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Ingrediente activo NA

Tipo de tratamiento Biolégico

Plaga objetivo Virus, viroides, espiroplasmas y otros patégenos trasmisibles por injerto.
Articulos reglamentados Citrus spp.

objetivo

Calendario del tratamiento

El microinjerto se puede realizar en cualquiera época en que los apices estén
disponibles.

Un calendario o programa tipico seria:

Dia 1: Preparar el sustrato para crecer patrones.

Dia 2: Preparar materiales para plantar semillas; quitar tegumentos de las
semillas.

Dia 3: Plantar semillas.

Dia 6: Defoliar arboles (fuente de los apices).

Dia 15: Preparar sustrato para microinjerto.

Dia 16 — 18: Recoger apices; microinjerto.

Dia 24, 31, 38: Verificar microinjertos.

Nota: Para obtener detalles adicionales véase el punto 3.

Otra informacién pertinente

El tratamiento de microinjertos deberfa usarse como parte de las medidas
que se aplican en un programa de certificacion de material propagativo libre
de patdgenos. El siguiente cuadro representa el flujo normal de los
procedimientos usados para los tratamientos de microinjertos de d&pices
caulinares y termoterapia.
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*Se recomienda un diagnéstico inicial. Esto ayudara a comparar la condicién fitosanitaria del material antes y
después del tratamiento para esos patégenos que se detectaron (no todos los patégenos se detectan con e!
diagnéstico inicial). Sin embargo, e! material propagativo“ puede someterse directamente a microinjerto de
épices caulinares y/o termoterapia.

***El microlnjerto de apices caulinares y la termoterapia pueden ser tratamientos complementarios. El material

vegetal puede someterse a ambos tratamientos 0 a uno u otro. Este protocolo se refiere especificamente al
microinjerto.
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Factibilidad y aplicabilidad

Procedimiento que debe aplicarse para realizar el tratamiento fitosanitario

Lo siguiente es un resumen del procedimiento de Brown y Breman (1996); CCPP (ND); Frison y
Taher (1991); Navarro (1979, 1981); Navarro et al. (1975); Roistacher et al. (1979); Wisler et al.
(1996).

Para realizar la técnica de microinjerto de apice caulinar es necesario desarrollar las siguientes
actividades:

Obtencion del patrén y germinacién de plantulas in vitro
Obtencidn de brotes jévenes

Microinjerto

Reinjerto en plantulas cultivadas de manera convencional o
Transplante de las plantas microinjertadas directamente en suelo.

aobhON=

1. Obtencion del patréon

o Asegurese que las semillas que se utilizan para producir patrones no estan infectadas por
algan patégeno transmisible por semilla.

« Cuando las semillas (Troyer o Carrizo) hayan sido sometidas a tratamiento con fungicida, es
necesario eliminar el fungicida con un lavado previo.

o Deje las semillas remojando en agua destilada durante 24 horas (cambiar el agua cada 8
horas).

» Ponga las semillas en agua destilada a 52 °C, durante 10 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo, coloque las semillas en agua a temperatura ambiente.

o Pele (descascarille) las semillas eliminando los dos tegumentos. Almacene las semillas
peladas en el refrigerador en cajas de Petri con discos de papel filtro himedo. Las semillas
pueden prepararse (pelarlas) hasta 24 horas antes de sembrarlas.

o Cuando las semillas estén listas para sembrarse, prepare el medio para germinacién de
semillas y vacie 25 ml de éste en tubos de cultivo estériles de 25x150 mm.

o Envuelva los grupos de 10 semillas peladas (descascarilladas) en ‘una gasa. En una
campana de flujo laminar, desinfeste las semillas por inmersién en hipoclorito de sodio al
10% (formulacién comercial) mas 1% de Tween 20 durante 10 minutos. Lave tres veces
con agua destilada estéril y usando técnicas asépticas, siembre dos semillas por tubo con
medio para germinacién de semillas. Cubra los tubos con las tapas.

