MULTIPLICACION RAPIDA DE SEMILLA DE PAPA LIBRE DE VIRUS

POR MEDIO DE CULTIVO DE TEJIDOS
*Sonia Jaramillo V., I.A.,M.S.

INTRODUCCION

Para lograr los mejores rendimientos en la produccion de papa, es nece
sario partir de semilla de la mejor calidad. La propagacion de la papa
por el tubérculo-semilla, permite mantener inalterable la constitucion
genética, pero facilita la transmisidn y diseminacidn de patégenos, prin
cipalmente virus, responsables de la pérdida gradual de la capacidad de
produccidn.

Por las razones anteriores, se hace necesario erradicar o disminuir la
concentracion de los principales virus que afectan los rendimientos de

los clones comercialmente mas utilizados, por medio de la técnica del
cultivo de meristemas y luego aumentar este material lo mas rapido que
sea posible, mediante el empleo de las técnicas rapidas de multipl icacién,
Este material servira de fuente para los programas de produccidn de se-

milla basica y certificada.

Segln Bryan, Jackson y Meléndez (4) el empleo de uno de los métodos de
multiplicacién rdpida o una combinacién de ellos, puede incrementar las
tasas de uno a cuarenta, hasta uno a varios miles de esquejes por ano y
cada esqueje puede producir cinco o més tubérculos—semilla; ademas de
que se reduce el tiempo vy los costos. Estos Ultimos pueden ser incremen
tados inicialmente, debido a gue se requiere mucha mano de obra, equipos
e instalaciones especiales, pero este efecto puede ser contrarrestado por
la mayor cantidad de semilla producida, la reduccidén en el nimero de ge=
neraciones y un aumento en el vigor de la semilla.

Se tratardn algunos aspectos basicos sobre la erradicacion de los princi-
pales virus, la micropropagacidon acelerada, transplante al invernadero,
técnicas rapidas de multiplicacién in vivo y transplante de los esquejes
al campo. -

1. ERRADICACION DE LOS PRINCIPALES VIRUS

Segln Guerrero y Martinez (10) las pérdidas ocasionadas por los virus
""y "Y" solo fueron significativas en mezcla o asociacidén, causando
gran reduccidn en la produccién. Sin embargo, el PLRV redujo la pro-
duccidn en casi 46.8% para la variedad [CA-Puracé y la asociacién de los
tres virus produjo pérdidas de 61.2% en relacién al testigo, Estos son

los tres virus principales que afectan los rendimientos en todo el pafs,pg
ro Navarro y otros (15) y Tamayo y Navarro (22) han reportado que el virus
del amarillamiento de las venas de la hoja de la papa (VAVP), el cual se ha

presentado con severidad en algunas zonas del oriente Antiogueno, puede
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reducir los redimientos del 43 al 56%. Por estas razones en un progra-
ma de erradicacion de virus, solo debemos asegurarnos que las plantas

a multiplicar estén libres de aquellas virus de importancia local, como

lo indican Bryan et al (4).

Segln Roca y Jayasinghe (19), las stapas de saneamierito de clones afec-—
tados por virus son las siguientes: 1) Identificacion del agente causante,
2) Aplicacidn de las técnicas de saneamiento (aprovechamiento de la dis-
tribucidn irregular de los virus en las plantas, quimioterapia, termotera
pia, cultivo de meristemas, termoterapia seguida de cultivo de mertste—
mas y termoterapla duraﬂte el cultivo de meristemas,)3) Aplicacidn de
pruebas de detencién de virus y 4) Propagacién del material sano.

1.1 Termoterapia seguida de cultivo de meristemas

Para el caso de la papa se considera mas importante discutir el método
de erradicacidn de virus mediante termoterapia seguida de cultivo de me-
ristemas, por las siguientes razones:

Sequn Roca y Jayasinghe (19) el principio basico de la termoterapia es
que los microorganismos parasitos a menudo pueden ser eliminados o
inativados en rangos de temperatura y tiempo que son ligeramente deter-
minantes para el hospedero. En virus la situacion mas frecuente es la
inactivacidn, de ah{ la conveniencia de hacer la combinacién con cultivo

de meristemas para lograr la eliminacién.

El cultivo de meristemas como técnica de saneamiento, especialmente

de virus, se basa en una distribucidn viral desuniforme dentro del vegetal
Vv su concentrabton tiende a disminuir hacia el meristema apical del tallo.
A veces se han detectado particulas virales en las células del meristema
apical, pero las plantas obtenidas a partir de un meristema han resultado
libres de virus (virus X en papa) Esta situacién indica gque hay otros fac-
tores que operan en &gl cultivo in vitro y son responsables de inactivacién
de los virus en las nuevas plantas. Las hlpote:ata al respecto son:

1) La interrupcidn temporal de la organizacién normal del tejtto meriste-
matico que ocasiona la inhibicidn de la multiplicacidn de los virus, debido
a la no disponibilidad de enzimas claves; 2) La ausencia de teJLdos vascu-—
lares en la proximidad del meristema apical y las conexiones "plasmode-
soméiticas' en las células de estos tejidos son muy pequedas, entonces el
virus se desplaza muy lentamente hacia el meristema; 3) La multxpltcau.zon
celular activa en la zona menstematzca, lo gue implica la utilizacidén de
casli la totalidad de la maquinaria biogquimica celular para la formacidn de
macromoléculas y otras estructuras de las células nuevas, dejando por lo
tanto a los virus (parasitos obligados) en condiciones desventajosas para
su propia multiplicacién (19).

