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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccidén

La papa, introducida de América en Europa en 1580, y posteriormente
diseminada por el mundo, constituye uno de los cultivos de mayor impor-
tancia mundial. Ocupa el cuarto lugar en el mundo entre los 10 principales
cultivos, y su produccién anual asciende a mas de 200 millones de
toneladas.

La papa harecibido intensamente la influencia de los avances cientfficos
y técnicos, y ha sido mejorada en aspectos como el rendimiento y la
calidad, la mecanizacién del cultivo, la resistencia a plagas y enfermeda-
des, y la conservacion ¢ industrializacién. Es uno de los cultivos cuyo
paquete tecnolégico favorece mucho la produccién de alimentos.

Seleccionada y mejorada por los paises desarrollados, 1a papa regresa a
su lugar de origen; como producto mejorado, condiciona a muchos paises
a importar material de siembra y depender asf de los mercados desarro-
llados.

A pesar de la investigacién que se hace en el cultivo de la papa, la
produccién de su ‘semilla’ es una actividad que debe evolucionar hacia
técnicas maés eficientes. El objetivo fundamental es producir un material de
siembra con alto grado de pureza varietal y de calidad fitosanitaria. La
papa es uno de los cultivos con mds requerimientos tecnolégicos para la
produccién de semilla porque estd expuesto al ataque de organismos
patbégenos como hongos, bacterias y virus. Algunos de estos patégenos
habitan en el suelo y afectan los rendimientos del cultivo; otros son
trasportados por el aire o por otros medios y causan epifitotias que deben
controlarse aplicando productos de control quimico. De esos organismos,
los més importantes son los causantes de enfermedades virales porque se
perpetian en la descendencia clonal.

El esquema de la Figura 19.1 es un ordenamiento de la produccién de
semilla en clases o categorfas que se refieren a los niveles permisibles de
enfermedades o plagas; éstas causan la degeneracién del material y su
rechazo como semilla para la siembra.

Eltubérculo dela papa se considera como la semilla unitaria tradicional,
y su calidad refleja las condiciones en que se ha desarrollado el cultivo
incluyendo su estado fitosanitario.

A cada categoria del esquema se asigna un porcentaje permisible de
hongos, bacterias y virus. La categoria de semilla basica (SB) es el eslab6n
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Figura 19.1. Categorias en que se ordena la produccion de ‘semilla’ de papa en Cuba.

inicial de todo el esquema y, por tahto, debe prodycirse libre de enferme-
dades que afecten o limiten las ulteriores multiplicaciones del material de
siembra, :

En muchos paises, 1a imposibilidad de producir semilla basica de modo
estable ha incrementado la importacion de ésta en-cantidades significati-
vas. En posteriores multiplicaciones, esos paises han alcanzado niveles de
produccién estables y adecuados. La importacién y la manipulacion de
grandes volimenes de semilla trae consigo la introduccién y el estableci-
miento de plagas y enfermedades. Es necesario pues desarrollar métodos
avanzados de produccion de semilla en aquellos paises donde, ademas de
importar esa semilla, haya focos de infeccién viral todo el afio y tengan
esquemas de produccién de semilla de hasta 10 afios.

Multiplicacién de Material Libre de Virus

La necesidad de aumentar las tasas de multiplicacién de semilla o de
incrementar simplemente el nimero de tubérculos ha motivado la creacién
de sistemas de multiplicacién de la papa, como los siguientes:

- Corte de tubérculos.

- Produccién de esquejes de brotes de tubérculos.
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- Produccién de esquejes de tallo adulto.
- Produccién de esquejes de tallo juvenil.
- Produccién de tubérculos usando esquejes de hoja-yema.
- Doble cosecha de la papa.
- Multiplicacién in vitro mediante las técnicas del cultivo de tejidos.

El desarrollo de estas técnicas ha traido el uso frecuente de la expresién
‘multiplicacién rapida o acelerada’. La multiplicacidn acelerada dela papa
se refiere a un conjunto de técnicas que aumentan los coeficientes de
multiplicacion de semilla basica a niveles no alcanzados por los métodos
tradicionales.

Saneamiento de variedades

A diferencia de las enfermedades causadas por hongos, aquellas causa-
das por virus no pueden ser controladas quimicamente, ya que los virus y
viroides utilizan el metabolismo de la planta para su reproduccién. Una
vez que una planta adquiere la enfermedad viral, ésta se trasmite de una
generacion vegetativa a otra. ~

Los métodos terapéuticos (termoterapia o quimioterapia) contribuyen
al saneamiento de las plantas cuando se utilizan asociados con el cultivo de
tejidos in vitro. El éxito de estas metodologias depende del virus que se
desee eliminar y de la variedad de papa. El concepto de plantas ‘libres de
virus’ es valido solamente cuando se especifica el virus, o la enfermedad
viral, que haya sido detectado usando técnicas virolégicas efectivas; por
este motivo, el concepto de plantas ‘probadas para virus’ es més
apropiado.