» Mantenga los tubos a 27 °C en oscuridad, hasta obtener la plantula, aproximadamente entre
2 a 3 semanas.

2. Obtencion de brotes jovenes

Los brotes pueden obtenerse directamente del campo o de plantas cultivadas en invernadero, por
defoliacién de la planta. En el caso de plantas en el invernadero, se defolia al arbol quitando todas
las hojas y se poda el crecimiento joven y tierno. Normalmente, se necesitan 10 a 15 dias para
obtener apices de un tamarfio apropiado para microinjertar (1 a 2 cm). El crecimiento depende de la
época del afio y de la variedad. El arbol se puede mover a un cuarto mas caliente o0 mas fresco si
los brotes estan creciendo demasiado lento o demasiado rapido.

Una alternativa es el uso de yemas axilares cultivadas in vitro.

« Use varetas de aproximadamente 10 cm de longitud, que tengan de 4 a 6 yemas. Una
alternativa es usar una vareta que tenga una sola yema.
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« Lavelas con etanol al 95% y agua para eliminar el polvo.

« En una campana de flujo laminar, desinféstelas por inmersién en hipoclorito de sodio al
10% mas 1% de Tween 20 durante 10 minutos. Lave tres veces con agua destilada estéril,
haga un corte diagonal en la parte inferior de la vareta y coléquela en un tubo de cultivo
esterilizado que contenga aproximadamente 25 ml de medio para obtener brotes para el
MAC. Otra posibilidad es que los tubos pueden contener 1/3 del volumen de arena horticola
enriquecida con 25 ml de sales de MS de 4.3 g/L (pH 5.7) y sembrar la vareta en la arena.

» Mantenga los tubos que contienen las varetas en el cuarto de produccién de brotes, a una
temperatura entre 25 a 30 °C, y una iluminacién de 1000 lux/16 horas.

La mayoria de las yemas produciran los brotes entre 7 a 14 dias. Es importante usar brotes
menores de 5 cm de longitud para evitar apices en estado de abscision.

3. Microinjerto
Los siguientes pasos deberian realizarse bajo condiciones asépticas, bajo una campana de
flujo laminar. Todos los instrumentos deberian esterilizarse con hipoclorito de sodio al 10%
(formulacién comercial).

Patrén

» Con unas pinzas extraiga el patrén del medio de cultivo y coléquelo en una caja de Petri
bajo un microscopio de diseccion.

» Decapite el patrén, dejando una porcién de epicétilo de 1 a 2 cm y elimine el apice de la
raiz, dejando un trozo de raiz de 4 a 6 cm. Elimine los cotiledones y yemas axilares.

» Sostenga la plantula de manera firme y con un bisturi realice un corte en forma de
triangulo (1 mm) sobre la corteza del patrén y sin alcanzar la médula. El triangulo se hace
por debajo del corte de decapitacion. O bien, se puede realizar un corte en forma de T
inversa.

+ Coloque la planta en la caja de Petri lejos de la luz.

Brotes

o Use apices de 1 a 2 cm de longitud, frescos y en buenas condiciones.

» En una campana de flujo laminar, desinfeste los brotes por inmersién en hipoclorito de
sodio al 5 % (formulacién comercial) mas 1% de Tween 20 durante 10 minutos, lave tres
veces con agua destilada estéril.

o Tome un apice caulinar con una pinza invertida y coléquelo bajo el microscopio de
diseccién.

+ Sosteniendo el apice caulinar lo mas cerca posible al extremo, con un bisturi quite las
hojas del primordio, dejando Gnicamente el meristemo y 2-3 hojas del primordio.

« Sumerja la navaja o bisturi en hipoclorito de sodio al 10 % (formulacién comercial),
después en agua y corte la punta. Trabaje con el extremo de la navaja y sustituya ésta
después que las puntas no se separen con facilidad (generaimente 5 o 10 cortes).