En resumen se puede decir que los tratamientos de termoterapia a los te-
)ldOS infectados, pueden alterar la sintesis viral y retardar la transloca—
cidn de los virus en la planta, lo que permite que la regidn libre de virus
del meristema apical aumente de tama®o y por lo tanto se hace mas facti-
ble la limpieza (19,20).

Segln Roca y Jayasinghe (19) el virus del enrollamiento de la hoja de la
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papa (PLRV) es particularmente sensible al calor y puede ser eliminado

N vivo por medio de la termoterapia, pero para el viroide del tubérculo
ahusado de la papa (PSTV) es necesario temperaturas bajas, pues las al-
tas lo incrementan. Segln Lizdrraga et al, citados por Roca y Jayasinghe
(19), para erradicar el PSTV es necesario tratar las plantas de papa con
temperturas bajas (5 °C durante seis _meses) y posteriormente hacer el
cultivo de meristemas. Con esta practica obtuvieron el 54% de clones sa-
nos, :

En ensayos para sanear material infectado del virus X de la papa, la ter-
moterapia no solo disminuyd la infectividad, sino que contribuyé a aumen-
tar significativamente el porcentaje de plantas sanas obtenidas por el cul-
tivo de meristemas, como puede observarse en la Tabla 1 (19).

TABLA 1., Efecto de la termoterapia en la infectividad relativa*
y en el saneamiento de clones infectados por virus,
utilizando cultivos de meristemas.

Diluciones de 800244 720057
extracto de hoja Termoterapia Testigo Termoterapia Testigo

1/10 + ++ + e
1/100 - . + +H+
1/1000 - - - s
1/10000 - - +

% de plantas sanas por
medio de cultivo de me-

ristemas 30 40 -

(6]]

* Nimero de lesiones locales en media hoja de G. globosa.

Para Roca y Jayasinghe (19) la duracién y grado de temperatura de la ter
moterapia no solo dependeran de virus, sino del tamafo, estado fisioldgi-
Cco y contenido de agua del material. Los materiales de tamano pequefo y
con bajo contenido de agua, as{ como las yemas en estado de latencia, pue_
den ser tratadas con temperatuas elevadas. As{ el PLRV es eliminado al
tratar los tubérculos en latencia con aire de 36 °C durante 20 a 30 dias,
pero su control se hace mas dificil cuando se tratan las plantas infectadas.

1.2 Método de erradicacién empleado en forma rutinaria en el CIP (Segin
L. Schilde, 20).

1.2.1 Precultivo de las plantas

El primer paso es hac:er crecer una yema de un tubérculo a temperaturas
superiores a los 25°C, las cuales estimulan la multiplicacidn del viroide
PSTV. La planta desarrollada se prueba por electroforesis en gel (Mo-
rris and Smith, modificado por Salazar). Todo material que presente
PSTV es deacartado En este caso se prueba un tubérculo adicional.

la prueba de PSTV es negativa, la planta es indixada para otro virus, El
resto del tubérculo se siembra y cuando alcanza una altura de 30 a 50 cm.,

se suprimen las yemas apicales y se induce el crecimiento rapido de las
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yemas axilares. Luego se exponen a termoterapia.

1.2.2 Termoterapia

Las plantas son tratadas a 36 °C por 16 horas y 30°C por 8 horas, con
una humedad relativa de aproximadamenta 70% y luz continua de tubos
fluorescentes con una intensidad de 10.000 lux, Las plantas se mantienen
en termoterapia por cuatro semanas si es posible.

Las yemas axilares crecen rapidamente. Luego de este tratamiento se
toma una muestra para probar nuevamente para PSTV por electroforesis
en gel.

1.2.83 Cultivo de meristemas

Después de las cuatro semanas bajo termoterapia, se cortar y esterilizan
las yemas apicales y laterales, Los meristemas con uno o dos foliolos se
aislan y cultivan sobre un medio que contenga los constituyentes basicos
de Murashige and Skoog (14) (ver apéndice) y se le adiciona 0.25 mg/l de
dcido giberélico, 2.00 mg/l de pantstenato de calcio, 100 mg/1 de m inosi
tol, 3% de sacarosa y 0.6% de agar, como puede observarse en la Tabla 2.

TABLA 2. Medios usados en la micropropagacidn de la papa.

Medio M S* complementado con:
A Acido giberélico, . . . .. ... 0.25ppm
Meristema Pantotenato de calcio. . . . . . . 2.00 ppm
SacaroSa . . . 4 v v s s v s 4 .. 3.00 %
AGar . . . . v i 4 e e e e ... 0.80 %
B Acido giberélico, . . .. .. .. 0.25ppm
Enraizamiento Pantotenato de calcio. . . . . . . 2.00 ppm
de nudos SACATOBA : s s ¢ + v o o v a s s 2 3.00%
BOBY. i ¢ v s awwmin i s s 0.8
. C Acido giberélico . . . . .. ... 0.40 ppm
Liquido Pantotenato de calcio ., . . . . . 2.00 ppm
Benzilaminopurina ., . . .. . .. 0.50 ppm
Acido naftalenacético . . . . . .. 0.01 ppm
DACBYOBE o v w5 % s 5 o6 8 8 8 s 2,00%

*M S : Apéndice

Es ventajoso transferir los meristemas al mismo medio por tres a cuatro
veces, pues se incrementa la rata de crecimiento y se puede lograr el de-
sarrollo completo de las plantulas al cabo de la sexta a sctava semana

(9, 20).

Las plantulas obtenidas por cultivo de meristemas se multiplicaran para
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probar nuevamente para virus y PSTV (20).