Cultivo de Meristemas de Papa

Ha sido demostrado que los puntos de crecimiento de brotes y rafces de
plantas infectadas con algln virus estan libres de €l o lo llevan solamente en
concentraciones muy bajas (Kassanis, 1957).

Morel fue el priméro en demostrar que podian obtenerse, mediante el
cultivo de meristemas, plantas de papa libres de virus a partir de plantas
infectadas. En la planta, porciones de tejido con capacidad embrionaria
persisten durante toda su vida; estos tejidos perpetuamente jévenes son los
meristemas.
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El cultive de meristemas in vitro puede usarse para producir plantas
libres de patégenos a partir de una planta que esté sistémicamente infec-
tada ya sea por micoplasmas (Jacoli, 1978; Fedotina y Krilova, 1976),
hongos, o bacterias. Diversos autores han publicado trabajos sobre este
tema relacionados con la papa (Kassanis, 1957; Lizdrraga et al., 1983).
Esta técnica se trata mas detalladamente en el Capitulo 2.

El resultado final del trabajo de saneamiento debe comprobarse
mediante técnicas precisas de diagn6stico para virus y otros patégenos. De
estamanera, el proceso de saneamiento incluye cuatro pasos importantes:

- Identificacién del virus.
- Aplicacién de las técnicas de eliminacién.
- Pruebas de las plantas regeneradas.

- Propagacién de las plantas sanas.

Pruebas para la Deteccion de Patégenos

Durante muchos afios, 1a seleccion de plantas aparentemente sanas parala
produccidn de seniillas estuvo basada en.la simple observacién de las
enfermedades en el campo y, en algunos casos, en técnicas de diagnostico
poco sensibles.

La introduccion de la técnica ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) ha mejorado considerablemente la_deteccién y el diagnéstico de
enfermedades virales de 1a papa en los Gltimos 5 afios. En consecuencia, los
métodos de deteccion de virus como el Ay, el Igel-Lange o las pruebas
seroldgicas basicas (aglutinacién, microprecipitaciéon, difusién radial, o
procedimientos de latex) han sido remplazados por la técnica ELISA.
Detalles de esta técnica han sido descritos por diversos autores (Clark y
Adams, 1977; Gugerli, 1979; 1980; Salazar, 1982) y se presentan en los
Capitulos 10 y 36. '

Latécnica ELISA harevolucionado la solucién de los problemas practi-
cos del diagnoéstico de enfermedades virales en el cultivo de la papa, por su
precisién y por el grado de automatizacidon con que se puede realizar. Su
eficiencia se basa en la alta especificidad de la preparacion de los anticuer-
pos requeridos. La introduccién de anticuerpos monoclonales altamente
especificos para el virus de la papa (PVY) (Gugerli y Fries, 1981; 1983)
mejord considerablemente la sensibilidad de ELISA. Igualmente, la
automatizacion del proceso ha permitido probar hasta 10,000 muestras de
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tubérculos por dia, usando equipos especiales combinados con un eleva-
dor automético de placas, con dispensadores y con espectrofotémetros.
Con las computadoras, finalmente, se obtendrd un maximo beneficio de
esta técnica.

La observacioén cuidadosa de las plantas de papa en el campo y en los
invernaderos, asi como la verificaciéon regular de su estado sanitario
mediante la microscopia electronica, seguirin complementando cualquier
tecnologia nueva. Los métodos mas sensibles, como ELISA, pueden
usarse dentro de esquemas de micropropagacién in vitro.

Algunos laboratorios determinan el estado fitosanitario de sus lineas de
cultivo in vitro dejando, al momento de micropropagar, los dos microes-
quejes basales para observacién en el microscopio electrénico. Esta opera-
cion se realiza durante tres ciclos de micropropagacién. Sin embargo, el
orden 16gico de aplicacion de las pruebas de deteccién de virus asociadas a
la micropropagacién podria ser:

1) Microscopio electrénico.
'2) ELISA.

3) Electroforesis o técnicas de hibridacidn de acidos nucleicos; p. €j., para
el viroide del tubérculo ahusado de la papa (PSTV), si estuviera
presente.