Microinjerto

o Con el brote ain en el extremo de la navaja, coloque el apice caulinar sobre el corte
triangular o sobre el corte T. La base del apice debe traslaparse con la base del triangulo.
Si se utiliza el corte T, el brote deberia colocarse en forma plana sobre la superficie del
corte y los bordes del corte deberian estar cerrados sobre el brote.

» Tome la planta microinjertada con una pinza y coloque la punta de la raiz en el agujero del
soporte “Heller” (utilizando el medio de cultivo preparado segun el punto 5.b.1. abajo).
Baje el soporte hasta el tubo de cultivo de tal forma que esté a nivel con el medio. Tape el
tubo y coléquelo en la gradilla.

» O bien, tome la planta microinjertada con una pinza y coloque el microinjerto en el tubo
con el medio de recuperacion del injerto (utilizando el medio preparado segun el punto
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5.b.2 abajo). Tape el tubo y coléquelo en la gradilla.

+ Después de realizar 4 a 5 injertos, sumerja las herramientas en alcohol y coléquelas sobre
una toalla limpia para que se sequen.

« Mantenga los microinjertos en el cuarto o cAmara de cultivo a una temperatura entre 26 a
27 °C, y una iluminacién de 1000 lux/16 horas, de 5 a 8 semanas o hasta que las plantas
muestren por lo menos dos o tres hojas expandidas procedentes del apice.

« Revise periédicamente los microinjertos y con unas tijeras, de manera aséptica, elimine
los brotes adventicios producidos por el patrén. ‘

4. Reinjerto .
o Cuando el microinjerto ha prendido y crecido cerca de 1-2 cm, las plantas pueden
reinjertarse sobre plantulas cultivadas convencionalmente.
« Use un patrén vigoroso libre de enfermedades, como limén rugoso o C. volckameriana y
corte por arriba de 30 cm usando pinzas esterilizadas.
o Utilizando una navaja para injertar esterilizada, realice un corte en forma de T sobre la
corteza del limén rugoso.

» Retire la planta microinjertada del tubo y corte las raices y los brotes adventicios con
una navaja esterilizada. Realice un corte debajo del microinjerto, de modo que haya un
area plana que garantice el contacto con el tejido del cambium del limén rugoso.

« Coloque cuidadosamente la planta microinjertada dentro del corte T y envuelva el injerto
con cinta.

e Coloque una bolsa de plastico sobre la planta y manténgala bajo sombra en el
invernadero.

o Después de dos semanas abra ligeramente la bolsa pero déjela sobre la planta y
mantenga la planta bajo sombra. Tres o cuatro dias mas tarde, quite completamente la
bolsa de plastico y conserve en sombra a la planta por una semana mas.

¢ Retire la planta de la sombra segun sea necesario.

Cuando el injerto tenga de 2 - 3 meses, las pruebas de diagndstico deberian realizarse en el
material microinjertado para corroborar su condicién fitosanitaria. Diversas metodologias se
pueden utilizar para este objetivo. En un programa de certificacion de plantas, se realiza el
diagnéstico biolégico a través de indexado (a saber, injerto del material sometido a tratamiento en
diversas plantas indicadoras de enfermedades) y/o a través de un diagnéstico de laboratorio
usando técnicas serolégicas y moleculares. Sirvase consultar los anexos 1 y 2 de la NRMF 16:
2013 sobre las pruebas de diagnésticos aceptadas para los diversos patégenos que afectan a los
citricos.

5. Medio
5.a. Medio para sembrar semillas

Agregue 1900 ml de agua destilada en un vaso de precipitados de 4 L.

Agregue 8.66 g de sales de Murashige y Skoog y disuélvalas.

Verifique el pH de la solucién y agregue IN NaOH para que el pH alcance 5.7 ~ 0.1.
Transfiera la solucién a un matraz Erlenmeyer de 4 L y agregue agua destilada para que la
solucién alcance 2000 ml.

