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RESUMEN

Garrido, M.J. y Péez de Casares, J. 1989. Obtencién de plantas de batata
libres del virus del moteado plumoso a través del cultivo in vitro de dpices
caulinares. Fitopatologia Venezolana 2:19 - 22

Se estudi6 un método para eliminar el virus del moteado plumoso de la
batata (VMPB) a través del cultivo in vitro de 4pices caulinares del clon
'USR-PI-20'". Los explantes de 0,2-0,3 mm y de 0,8-1,0 mm de longitud
fueron cultivados en un medio con las sales de Murashige y Skoog
complementadas con las sustancias reguladoras de crecimiento 6-
benzilaminopurina y 4cido indolacético en la proporcién de 0,5y 0,2 mg/
1, respectivamente. Los dpices fueron mantenidos en un cuarto climé-
tico a 24+ 22 C, 40-60% de humedad relativa y bajo iluminaci6n de luz
blanca fria (16 h/d) de 3000 1x. Posteriormente fueron aclimatados en
un invernadero y se les hizo pruebas de deteccién para el VMPB. Las
plantas completas fueron obtenidas después de 65-80d. La detecci6n del
virus fue realizada por injertacién sobre Ipomoea setosa, inoculacién
mecénica sobre Ipomoea nil e identificacion de particulas en el micro-
scopio electrénico. E164,29% del total de plantas obtenidas, resulté libre
del VMPB.

ABSTRACT

Garrido, MLJ. y Pédez de Cisares, J. 1989. Production of sweet potato
plants free from feathery mottle virus through shoot tip culture in vitro.
Fitopatologia Venezolana 2: 19 - 22

A method to eliminate the sweet potato feathery mottle virus (SPFMV)
from the sweet potato clone 'USR-PI-20' trough shoot tip culture was
studied. Explants of 0.2 - 0.3 mm and 0.8 - 1.0 mm in lenght were
cultured in Murashige and Skoog salts in addition of 0.5 and 0.2 mg/1 of
6-benzylaminopurine and indole-3-acetic acid, respectively. Shoot tips
were then maintainedin an acclimated room at 24t 22 C, 40-60% relative
humidity and 3000 1x (16 h/d) of cool white light. Thereafter plants were
acclimated in a greenhouse and tested for SPFMV. Whole plants
developed after 65-80 d. Virus indexing was accomplished by grafting
on Ipomoea setosa, mechanical inoculation of Ipomoea nil, and detec-
tion of viral particles through electron microscopy. Of resultant plants,
64,29% was free of SPFMV.

INTRODUCCION

La batata (Ipomoea batatas (L.) Lam) es una planta con un
enorme potencial energético para la alimentacién humana y
animal, y con miiltiples posibilidades industriales (8). Sin embar-
go, el cultivo es afectado por numerosas enfermedades, las cuales
constituyen unproblema potencial para su desarrollo (11,17). Por
otra parte, es convencionalmente propagada por esquejes ("'beju-
cos") en los trépicos y subtrépicos, lo cual constituye un método
inefectivo para mantener plantas libres de enfermedades e insec-
tos (9).

Las virosis en batata producen en la mayoria de los casos
dafios de consideracién, que se manifiestan en reduccién del
rendimiento y pérdida de calidad del producto (16). En algunos
paises, han sefialado reducciones en el rendimiento de raices
frescas hasta en un 80% (3). En Venezuela, s6lo ha sido citado el
virus del moteado plumoso de 1a batata (sweet potato feathery
mottle virus) (17,19), el cual ha causado disminucién en los
rendimientos de raices reservantes hasta en un 43,60% (18).

Parala obtenci6n dg plantas de batata libres de virus, han sido
empleados diversos métodos. Asf tenemos que, Holmes (7) y

Hildebrand (4), emplearon estacas apicales; Hildebrand (5),
Hildebrand y Brierley (6) y Martin (10), lo hicieron a través de
tratamiento con calor (termoterapia); Nielsen (15), Alconero et
al. (1), Nomey Salvadores (16) y Frison y Ng (2), 1o consiguieron
através del cultivo in vitro de dpices meristematicos. Tambiénha
sido empleada una combinacién de termoterapia y cultivo de
apices (20).

