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I GLOSARIO DE TERMINOS

= BIOTECNOLOGIA VEGETAL
Aplicacion de la ciencia y la tecnologia a las plantas, sus partes,
productos y modelos, con el fin de acelerar sus procesos fisioldgicos.

= BIORREACTOR
Es un recipiente en el que se lleva a cabo un proceso quimico y bioldgico
que involucra células, tejidos, organismos o sustancias bioquimicamente
activas para hacerlas crecer.

= EXPLANTE
Es cualquier parte de un organismo vivo, como las células, los tejidos,
o los érganos, que son transferidos a un medio artificial para cultivo.

=[N VITRO
Se refiere a una técnica para realizar un determinado experimento
en un tubo de ensayo u otro frasco, en un ambiente controlado fuera
de microorganismos.

= PROPAGACION
Es la multiplicacion de plantas por medios vegetativos (asexuales).

= PROTOCOLO
Es conocido como un procedimiento estandar de operaciones,
una lista de instrucciones para realizar un experimento.

= SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL
Son sistemas semi automatizados en la propagacion in vitro.
Esta basado en el contacto intermitente del medio de cultivo liquido
con los explantes por un corto periodo de tiempo y la consecuente
renovacion de la atmosfera gaseosa, para evitar la hiperhidricidad
de los tejidos y la acumulaciéon de gases toxicos.
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PRESENTACION

La presente publicacion técnica da inicio a la
optimizacion del proceso de propagacion in vitro
de sacha inchi mediante técnicas de micropropa-
gacion, como parte de la actividad-Biotecnolo-
gia-Desarrollo de un protocolo de Propagacion
clonal in vitro de Plukenetia volubilis L. del
proyecto “Mejoramiento del Servicio de
Competitividad de la Cadena de Valor de Sacha
Inchi a los Productores en cuatro Provincias de la
Region San Martin”, promovido por la Direccion
Regional de Agricultura San Martin; para lo cual
se ha venido aplicando procedimientos
convencionales y de clonacién en laboratorio,

el cual representa una iniciativa para la obtencion
de material genético de alto valor que ayude a
incrementar la productividad y la ampliacion de
nuevas areas con el cultivo de Sacha Inchi en
nuestra region.

Es por ello que consideramos importante la
presente publicacién y mostramos a continuacion
el siguiente manual como una gufa basica para el
establecimiento, multiplicacion y enraizamiento
in vitro de Sacha Inchi.



EQUIPAMIENTO =

Equipos:
= Autoclave eléctrica a 121°C, cabina de flujo
laminar horizontal, potenciémetro

Instalaciones:

= Area de preparacion de medios de cultivo, lavado y
esterilizacion de material equipados, area de
siembras y transferencias equipado, area de
incubaciéon equipado con sistema de iluminaciéon y
aire acondicionado para control de temperatura.

Materiales y Reactivos:

= Vidrio, metal, polipropileno

= Personal técnico capacitado

= Sales minerales y vitaminas M&S Murashige &
Skoog, 1962, DKW Driver & Kuniyuki 1984.

=\/itaminas Gamborg o B5 y DKW

= Sistema de inmersion temporal: Sistema
automatico con control de frecuencia y tiempo

CONDICIONES DE CULTIVO  «fii»

El ambiente de incubaciéon debe presentar condi-
ciones de temperatura de 24 +- 2°C, fotoperiodo
de 16/8 (luz/oscuridad) graduable, cdAmara oscura
y Sistema de Inmersion Temporal instalado.




PROTOCOLOS

PROTOCOLO DE COLECTA
Y PREPARACION DE MATERIAL VEGETAL

SELECCION DE PLANTAS MADRES

Se seleccionan plantas madres las cuales seran
donadoras de explantes (brotes terminales, axila-
res, segmentos nodales, semillas), teniendo en
cuenta caracteristicas morfolégicas de alta produc-
tividad, resistencia o tolerancia a las principales
enfermedades que afectan al cultivo de Sacha
Inchi, entre otras. Realizar la aplicacion de un
calendario fisionutricional y sanitario, teniendo
como tiempo minimo 1 mes antes del inicio del
cultivo in vitro.




COLECTA DE MATERIAL VEGETAL

En Campo o Vivero: La colecta de los explantes se
realiza entre las 6-8 horas de la mafiana (después
de ello se considera crucial por el incremento de la
temperatura ambiental), en frascos conteniendo
papel toalla humedo con agua destilada para
evitar la deshidratacion de los mismos. Tener en
cuenta que si los explantes son brotes terminales
deben tener un tamafno promedio de entre 2,5-3,0
c¢m de longitud, totalmente sanos. Realizar esta
actividad con la ayuda de unas tijeras quirurgicas
para cortar el brote terminal (&dpice terminal mas
segmentos nodales). La colecta de capsulas de
Sacha Inchi se realiza en bolsas de papel craft.