Agregue 4 g de reemplazo del agar y agite el matraz ligeramente.

Tape el matraz con papel aluminio y coléquelo en la autoclave durante 7 minutos.

Prepare dos gradillas cada una con 40 tubos de cultivo.

Cuando se complete la autoclave, retire el matraz y agitelo cuidadosamente hasta que el
reemplazo del agar se mezcle con la solucién.

9. Mida 25 ml de agua en un tubo y utilicela con aproximadamente 25 ml de medio.

PN AN
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Aseglrese que la abrazadera se encuentra en el tubo, rellene el embudo con medio y vierta
25 ml en cada tubo.

10. Lave el embudo y matraz con agua caliente para eliminar el reemplazo del agar.

11. Ponga el tapdn de plastico en los tubos y coléquelos en la autoclave durante 15 minutos.
Coloque una bandeja encima de los tubos para sostener el tapén de plastico durante el
proceso de autoclave.

12. Pase los tubos estériles hacia el gabinete en el cuarto antipolvo para que se enfrien.

5.b.1 Medio para microinjerto (liquido, usando soporte Heller)

A. Materiales:
1. Vaso de precipitados de 4 L
2. Salesde M-S; 8.66g
3. Vitaminas Whites; 20 ml
Acido nicotinico; 25 mg
Piridoxina; 25 mg
Tiamina He 1; 5 mg
Agua destilada; 250 ml

Con estos materiales prepare las vitaminas White en un matraz volumétrico de 250-ml y
almacénelas en una botella etiquetada y con tapa en el refrigerador

4. Inosital; 200mg
5. Sucrosa; 150 g
6. Equipo de pH:
- 1N NaOH
Amortiguador 7.0
Botella para rosear para enjuagar el electrodo
Toalla de papel para secar el electrodo
Vaso de precipitados
80 tubos de cultivo (25 X 150 mm) en dos gradillas
Base y embudo
Materiales de soporte Heller:
- papel de filtro Whatman, 9 cm
- tubo de ensayo pequefio en su base
- pincho de madera
10. 80 tapones de plastico

©oN

B. Procedimiento:

1. Agregue alrededor de 1800 ml de agua destilada a un vaso de precipitados de 4 L.

2. Agregue 8.66 g de sales de M-S, 20 ml vitaminas Whites, 200 mg de inosital y 150 g de
sucrosa.

3. Revuelva con el agitador magnético hasta que se disuelva la sucrosa.

4. AjusteelpHa5.7 +0.1.

5. Agregue el agua destilada para que la solucién alcance 2000 ml.

6. Coloque dos gradillas cada una con 40 tubos.

7. Mida 25 ml de agua en un tubo y utilice esta para alcanzar alrededor de 25 ml de medio.
Asegurese que la abrazadera se encuentra en el tubo, rellene el embudo con medio y vierta 25 ml
en cada tubo de cultivo.

5.b.2. Medio alternativo para microinjerto (gel, sin uso de soporte Heller)

A. Materiales
1. Vaso de precipitados de 4 L
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2. SalesdeM-S,8.86¢g
3.  Vitaminas White; 20 ml
- Acido nicotinico; 25 mg
- Piridoxina; 25 mg
- -Tiamina He 1; 5mg
- Agua destilada; 250 ml
Sucrosa, 150 g
Agar, grado de micropropagacion, 14 g
Equipo de pH
-INNaOH .
- amortiguador 7.0
- botella para rosear para enjuagar el electrodo
- toalla de papel para secar el electrodo
- vaso de precipitados
80 tubos de cultivo (25 X 150 mm) en dos gradillas
Base y embudo
80 tapones de plastico

o oA

Procedimiento:

Agregue alrededor de 1800 ml de agua destilada en un vaso de precipitados de 4 L.

Agregue 8.66 g de sales de M-S, 20 ml vitaminas Whites, 200 mg de inosital, 150 g de
sucrosa y 14 g de agar de grado de micropropagacion.

