Papa Corahila libre de virus mediante cultivo

de meristemas’

Primo Accatino L.2

INTRODUCCION

Un gran ndmero de valiosas variedades de
plantas de reproduccion vegetativa se han
perdido o eliminado, porque las enfermedades
virosas se habfan transmitido y desarrollado a
través de sus selecciones clonales, ademads que
por largo tiempo no se conocieron medios pa-
ra obtener material libre de virus de los clones
infectadcs. Cabe sefialar que existen varieda-
des tan importantes econdmicamente, que se
han continuado cultivando, a pesar de estar
1009, infectadas con afecciones virosas.

La variedad de papa Corahila se carac-
teriza por sus excelentes cualidades culinarias
y alto rendimiento, a pesar de su gran suscep-
tibilidad a virus X (mosaico leve), virus Y
(mosaico severc), virus S v al virus del “leaf
roll’ (enrollamiento de las hojas); en la ac
tualidad ha sido practicamente imposible ubi-
car planta libre de ellos, especialmente de vi-
rus Yy S.

Esta variedad se comercializa con un sobre-
precio sobre las otras variedades, debido a la
maycr demanda por parte del consumidor.

Actualmente la produccién nacional de pa-
pa-semilla no cumple con su propdsito ni con
los requisitos que estipulan las normas de cer-
tificacién, de tal manera que en la practica
no existe ninguna diferencia entre la papa
destinada al consumo y la papa para semilla.
De acuerdo con esto, se ha hecho imperiosa la
necesidad de producir papa-semilla de calidad,
que cumpla con su objetivo principal que se
refiere a una completa sanidad, con respecto a
enfermedades virosas. La variedad de papa
Corzhila retine los antecedentes que justifican
un trabajo de esta naturaleza, y el propdsito
fundamental de esta investigacién fue el de-
terminar la mejcr forma de producir un ma-
terial bdsico de esta variedad libre de virus,
mediante el cultivo de meristemas.
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riodo de beca, septiembre 1964-65. El autor expresa sus sinceros
agradecimientos a la Dra. Frederika Quak, experta en culidvo
de meristemas del 1.p.0., por la ayuda presiada durante la rea-
lizacién de este trabajo.
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REVISION DE LITERATURA

Limasset y Cornuet (5), Beemster (3), Li-
masset ¢t al (8) y Morel y Martin (6) determi-
naron que, a pesar de que la infeccién virosa
es de tipo sistémico, la concentracion del
virus es diferente en los diversos tejidos y zo-
nas de la planta. Limasset y Cornuet(5),
usando plantas de tabaco, demostraron que la
concentracién de V.MUT. (Virus del Mosaico
del Tabaco) es baja en las hojas nuevas, ma-
vor en las hojas maduras y menor en las hojas
viejas. Beemster (3) demostré lo mismo en
plantas de papa infectadas primariamente con
virus X y virus Y2 Quak (8) cita que Limas-
set ¢i al injertaron meristemas apicales de plan-
tas de tabaco infectadas con V.M.T., sobre
Nicotiana glutinosa, sin cbtener infeccion en
ella, con lo que concluyeron que estos meris-
temas estan libres de virus. Por otra parte,
otros experimentos contradicen los resultados
cbtenidos por Limasset, como es el caso de
Sheffield, citado por Quak (8), quien aislé me-
ristemas de plantas de tabaco v tomate infec-
tadas con V.M.T., demostrando que éstos po-
sefan el virus. Cabe acotar al respecto, que es
un trabajo dificil aislar un meristema sin con-
taminarlo con el virus, especialmente cuando
se trata del V.M.T., cuya cencentracion es muy
alta en todas las células.

De todas maneras, existen hasta el momento
suficientes evidencias que indican que en la
mayoria de los casos el meristema apical de
plantas infectadas, estd libre de virus; en este
postulado se basa el cultivo de meristemas, a
pesar de que su validez general no ha sido
completamente probada.

Morel y Martin (6), fueron los primeros en
aplicar la técnica de injertar brotes provenien-
tes de meristemas aislados de dalias totalmente
infectadas sobre plantas de dalia jovenes y sa-
nas, consiguiendo plantas libres de virus que
se desarrollaron normalmente y sin sintomas.

Mis tarde, los mismos autores (7) aplicarcn
su método en variedades de papa que eran
vortadoras de virus en forma crénica, pero co-
mercialmente importantes por sus buenas cua-
lidades. El cultivo de meristemas produjo a los
2 0 3 meses un numero de pequefias plantas
libres de virus, cuyva produccién fue de 4 a 6
tubérculos cada una. Este método permitié
obtener plantas de Early Rose, Eersterling v
Fin de Siécle, libres de virus X, plantas de Be-
lle de Fontenay libres de virus Y, v de Sancisse
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y Primel libres de virus A, lo que hizo posible
la certificacién y reincorporacién al cultivo de
las variedades indicadas.