4) Plantas indicadoras.

En algunos casos, el material obtenido in vitro no serd suficiente; debera
pues sembrarse en macetas para multiplicarlo y realizar todas las prucbas
necesarias, aumentando asi la certeza del estado sanitario de las variedades
de papa.

Coleccion de Semilla Basica de Papa
Libre de Enfermedades

Casi todas las colecciones de papa se conservan con métodos tradicionales,
es decir, se siembran en 4reas en las cuales se corre el riesgo de que
contraigan reinfecciones. La mayor parte de estos materiales pueden con-
taminarse con uno o mas virus, ya que es practicamente imposible mante-
ner en el campo un cultivo en condiciones 6ptimas de sanidad.

El cultivo de tejidos ofrece una alternativa para el mantenimiento de
variedades de papa libres de enfermedades. Aplicando estas técnicas de
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cultivo, el Centro Internacional de la Papa (CIP) en Lima, Peru, ha
reunido una coleccién in vitro de alrededor de 500 clones.

De las varias metodologias que pueden aplicarse para el mantenimiento
in vitro de la papa, se pueden citar:

- Criopreservacién.
- Mdétodo de callos secados.
- Métodos de crecimiento limitado.

Los Capitulos 31 y 32 tratan sobre los métodos de conservacién de
germoplasma in vitro. El método de congelacién rapida hasido aplicado a
la papa por Bajaj (1981) con yemas axilares y 109, de DMSO (dimetilsul-
féxido) como crioprotector; la técnica de los callos secados fue usada por
Nitzsche (1983) en una linea de papa. ‘

Roca et al. (1978) han seiialado que el mantenimiento in vitro en
condiciones de crecimiento normal es una labor intensiva, ya que las
‘microestacas’deben ser trasferidas a un medio fresco y regeneradas como
planta nueva cada 2 6 3 meses. Por tal razén se han propuesto diferentes
formas de reducir la frecuencia de trasferencia de los cultivos (Westcott et
al., 1977; Schilde-Rentschler, 1979). Estradaet al. (1983)informan quela
coleccién de clones de papa del CIP ha estado almacenada in vitro, sin
ninguna trasferencia, durante un afio, a 22-25°C, con 3000 lux de ilumina-
cién y con 16 h de fotoperiodo, en un medio que contenia 4% de manitol y
0.5% de sacarosa. Roca (1981) ha sefialado que un cuarto dedicado a
banco de germoplasma con temperatura controlada, iluminacion, estantes
apropiados, y con dimensiones de 5 x 6 x 2.5 m, tiene una capacidad parael
almacenamiento de 20,000 tubos de ensayo con cultivos de meristemas de
yuca (Manihot esculenta).

Semilla Basica de Papa y Cultivo de Tejidos

Después del éxito de Morel (1965) en la multiplicacién de orquideas in
vitro, se ha incrementado el interés por las técnicas de cultivo de tejidos
como alternativa para la propagacién asexual de plantas de importancia
econdmica.

Las partes dela planta empleadas por esta técnica son tan pequefias, que
han propiciado el uso del término micropropagacién. Esta técnica tiene las
siguientes ventajas:
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- Producc16n de millones de plantas en un afio.

- Intercambio mternacmnal de matenal reduciendo o eliminando los
riesgos de diseminacién de patégenos.

- Aplicacién de la técnica en cualquier época del afio.

Organizar la produccion de semilla basica de papa empleando el cultivo
de tejidos exige ponderar la importancia de los siguientes aspectos: la
produccién a nivel regional o nacional; los recursos econémicos existentes;
los recursos técnicos de que se disponga; el nivel minimo de conocimientos
y de destreza en esas técnicas de cultivo. No se trata simplemente de
introducir la tecnologia, sino mas bien de adecuarla a las condiciones
concretas de la institucién, la regi6n o el pais.

Varios paises (Francia, Viet Nam, Hungria, Unién de Republicas Socia-
listas Soviéticas, Cuba, Per) han incorporado una etapa de cultivo de
tejidos a los esquemas de produccién de semilla basica de papa. Viet Nam
(desde 1984) y la Unién de Republicas Socialistas Soviéticas (desde 1976)
utilizan la micropropagacién in vitro en ese proceso (Cuadros 19.1y 19.2).

Hay cuatro fases importantes en la produccién de semilla basica de papa
mediante la técnica del cultivo de tejidos, cada una de las cuales se
explicaré detalladamente:

Fase 1 Multiplicacion de material libre de pat6genos usando técnicas
in vitro.