PREPARACION DE MATERIAL VEGETAL

En Laboratorio: Los explantes son lavados previos
a su ingreso a cabina de flujo laminar con una
solucion jabonosa a razén de 5 g I'", y dos enjua-
gues con agua destilada estéril. En el caso de
semillas, éstas son descapsuladas del fruto sequido
del retiro de la testa, las cuales son sumergidas en
solucién fungicida — bactericida Kasugamicina (10
ml/l), como tratamiento previo.

En cabina de flujo laminar: Realizar una inmersién
en Hipoclorito de Sodio - NaOCl (Lejia -5% de
Hipoclorito de Sodio), al 1,5% durante 15 minutos
para esterilizar superficialmente; los restos del
NaOCl se eliminan en varios enjuagues con agua
destilada estéril. Después del lavado descartar toda
el agua de los explantes para disminuir riesgos de
contaminacion.




PROTOCOLO DE ESTABLECIMIENTO
MULTIPLICACION Y ENRAIZAMIENTO IN VITRO

ESTABLECIMIENTO /N VITRO

Para la etapa de establecimiento in vitro de
brotes terminales se utiliza el medio de cultivo
DKW a concentracion total, para el caso de
embriones zigéticos se utiliza el medio de cultivo
MS (Murashige & Skoog, 1962. Cabe resaltar que
los explantes provenientes de plantas germinadas
in vitro no es necesario realizar labores de esterili-
zacion superficial, ya que el material es aséptico.
Una vez esterilizados los explantes se colocan en
una placa petri estéril con una fina pelicula de
agua destilada estéril.

Retirar con la ayuda de una hoja de bisturi N° 10
los primordios foliares y zonas que estuvieron en
mayor contacto con el NaOClI, dejando el apice
terminal y uno o dos segmentos nodales, segun
sea el caso.

Sembrar el explante en un tubo de prueba de
25x150 mm, colocandolos en el centro del
recipiente conteniendo el medio de cultivo especi-
fico para establecimiento in vitro.

10



GERMINACION DE
EMBRIONES ZIGOTICOS

Los embriones son retirados de sus cotiledones
con bisturi N° 10 haciendo cortes en los
extremos de la semilla y levantando suavemen-
te un cotileddn del otro, con la hoja de bisturf
retirar el embrion y sembrar la base en posi-
cion vertical dentro del medio de cultivo.

El medio de cultivo es preparado a base de
sales minerales Murashige & Skoog, 1962, a
mitad de su concentracion, (Ver Anexo Formu-
lacion de medios de cultivo).

1
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MULTIPLICACION CONVENCIONAL
INVITRO

Estacas de sacha inchi provenientes de plantas
germinadas in vitro a partir de embriones zigéticos
o explantes ex vitro (brotes terminales), se retira el
apice terminal y la raiz, estas son implantadas en
un medio de cultivo conteniendo Bencil-aminopu-
rine (BAP), para inducir brotamiento. Realizar la
transferencia cada 15 dias a un nuevo medio de
cultivo de multiplicaciéon para la activacion y
crecimiento de brotes. (Ver Anexo Formulacion de
medios de cultivo).

ENRAIZAMIENTO /N VITRO

Estacas de Sacha Inchi provenientes de plantas
germinadas in vitro a partir de embriones zigdticos
o0 explantes ex vitro de sacha inchi, se le retira el
apice terminal y la raiz, estas son implantadas en
un medio de cultivo conteniendo Acido-indolbuti-
rico (AIB), para inducir enraizamiento. Realizar la
transferencia cada 15 dias a un nuevo medio de
cultivo de enraizamiento. (Ver Anexo Formulaciéon
de medios de cultivo).



MULTIPLICACION DE EXPLANTES
UTILIZANDO BIORREACTORES

Estacas de sacha inchi provenientes de y tiempo de inmersiéon de 3 minutos,
plantas germinadas in vitro a partir de conectados al Sistema de Inmersion
embriones zigdticos o brotes terminales de Temporal, para la multiplicacion masiva
Sacha Inchi se le retira el apice terminal y de plantulas de Sacha Inchi bajo este
la raiz, éstas son implantadas en un medio sistema. (Ver Anexo Formulacién de
de cultivo con una fuente de citicinina, con medios de cultivo).

una frecuencia de inmersién cada 4 horas

. MULTIPLICACION /N VITRO— SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL BIORREACTORES (BITs)

Exposicion a luz UV Dispensado de Material vegetal

Lavadoy
desinfeccion de BITs y secado de BITs medio de cultivo

-

Desarrollo de BITs en area BITs gemelos Siembra en BITs Diseccion del
Ianﬁulfs cIIF de incubacion establecidos Material vegetal
acha Inchi

13
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PROTOCOLO DE INSTALACION

DE BIORREACTORES - BITs

Materiales: Botellas de polietileno tipo
cristal de 5L, mangueras automotriz 4",
tapas para botellas tipo cristal, filtros de
venteo 2 um, papel aluminio.