1.2.4 Pruebas para virus y PSTV

Cuando el material ha cremdo suficientemente se prueba para virosis y
PSTV mediante serologla, plantas indicadoras, microscopia electrdnica
y electroforesis. Si las cuatro pruebas son negatLvas las plantulas del
material propagado son almacenadas in vitro para la conservacion vy la
multiplicacidn (20).

2, MICROPROPAGACION ACELERADA

Una vez se dispone del materral libre de virus, se procede a la micropro
pagacion, cuya finalidad segin Espinosa et al (9) es la obtencidn de gran-—
des cantidades de plantas clonales en un perlodo corto. Segun estos auto—
res en el CIP se lleva a cabo la micropropagjacion por dos métodos, nudos
de tallo en medio sdlido y fragmentos de tallo con varios nudos en medio
liquido.

El primer método consiste en remover las hojas grandes de los tallos y
luego cortar los esquejes con un solo nudo, los cuales se colocan sobre el
medio B (Tabla 2) solidificado con agar. La yema axilar crece rapida-
mente y en tres a cuatro semanas se dispone de una planta con seis a sie-
te nudos. En el segundo método se colocan fragmentos de tallo con tres a
cuatro nudos, a los cuales se ha removido las hojas grandes, en un reci-
piente de vidrio (erlenmyer) el cual debera contener 15 mililitros de medio
C (Tabla 2). Este medio por ser liguido deberd agitarse a 80 RPM. Al
cabo de tres a t,uatro semanas se puedan obtener hasta 60 a 70 nudos. Una
vez se tenga un nUmero adecuado de plantulas es necesario enraizarlas y
transferirlias bajo condiciones no estériles (9).

3. ENRAIZAMIENTO Y TRANSFERENCIA A CONDICIONES NO ESTE-
RILES,

Espinoza et al (9) recomiendan sembrar un solo nudo por tallo en el medio
B (Tabla 2). Estos nudos deberdn proceder de plantulas in vitro a las cua
les se les remueve las hojas mas grandes.

Cuando las plantulas alcanzan de 3 a 5 cm. y tienen un sistema radical bien
desarrollado, se transplantan a potes 0 bandejas que contengan un sustrato
adecuado, Este sustrato debe ser determinado segun las condiciones y dis—
pombllldades de cada zona. Lo importante es que el sustrato permita airea
cién y drenaje adecuados. As{ por 2jemplo, en Vietnam emplean una mez-
cla de subsuelo vy abono (16), en Ecuador pomina (piedra pomez) y solucion
nutritiva cada ocho dfas; para el caso de la yuca en el CIAT se prepara una
mezcla conformada por dos partes de arena fina y una de suelo, esta mez-
cla se esteririliza a 15 lb/pulg? durante una hora. Es meortante aclima-
tar los cultivos al medio ambiente antes de proceder al transplante, con el
fin de proporcionarles tolerancia al estrés producido por la baja humedad
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relativa, a la vez que se facilita la adaptacisn de las plantas a una condi-

- P . .’ -

cion autotrofica, con una adecuada absormc’nn, translocacion y transpira=
. ”

cion (18),

La aclimatacién se logra aumentando la intensidad luminosa y la tempera
tu/ra y disminuyendo simultaneamente la humedad relativa, tres a cuatro
dias antes del transplante (18),

Una vez se transplante bajo condiciones de invernadero, se debe mantener
una alta humedad relativa, la cual puede ir disminuyendo paulatinamente
hasta que se logre un crecimiento adecuado bajo las condiciones del medio
ambiente (18).

Es conveniente una aplicaciéon semanal de un fertilizante soluble en agua y
rico en P (10-52=10 y 10-50-17) con el fin de promover un crecimiento
rapido del sistema radical.

Las plantas procedentes de este transplante pueden emplearse para la pro
duccién de tubérculos semilla o para la multiplicacidn por esquejes, em=—
pleando las técnicas de multiplicacién rapida.

4, MULTIPLICACION ACELERADA,

Una vez obtenida una o varias plantas libres de patogenos, se pueden pro-
pagar rapidamente bajo las condiciones de invernadero y para ello se em=—
plean diversas técnicas: =squejes de tallo, esquejes de hojayema, corte
de brotes y corte de tubérculos.

Segln Meléndez y Quevedo (13) en las técnicas de multiplicacidn répida se
debe tener en cuenta los siguientes aspectos:

- Manejo de todos estos sistemas a nivel de invernadero, donde se ad-
quiere axperiencia para trabajar pocsteriormente en el campo,

= Disponibilidad de por 1o menos un invernadero y un almacén para el
manejo de la semilla,

-  Conocer las variedades y la rata de multiplicacion.
- Manejo de la asepsia dentro del invernadero.

= Personal entrenado en las diferentes labores.

4.1 Ventajas

Se logra aumentar las tasas de multiplicacion de 1:40 hasta uno a varios
miles de esqguejes por ano y cada esgueje puede producir cinco o mas tu-
bérculos semilla, ademés de que se reduce el tiempo y los costos, pues
el alto costo inicial es contrarrestado por una cantidad mayor de semilla
producida, una raduccidn en el nimero de generaciones y un aumento en
el vigor de la semilla, También se pueden eliminar en forma efectiva los
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patdgenos no sistémicos y nemétodos que se transmitan por el suelo y el
tubérculo, excepto en el caso de emplearse esquejes de brote (4,8).