Fase II  Multiplicacién intermedia en reéipientes de mayor capacidad.
Fase III Multiplicacién en suelo enriquecido.

Fase IV Produccién de tubérculos pequefios en suelo tratado.

Fase I: Multiplicacién del material in vitro

En esta fase, las plantas, colocadas en tubos de ensayo u otros recipien-
tes, se subcultivan por medio de segmentos de nudos a una tasa de
multiplicacién muy alta.

Materiales

Para la micropropagacién de la papa pueden usarse, como material
inicial, las plantulas obtenidas por cultivo de meristemas o las yemas de los
tubérculos que han demostrado estar libres de enfermedades virales.
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Cuadro 19.1.. ‘Proceso de'multiplicacion réplda dela papa utilizado por los agricultores de
- Dalat, Viet Nam. Ly ; o L

Etapa ~  Tasade = Resultado - S Deséripcién
“ multiplicacion - o o ‘
1 1/1 Una pldntula Desarrollada en tubo de ensayo; proviené de la

.esta;;ién:experimental; muyltiplicada dos veces en
;an periodo de 2. meses produjo 5 esquejes por

. mbo .
2 . 25/1 Plantulas - -Desarrolladas en, tubos.de ensayo; per(odo de
Lt crecimiento: 1, mes,
3 100/1--  Esquejes - Provienen de las plé.ntulas ya enraizadas;
de tallo ; plantados en una mezcla de suelo y abono, en
juvenil ‘almé.mgos, con una densidad de 2500/ m2

(4 esquejes/tubo); recolectados semanalmente
“durante 2 ‘meses.

4 1000/ 1 ' Esquejes : Enra.i;in en sustrato de suelo con abono
de yema - plantados enalmécigos, con una densidad
apical de 2500/m?
5 .10,000/1  Esquejes, ' Enraizan en macetas de hoja de plitano;
de yema trasplantados al campo después de 15 6
“ apical’ ' 20 dias para produccu‘m comercial.
6 Tubérculos Los de mayor tamafio se utilizan para consumo,'

los de tamafio pequefio, como semilla para conti-
nuar la multlpllcambn

FUENTE: Nguyen Van Uyen, 1984. .

Cuadro 19.2. ' Proceso para la produccidn de 'semilla bds1ca de papa eh la’ Umén de
- Repiblicas Socialistas Soviéticas.

Afio . ... Descripcién. de la etapa

| Laboratorio de sancamiento :
Después del trabajo de saneamiento y micropropagacion, sembrar en
- invernaderos 10,000 ‘plantas libres de virus para produc1r
60,000 tubérculos.

2 ~ Estacién de multiplicacién
"~En condiciones de aislamiento, sembrar 60,000 tubérculos, para
cosechar y guardar en bolsas ‘40, 000 clones.

3 Empresas espetializadas
Parcelas de ensayo de primer-afio (40,000 en 10 ha).

4 Produccién de semilla bésica
_ Parcelas de ensayo de clones de segundo afio .
(24,000 clones en 30 ha se cosechan 300 t de papa)

FUENTE: Trofimez, 1976.
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Yemas de tubérculos. El material seleccionado debe desinfestarse
pasandolo por alcohol de 70% y colocandolo luego en una solucién de
hipoclorito de calcio al 0.5% durante 5 a 10 minutos, seglin su tamafio. Se
enjuaga luego tres veces con agua destilada estéril en un 4rea a prueba de
contaminaciones.

Las yemas de tubérculos dan origen a tallos vigorosos y a hojas relati-
vamente grandes, en algunos casos compuestas; ambas estructuras son
similares a las de las plantas adultas. Después de varias multiplicaciones
(una por mes) las plantas desarrollan untallo con hojas simples de tamafio
variable. Este proceso puede experimentar modificaciones segtin la varie-
dad de papa y el estado de incubacién delos tubérculos. Por ejemplo, en las
variedades Bintje y BF-15, el estado Juveml se presenta entre la segunda y
la cuarta multiplicacién, cuando se parte de tubérculos almacenados a 20°C
durante 30 a 90 dias desde la cosecha. Asi pues, partiendo de una yema de
una planta adulta sembrada in vitro, y después de varias multiplicaciones
en las condiciones mencionadas, ocurre un proceso de rejuvenecimiento
del material.

Algunas formas de tallos juveniles encontradas in vitro poseen pequefios
tubérculos que resultan del trauma producido cuando se cortan los esque-
jes de plantulas en edad fisiolégica avanzada.