La presente investigacion fue realizada con la finalidad de
obtener plantas de batata libres del virus del moteado plumoso
(VMPB), a través del cultivo in vitro de dpices caulinares.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Como fuente de explantes fueron utiliza-
das plantas de batata de 35-40 d de edad del clon 'USR-PI-20,
infectadas sistémicamente con el VMPB. Las plantas fueron
sembradas en envases pldsticos de 1,0 1 aproximadamente de
capacidad, los cuales contenian una mezcla estéril de tierra negra
y arena en la proporcién de 3: 1 (v/v), respectivamente, y
mantenidas bajo un cobertizo (jaula) de 1,20 m x 2,00 m con
pléstico en la parte superior y malla a prueba de insectos por los
lados, a una temperatura promedio de 25-26°C y 70% de humedad
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relativa. Semanalmente se les aplicaba una solucién de jardinol
(insecticida, fungicida, acaricida) a una dosis de 3 ml/1 de agua
y 2 ml/1 de abono foliar (Bayfolan). Ademds, se les aplicé dos
dosis de oxitetraciclinas (antibiGtico) a razén de 50 mg/1 de agua,
en forma de riego.

Implantacién de dpices. Los dpices caulinares de 1,5-2,0 cm
de longitud procedentes del material vegetal multiplicado bajo las
condiciones antes citadas, fueron desinfestados con etanol al
70% por 1 min; luego, con hipoclorito de sodio al 1,5% durante
10 min. Posteriormente, se lavaron cuatro veces con agua
destilada y desionizada estéril. Los dpices meristematicos se
seccionaron asépticamente, bajo un microscopio estereoscopico
en una cimara de transferencia de flujo laminar. Se utilizaron
explantes de dos tamafios: a)0,2-0,3 mm y b) 0,8-1,0 mm. Se
cuid6 de mantener la polaridad correcta al colocar los dpices en
los tubos que contenfan el medio de cultivo sélido. Una vez
efectuadalaimplantacion, los tubos eran flameados, cerrados con
una tapa pldstica y sellados con papel "parafilm". El material

-vegetal implantado fue mantenido en un cuarto de crecimiento
con una temperatura de 24 * 2°C, una humedad relativa de 40-60%
y luz blanca frfa con una iluminancia de 3.000 1, durante 16 h/d.

Medio de cultive. El medio bisico utilizado fue el de
Murashige y Skoog (MS) (14) complementado con los siguientes
componentes orgdnicos (mg/l): tiamina 2, mio-inositol 100,
4cido félico 1, sacarosa 30.000 y bacto agar 7000. Se probaron
3 niveles o combinaciones de sustancias reguladoras de creci-
miento (mg/l): M, = Cinetina (CIN) 0,5 y 4cido indol-acético
(AIA)0,2; M, = 6- benzylaminopurina (BAP) 0,5 y AIA 0,2; M,
=BAP 0,25 y 4cido naftalen-acético (ANA) 0,2. El pH del medio
fue ajustado a 5,6-5,7. Ocho ml de medio eran vertidos en cada
tubo de ensayo de 18 x 150 mm y esterilizado en autoclave a
121°C y 15 1b/pulg durante 10 min. En cada medio de cultivo
M,, M, y M,) fueron implantados 24 dpices (12 de 0,2-0,3 mm
y 12 de 0,8-1,0 mm).

