantula se volvio a colocar en un
medio de cultivo fresco y se rotuld con la fecha en que se removieron los brotes y la fecha
en la que fue microinjertada.

Eliminacion de brotes en el portainjerto del microinjerto heteroplastico (I. setosa
(pua) y camote (portainjerto)).

Luego de un periodo de 10 dias, 28% de las plantulas microinjertadas presentaron
formacion de brotes en el portainjerto, por lo que se procedi6 a realizar la remocion de los
brotes siguiendo el mismo procedimiento de eliminacién de brotes usado con el
microinjerto de camote.

Figura 4. Proceso de eliminacion de brotes del portainjerto.
A. Extraccion del microinjerto del medio; B. Remocion de brotes y poda de raiz; C.
Transferencia a medio de cultivo fresco.

Variables evaluadas.
Se evalué:

a) Porcentaje de pegue entre el injerto y el portainjerto: a los siete dias se observo si
pegaron o no los microinjertos. Para verificar el pegue se tomo en cuenta la
condicion de la pua, esta debe presentar una apariencia vigorosa y debe presentar la
formacion de hojas en las yemas.

b) Formacion del callo alrededor del tejido de union: se observo presencia 0 ausencia
del callo diariamente hasta que se vio la formacion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Microinjertos homoplasticos (camote (pua) — camote (portainjerto)).

Se logré un 96% de pegue de tejidos a los 7 dias de ser microinjertado (Figura 5). La falla
en el pegue pudo darse por falta de precision en el corte o porque el tubo catéter no dio la
suficiente presion para mantener unidos los tejidos (Figura 6). A los 13 dias el 100% de las
plantulas microinjertadas mostraron formacion de tejido calloso en su punto de union.

Figura 5. Microinjertos camote (pUa y portainjerto) con pegue.
A. Microinjerto pegado a los 7 dias; B. Microinjerto 13 dias inicio de formacion de callo
entre tejidos; C. Microinjerto a los 15 dias con brotes en el portainjerto; D. Microinjerto de
27 dias después de la remocidn de brotes; E. Microinjerto a los 37 dias.



', s .‘I;" . — sl
Figura 6. Microinjertos sin pegue.

A. Formacion de raices en las yemas de la pUa; B. Despegue de la pua del portainjerto por
no haber presion entre los tejidos; C. Marchitamiento de la pda; D. Muerte del tejido de
union y presencia de brotes en el portainjerto. Las — sefialan la puUa.

———

Microinjertos heteroplasticos (I. setosa (pua) — camote (portainjerto)).

Se logro un 90% de pegue de los tejidos a los 7 dias de ser microinjertada. Esto pudo haberse
dado por una falta de precision en el corte o el tubo catéter no dio la suficiente presion para
mantener unidos los tejidos o el medio no pudo suplir con los nutrientes necesarios para su
desarrollo. A los 10 dias observé la formacion del tejido calloso alrededor del tejido de
union en un 91% de las plantulas (Figura 8).

Se obtuvo un alto porcentaje de pegue de tejidos debido al que el medio de cultivo posee
una concentracion de 7% de sacarosa, estudios realizado por Navarro en 1979 explican que
concentraciones de un 7.5% de sacarosa en el medio de cultivo promueve un mayor pegue
de los tejidos.

Estudios en microinjertos de almendra obtuvieron resultados del 83 - 100% debido a la
concentracion de vitaminas en el medio de cultivo entre las cuales estaban &cido nicotinico,
tiamina, piridoxina, myo-inositol con una concentracion de sacarosa del 3% (Yildirim et al.
2013). Estudio en microinjertos de pistacho obtuvieron resultados del 79% debido a la
presencia de acido pantoténico y una concentracion de sacarosa del 3% (Onay et al. 2007).

Los porcentajes obtenidos en el pegue de los tejidos y formacion de tejido calloso nos
aseguran que hay una compatibilidad entre los tejidos de las plantulas, lo cual en estudios
microinjerto usando cultivares de durazno comprobaron su compatibilidad con otras
variedades, explicando que al haber compatibilidad nos indica que hay conexion entre los
tejidos vasculares de la pua y el portainjerto lo cual promueve el adecuado desarrollo del
microinjerto (Piagnani et al. 2006).



B
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Figura 7. Desarrollo del microinjerto I. setosa (pua) — camote (portainjerto).
A. Microinjerto; B. Microinjerto a los 10 dias con brotes en el portainjerto (—); C.
Microinjerto a los 18 dias sin brotes. D. La — indica formacion de tejido calloso.