Pldntulas derivadas de meristemas. La diseccién de meristemas necesita
de un microscopio estereoscopico; en la medida en que se usen practicas
sanitarias estrictas en la ejecucién de las operaciones aqui descritas, €l
éxito estara garantizado. Las cabinas de flujo laminar ayudan a prevenir
contaminaciones, pero el alto costo de ese equipo puede limitar el desarro-.
llo del trabajo. En Viet Nam se observé que los propios agricultores cons-
truian cAmaras de trasferencia para aplicar en sus casas las técnicas de
micropropagacion por segmentos de tallo (nudos). Estos resultados abren
nuevas posibilidades a los productores.

Las condiciones parael cultivode meristemas son:‘temperatura de20+
1 °C, fotoperiodo de 16 horas, e iluminacién de 12,000 a 13,000 lux.

El estado juvenil de las plantulas micropiopagadas depende, en cierta
medida, de las condiciones del cultivo. Alteraciones de estos parametros
han causado la pérdida del estado juvenil, expresada en la aparicién de
hojas compuestas o en la formacién de tuberculillos.

Medios de cultivo. Se conocen diversos medios de cultivo; sin embargo,
el medio de Murashige y Skoog (1962), con algunas modificaciones, es uno
de los mas exitosamente usados (Cuadro 19.3).
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Cuadro 19.3. Algunas modificaciones hechas a los componentes del medio de Murashige-
Skoog (MS) utilizado para el cultivo in vitro de meristemas y de microesque-
jes de papa.

Componentes MS. . Modificacién® para: Medio de
estindar  Meristemas Microesquejes  White

Macroelementos (mg/litro)

NH/NO, 1650 1650 1250 —
KNO, 1900 1900 1100 80
CaCl,.2H,0 . 440 400 — —
Ca(NO,), — — 307 200
MgS0,.7H,0 : 370 370 770 739
KCl — — — 65
KH,PO, 170 170 970 —
NaH,PO, — — — 200
Na,EDTA . 373 37.8 37.8 —
FeSO,.7H,0 27.8 — — —
Fe4(80,),.6H,0 — 50.8 50.8 2.5
Microelementos (mg/litro)
H;BO, 6.2 6.2 6.2 1.5
MnSO.4H,;0 22.3 22.3 22.3 4.5
ZnSO,.4H,0 8.6 8.6 8.6 1.5
KI 0.83 0.83 0.83 0.75
CuSO,.5H,0 0.025 0.025 0.025 —
Na,Mo00,.2H,0 0.25 0.25 0.25 —
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.025 —
Vitaminas (mg/litro)
Mesoinositol 100 — — —
Acido nicotinico 0.5 — — 0.5
Piridoxina 0.5 1.0 1.0 0.1
Tiamina 0.1 1.6 : 0.1 0.1
Acido ascérbico — 3.0 3.0 —
Sacarosa 30,000 20,000 10,000 20,000
Hidrolizado de caseina 1000 — — —
Glicina ‘ — — — 3.0
Reguladores del crecimiento
(mg/litro)
GA, 1.0 2.0 3.0 —
Kinetina 0.01 0.5 0.25 —
AlA 2.0 — — —
Adenina — 0.5 0.25 —
8-Dihidroxiquinona — — —_ _
Acido clorogénico — — 0.1 —

Agar 10,000 7000 7000 7000

a. Modificacién del medio MS hecha por el Instituto de la Papa de Ucrania, URSS.
FUENTE: Trofimez, 1976.
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Otro medio utilizado es el de. Knop en el cual se han desarrollado
variedades de papa como Desiree, Baraka y Mariella. La composicién de
los medios se modifica dependiendo del tejido que se cultiva (Cuadro 19.3).

En el Programa Cubano de Semilla de Papa se ha utilizado de modo
general, para la mictopropagacion de papa, el medio A derivado del medio
de Knop. Sus componentes son los siguientes:

Macroelementos: se toman de la-solucién base para el medio Knop
diluida a la mitad, pero empleando cinco veces mas potasio.

Microelementos: se toman de la solucién base para el medio Berthelot.
Produccién de tubérculos in vitro

Esta técnica, asi como la formacién acelerada de yemas axilares, es de
capital importanciaen la micropropagacién de la papa. Latuberizaciénin
vitro ofrece las siguientes ventajas:

- -Se obtienen tubérculos en cualquier estaciéon del afio.
- Es posible almacenarlos en pequefio espacio.

- Sirven de material de partida para programas que carecen de infraes-
tructura adecuada, y de experiencia en cultivo de tejidos.

