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1. Introduccion

] L El yacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson) es una especie de la familia
|—m BINO ; Asteraceae originaria de la regién andina (Robinson mencionado por Mansilla, et al., 2010).
[m  BINO/PHOTO 1 Su cultivo esta registrado desde la época precolombina y ha permanecido por mucho
i tiempo restringido a areas muy pequeiias por estar adaptada a las condiciones ecoldgicas
de los Andes (Mansilla et al., 2010). El yacén ha generado interés mundial debido a sus
propiedades promisorias (Seminario, Valderramay Manrique, 2003), permitiendo aumentar
su uso potencial en la agroindustria e industria farmacéutica; debido a la presencia de
compuestos fendlicos y fructooligosacaridos (FOS), que se encuentran almacenados en
la raiz y cuyos contenidos pueden variar dependiendo de la variedad, el ambiente y su
interaccion (Manrique, Gonzales, Valladolid, Blas y Lizarraga, 2014).

La propagacion del yacén para fines de produccion es Unicamente vegetativa o asexual
debido a que sus semillas sexuales presentan alta esterilidad (Manrique et al., 2014). Este
tipo de propagacion posibilita la transmisién de enfermedades, especialmente las causadas
por virus y bacterias y a la vez limita las posibilidades de mejoramiento de la especie
cultivada (Salvarrey, 2008).

Una alternativa para disponer de material vegetal de propagacion para multiplicacién es el
uso de la técnica de micropropagacién, que consiste en la propagacion asexual de plantas
a partir del cultivo de tejidos vegetales en un ambiente artificial controlado, empleando
medios de cultivo adecuados para cada una de las fases desarrolladas en condiciones in
vitro. Una de las ventajas de esta técnica es obtener plantas libres de bacterias, hongos,
virus y nematodos.

Como parte de los resultados del Proyecto 092 Pl: Variacion del contenido de
fructooligosacdridos (FOS) en accesiones promisorias de yacon: Caracterizacion, clonamiento
y andlisis funcional de un fragmento de ADN complementario de la hidrolasa responsable
de su degradacion, se ha elaborado el presente manual que describe el protocolo para
la micropropagacion de yacdn, obtenido como resultado de una de las investigaciones
desarrolladas en el marco del proyecto.
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2. Fases de la micropropagacion de yacon

Para la micropropagacion del yacén se requiere cumplir con las siguientes fases:

2.1. FASE 0: Acondicionamiento de la planta madre

Esta fase también es conocida como acondicionamiento de la planta stock. Se
desarrolla en condiciones de invernadero o casa malla. Consiste en regenerar
plantas provenientes de rizoforos (Figura 1), que son las estructuras de propagacion
convencional del yacén.

Figura 1. Rizéforos de yacdn.

Las plantas madre (Figura 2) deben estar contenidas en macetas con sustrato Figura 2. Acondicionamiento de las plantas madres de yacon. (A) Brotacion de rizéforos. (B) Crecimiento de las plantas
Premix N° 8 y regadas de acuerdo a los requerimientos hidricos. El riego debe ser madre. (C) Plantas madre de yacén mantenidas en invernadero.
directamente al sustrato, a fin de evitar el desarrollo de hongos en el follaje cercano

a las yemas que seran usadas como explantes. Se recomienda aplicar un fungicida sistémico al sustrato una semana antes de la

colecta de explantes, con el fin de disminuir la carga de patégenos endéfitos.
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2.2. FASE 1: Establecimiento o Iniciacion

Una vez que las plantas regeneradas tienen un tamafio al menos de 15 cm de altura;
extraer los explantes, que en este caso vienen a ser las yemas apicales y axilares
(Figura 3). A partir de las yemas apicales se puede disectar posteriormente los
meristemas para iniciar el cultivo in vitro.

Figura 5. Lavado de muestras bajo agua de grifo.

Colocar las yemas en una soluciéon de benomil al 0.1 % (P/V) durante una hora.
Transcurrido ese tiempo proceder a enjuagar con agua de grifo hasta eliminar los
restos de fungicida. Posteriormente realizar la desinfeccion superficial en condiciones
estériles en camara de flujo laminar (Figura 6).

Figura 3. Explantes para la introduccidn in vitro. (A) yema apical, (B) axilar y (C) meristema aislado.

Con tijeras estériles cortar las yemas, colocarlas en un frasco (Figura 4), luego llevarlas
al laboratorio y lavarlas con abundante agua de grifo y jabdn liquido (Figura 5).

EE

Figura 6. Desinfeccién de yemas de yacon. (A) Muestras listas para la desinfeccion superficial. (B) Inicio del proceso de desinfeccién.

Figura 4. Procesamiento de yemas apicales. (A) Corte de yema apical. (B) Frascos de vidrio conteniendo yemas.
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Pasos a seguir para la desinfeccién superficial:
a. Sumergir las muestras en alcohol (70 %) por 1 minuto.

b. Remojar las muestras en una solucidon de NaClO (1 %) mas dos gotas de tween 20
durante 15 minutos.

c. Finalmente, enjuagar tres veces con agua destilada estéril.

Luego de la desinfeccidn disectar las yemas apicales (con 2-4 primordios foliares)
usando pinzas y bisturi, bajo un microscopio estereoscdpico (40X). Una vez aislada la
yema, se siembra en tubos de ensayo conteniendo el medio de cultivo Murashige y
Skoog—MS (1962) mads carbdn activado y agar a pH 5.7 £ 0.01 (Anexo).