Segin Nguyen Van Uyen (16) en Vietnam y Cuba se estd haciendo la mul-
tiplicacidén de semilla a partir de pldntulas procedentes de clones libres
de virus in vitro, mediante seis fases que teoricamente podrian producir
318 pldntulas en un afo. Los agricultores usan esquejes que enraizan en
arena estéril y suelo, luego los pasan a suelo esterilizado en macetas y
finalmente al campo con una alta densidad de siembra, A partir de 100
plantas in vitro, se espera una produccidén de 10 a 15 t/ha, de tubérculos
al cabo de [a sexta fase en un afo (6).

4.2 Desventajas

Algunas variedades presentan dificultades para enraizar y otras desarro—
llan un sistema radical muy pobre; se puede presentar desuniformidad en
el campo en cuanto a tamaio, debido a las diferentes fechas de siembra
de los esquejes; el agricultor desconoce las t€cnicas y manejo adecuado a
nivel de campo (13).

4.3 Sustratos para enraizamiento

En comparacidn a otros cultivos la papa tiene un sistema radical débil,
por lo tanto necesita un suelo de muy buenas condiciones fisicas para su
crecimiento (7). Hartman y Kester (11) opinan que la combinacién de al-
gunos materiales como suelo, arena, musgo, vermiculita, perlita, agua

y aire saturado de humedad, por lo general dan mejores resultados que

el uso de cualquiera de éstos cuando se emplea solo. Sin embargo, para
determinar la mejor mezcla de enraizamiento, s aconsejable experimen=
tar con las plantas en las condiciones ambientales bajo las cuales se va a
trabajar.

Inose (12) observé jue el material de dificil enraizamiento lograba tzner
buen &xito en un sustrato tipo piedra pomez (pomina), el cual presenta ven
tajas como: 1) quimicamente inerte, 2) estéril, y 8) tiene muy buen dre-
naje cuando se usa con un sistema de neblina, En la Granja Santa Catali-
na, propiedad del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias,
Ecuador, se emplea este tipo de material como sustrato para todas las
técnicas de multiplicacidn répida de papa con excelentes resultados.

Para Bryan, Jackson y Meléndez (4) las mejores condiciones para el en=
raizamiento son proporcionadas por un medio con buena aireacion y una
retencidn de humedad adecuada pero no excesiva, La arena comun tiene
las mejores propiedades, Musgos, cascarilla de arroz, arena de rio,
suelo comUn y perlita, retienen excesiva humedad, lo que conduce a enraji
zamientos pobres. En lo posible debe evitarse el uso de c/a'.maras de hume

dad y vaporizadores, pues el empleo de éstos conduce a pérdidas altas, de

bido a patdgenos que causan el "damping-off". Con un medio adecuado y
sombra, los esquejes enraizan sin el uso de vaporizadores.
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4.4 Factores que Afectan el enraizamiento

Algunas veces no se logra el enraizamiento de esquejes, aunque se haya
utilizado la hormona adecuada, Segin Bryan, Jackson y Meléndez (4),
los factores que influyen en el enraizamiento son: senectud, estado fisio
légico de las plantas madres, contacto entre el esqueje y la arena y apli=
cacion de fungicidas,

4.4.1 Estado fisioldgico de las plantas madres

Para producir esquejes vigorosos de tallo juvenil y tallo lateral, las plan
tas madres deben estar creciendo en forma &ptima, pues cuando éstas han
empezado la senectud, es mas dificil el enraizamiento (4).

Bryan, Jackson y Meléndez (4) indican que cuando se forman estolones o
tubérculos en los esquejes de tallo juvenil o lateral, las plantas madres

tienen una edad fisioldégica avanzada y que para evitar este problema, se
deben tomar los esquejes de plantas fisiolégicamente jdvenes, o conser—
var las plantas madres bajo condiciones de dfas largos. Para el caso de
tallo juvenil, la planta madre solo debe tener hojas simples.

Se puede presentar crecimiento apical del esqueje sin raices por las si-
guientes razones: utilizacién de una hormona inadecuada, mal contacto
del esqueje con la arean o drenaje e irrigacién inadecuados., Si se pre-
sentan raices y estolones con tubdérculos en la base del esqueje, puede de
berse a que la planta madre estd iniciando la maduracidn o esta bajo con
diciones de dias muy cortos (5),

El CIP (7) reportd que la remocidn de estolones de las plantas madres,
las cuales estaban fertilizadas adecuadamente, permitid mantener un cre
cimiento vegetativo vigoroso, retardando la senescencia, por lo que la
rata de produccidn de esquejes se incrementd gradualmente y se prolon-
gd hasta los 150 dias.

En la Granja Santa Catalina INIAP-Ecuador, no se hace aporque a las
plantas madres de tallos laterales, lo cual permite que los estolones
emerjan y se conviertan en nuevos tallos laterales, aumentandose por lo
tanto la eficiencia de este sistema.

4.4.2 Contacto del esqueje con el sustrato

Segln Bryan, Jackson y Meléndez (4), la falta de enraizamiento de los
esquejes de tallo lateral, frecuentemente se debe al contacto insuficiente
entre el esqueje y la arena. Cuando una yema axilar queda cubierta por
arena, tiende a formar estoldn, tubérculo o ambos, en especial si el esque
je fue tomado de una planta madre fisiolégicamente vieja. Este autor re-
comienda que debe dejarse una longitud de 5 cm. entre el punto de corte
inferior del esqueje v el primer nudo.