- Sirven para siembras tempranas en campo, permitiendo asi un escalo-
namiento de la produccién.

- Se pueden trasportar mas facilmente que las plantulas en tubos de
ensayo.

El CIP ha desarrollado investigaciones para inducir tubérculos in vitro
en un rango amplio de genotipos de papa. Pudo constatarse que se indujo
la formacién de tubérculos en todos los genotipos probados. En promedio,
unade 10 yemas axilares de pldntulas cultivadas in vitro desarroll6 estolo-
nes con pequefios tubérculos en sus extremos. Cada tubérculo pesaba entre
3 v 38 mg, tenia dos o mas ojos y expresaba, aun siendo de tamafio
pequefio, caracteres como el color y la forma.

Protocolos para la multiplicacién in vitro
1. Produccion de tubérculos in vitro

a) Coloque brotes axilares ‘cosechados in vitro’ en un medio MS
con 22.0 a 44.0 uM de BA y 0.23 M de sacarosa, en un Erlenme-
yer de 300 a 500 ml.
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b)

©)

Incube, a una temperatura.de 18 a 20 °C, con un fotoperiodo de
8 horas, y con 100 a 500 lux de intensidad luminica.

En un lapso de 4':m‘esve‘_,s se obtienen de 30 a 50 tubérculos en
miniatura de cada Erlenmeyer (Hu y Wang, 1983).

2. Muiltiplicacién por medio de ﬁudos

a)

b)

©)

d
e

Estructure st programa de multiplicacién partiendo de plantas
obtenidas in vitro, ya sea de yemas de tubérculos libres de virus o
de plantulas procedentes de ‘meristemas.

Corte de la planta obtenida in vitro, varias estacas de manera
que cada una posea una hoja y una yema axllar

Plante las estacas enun, medio MS o Knop (dllu1d0 ala mltad y
con 5 veces més KNO, por litro) y en.condiciones de cultivo
como las ya descritas. .

Al cabo de un’ mes, repita' ‘sucesivame‘nte los pasos b) y c).

Se obtiene, en estas condiciones, un ritmo de multiplicacién de

5 a 7 estacas por mes.

3. Formacion acelerada de yemas axilares

a)

b)

©)

d)

e)

Trasfiera plantulas regenera_daS-a la superficie del medio sélido
MS + 0.005 M de ANA, en un Erlenmeyer de 250 ml.

Observe que dos o tres brotes axllares con raices adventlclas se
desarrollan en 20 dfas.

Manipule los nuevos brotes axilares desarrollados para que
adopten una posicién horizontal en la superficie del agar.

Repitael paso c) con un intervalo de 20 dias, hasta obtener como
resultado una masa de brotes axilares.

Coseche las yemas axilares con la ayuda de pinzas, y haga el
subcultivo en un medio fresco.

Repita ¢l paso €) con 20 dias de intervalo, obteniendo el doble o
el triple de proliferaciones por frasco (Hu y Wang, 1983).
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Fase II: Multiplicacion intermedia en semiesterilidad

La multiplicacién in vitro de cualquier material ocurre en progresion
geométrica. El ritmo de multiplicacién in vitro de la papa puede ocurrir
indefinidamente; sin embargo, factores de orden préctico limitan esta
posibilidad. Ademas, las condiciones ambientales de las cAmaras de cul-
tivo posibilitan la ocurrencia del “estado juvenil’. El paso de una planta
desde un cultivo in vitro al campo requiere una etapa de transicién o
intermedia. “Los esquejes dejan de cultivarse en condiciones asépticas, lo
que facilita las operaciones, conservando algunas ventajas del cultivo
estéril en tubos, en particular, la proteccién contra las infecciones virales y
la conservacién en la fase juvenil” (Rossignol-Bancilhon y Nozeran, 1979).

Es posible desarrollar este sistema o fase intermedia en cajas de vidrio
organico trasparentes (40 x 25 x 25 cm) que llevan arena hasta una altura
de 5 a 7 cm. Las cajas estadn protegidas con una pelicula de polietileno
trasparente para evitar la deshidratacién del material sembrado. Estas
cajas se colocan en estantes iluminados, semejantes a los que se utilizan
para colocar las gradillas con los tubos de ensayo empleados en la micro-
propagaciénin vitro. El sustrato que sirve de soporte para plantar esquejes
de plantulas tiene importancia en el éxito del trasplante (Cuadro 19.4).