4. CONCLUSION

Se logro adaptar el protocolo de Navarro (1979) para microinjerto usando Ipomoea setosa
e Ipomoea batatas.
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5. RECOMENDACION

Probar el microinjerto heteroplastico (camote (pUa) — Ipomoea setosa (portainjerto))
dejando hojas en el portainjerto para ver la expresion de sintomas de virus.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de microinjerto de Ipomoea batatas e Ipomoea setosa.

Protocolo de microinjerto de Ipomoea batatas e Ipomoea setosa

José Hermes Mero Barros

Materiales

1) Vitroplantulas de camote (Ipomoea batatas) e Ipomoea setosa con una edad de 21
dias.

2) Cloro liquido comercial (4.72% de NaClO), Tween® 80, agua destilada y agua
destilada estéril.

3) Medio de cultivo de Murashige y Skoog modificado para micropropagacién de
camote (Jarret 1991).

4) Bisturi, pinzas de acero, tubo de catéter de poliuretano, liga de caucho, gaza estéril,

papel aluminio, cinta de plastico, marcador permanente, probeta, vasos de
precipitacion (beaker)

Procedimiento de microinjerto

Preparacion y desinfeccion de tubos catéter (Figura 1).

1)
2)

3)

4)
5)

Cortar el tubo catéter en secciones de 0.5 cm de longitud.

Hacer un corte longitudinal con la finalidad de facilitar la remocion una vez que se
haya confirmado el pegue de los tejidos.

Colocar los tubos catéter cortados en una solucién de cloro al 30% “/y con dos gotas
de Tween®80 y dejarlos reposar por 10 minutos.

Tapar el vaso de precipitacion con la gaza estéril fijandola con la liga de caucho.
Realizar triple lavado a los catéteres con agua destilada estéril dentro de la camara
de flujo laminar.

Seleccion y preparacion de vitroplantula para portainjerto (Figura 2).

1)
2)
3)

4)

Seleccionar vitroplantula con un diametro de tallo similar.

Extraer la plantula de camote y colocarla en papel estéril.

Podar las raices, eliminar hojas, yemas y apice dejando el tallo de 1 — 1.5 cm de
longitud.

Hacer un corte longitudinal no mayor a 3 mm en el centro de su parte distal.
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Seleccién y preparacion de vitroplantula para pua (Figura 2).
1) Seleccionar una pua con su parte apical desarrollada con un segmento nodal que
contenga entre una a tres yemas.
2) Eliminar las hojas.
3) Hacer un corte biselado por ambos lados en su parte proximal formando una punta
en forma de “V” con la misma medida que el corte que se hizo en el portainjerto.

Establecimiento del microinjerto (Figura 3).

1) Insertar la pdaen el corte longitudinal del portainjerto para permitir el contacto entre
los tejidos del cambium.

2) Colocar el tubo de catéter para mantener unidos los tejidos dejando la apertura del
corte del tubo en direccion opuesta al corte longitudinal del portainjerto.

3) Tomar la plantula microinjertada y colocarla en el medio de cultivo

4) Tapar el frasco con papel aluminio, sellar con cinta plastica y rotular con un
marcador la fecha.

5) Incubar los microinjertos a 16 horas luz, 2 kix, 24 °C, 70% humedad relativa.

Para el microinjerto de Ipomoea setosa se realiza el mismo procedimiento, sino se tiene
suficiente material vegetal se puede usar segmentos nodales como pua.

Eliminacion de brotes del portainjerto (Figura 3)
1) Extraer la plantula microinjertada.
2) Colocar en papel estéril.
3) Remover los brotes que salen del portainjerto y podar las raices.
4) Colocar el microinjerto en un medio de cultivo fresco.
5) Rotular con la fecha del dia en que se microinjerto y la fecha en la que se eliminaron
lo brotes.

Figura 1. Preparacién y desinfeccidn de tubos catéter para fijar portainjerto y pua.
A. Corte del catéter en secciones no mayores a 0.5 cm; B. Corte longitudinal del catéter; C.
Tubo catéter abierto; D. Limpieza con solucion de cloro al 30 % “/, + Tween® 80 y tapado
con gaza y una liga para el triple lavado.
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Figura 2. Proceso microinjerto en la preparacic')h de pla y portainjerto.

A. Corte de raiz del portainjerto; B. Corte de hojas del portainjerto; C. Corte longitudinal
del portainjerto; D. Corte de bisel de la pUa.

o

Figura 3. Proceso de microinjerto en la union de tejidos. |
A. Unién de portainjerto y pua; B. Colocacion del catéter; C. Ajuste del catéter; D.
Colocacién del microinjerto en frasco.
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