Si es de interés sembrar meristemas, se debera continuar la diseccién de las yemas
hasta dejar solo dos primordios foliares y el domo meristematico (Figura 7).

== BiNO
| BINO/PHOTO

Figura 7. Aislamiento de meristema. (A) Diseccidén de meristema usando microscopio estereoscépico. (B) Meristema de yacon

(en circulo rojo).
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Posteriormente, los meristemas y/o yemas deben ser incubados durante dos
semanas a 21 °C bajo penumbra, seguido de exposicidén a luz con fotoperiodo de 16
horas durante dos semanas (Figura 8).

Figura 8. Yemas de yacon luego de dos semanas de la siembra.

2.3.

FASE 2: Multiplicacion

Transcurrido el periodo indicado para el establecimiento in vitro, las yemas
regeneradas (Figura 9A) se subcultivan al medio MS mas carbdén activado y agar a
pH 5.7 £ 0.01 (Anexo) para la formacion de brotes axilares, donde permaneceran
durante 30 dias, que es el periodo de tiempo para realizar los subcultivos.

En esta fase se deben usar microesquejes con las yemas apicales o axilares. Usando
este protocolo la tasa de multiplicaciéon promedio es de 3.1 microesquejes cada 30
dias (Aliaga, 2017).

11
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Figura 9. Desarrollo de la yema de yacon. (A) Yema regenerada luego de la etapa de establecimiento. (B) Yema en

desarrollo durante la fase de multiplicacién.

24,

FASE 3: Enraizamiento

El yacdn es una especie que no requiere la adicién de ningun inductor de formacién
de raices, por lo que se usa el medio de cultivo carente de auxinas.

Durante esta fase se inducird la formacion de raices en microesquejes de minimo 2
cm de longitud. Para esto, se deben seccionar los microesquejes apicales y sembrar
en medio de cultivo MS mas carbdn activado y agar a pH 5.7 + 0.01 (Anexo).

Luego de 30 dias se observard la formacion de un adecuado nimero de raices y las
plantulas estaran listas para entrar al periodo de aclimatacion (Figura 10).

»

obropagacién del yacon

l ngl 03

TR,
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Figura 10. Plantulas enraizadas listas para ingresar a la fase de aclimatacion.

2.5.

FASE 4: Aclimatacion

Las vitroplantas deben retirarse de los tubos o frascos que las contienen y lavarse
cuidadosamente con agua potable hasta quitar los residuos de agar, para luego
sembrarlas en las pastillas jiffys #42H, las cuales deben hidratarse con agua destilada
dos horas antes de su uso (Figura 11).

Para lograr la aclimatacién de las plantulas regeneradas a condiciones ex vitro, se
debe disminuir poco a poco la humedad relativa y aumentar la intensidad luminosa.
En estas condiciones se lograra que las plantulas sean completamente autotréficas.

Esta fase se desarrolla en invernadero o en fitotrén, con una temperatura de 21 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas de luzy 70 % de humedad relativa.

13
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Plantulas para aclimatar Hidratar las pastillas jiffys

2 horas antes de uso

a. Extraer las plantulas de los tubos. b. Lavar las plantulas. c. Sembrar las plantulas en los jiffys. d. Colocar los jiffys con las plantulas en el fitotrén.

Figura 11. Proceso de aclimatacion de plantulas de yacon. Continuacién del proceso de aclimatacion de plantulas de yacon.
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Las plantulas deben mantenerse en el fitotron hasta terminar la fase de aclimatacién.

En el caso del yacdn esta fase es bastante corta, puesto que en 3 semanas se tendran
las plantulas de yacdn totalmente aclimatadas a condiciones ex vitro.

Al terminar esta etapa, las plantulas estan listas para su trasplante a bolsas o macetas
y pasar a mantenimiento en condiciones de vivero, donde se desarrollaran hasta
tener 15 cm de altura, para finalmente ser trasplantadas a campo (Figura 12).

Figura 12. Plantulas de yacon aclimatadas para su mantenimiento en vivero.

3. Glosario

+ Explante:

+  Fitotron:

* Penumbra:

+ Planta madre:

+ Rizoéforos:

+ Vitroplantas:
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cualquier parte de la planta con la cual se inicia el cultivo in vitro.
camara climdatica para crecimiento de plantas.

condicion donde se recibe poca luz.

planta donadora de explantes para iniciar el cultivo in vitro.

estructuras de propagacién vegetativa del yacén, conocidas
comunmente como cepas.

plantulas obtenidas por cultivo de tejidos vegetales.
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5. Anexo

Composicién del medio basico de Murashige y Skoog (1962) para la
micropropagacion de yacon

Compuestos mg/|

Macronutrientes

NH,NO, 1650
KNO, 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370
KH,PO, 170
Micronutrientes

Kl 0.83
H,BO, 6.20
MnS0O,.4H,0 22.30
ZnS0,.7H,0 8.60
Na,Mo0,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Na,EDTA 37.30
FeS0O,.7H,0 27.80
Sacarosa 30000.00

Carbdn activado: 100 mg/I
Agar: 7 g/l

pH: 5.7 £ 0.01
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