20. OBTENCION DE SEMILLA DE PAPA LIBRE DE VIRUS Y OTROS PATOGENOS

Victoria E. Cervantes de Kecén *

Las enfermedades causadas por virus han llegado a considerarse impor-
tantes por el hecho de que una vez presentes en una planta no hay trata-
miento préctico que permita su curacién, Es por eso, que en el caso de la
papa, por ser una planta propagada vegetativamente, las principales medi~
das de control van dirigidas al uso de tubérculos-semilla, libres de todo
tipo de patégenos (Matthews, 1970).

Son varios los métodos que se han usado para tratar de obtener plan-
tas sin virus, entre ellos se encuentra la identificacién de material li-
bre en condiciones naturales (Matthews, 1970); que se hace bastante diff-
cil en cultivos propagados vegetativamente, pues en ellos es donde, por
la alta transmisibilidad de los virus en los materiales de propagacién,
se encuentran variedades con una infestacién tan alta que es diffcil en-
contrar en condiciones naturales plantas libres de virus (Matthews, 1970;
Hollings, 1965). ‘

Ees necesario anotar aqui, que el término "libre de virus" se refiere
realmente a libre de ciertos virus, aquellos para los cuales se realizan
pruebas de indiciacién y no para todos los virus que puedan estar presen-
tes en los tejidoa (Hollings, 1965).

Otros métodos que estén dirigidos a tratar de liberar clones de va-
riededes infectadas con uno o mfs virus, son la termoterapia, el cultivo
de meristemos y la combinacién de estos dos procedimientos (Matthews,
1970; Kassanis, 1965; Quak, 1972; Stace-Smith y Mellor, 1968), aunque
estas técnicas en ningilin momento inmunizan la planta, son efectivas en
la erradicacién de algunos virus (Quak, 19723).

20.1. TERMOTERAPIA

La técnica de termoterapia consiste en someter ya sea 6rganos de re-
produccién, como en la papa son los tubérculos, o plantas en crecimiento
a temperaturas lo suficientemente elevadas para que inactiven los virus
y no causen su muerte (Quak, 1972 B). Por este método segiin Kassanis y
Posnette (1961) se han podido eliminar mfs de la mitad de los virus que
afectan las plantas horticolas. En la papa las temperaturas usadas y el
tiempo de tratamiento varfan segin la variedad entre 30 y 38°C hasta por
15 semanas y han permitido eliminar de algunas variedades los virus PVA,
PLRV, PVY, PVS, PVX, potato mosaic, potato mop top y tobacco rattle (Ho-
llings, 1965; Carlson et al, 1972).
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Segdn algunos investigadores (Quak, 1972 B; Hollings, 1965; Hollings
y Stone, 1968) el efecto terapéutico del calor estd propiciado por una
alteracién del balance entre sintesis y degradacidn de virus en la planta.
Algunos virus logran ser desactivados mientras otros permanecen latentes
hasta cuando se presenten condiciones favorables.

20.2. CULTIVO DE MERISTEMOS

La técnica del cultivo de meristemos es otro método que se introdujo
para curar plantas enfermas, debido a que los tratamientos con altas tem
peraturas no permitfan la eliminacifén de todos los virus. Hay algunas
hipbtesis que tratan o han tratado de explicar porque es posible obtener
plantas libres de virus por el cultivo de meristemos. Entre ellas estd
1a ausencia de virus en les tejidos meristemdticos por la distribucidn
desuniforme de los virus en la planta, que ha sido muy discutida en base
a estudios de microscopfa electrénica. Otras hipStesis que sugieren la
existercia de una competencia entre la sintesis de las nucleoproteinas
normales de la planta y las virales en la zona meristemitica, indicén-
dose un balance favorable a las primeras. También hay otras basadas en
evidencias que indican que los virus son inactivados cuando el tejido cre-
ce en un medio artificial de cultive (Quak, 1972 A; Hollings, 1972; Limas-
sett et al, 1949; Murasige y Jones, 1974).

El métode de cultivo de meristemos, o en forma mis correcta, de pun-
tas meristemiticas consiste en separar de una planta en crecimiento los
meristemos apicales, solos o acompafiados de uno o dos primordios foliares
(retirando las hojas que conforman la yema), tejidos que tienem un tamafio
entre 0.1 y 0.5 mm. de longitud (Hollings, 1965; Murashige, 1974; Quak,
1972 A). Los cuales se cultivan asépticamente en tubos de ensayo con un
medio de cultivo apropiado que permite su desarrollo y diferenciacién en
una nueva planta,

20.2.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo es un factor importante que gobierna el éxito
del cultive de tejidos in vitro debido a que existen diferencias en el
comportamiento entre especies y entre variedades de unas misma especie
(Quak, 1972 B; Hollings, 1965; Murashige y Skoog, 1962). Son factores
importantes de considerar, la composicién, el estado fisico (solidifica-
do con agar o lfquido), el pH y la cantidad de medio nutritivo (Stace-
Smith y Mellor, 1968; Murashige, 1974).

Especificamente para el cultivo de puntas meristemiticas de papa, en
Colombia se ha empleado el medio bdsico de Murashige y Skoog (1962) ¥y
diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento de acuerdo a la
respuesta de cada variedad de papa en estudio (Cervantes de Kecén et al,
1977; Weaver, 1976).
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Figura 1. Pléntula de papa procedente de meristemo emn tubo de ensayo.
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Una vez vez separado el tejido meristemitico del tallo sc lleva al
tubo de ensayo el cual se coloca en una incubadora a una temperatura
aproximada de 25°C y una intensidad luminica de 100 lux, que inicialmen-
te puede ser luz continua y posteriormente con fotoperiodos de 12 horas
luz y 12 horas oscuridad &6 16 horas luz y 8 oscuridad segin las necesi-
dades de las variedades en estudio (Stace-Smith y Mellor, 1968; Cervan-
tes y Martinez L., 1976).

Un medio de cultivo y unas condiciones de incubacién se pueden con-
siderar apropiadas para una variedad de papa cuando entre cuatro y diez semanas
se obtieneg un buen crecimiento y diferenciacidn del tejido meristemitico.

20.2.2. Transplante a suelo

Una pléntula completa, en tubo de ensayo con unoc o dos ceantimetros
de altura puede transplantarse directamente al suelo esterilizado. Las
dos primeras semanas después del tramsplante debe cubrirse con un vaso
de vidrio para evitar su deshidratacién mientras se adapta al ambiente
del invernadero a temperatura ambiente. El suelo se utiliza esteriliza-
do con el fin de evitar recontaminacicnes tempranas.

Una vez se retira el vaso, la pldntula debe protegerse del ataque
de insectos vectores de virus para lo cual se mantiene en casa o jaula
de malla apropiada, hasta la cosecha de los tubérculos.

Durante el ciclo vegetativo de la planta en el suelo, es importante
realizar por lo menos dos pruebas de indiciacién, o pruebas para detec-
tar presencia de virus con el fin de poder certificar su sanidad. Aun-
que con el uso de esta técnica y su combinacién con termoterapia se es-
pera la cbtencidén de plantas libres de virus con bastante certeza, no siem-
pre se logra y por ello, deben hacerse las pruebas de identificacién.
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