Kassanis (4), fracasé en la obtencidn de
variedades libres de virus X, pero obtuvo re-
sultados positivos con los virus Paracrinkle y S.

Quak (8) obtuvo también plantas de papas
libres de virus Y, X, A y del “leaf roll”. En-
contré que con algunos virus, la parte del
meristema libre de ellos, es extremadamente
pequeiia. Para obtener un crecimiento satisfac-
torio, fue necesario a menudo cortar el tejido
incluyendo la zona infectada, lo que por su-
puesto produjo resultacdos negativos, Virus X
prohé ser uno de los que se encuentran en el
caso mencionado, dejando menos tejido libre
que virus A, Y y del “leafroll”.

Para obviar, entcnces, los problemas anota-
dos, Quak (8) utilizé productos quimicos tales
como Thiouracil, 2,4-D y dcido indol acético
que, agregados al medio nutritivo de agar, in-
hibieron la multiplicacién del virus. Estos tra-
tamientcs fueron aplicados sobre las varieda-
des de papa Bintje, Kennebec y Valencia in-
fectadas con virus X, dando por resultado
plantas libres de virus. Se usd también la va-
riedad Eersterling que es una portadora sin
sintomas de los virus X y S. Solamente 2, 4-D
dio resultados favorables, lo que permitié la
obtencion de dos plantas libres de virus X, que
sirvieron de material bdsico para la seleccién
clonal posterior, de tal manera que en la ac-
tualidad, toda la produccién de papa Eerster-
ling en Holanda se encuentra libre de virus
X. Respecto a virus S, atin no se ha consegui-
do material libre de él, ya que al parecer se
encuentra infectando todo el meristema.

Bawden (2) sugirié el tratamiento de plan-
tas con Zdcidc giberélico u otras sustancias ca-
paces de provocar alargamientos rdpidos, para
facilitar también la obtencion de plantas libres
de virus a partir del meristema apical.

Thompson (11) eliminé los virus A y S apli-
cando termoterapia a cultivos “in vitro” de
vemas de vid, a fin de confirmar la naturaleza
vivosa del Court-ncué y-de obtener plantas
sanas.

MATERIAL Y METODO

Para llevar a cabo esta experiencia, se con-
t6 con un numero de 30 tubérculos de papa
Corahila que reunian las mejores condiciones
de la variedad en cuanto a calidad y sanidad.
Debido a la escasa cantidad de tubérculos y al
gran nimero de meristemas que se deben cul-
tivar para asegurar el éxito en este tipo de tra-
bajo, Ia aislacién de los meristemas se hizo di-
rectamente de las plantas y no de los brotes
de los tubérculos. Los tubérculos fueron sem-
brados en invernadero en enero de 1965 y
las plantas probadas en marzo por serologia
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para determinar la presencia de virus X, Y, S
v M. La determinacion de virus X e Y tam-
bién se efectud con las plantas indicadoras
Gomphrena globosa y Solanum demissum A 6,
respectivamente. El virus del “leaf roll” fue
determinado mediante la técnica de Igel-Lan-
ge (10) analizando los tubérculos producidos
por las plantas.

Todas las plantas se encontraban infectadas
con uno, dos o tres virus a la vez, en la siguien-
te proporcién:

VIRUS
VIRUS § VIRUS ¥ VIRUS X VIRUS M LEAF-ROLL

Nede 28 15 20 7 7
plantas

Efectuados los diagnésticos de infeccién, se
procedié a aislar los meristemas bajo condi-
ciones asépticas para evitar contaminacicnes
fungosas y bacterianas.

Figura 1 — Camara de crecimiento para cultivos
de meristernas, con una temperatura controlada
de 20 a 242 C. y una iluminacién de 2.000 lux
de intensidad.

Los trozos de tallos cortados fueron desin-
fectados, sucesivamente, con alcohol de 90°
durante 30 segundos, hipoclorito de calcio al
5%, durante 15 minutos, y luego lavadcs en
agua destilada para eliminar el exceso de hipo-
clorito. Posteriormente, se dejaron en agua
destilada mientras durd el proceso de aislacion
de meristemas, para mantener la turgencia de
los mismos.