4,4.3 Temperatura

lLa temperatura entre 20 y 22°C es la optima para el enrailzamiento, tanto
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en arena como en otros medios, El alargamiento del tallo, esencial para
ESque]es de brote y de tallo juvenil, se acelera con temperaturas entre 23

y 26°C, bajo luz des buena calidad (4.
4.4.4 Uso de hormonas de enraizamiento

Las yemas activas de los esquejes promueven el enraizamiento de éstos,
debido a las auxinas que se sintesizan all{ y se translocan a la base del es
queje. Hay situaciones en las cuales las auxinas sintéticas promueven el
enraizamiento de esquejes La respuesta a éstas depende ampliamente
de las especies y ademas es modificada por la edad de la planta madre,
epoca del aro, temperatura de la cama de enraizamiento, etc. Despues
de la LﬂlClaClOr"l de las raices, la tiamina y otros compuestos estimulan la
elongacién (23).

Bryan et al (4,5) indican que el uso de hormonas de enraizamiento puede
ser ventajoso para variedades que dificilmente enraizan o cuando éste es
lento., Sin embargo, las hormonas no son la Unica solucién para todos los
problemas relacionados con el enraizamiento.

Para esquejes de papa debe conseguirse en enraizador recomendado para
maderas blandas.lLa duracién de la inmersién depende de la variedad y de
la hormona usada (4).

La hormona ademdas de acelerar el enraizamiento afecta el nimero y la
localizacidn de las raL’CES pues estimula un mayor desarrollo de éstas a
lo largo de la posicién basal del esqueje, de tal manera que si se danan al
Junas raices, los esquejes enraizados sufren menos al ser removidos del
sustrato (3).

La siguiente férmula mejora el enraizamiento de las variedades que han
presentado dificultades para enraizar. Para preparar 100 ml. de solucidn
se disuelven 100 mg. de acido indol-3 butirico (AIB) en gotitas de etanol

al 86% y una solucion acuosa 0.1 N de KOH. Por otro lado se disuelven
50 mg, de Acido naftalenacético (ANA) en jotitas de alcohol. Se mezclan
estas dos partes y se les agrega 17.5 mg. de acido bdrico, luego 2 ml. de
sulfoxido dimetflico (SODM) o "Tween 80", Se adicionan 33 ml. de stanol
del 96% y 65 ml. de agua desionizada. EIl pH de la solucion resultante de-
be ser llevado a 5.5 con KOH 1 N o HC1 1 N, Esta solucién debe guardarse
en refrigerador y se debe preparar una disolucidn fresca para tratar los
esquejes producidos en un dia. Para tal efecto se diluye una parte de la
solucién madre en cinco partes de agua destilada (4).

4.4.5 Humedad del sustrato

Bryan, Jackson y Meléndez (3, 4, 5) recomiendan proporcionar sombra a
los esquejes para prevenir la evapotranspiracion excesiva y el marchita-
miento, para lo cual sugieren colocar una tela blanca, con el fin de refle-
jar el calor. Segln zllos nunca se debe permitir que los esquejes sufran
estrés durante 2l proceso de enraizamiento y al hacer el transplante no se
debe eliminar el sustrato adherido a las raices, ni permitir que éstas se

sequen. Un exceso de agua inhibe la formacidn de las raices, pues limita
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la cantidad de oxigeno.
4,4.6 Otros factores

La nutricién con fosfatos y hitratos, amonio o aminodcidos (asparagina
. . .« * . -
y arginina) también pueden promover el enraizamiento (23).

La desinfestacidn adecuada del medio de enraizamiento, del suelo y de
los recipientes utilizados, as{ como el control de la cantidad de agua de
riego, pueden ayudar a disminuir los problemas causados por Rhizocto—-
nia solani y Pythium sp. Los fungicidas sistémicos como Benomyl (1 000
ppm. de Ingrediente activo) aplicados a la planta madre o al esqueje, 0O
los carbamatos no sistémicos cuando se aplican al medloqgnraizamlento
> al suelo, pueden reducir las pérdidas ocacionadas por dichos microor=
ganismos (4).

4.5 Descripcidn de las técnicas de multiplicacidén répida de la papa.

Segln Bryan, Jackson y Meléndez (4), antes de iniciar un programa gran
de de multiplicacidn répida '"es esencial que se determine cuales son las
mejores técnicas para satisfacer las condiciones locales, incluyendo el
clima, las variedades de papa y las instalaciones disponibles, as{ como
las tasas de multiplicacién esperadas y otros detalles de log(stica".

Hay varias técnicas de multiplicacién répida, pero solo se describiran
las cuatro técnicas empleadas por el CIP. Para cualquiera de las técni-
cas se reguiere observar estrictamente las normas de asepsia para pre-
venir la diseminacidn de virus por contacto y otras enfermedades.

Bryan, Jackson y Meléndez (2, 3, 4) indican los siguientes pasos:

a. Lavar las manos y las cuchillas en una solucidén jabonosa fuerte o en
otros productos guimicos aprobados gque tengan un pH alto.

b. Usar otros productos gquimicos o métodos de acuerdo con los posibles
problemas de enfermedades (virus gue se transmiten por contacto,
viroides, bacterias y hongos).

c. V\estir ropa limpia que no haya estado en contacto con otras plantas.

Una buena combinacidén de productos para la desinfestacidn del equipo es

la inmersidn 2n alcohol, mas la exposicidén a llama, seguida de lavado en

agua jabonosa y de inmersién en hipoclorito de calcio. Para la desinfes=
tacidn de las manos se usan estos dos Ultimos productos (4).