Cuando no hay arena apropiada, pueden ensayarse distintas combina-
ciones de arena y materia organica. Otro aspecto importante es la densidad
de la poblacién: la distancia de ‘siembra’ mas utilizadaes de 2.5 x 2.5 cm.
Variaciones en la densidad de siembra pueden influir en la calidad del
material obtenido (Cuadro 19.5). El tamafio de las cajas puede variar
segun el objetivo del trabajo.

Cuadro 19.4. Influencia del sustrato en el crecimiento de plantulas de papa en cajas de

vidrio.
Sustrato Plantas Aspecto Altura de las  Pléntulas Enraizamiento®
sembradas de las plantulas logradas
(no.) plantulas® (mm) (no.)
Arena de
cantera 209 B 41.6 200 MB
Arena de rio 209 R 47.3 90 B

a. B =bueno; R = regular; MB = muy bueno. Los valores indicados son promedios del total de plantas
sembradas en cada sustrato.
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Cuadro 19.5. Influencia de la densidad de poblacién en ¢l desarrollo de plantulas de papa
en cajas de vidrio.

Plantas Aspecto Altura Entrenudos Distancia Plantulas
ensayadas de las entre los logradas
(no.) plantulas? (mm) (no.) nudos (mm) (no.)
209 plantas R 27.5 4 11.0 195

80 plantas B 24.4 3 100 80

a. R = regular; B = bueno. Los valores indicados son promedios.

Debe tenerse en cuenta que, en la fase intermedia, es posible la micro-
propagacion de las plantulas. Inicialmente se crey6 que la poblacién de 209
plantas por caja era la ideal; mds tarde, la practica demostré que debia
emplearse una densidad intermedia entre las dos ensayadas.

Para agilizar el procedimiento de ‘siembra’, se ha usado una plancha de
material plastico cuyas dimensiones son menores, en 2.5 cm, que las del
fondo de la caja, y lleva perforaciones separadas una de otra por una
distancia igual a aquélla a que se plantan los esquejes. En los orificios se
colocan tornillos pequefios que dan la profundidad de siembra requerida.
Con este simple aditamento es posible hacer orificios de siembra unifor-

mes, ahorrando tiempo y mano de obra, y asegurando la poblacién
prefijada.

En esta fase intermedia, las cajas requieren de riegos frecuentes con la
solucién de Knop (Cuadro 19.6). Aun cuando esta fase no exige la asepsia
del cultivo in vitro, algunas medidas de limpieza (esterilizacién del sus-
trato, eliminacion de las plantulas muertas) deben tomarse para garantizar
el 6ptimo estado del material de siembra.

Fase III: Multiplicacién en suelo enriquecido o tratado

Las plantulas obtenidas en la fase intermedia son fragiles y pequeiias,

~ condicién que limita su trasplante directo al campo. Se crea asi la necesi-

dad de otra fase que consiste! en el traslado de las plantulas a pequefios

cubos de tierra comprimida y enriquecida (una mezcla de tierra, turba,

arena y fertilizante), colocados en invernaderos himedos, con temperatu-
ras de 19 a 20 °C, y con una iluminacién muy alta durante 18 horas.

1. Nozeran, L. N. Comunicacién personal.
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Cuadro 19.6." Influencia‘de la concentracién de la solucién nutritiva Knop en el agua de
riego de pl4ntulas de papa mantenidas en cajas de vidrio.?

Tratamiento Aspecto Altura Entrenudos  Distancia
de riego de las G entre nudos
: plantulas (mm) ~ - (no.) (mm)

Agua sola; 10 dias después :
regar con SK de conc. 1/5 R 21.6 2 8.6

Agua sola; 10 dias después ;
regar con SK de conc. 1/5 B 427 4 10.9

Regar durante todo el ciclo
con SK de conc. 1/5 B 40.2 3 11.5

Regar durante todo el ciplé ;
con SK de comc. 1/10°: MB 37.0 4 10.3

a. R=regular;B= bueno MB muy ‘bueno. SK—solucxén Knop,conc =concentrac16n Los valores
indicados son promedios.

De esta manera, gracias a la nutricién mineral suministrada en riegos
frecuentes con la solucién de Hoagland y a la iluminacién alta, los peque-
fios esquejes se conwerten répldamente en plantas robustas de hojas
compuestas.

Como se haexplicado, el estado juvenil de las plantulas de papa permite
utilizar més frecuentemente el material vegetal parala micropropagacion;
por otra parte, este estado puede extenderse o acortarse con las condicio-
nes del cultivo in vitro. Ahora bien, una vez trasladadas las plantulas de la
fase intermedia. a la fase de suelo enriquecido, comienza a producirse la
pérdida paulatina del estado juvenil que ha sido aprovechado hasta ahora.