El preceso de aislacidon comenzd con un se-
cado previo de los tallos con papel filtro, para
continuar luego cox el desprendimiento de los
primordios foliares, y la separacién de los me-
ristemas mediante cortes en su base. Lcs meris-
temas aislados fueron depositados en tubos de
vidrio Pyrex de 1 cm. de didmetro y 6 cm. de
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largo que contenian un medio nutritivo, y
sellados herméticamente con algodoén y papel
encerado, para evitar la ccntaminacion poste-
rior y la evaporacién. Los medios nutritivos
usados en esta experiencia fueron preparados
segun la férmula de New Mcrel mds quinetina
y New Morel mas leche de coco(9). Los tu-
bos fueron llevados a una cdmara de 20-24°C
de temperatura y mantenidos en condiciones
de luminosidad de 2.000 lux de intensidad du-
rante las 24 horas del dia hasta la iniciacidn
de su crecimiento. Posteriormente, el periodo
de iluminacién se rebajé a 16 horas diarias,
durante el estado de plantula, hasta su tras-
plante a maceteros (Figuras 1y 2).

Se aislaron 978 meristemas, de los cuales 698
fueron cultivados en el medio nutritivo New
Morel mas quinetina® (Solucién A) y 280
en New Morel mds leche de coco (Solucién B).

Del total de meristemas aislados, 548 se per-
dieron por cortes defectuosos durante la aisla-
cioén, por fallas en el crecimiento y por conta-
minaciones fungosas y bacterianas ocurridas
posteriormente en los tubos de cultivo. Los 430
restantes iniciarcn su crecimiento, y de éstos,
376 alcanzaron el estado de plintula. Se eli-
gieron las 48 plantulas de mayor vigor todas
Ias cuales se habian desarrollado en el medio
nutritivo New Morel mas quinetina; este ma-
terial se traspaso a tubos de mayor tamafio, de
2 cm. de didmetro por 15 cm. de large que con-
tenfan un medio a base de New Morel mas
leche de coco y 0.1 mg. de acido naftalén acé-
tico como acelerador de crecimiento.

El desarrollo de las pldantulas, en este nuevo
medio nutritivo fue rdpido, lo que permitié
que tras un corto periodo, 18 de ellas fueran
trasplantadas a macetas con tierra esterilizada
mds nutrientes, y cubiertas con una campana
de vidrio para mantenerlas aisladas de infec-
ciones posteriores.

Los meristemas aislados y depositadcs en los
tubos con el medio nutritivo, permanecieron
en latencdia por un periodo de 2 a § meses. Ini-
ciaron luego un desarrollo periférico, emitien-
do al mismo tiempo raices y tallos. Posterior-
mente, algunos se desarrollaron rdapidamente
pasando al estado de pldntula; en cambio,
otros permanecieron estacionarios por largo
tiempo, a veces 3 ¢ 4 meses, para de pronto,
iniciar su crecimiento y desarrollo. El paso de

1FORMULA DE NEW MOREL -+ QUINETINA Y NEW MOREL +
LECHE DE COCO:

~—En un litro de agua destilada se agregaron los siguientes
componentes cn el orden que se indica: C:\(NOﬂ]g = 300 mg;
}I\'.‘.\'O3 = 123 mg; Mg SO4 = 125 mg; KHS PO: = 123 mg;
KCI = 800 mg; (NH,), SO, = 800 mg; Sacarosa = 20 gr;
Giberella = 0.1 mg; FcCl3 = 1 mg; Solucién Heller (12) = 1
mililitro; Difco agar = 8 gr.

(Solucién A) quinetina: 0.2 partes por mill6n.
(Solucién B) leche de coco: 50 mililitros.
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plantula a planta también ofrecié diferencias
similares.

Iniciado el desarrollo y crecimiento vigoroso
de las plantas, se procedié a llevar a cabo los
exdmenes para determinar la presencia de vi-
rus, haciendo uso del método serolégico de
microprecipitacién, inoculaciones en plantas
indicadoras y método de Igel Lange, que fue-
ron rezeticdos hasta la época de cosecha de los
tubérculos.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 18 plantas crecidas en invernadero,
3 demostraron estar libres de virus X, Y, S,
M y “leaf roll”; 9 presentaron solamente vi-
rus S, y 6 virus Xy S.

Las 3 plantas libres de virus, provenian de
material que originalmente no estaba infecta-
do con virus §, pero si con virus X.

Las 15 restantes, provenian de plantas que
estaban infectadas con virus S; 11 de éstas es-
taban también infectadas con virus X.