Esterilizacion de materiales

Se realizan diferentes procedimientos para
asegurar que los recipientes estén limpios
y evitar contaminacion microbiana.

Esterilizacion quimica

Lavado y Desinfeccion de Bits

Preparar una solucién de agua con deter-
gente para el lavado de botellas tipo cristal
de 5L, mangueras automotriz ¥4", tapas
para botellas tipo cristal.

Enjuagar con agua destilada.

Desinfectar con hipoclorito de sodio a
0.05% a las botellas de polietileno, man-
gueras automotriz ¥4, tapas para botellas
en camara de flujo laminar, dejar reposar
para secar.

Esterilizacion fisica

Luego de la esterilizaciéon quimica, se
coloca todos los materiales mencionados
en luz UV por 1 hora.

La esterilizacion de filtros de venteo se
realiza en autoclave a 15 libras de presion,
121°C por 30 minutos.

Armado de biorreactores

Conectar las mangueraas a los frascos y
filtros de venteo para tener BITs gemelos: 1
frasco colector de medio de cultivo y 1
frasco contendedor de plantas.

Instalacion en el Sistema de Inmersion
Temporal

Transferir estacas de sacha inchi proceden-
tes de subcultivos de medios de multiplica-
cion o enraizamiento. Colocar 4 estacas
por BIT contenedor de plantas, sellar y
conectar con su Bit gemelo colector de
medio de cultivo.

Conectar los birreactores en el sistema de
inmersion temporal en el area de incuba-
cion de laboratorio.




. o ¢

. PROT

Realizar esta etapa en invernadero,
cercano al laboratorio
de propagacion in vitro.

Colocar frascos con plantas in vitro
en invernadero de 2 - 4 dias antes
de su aclimatacion.

Extraer las plantulas contenidas en
los frascos de cultivo in vitro con
ayuda de pinzas.

Lavar las raices para eliminar restos
de agar.

Hacer una inmersién a las plantas
en solucion fungicida Benomyl

(1 g I'") durante 10 minutos, dejar
secar en papel toalla.

0COLO DE ACLIMATACION

Remoijar el sustrato (premix 3),
previamente esterilizado en
autoclave a 121°C, 15 libras de
presién por 30 minutos.

Colocar el sustrato en bandejas de
aclimatacion con tubetes y colocar
una planta por tubete.

Colocar las bandejas en camara
humeda durante 15 dias para evitar
deshidratacion, después retirar de la
camara humeda, para que reciban
gradualmente la luz solar.

Aplicar fertilizante 11-8-6 (NPK)
en el agua de riego cada 2 dias.

Realizar un Riego profundo 1 vez a
la semana para evitar acumulacién
de sales de los fertilizantes.

15
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B ESTABLECIMIENTO /N VITRODE BROTES DE SACHA INCHI

0.

Colecta de orte de Primera desinfeccion  Segunda Desinfeccion
material vegetal materlal vegetal con detergente de brotes con NaOCI
Segmento a ical Segmento a |cal Siembra Diseccion en segmento

y nodal establecido sembrado de segmentos apical y nodal



MEDIOS DE CULTIVO
PARA PROPAGACION /N VITRODE SACHA INCHI

PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK

Observaciones:

e Utilizar como agente solvente agua destilada estéril (ADE), Alcohol,
Hidroxido de Potasio (KOH), Hidroxido de Sodio (NaOH) en el caso que fuera
necesario.

* Las soluciones stock son almacenadas en frascos de vidrio con tapa rosca
puestos en refrigeraciéon a 4°C, debidamente rotulados.

*No almacenar las soluciones por mas de 2 meses.