4,5,1 Esquejes de brote

Segln Bryan, Jackson y Meléndez (2, 4) la produccidn optima de esquejes
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tiene lugar cuando el tubérculo se expone alternativamente varios dias a

la oscuridad y varios dfas a la luz difusa, hasta que el brote se torne ver-
de y tanto su longitud como la distancia entre los nudos faciliten el corte de
los brotes,

El nimero de esquejes de brote se puede incrementar cortando el apice de
los brotes cuando éstos hayan alcanzado 2-8 cm. y sumergiéndolos en una
solucidn de acido giberélico (1-2 ppm) . La tasa de multiplicacion depen-
de de la longitud del brote lateral, del tamafo del corte y de las habilida-
des de los operarios para hacer enraizar los peguerios esquejes. De cada
tubérculo se pueden hacer dos o tres cosechas de brotes (2, 4) .

Segun Bryan, Jackson y Meléndez (2) el procedimiento es el siguiente:

- Se seleccionan cuidadosamente los tubérculos libres de patdgenos
sistémicos importantes, Estos deben haber sido desinfectados previa
mente. Si no estan brotados, emplear los métodos recomendados por
Bryan (1),

= Observar estrictamente los procedimientos de asepsia .

- Desbrotar los tubérculos, cortando los brotes con una navaja desin-
fectada . De jar en el tubérculo una pequenia porcién del brote si se
desea otra cosecha de esquejes. Cuando no se necesita otra cosecha,
se pueden quitar los brotes con la mano, dando a cada brote ramifica
do una flexién firme. Si va a sembrar el tubdrculo, sdlo haga una o
dos cosechas.

— Seccionar los brotes en proporcidn de uno a dos nudos. Se requiere
mucho cuidado para no dafar la yama gque después de cortada, dara
origen a un nuevo tallo o a rudim entos radicales: El esqueje debe te-
ner por lo menos un rudimento caulinar y dos radicales para asegu-
rar el crecimiento de la nueva plantula. Un tubérculo pusde producir
aproximadamente 40 esquejes de brote en cada cosecha, segin el ta—
mafo del tubérculo, el nimero de yemas y el manejo de los brotes,

= Preparar el sustrato, asegurandose gque tenga un drenaje adecuado,
lo que se consigue ubicando la capa de piedrecillas debajo de la arena
fina .

= Plantar el esqueje en arena fina y himeda. Se debe asegurar un buen
contacto entre ella y el esqueje. La porcidn apical del esqueje debe
sobresalir ligeramente en la arena fina. Los esquejes de las porciones
apicales del brote, deben ser plantados aporte de los esquejes basales
Y medios, porgue los primeros enraizan y crecen mas rapidamente .

—  Una vez los esquejes formen raices y tallos (10 a 15 dias después de
la siembra), se deben transplantar a macetas, pero se deberad aplicar
abono foliar dos dfas antes. Estos esquejes también podran transplan
tarse en el campo . El fertilizante seco no debera entrar en contacto
directo con las raices. La produccic’m promedia en el campo es de

500 g. de tubérculos normales por planta.
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4,5,2 Esquejes de tallo Juvenil

Segln Bryan, Jackson y Meléndez (4), se pueden hacer entre dos y diez
cosechas sucesivas de tallos, dejando una nueva hoja en cada cosecha. La
tasa de multiplicacidn depende del nimero de cosechas obtenidas de cada
planta madre y puede ser de varios millares cuando este método se combi
na con el de esquejes de brote .

Segun Bryan et al (5) el siguiente es el procedimiento observado en el
CIP,

La pladntula madre debe proceder de brotes, de meristemas, esquejes de
tallos, tubérculos o de semilla botanica y debe tener de 5 a6 hojas.

Se deberan observar las normas de asepsia recomendadas y aplicar un =
fertilizante foliar dos o tres dias antes de la cosecha de esquejes.

Con un bistur{ o navaja asépticos, se corta el talluelo encima del nudo ba
sal, sin dafar la yema axilar y dejando una hoja vigorosa .

Un papel toalla doblado sirve de soporte sdlido para hacer un corte limpio
v no herirse los dedos.

Después, el talluelo se corta cuidadosamente en secciones, cada una con

una hoja y su yama axilar hacia el medio. Los esquejes apicales se ha-
. e .

cen enraizar separados, porgue crecen mas rapido.

Inmediatamente después de cada corte del tallo, se debe aplicar a la plan
ta madre un fertilizante liquido a base de N,P,K (12-14-12), a razdn de
5 g/1 y regando 50ml, de esta soluc ion a cada maceta.

Se sumerje toda la porcidn del tallo del esqueje en una solucién hormonal
por 10 segundos, antes de sembrar los esqguejes en el sustrato, los cua-
les no se deben plantar muy juntos para evitar gue se translapen las ho-
jas y/o se entrelacen las raices., Debe asegurarse que el tallo y el nudo
queden cubiertos con arenay no sean expuestos después de varios rieges .
La velocidad de enraizamiento y desarrollo depende de la variedad, la
temperatura y el manejo.

Una planta con rafces adecuadas y 3 a 4 hojas (15 a 20 dfas después de la
siembra) estd lista para el transplante al campo.

4,.5.3 Esquejes de tallo lateral

Segln Bryan, Jackson y Meléndez (3,4) un tubérculo puede producir entre
20 y 60 esquejes, cada uno de los cuales puede producir en el campo de
0.5 a 1.0 kg de tubérculos. Para obtener el maximp ndmero de esquejes
de tallo lateral, se toman tubérculos bien bretados(3 a 4 brotes por tu=
bérculo) y se siembran superficialmente para promover el crecimiento
adéreo de estolones. Se pueden hacer de 2-4 cosechas de cada planta
madre. Las temperaturas moderadas y la fe rtilizacién abundante con N,
estimulan la produccién y el crecimiento répido de los esquejes de tallo
lateral, Df{as con mas de 5horas de luz aceleran el crecimiento de las
ramas vy de los esquejes, as{ como el desarrollo de las ralces (4).