Revuelva con el agitador magnético hasta que se disuelva la sucrosa.

Ajuste el pH a 5.7 + 0.1.

Agregue el agua destilada para que la solucién alcance 2000 ml.

Coloque dos gradillas cada una con 40 tubos.

Caliente la solucion en un agitador magnético para disolver el agar, observandolo
atentamente para prevenir el "cocimiento excesivo"

8. Mida 25 ml de agua en un tubo y utilice esta para alcanzar alrededor de 25 ml de medio.
Aseglrese que la abrazadera se encuentra en el tubo, rellene el embudo con medio y vierta 25 ml
en cada tubo de cultivo.

NoOor® N2 ©0N

5.c. Medio para adquirir brotes para MAC
A. Materiales

1 L de agua destilada

salesde M-Sde 4.3g

2 g de reemplazo del agar (o agar de grado microbiologico)

10 ml vitaminas White (25 mg acido nicotinico, 25 mg piridoxina, 5 mg tiamina HCI en 250 ml de
agua destilada)

2. Procedimiento

Agregue las sales de M-S y las vitaminas White en el agua y disuélvalas. Ajuste el pH a 5.7,
transfiera a un matraz de 2 L y agregue el reemplazo del agar. Coloque en la autoclave durante 7
minutos, retire y agite cuidadosamente en forma circular para dispersar el reemplazo del agar en la
solucién. Rellene los tubos de ensayo de 25 X 150 ml con aproximadamente 25 ml de medio. Tape
los tubos de ensayo con los tapones de plastico y coloque en la autoclave durante 20 minutos.
Retire los tubos y déjelos enfriar.
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Costo de una instalacion tipo para el tratamiento y gastos de funcionamiento, de ser
apropiado '

Para realizar la técnica de microinjerto, se requiere de equipo de laboratorio como: balanza,
autoclave, potenciémetro, cristaleria, sustancias varias (vitaminas, sales, etc.), microscopio
estereoscopico, campana de flujo laminar, incubadora, lo que representa una inversién aproximada
de 80,000 ddlares estadounidenses.

Asi también, se requiere de invernaderos para propagar las plantulas microinjertadas.

Importancia comercial, incluyendo su asequibilidad

Las enfermedades producidas por virus, viroides y otros organismos similares causan importantes
pérdidas econdémicas en los citricos de todo el mundo. Algunas enfermedades provocan la muerte
de las plantas y otras disminuyen la produccién y la calidad de la fruta, causando pérdida de vigor
y de longevidad de la planta. Las virosis y otras enfermedades se transmiten mediante el injerto de
yemas. Una vez realizado el injerto, la planta puede permanecer con la enfermedad latente
durante muchos afios. Las yemas que se extraigan de una planta con enfermedad latente
originaran plantas enfermas. Los paises con citricultura de avanzada han basado su éxito en el
empleo de programas de certificacion utilizando plantas libres de enfermedades, especialmente las
causadas por virus, organismos similares y otros patégenos transmisibles por injerto.

Estas plantas libres de virus se obtienen a partir de plantas de variedades citricas
agrondmicamente ideales pero afectadas por una o mas enfermedades causadas por virus u
organismos similares. Para esto se recurre a técnicas que permitan la obtencién de plantas libres
de virus a partir de individuos enfermos. El microinjerto es una técnica usada para conseguir tal
obijetivo.

Hasta qué punto otras ONPF han aprobado el tratamiento como medida fitosanitaria

Los paises que cuentan con un programa de certificacién de material propagativo como Espaiia,
EE. UU, etc. utilizan la técnica de microinjerto en sus programas de saneamiento.

Disponibilidad de los conocimientos especializados necesarios para aplicar el tratamiento
fitosanitario ‘ '

e Conocimiento de la técnica.
e Preparacién de soluciones nutritivas.
e Experiencia o practica con técnicas asépticas y manipulaciones a una escala micro.