Los resultados presentados demuestran ser
similares a los obtenidos por Quak (8), en la
variedad Eersterling, en la que consiguié so-
lamente plantas libres de virus X, a partir de
material originalmente portador de virus X
y S.
Estos resultados podrian sugerir que la zona
del meristema libre de virus S, es muy pequeiia,
o que, simplemente, estd comprometido en su
totalidad. Esta pudo haber sido la razén por la
cual solamente se obtuvieron plantas libres de
virus S de aquellcs meristemas que fueron ais-
lados a partir de plantas originalmente no por-
tadoras de este virus.

El hecho de haber logrado obtener un pe-
queio porcentaje de plantas libres de virus X,
indicaria que este organismo no compromete
la tctalidad del tejido meristemadtico.

La mayor frecuencia con que se obtuvo
plantas libres de virus Y, M y del “leaf roll”
se debe exclusivamente a que estos virus no
infectan el meristema.

Los resultados de esta investigacién con-
cuerdan con los obtenidos por diversos inves-
tigadcres, que indican que puede esperarse que
alrededor del 409, de los meristemas aisla-
dos lleguen a desarrollarse, y que el esfuerzo
queda plenamente justificado, atn cuando se
obtenga una sola planta libre de virus.

El éxito del trabajo radica, en gran parte,
en la aislacién misma del meristema, donde
la precision y exactitud de los cortes para se-
pararlcs del resto del tejido vegetal, juegan
un rol importante. Asimismo, la rapidez de
operacion y la asepsia del medio ambiente y
materiales, son factores esenciales para preve-
nir contaminaciones posteriores, tanto duran-
te la aislacion como en los trasplantes suce-
sivos de pldntulas y plantas, tcdo lo cual
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Localizacion de
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plantgs indicadoras

Figura 2 — Método de cultivo de meristemas para la obtencién de plantas libres de virus.



38

permite disminuir el porcentaje de pérdidas
ajenas a la presencia de los virus mismos, a la
vez que mejora las posibilidades de obtener
plantas libres de ellos.

La dcsigualdad de crecimiento de los me-
ristemas, posiblemente se debid a factores ta-
les como: diferencias de cortes en el momento
de aislarlos, tamafios de los meristemas aisla-
dos, ubicacién frente a la luz durante el cre-

AGRICULTURA TECNICA — VOL. 26 - No |

cimiento y estado de desarrollo y ubicacion
en las plantas de las que fueron aislados.

Los resultados indican que el precedimien-
to utilizado es conveniente para la obtencién
de plantas de papa libre de virus.

Por dltimo, la obtencién de tubérculos de
la variedad Corahila, libre de virus, permite
contar con material bésico para producir papa-
semilla.

RESUMEN

La presente investigacion se llevé a cabo en la variedad chilena de papa Corahila,
de excelentes cualidades culinarias y de gran aceptacién por el consumidor, que se
encuentra infectada con casi todos los virus de importancia econdémica, no habiéndose
podido encontrar hasta la fecha planta libre de ellos.

Por esta razén, se aislarcn un total de 978 meristemas que fueron cultivados en
medios nutritivos a base de la formula de New Morel. Del total, 430 meristemas se
desarrollaron normalmente y 48 de ellos pasaron al estado de pldntula, lo que requi-
116 cambio de tubo, de maycr tamafio, con la agregacion de un acelerador de creci-

miento que fue dcido naftalén acético.

Posteriormente 18 plantulas pasaron al estado de planta, razén por la cual fueron
trasplantadas a tierra esterilizada, mds nu:rientes.

Efectuados los andlisis serologicos, inoculaciones sobre plantas indicadoras y apli-
cacion del método de Igel-Lange para determinar la presencia del virus causante

2

del “leaf roll”, se obtuvieron 3 plantas totalmente libres de virus X, Y, S, M y del
“leaf roll”, cuyos tubérculos servirdn de material bdsico para produccion de papa

para semilla.

SUMMARY

The present investigation was conducted iz the chilean variety Corahila which has
excellent cooking quality and is well accepied by the consummers. This variety is
highly infected with almost every virus of economic importance and no virus-free

plant has been found yet.

A total ¢f 978 meristems were cultivated in New Morel nutrient medium. Of these,
430 meristems developed normally and 48 of them passed into seedling stage. Naphtha-
lene acetic acid growth acelerator was added to the medium.

Fizally 18 seedling became mature plants, and were transplanted to pots with

sterile soil plus nutrients.