Bryan, Jackson y Meléndes (3) indican el siguiente procedimiento:
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Use los mejores tubérculos disponibles para producir la planta madre
inicial, Lo ideal es que posean de tres a cuatro brotes verdosos para —
asegurar una emergencia rapida. Mantenga estas plantas bien fertiliza
das,

Los tubérculos se siembran profundos en macetas con buen drenaje y se
cubren con poca tierra., EIl aporque se debe realizar una vez gue los es
tolones se vuelvan aéreos para maximizar el crecimiento de la parte su-
perior de la planta.

Mantenga en forma estricta los procedimientos de asepsia ya indicedos.

Elimine el punto de crecimiento apical de cada tallo cuando la planta ma
dre alcance de 25 a 30 cm, de altura, EIl despunte puede hacerse con -
pinzas o con los dedos.

La cosecha de esquejes se puede hacer entre los 15 y 20 dias después del
despunte apical, Las cosechas sucesivas se hacen con intervalos de 12
a 15 dias.

Para obtener los esquejes se coloca la cuchilla en &ngulo recto y se hace
un corte limpio y firme. El pepel toalla ayuda en esta labor. EI corte
se hace cerca a una yema axilar sin danarla,

Los esqguejes deben tener de 12 a 15cm, de largo. En lo posible se deben
dejar de 4=-5cm. de tallo debajo del primer nudo. Los esquejes podrfan
ser almacenados en refrigerador a 4-6C por dos dias.

Se debe aplicar a la planta madre un fertilizante adicional en forma i -
quida después del despunte y de cada cosecha de esquejes.,

Se disuelven 5g. de un fertilizante de grado 12-14-12 o de grado similar
en un litro de agua y se aplican 150ml, de esa solucidén por planta. la
segunda y subsiguientes cosechas de esquejes produciran de 30 a 60 por
ciento mas que la primera, debido al nuevo crecimiento de tallos y al -
desarrollo de nudos dobles,

El sustrato ideal es arena de uno a dos milimetros, humedecida y com-
pactada antes de siembra, Lossagujeros para los esquejes son hechos a
5cm. en cuadro y deben tener aproximadamente 4cm de profundidad.

Cuando es necesario los esquejes son sumergidos en una solucién hormo
nal de enraizamiento. La duracion de la inmersion depende de la hormo
na y de la variedad. Su uso no siempre es recomendado.

Cologue los esguejes en los hoyos. Observe gue el primer nudo quede
encima de la superficie de la zrena durante el enraizamiento.
Presione con los dedos el sustrato contra el esgueje para asegurar un =
buen contacto.

Si no se usé hormona, se recomienda regar inmediatamente después de
la siembra; en caso contrario, espere dos o tres horas. Los riegos
deben ser ligeros y frecuentes, Es recomendable sombrear los esque-—
jes mediante el empleo de una tela blanca para reflejar el calor y evitar
la evapotranspiracidn excesiva,

El esqueje estd enraizado y listo para el transplante catorce dias después
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de sembradg. No se debe eliminar el sustrato adherido a las raices y no
permita que estas se sequen.

4.5.4 Esquejes de tallo adulto

Se pueden obtener de toda planta que empieza la senectud, L.as plantas
madres deben crecer bajo condiciones de dias largos (15-18 horas de luz),
para promover el maximo crecimiento de las ramas. Dos semanas antes
de cosechar los esquejes,es necesario reducir la duracién de los dias a -
10-13 horas de luz para favorecer el desarrollo de los tubérculos. No se
usan hormonas de enraizamiento, Se debe establecer el dfa de menor ho-
ras luz que sea posible,ya que este factor tiene efecto directo en el nime-
ro y tamanfo de los tubérculos producidos. Las variedades que son indife-
rentes a la duracidén del d{a son menos afectadas que las demas (4).

Los tubérculos de 0.5 a 1.0 cm de didmetro,se cosechan cuando todas las
hojas han muerto. Las tasas de multiplicacién dependen del nimero de ta-
llos cosechados a partir de la planta madre,pero en general se pueden pro-—
ducir entre 100 vy 120 tuberculillos por planta madre, Cuando se siembran
en el campo,cada uno de los tuberculillos puede producir hasta Q.5 kg, de
tubérculos comunes (4).

Los tuberculillos mas pequefios se deben descartar, Como la ruptura de
la latencia es tan dificil,lo mas conveniente es almacenarlos por cuatro

a seis meses en condiciones frias o en refrigerador a 4°C,con humedad
relativa del 90 por ciento (4)'.

Segln Quevedo et al (17) el procedimiento para el cultivo de esquejes de
tallo adulto es el siguiente:

Seleccidn de las plantas madres. La planta éptima es la que empieza la -
senescencia,lo cual se nota por el amarillamiento de las hojas basales,
Los mejores esquejes son los de la parte media,

Tenga encuenta todas las recomendaciones de asepsia,

Corte los tallos por la base,2-3 cm, por encima del suelo,fracciones los
esquejes que contengan una hoja y su yema y cuyos tamanos no excedan
de los 3cm, La yema debe quedar en el centro del esqueje. Seleccione
los esquejes a utilizar .,

Siembre los esquejes lo mas rapido posible para evitar deshidratacion,
clUbralos con papel toalla humedecido. La porcidn de tallo de los esque-
jes se coloca en la arena fina (1.0mm.) bien drenada,con la yema debajo
y la hoja encima de la superficie. La siembra debe hacerse en surcos y
la distancia puede variar segin el tamafo de las hojas,pues debe evitarse
el transplante. Debe presionarse un poco el sustrato para que haya un buen
contacto entre éste y el esqueje.