Soluciéon Stock Macronutrientes Soluciones Stock de Micronutrientes
DKW A y B (10 X) DKW (100 X)
Solucién A . Cantidad g I
. T Reactivos
Reneiies Cantidad g | 500 ml 1,000 ml
500 ml Zn SO,. 6 H,0 0,850 1,700
NH4NOs 7,080 MnSO,. H,0 1,670 3,340
Ca(NO3),.4H,0 9,845 CuSOs. 5 H,0 0,013 0,025
Solucion B H3BOs 0,240 0,480
. -1
N Cantidad g | Na,MoOs. 2 H,0 0,020 0,039
500 ml FeSQO4. 7H50 1,690 3,380
CaCIZ.ZHzO 0,745 Na-EDTA 2,270 4,540
K,S0, 7,795
MgS0,.7H,0 3,700
KH,PO, 1,325

Formulacion segtn Guiltinan y Maximova, 2010.
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Solucion Stock Murashige Skoog (1962)

. Concentracion
Item Stock Reactivo 1
Stock (gl™)
Macro y micro nutrientes
1 Stock A NH4N03 82.5
2 Stock B [KNO; 95
3 Stock C |CaCl,.2H,0 88
4 Stock D |KH,PO, 34
NazMOO4.2|' 0.05
5 Stock E CoCl,.6H,0 0.005
Kl 0.166
H3BO; 1.23
MnSQO,4 4H,( 3.38
ZnS04.7H,0 1.725
CuS04.5H,0 0.005
p Stock G Na,EDTA.2H 1.865
FeSO4.7H20 1.39

Formulacion sequn Murashige & Skoog (1962), Modificado.

Solucion stock de vitaminas
DKW (1000 X)

. Cantidades
Reactivos
50 ml | 100 ml
Myo-Inositol 5g 109

Thiamina-HCL | 0.1g| 0.2g
Acido Nicotinico|0.05g| 0.1g
Glycina 0.1g| 02g

Formulacion segun Guiltinan y Maximova, 2010.

Solucién stock de vitaminas B5
o Gamborg (1000 X)

. Cantidades
Reactivos
25 mi 50 ml
Myo-Inositol 259 5¢g
Acido Nicotinico 25 mg 50 mg
Pyridoxina 25 mg 50 mg
Thiamina 250 mg 500 mg




FORMULACIONES DE MEDIOS DE CULTIVO

Observaciones:

e Los medios de cultivo con pH inicial basico son ajustados con Acido
Clorhidrico (HCI)

e Los medios de cultivo con pH inicial acido son ajustados con Hidréxido de
Potasio (KOH).

e Los medios de cultivo se preparan 1 ¢ 2 dias antes de su uso.

1. ESTABLECIMIENTO IN VITRO

Cantidades
Reactivos (litros)
1,000 ml

Driver & Kuniyuki, 1984
Macro DKW A (10X) 100 ml
Macro DKW B (10X) 100 ml
Micro DKW (100X) 10 ml
Vitaminas DKW (1000X) 1 ml
Sacarosa 20 g
Carbon activado 29
pH 5.4 (KOH — 1M)
Agar 10 g
Esterilizar en Autoclave 15 min.
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2. GERMINACION DE EMBRIONES ZIGOTICOS

Cantidades
Reactivos (litros)
1,000 ml
Murashige & Skoog, 1962
A,B.G 10 ml
C,D,E,F 2.5 ml
Thiamina 0.4ml
Acido Nicotinico 0.5 ml
Sacarosa 20 g
ELC — Endospermo liquido de coco 100 ml
Carbon activado 29
pH 5.4 (KOH — 1M)
Agar 10 g
Esterilizar en Autoclave 15 min.
3. MULTIPLICACION IN VITRO
Cantidades
Reactivos (litros)
1,000 ml
Driver & Kuniyuki, 1984
Macro DKW A (10X) 100 ml
Macro DKW B (10X) 100 ml
Micro DKW (100X) 10 ml
Vitaminas DKW (1000X) 1 ml
Sacarosa 209
ELC — Endospermo liquido de coco 100 ml
ANA 0.1 ml
BAP — Bencil-aminopurine (1000 ppm) 1 ml
Sacarosa 20 g
Carbon activado 29
pH 5.4 (KOH - 1M)
Agar 10 g
Esterilizar en Autoclave 15 min.




4. ENRAIZAMIENTO IN VITRO

Driver & Kuniyuki, 1984

Macro DKW A (10X) 100 ml
Macro DKW B (10X) 100 ml
Micro DKW (100X) 10 ml
Vitaminas DKW (1000X) 1 ml
Sacarosa 20g
ELC — Endospermo liquido de 100 ml
Carbon activado 29
AIB (1000 ppm) 10 ml
pH 5.4 (KOH - 1M)

Agar 10 g
Esterilizar en Autoclave 15 min.

5. MULTIPLICACION EN BIORREACTORES

Murashige & Skoog, 1962

A,B,G 20 ml
C,D,EF 5 ml
Thiamina 0.4 ml
Acido Nicotinico 0.5 ml
Sacarosa 20 g
Acido ascérbico (1000 ppm) 10 ml
Transzeatina 23.23 yM
pH 5.4 (KOH - 1M)

Esterilizar en Autoclave 15 min

21
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