Versatilidad del tratamiento fitosanitario

Se puede aplicar también a otros cultivos perennes. Potencialmente puede eliminar un rango de
patégenos.
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En qué medida el tratamiento fitosanitario complementa otras medidas fitosanitarias

El microinjerto es ofra técnica para eliminar patégenos en material propagativo de citricos. El
microinjerto y la termoterapia pueden complementarse simultdneamente. El microinjerto se puede
realizar usando los apices de un arbol ya sometido a la termoterapia y a la inversa, la termoterapia se
puede realizar con yemas de un arbol ya sometido al microinjerto de apices caulinares. Debido a que
ambas técnicas tienen sus propios puntos fuertes y débiles, muchas veces es preferible utilizar
ambas técnicas juntas. Por ejemplo, algunos patégenos dificiles de eliminar con la termoterapia (a
saber, Spiroplasm citri) se pueden eliminar con microinjerto de apices caulinares, y otros que resultan
dificiles eliminar con microinjerto de apices caulinares (a saber, citrus tatter leaf virus) se pueden
eliminar con la termoterapia. Si el material propagativo esta infectado con mas de un patégeno, el
uso de las dos técnicas juntas puede ser obligatorio. Ademas, es posible utilizar una clase de
termoterapia a 32 °C durante algunas semanas para preacondicionar el material para el microinjerto
de apices caulinares. Este preacondicionamiento también puede eliminar psorosis, un virus que es
dificil eliminar con microinjerto.

Resumen de la informacién disponible sobre la debilidad del tratamiento o posibles efectos
indeseables

La técnica de microinjerto se basa en la hipétesis de que los fitopatdgenos no llegan a infectar al
meristemo debido a que los conductos vasculares de la planta madre no han estado en contacto con
los de la yema meristematica que aln no se diferencian. Una vez obtenida la planta por esta técnica
debe ser sometida a las pruebas de comprobacién sanitaria (pruebas biolégicas, inmunoquimicas,
serolégicas, moleculares, etc.) que determinen con certeza que esa planta esta libre de patégenos
especificos.

Aplicabilidad del tratamiento con respecto a combinaciones especlﬁcas de artuculoslplagas
reglamentados

El microinjerto de apices caulinares es una técnica efectiva para eliminar diversos virus como: Citrus
tristeza closterovirus, citrus vein enation virus, citrus tatter leaf virus, Citrus psorosis ophiovirus y
otros, asi como viroides de citricos, agentes causales de enfermedades como exocortis y cachexia; y
otros patégenos transmitidos por injerto como Spiroplasma citri.

Viabilidad técnica

Este tratamiento es comercial y se aplica de manera extensiva en muchos paises.

Fitotoxicidad y otros efectos en la calidad de los articulos reglamentados, cuando proceda

NA

Consideraci6n del riesgo que el organismo objetivo tenga o desarrolle resistencia al
tratamiento

NA
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Revision

Los Protocolos de tratamiento y diagnéstico fitosanitario de la NAPPQO estan sujetos a revisiones y
enmiendas periddicas. La fecha de la préxima revisién de este protocolo de la NAPPO es 2020.
De solicitarlo un pais miembro de la NAPPO, se pueden llevar a cabo revisiones de cualquier
protocolo de la NAPPO en cualquier momento.

Aprobacion

El presente protocolo fue aprobado por el Comité Ejecutivo de la Organizacion Norteamericana de
Proteccidn a las Plantas (NAPPO) el 19 de octubre del 2009, revisado el 4 de marzo de 2015 y

entrara en vigor a partir de esta fecha.
Aprobada por: z /
()/Q/D it ﬂ

Greg Wolff Osama El-Lissy
Miembro del Comité Ejecutivo iembro del Comité Ejecutivo
Canada Estados Unidos

%
Javier Trujillo Arriaga
Miembro del Comité Ejecutivo
Mr ico
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