Riegue ligeramente para mantener una humedad adecuada. En dias calu-
rosos se debe sombrear los esquejes para evitar pérdida excesiva de hu-
medad y prevenir el marchitamiento de la hoja.

A las dos semanas empieza la formacidn de tuberculillos y la cosecha se
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hace cuando las hojas estan muertas, cuatro a seis semanas despues de

la siembra. Si muchos de los esquejes no forman un tube rculillo adecua
do, determine las causas.

Una vez brotados los tuberculillos se siembran en el campo. Un solo bro
te es suficiente y deberd tenerse mucho cuidado para evitar que éste se
dafie, pues la formacién de un nuevo brote es muy lenta, La distancia en-
tre plantas en el surco depende de la variedad, las condiciones del suelo

y el tamafo del tubérculo deseado, pero generalmente no es mas de 20 cm.

4.6 Esquema integral de la multiplicacién rapida en papa

Bryan, Jackson y Meléndez (4) proponen el siguiente esquema:



UN ESQUEMA INTEGRAL DE LA MULTIPLICACION RAPIDA EN PAPA
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Diacrama de flujo que muestra las rapida, sea nue se emplee una técnica
posibilidades existentes al utilizar en forma independiente o varias de
diversas técnicas de multiplicacibn ellas en combinacion.
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4.7 Manejo de los esquejes

Segln Bryan, Jackson y Mélendez (4) una vez se desarrollan las raices,
los esquejes deberén ser transplantados a macetas en el invernadero o
directamente al campo. El transplante es critico, pues no poseen tubercu
los que les proporcionen nutrimentos, mientras las raices llegan a ser
capaces de absorberlos juntamente con el agua. Al momento del transplan
tante se debe evitar el exceso de raices y de crec1m1ento aéreo. Las ye-
mas axilares subterréneas originan los estolones, razdn por la cual es
conveniente al momento del transplante cubrir con el suelo al menos dos
nudos. Otrog nudos pueden cubrirse mediante aporque temprano.

4.7.1 Manejo en el invernadero

Segln Bryan, Jackson y Meléndez (4) para lograr un uso mas eficiente del
espacio disponible en el invernadero, se transplantan 3-4 esguejes en una ma
ceta de 20 x 20 cm, El fertilizante foliar promueve el crecimiento tempra—
No y vigoroso, por lo tanto es conveniente emplear fertilizante foliar tres
dias antes del transplante y repetir la aplicacidon una a dos semanas después
del mismo,

4.7.2 Manejo en el campo
Bryan, Jackson y Meléndez (4) recomiendan los siguientes cuidados:
4,7.2.1 Preparacidn del suelo

El suelo debe estar bien preparado vy sin terrones, himedo pero no satu-—
rado. Se deben cubrir las raices hiumedas con suelo himedo y luego apli-
car un riego para que se de un buen contacto suelo-raiz, sin exceso de
presidn.

4,7.2.2 Agua

Se _debe evitar el exceso de irrigacion, pues éste inhibe la formacion de
rafces y causa la formacidn de costras en el suelo,

4,.7.2.3 Fertilizante

El fertilizante debera colocarse cercano a la raiz, pero que no quede en
contacto con éstas. Es conveniente aplicar fertlllzante foliar tres dias
antes del transplante. Los fertilizantes solubles en agua y que contengan
una dosis alta de P (10-562-10 y 10-50-17) aplicados en el primer riego,
Promueven el crecimiento rdpido del sistema radical,
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4,7.2,4 Distancias de siembra

La distancia de siembra depende del tamafo deseado para los tubérculos
gue se van a producir, Por cada esqueje hay un solo tallo, por lo tanto

se debe usar un espaciado uniforme y compacto entre plantas. EIl apor=
que temprano cubre otros nudos y produce estolones adicionales gque in-
crementaran los rendimientos,

4,7.2,5 Pesticidas

En esta etapa es esencial el control de insectos dafinos, Los esquejes
libres de virus deben ser protegidos con insecticidas sistémicos granula-
res (Furadan 3 G) aplicados al momento de la siembra para prevenir

el ataque de &fidos en el campo. Los insectos del suelo como los troza-
dores deberan ser controlados con insecticidas de contaco o cebos, apli-
c ados al momento de la siembra.

Los fungicidas para el suelo como Benomyl o los carbamatos sirven para
controlar Rhizoctonia solani y Pyth ium sp.,

4,7,2.6 Tamano de los tuberculillos de esqueje de tallo adulto

La profundidad de siembra debe estar correlacionada con el tamafo de )
los tuberculillos. Mientras mas pequeno sea el tuberculillo, menor sera
la profundidad de siembra,



Solucidn basal para el cultivo de meristemas (14)

=183 =

APENDICE

Constituyentes mg/1 mm
KNOS 1900 18.8
NH4N03 1650 20.6
Ca(312 2H,0 440 3.0
MgS0, 7 Ha0 370 18
KHy oPo, 170 1.26
MnS0, 4 Ho0 22.3 0.10
ZnS0, 7 Hy O 8.6 0.03
HgB0g 6.2 0.10
KI 0.883 0.005
NaMnOy4 2 Ho0 0.25 0.001
CoClg H20 0,025 0.0001
CuS04 Ho0 0.025 0.0001
FeS0,4 7 Hp0 27.8 0.1 (como quelato)
Tilamina 0.4 5.92
Mianositol 100 555,06

Este medio basal es complementado con sacarosa, hormonas, vitaminas

y agar, segdn la utilizacion,
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