After serological test, Igel Lange method and inoculation on test plants were perfor-
Q 3 g 7 6 tEl M .
med, 3 plants totally free from virus X, Y, S, M, and “leaf roll” virus were obtained.
The tubers of these plants will be used as basic stock for potato seed production.
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ds esporulacidén de Puccinia

recondita f. sp. tritici Rob. ex Desm utilizando cloruro 2-
cloroetil trimetil amonio como regulador del crecimiento
de las plantas de trigo

Patricio Parodi P.2

La mantencién de cultivos de razas fisioldgicas de
Puccinia recondita f. sp. tritici Rob. ex Desm., polvi-
lio de la hoja, requiere frecuentes transferencias con-
dicionadas por el nivel de esporulacién del hongo so-
bre las plantas de trigo. Uno de los factores que in-
cide sobre el periodo de esporulacion es el estado de
desarrollo de las plantas. La produccién de teleutos-
poras es Optima sobre plantas jovenes, verdes y vigo-
rosas, disminuyendo a medida que la planta se aproxi-
ma a la madurez fisioldgica.

Cada transferencia involucra tiempo, trabajo, mayor
espacio de invernadero y aumenta ademds el riesgo
de contaminacion. Disminuir la frecuencia de las trans-
ferencias significaria ventajas evidentes para los fito-
patologos que trabajan con este organismo.

En este estudio se utilizé el compuesto cloruro 2-
cloroetil trimetil amonio, descrito por Tolbert (3) co-
mo un regulador del crecimiento vegetal, suponiendo
que las alteraciones en el desarrollo de las plantas de
trigo observadas por el mismo autor (4) podrian in-
cidir sobre el periodo de esporulacién del polvillo
de la hoja. ]

Tolbert (4) traté con este compuesto, llamado co-
munmente CCC, semillas y plintulas de Triticum aes-
tivum spp. vulgare variedad Thatcher. El CCC fue efec-
tivo en soluciones acuosas desde 10-* a 10-°M aplicado
al suelo o usado en un medio nutritivo, pero también
puede usarse en pulverizaciones sobre las hojas, o agre-
gado humedeciendo las semillas antes de la siembra.
La alteracién mds caracteristica en el desarrollo se ex-
presé en tallos mas cortos y gruesos, hojas mas anchas
y verdes, una macolla precoz y mds profusa, y un cre-
cimiento muy uniforme. Estas alteraciones en el des-

1Ingeniero Agrénomo, M. S., Proycecto Trigo, Estacién Ex
perimental La Platina, Instituto de Investigaciones Agrope-
cuarias. Profesor Cétedra Investigacidn Agricola, Facultad de
Agronomia, Universidad Catélica de Valparaiso. Profesor Au-
xiliar Cétedra Genética y Céatedra Mejoramiento de Plantas,
Facultad de Agronomia. Universidad Catélica de Chile.

arrollo ocurrieron sin cambios en el peso vivo o peso
seco.

Posteriormente, en 1965, Larter, Samii y Sosulski
(1) informaron sobre los efectos morfoldgicos y fi-
siolégicos de CCC sobre Hordewm vulgare L. variedad
Parkland vy Hordeum distichum L., emend. Lam., va-
riedad Hannchen, cultivadas bajo condiciones ambien-
tales controladas y con humedad de suelo predeter-
minada. Al aplicar CCC a las plantulas, tanto en so-
lucién acuosa en el agua de riego o como pulveriza-
cién foliar, se retardé el crecimiento internodal re-
duciendo significativamente la altura de las plantas
medida a la madurez. Se observéd también una diferen-
cia varietal en la respuesta a determinados tratamien-
tos, siendo evidente que Parkland era mds sensitiva
que Hannchen. En términos de reduccién de creci-
miento, la aplicacion de CCC en el agua de riego
fue mds efectiva que la pulverizacién foliar.

Tratamientos entre 10 a 10~M aumentaron signi-
ficativamente el numero de tallos por planta y el ren-
dimiento en semilla de las plantas cultivadas bajo ré-
gimen de humedad alta.

En el presente trabajo el cloruro 2-cloroetil trimetil
amonio se aplico sobre Triticum aestivum spp. wvul-
gare variedades Axminster, Michigan Amber y M 1,
para determinar si la alteracién de desarrollo descrita
podia influir sobre el periodo de produccién de te-
leutosporas de ciertas razas fisioldgicas de Puccinia
recondita.

Como primer tratamiento se mantuvo durante 12
horas semilla de cada una de las variedades menciona-
das en papel filtro humedecido con soluciones acuo-
sas de CCC desde 10-* a 10°M. Los resultados indica-
ron que soluciones desde 107! a 10*M constituian un
método efectivo de aplicar el compuesto, observin-
dose alteraciones significativas en el desarrollo.

En un segundo experimento se aplico CCC en so-
luciones desde 10-* a 10°M como pulverizacién foliar