Establecimiento de planticas en suelo. Cuando las planticas
presentaron un tamafio de 3-5 cm en los tubos, se sacaron y se
plantaron en vasos plasticos de 0.3 1 de capacidad que contenian
una mezcla estéril de tierra negra, arena y turba en proporcion 3:
1: 1 v/v, respectivamente, y regadas con una solucién nutritiva
(Hoagland 1/10). Para evitar la muerte de las planticas frente al
cambio de ambiente, fueron cubiertas con una cdmara himeda
pldstica en un ambiente controlado, con una temperatura de 22
2°C, una humedad relativa de 65% y luz fluorescente (luz de dia).
La cdmara citada anteriormente se comenzé a elevar lentamente
para lograr una buena aclimatacién. Una vez reiniciado el
crecimiento en forma vigorosa, se pasaron a materos de 1,5 1 de
capacidad con tierra estéril y fueron colocadas en un invernadero
a27°C y 65% de humedad relativa.

Deteccién del virus. Para constatar si las plantas obtenidas
estaban libres del VMPB, de cada una de ellas se tomaron yemas
axilares y se injertaron sobre plantas de Ipomoea setosa Ker. de
tres semanas de edad (1). Ademas, fueron realizadas inoculacio-
nes mecdnicas sobre los cotiledones de plantulas de Ipomoea nil
(L.) Roth cv 'Scarlet OHara' (13).  De todas las muestras que
no indujeron sintomas en /. setosa e I. nil, se realizaron prepara-
ciones de enjuague ("Leaf dip") para ser observadas al microsco-
pio electrénico. Todas las pruebas de deteccién del virus fueron
repetidas tres veces y realizadas durante un periodo de seis meses.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo principal de obtener plantes libres del VMPB, se
cumpli6 satisfactoriamente. Las variables introducidas relacio-
nadas con el método, medios de cultivo (diferentes niveles de
sustancias reguladoras de crecimiento) y tamafio de los explantes,
permiten llegar a algunas conclusiones en relacién a la mejor
combinacidn para la obtencién de plantas completas y libres de
virus.

En general, en los primeros 15-20 d el crecimiento de los
cultivos fue lento, origindndose un tejido amorfo (callo) en todos
los tratamientos. La menor formaci6n de este tipo de tejido se
present6 en los explantes colocados en M, (Cuadro 1).

De las tres combinaciones de reguladores de crecimiento
utilizadas en el medio de cultivo, sélo se obtuvo plantas comple-
tas cuando se utiliz6 el M, (Cuadro 1). Es de hacer notar que s6lo
un brote se desarroll6 a partir de cada explante, por lo que se
considera que cada planta proviene del desarrollo del 4pice
caulinar implantado inicialmente. El tiempo requerido para la
formacién de plantas completas de 3-5 cm de altura fue de 65-80
d, alcanzando esta altura m4s rdpidamente las plantas provenien-
tes de los explantes de mayor tamafio. Con los medios de cultivo
M, y M s6lo se logré formacién de callo y brotes aéreos, pero no
se formaron raices (Cuadro 1).

Enelmedio de cultivo que resulté adecuado para la obtencién
de plantas completas (M,) fueron implantados 24 dpices caulina-
res, de los cuales se originaron 16 plantas (66,67%). De éstas
murieron 2 después del transplante, logrdndose un total de 14
plantas establecidas en tierra, de las cuales 7 se originaron de
explantes de 0,2-0,3 mm y 7 provenian de explantes de 0,8-1,0
mm.

El 85,71% de las plantas regeneradas de los explantes de
menor tamafio y el 42,86% de las plantas que se originaron de los
explantes de mayor tamaiio, resultaron libres del VMPB (Cuadro
2).

Las plantas de I. setosa injertadas con tejidos de plantas
enfermas obtenidas in vitro manifestaron sintomas virales 15-20
d, después de la injertacién, mientras que I. nil exhibié los
sintomas 6-8 d, después de lainoculacién mec4nica. La sintoma-
tologia observada en estas plantas indicadoras fue similar a la
citada por otros investigadores para el VMPB (13,17).

Las observaciones al microscopio electrénico de preparados
realizados a partir de aquellas plantas que no indujeron sintomas
enlas especies indicadoras, no mostraron la presencia de particu-
las virales. Preparados realizados a partir de plantas enfermas,
revelaron la presencia de particulas virales en forma de filamen-
tos flexuosos, de 800-900 nm de longitud. Este tipo de particula
viral es caracteristico del VMPB (12,13).

Losresultados obtenidos en este trabajo, son comparables con
los logrados por otros investigadores. Alconero etal(1), utilizan-
do explantes de 0,4-0,8 mm de diferentes cultivares y el medio
MS modificado con varias concentraciones de CIN y AIA obtu-
vieron con la mejor combinacién alrededor de 50% de plantas, de
las cuales el 47% result6 libre de virus. Frison y Ng (2) cultivaron
apices meristematicos de 0,25-0,4 mm en el medio MS modifica-
do con 0,2 y 0,5 mg/l de AIA y BAP, respectivamente, y
obtuvieron 10-90% de plantas dependiendo de la variedad y de su
estado fisioldgico, de las cuales el 80% resulté libre de virosis.



Eltiempo requerido para laregeneraciénde plantas completas
es similar al sefialado por Nome y Salvadores (16). Sinembargo,
el mimero de plantas obtenidas y libres de virus es superior al
alcanzado por estos investigadores. Alconero et al. (1) y Frison
y Ng (2), citan un menor tiempo (20-60 d) para la regeneracion de
plantas completas en un solo medio de cultivo.

Con respecto a la contaminacién en los cultivos por hongos y
bacterias, se observé que el tratamiento desinfectante fue muy
eficiente (0% de contaminacién) en los explantes de 0,2-0,3 mm,
mientras que en los de mayor tamafio (0,8-1,0 mm) fue menos
eficiente, presentidndose un 12% de contaminacién. Niveles de
contaminacién similares han sido sefialados por otros investiga-
dores cuando las plantas madres son mantenidas con un control
adecuado de plagas y enfermedades (1, 2, 15).

Los métodos descritos tanto para el cultivo de dpices caulina-
res, como para la deteccion del VMPB, ofrecen un buen grado de
confiabilidad de que el material producido estd libre del virus.
Esto puede permitir 1a erradicacién de patégenos sistémicos del
germoplasma nacional, estimular al intercambio internacional de
material clonal y su conservacion in vitro, bajo tasas de creci-

Cuadrb 1. Respuestas de dpices caulinares de batata, 80 d después de
implantados in vitro en diferentes medios de cultivo.

Desarrollo inicial de los 4pices

Medio de®

cultivo Callo Brotes aéreos Raices
M, +® + -
M, +++ +++ +++

M ++ “++ -

(1) Medio base de Murashige y Skoog con diferentes sustancias regula-
doras de crecimiento y concentraciones (mg/1): M, = Cinetina 0,5
v 4cido indolacético (AIA) 0,2; M, = 6-benzilaminopurina (BAP)
0,5y ATA0,2; M,=BAP 0,25 y 4cido naftalen-acético 0,2. En cada
medio de cultivo fueron implantados 24 4pices.

(2) +: escaso; ++: moderado; +++: abundante; -: sin desarrollo.

Cuadro 2. Resultados de las pruebas de deteccién del virus del moteado
plumoso (VMPB) en plantas de batata obtenidas in vitro. (1)

Tamafio del N¢de plantas ~ N° de plantas® % de plantas
explante establecidas infectadas con libres del
(mm) el VMPB VMPB
0,2-0,3 7 1 85,71
0,8-1,0 7 4 42,86

(1) Las pruebas fueron repetidas tres veces durante un periodo de 6
meses.

(2) La deteccion del VMPB fue realizada mediante inoculacién sobre
Ipomoea nil , injertacién en I. setosa y observaciones al microscopio
electronico.

miento minimo. Ademds, puede permitir el mantenimiento de un
plantel madre de plantas, libres del VMPB, para ser entregado a
los agricultores a fin de que las plantas puedan expresar su
capacidad genética y aunque puedan contaminarse nuevamente
en el campo, ya que este virus es transmitido por 4fidos, el grado
de infeccién acumulada serd menor y cada vez se tendri la
oportunidad de recurrir al plantel inicial.
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