Elfotoperiodo largo (18 horas) a que se someten las plantulas retardael
proceso de tuberizacién. No debe olvidarse que,.al final-del proceso, seran
llevadas al campo para que produzcan tubérculos.

Los vietnamitas han hallado una solucién préctica para el paso de las
plantulas a esta tercera fase. Con pedazos (10x 5 cm) de una lamina de
polietileno se elaboran pequefios. cxlmdros que se rellenan ¢on una mezcla
de suelo (tierra:turba:arena: fertlhzante) para que sirvan de soporte a los
esquejes. Una vez sembradas las plantas en el campo, los cilindros de
polietileno pueden reutilizarse. Otras soluciones, como la hoja de platano
enrollada, son factibles pero dependen en gran medida de las posibilidades
econdmicas.
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Hay méquinas-de uso frecuente en horticultura que fabrican de 12 a
13 mil bloquecitos de tierra por hora; si se emplearan para plantar los
esquejes, permitirian desarrollar mas rapidamente la Fase I11. El sistema
completo consta de una mezcladora de suelo para alimentar la maquina, la
maquina de producir-bloquecitos, y las sembradoras de bloquecitos.

Otro aspecto que debe considerarse es la manipulacion de los bloqueci-
tos antes y después de la siembra. En Francia se producen y colocan en el
suelo del invernadero; en Holanda hay mdquinas autopropulsadas que
producen los bloquecitos y los colocan directamente en el suelo, redu-
ciendo asi su manipulacién.

Fase IV; Produccion de tubérculos

La produccién de semilla basica de papa requiere condiciones fitosani-
tarias estrictas. En ocasiones, es dificil encontrar lugares con una baja
incidencia de &fidos o pulgones (vectores de enfermedades); por ello, la
seleccién del lugar adecuado se hace critica.

En el proyecto cubano se utilizé inicialmente la tecnologia francesa que
consiste en trasladar las pldntulas al campo en los bloquecitos de suelo
enriquecido, para obtener la cosecha de tubéreylos. Dificultades practicas
se presentaron al manipulary trasportar el material vegetal hacia las areas
de siembra; esta operacidn, la siembra de plantulas, solia hacerse a mano.
Asimismo, algunos aspectos agrotécnicos debian ténerse en cuenta, como
la distancia de siembra, el tipo de siembra (surco o cantero), la aplicacién
de herbicidas selectivos, y otras labores culturales que seran diferentes
para esquejes plantados en surcos o en camas (canteros). Estas considera-
ciones condujeron a una tecnologia modificada.

Una alternativa que no debe descartarse es la produccion de tubérculos
pequefios en lugares mas concentrados; una vez cosechados, esos tubércu-
los serviran como punto de partida para la produccién de semilla bésica.
En Viet Nam, para evitar el trasporte de las plantulas hacialos agricultores,
se puso en préctica la produccién de tubérculos pequefios. En un suelo con
poca fertilizacién y densamente sembrado, las pléntulas forman pequefios
tubérculos de un peso entre 30 y 60 g.

Con informaciones de Viet Nam, de Francia y del CIP se desarrolld la
siguiente tecnologia, basada en las condiciones reales de Cuba. Dentro de
tineles de estructura metéalica cubiertos con una malla contra pulgones, se
construyen camas de 1 m de ancho x 30 mde largo, que contienen la mezcla
de tierra descrita anteriormente. Las pldntulas, densamente plantadas en
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las camas (10 x 10 cm), pierden paulatinamente su estado juvenil; por ello
es posible hacer propagaciones antes de que aparezcan las hojas compues-
tas y comience, por tanto, €l proceso irreversible de la tuberizacién.
Cuando su altura est4 cercana a los 10 cm, las plédntulas se decapitan para
estimular la formacién de esquejes axilares que sirven, asi como el apice
cortado, para obtener nuevas plantas. Este corte de esqueje puede reali-
zarse a intervalos de unos 10 dias, durante 10 semanas; de esta manera se
eleva considerablemente la poblacién de plantulas. Este material puede
sembrarse en bloquecitos de suelo enriquecido que se trasladan al campo
para su siembra.

Después de cada corte se aplica a las plantulas de las camas una pequefia
dosis de fertilizante nitrogenado, para que se eleven los coeficientes de
multiplicacién. Finalizado el corte de esquejes en esas plantulas, se
comienza el aporque con suelo enriquecido (de dos a tres veces) para
conformar la cama donde se producirdn los pequefios tubérculos. Se
obtienen asf hasta mil tubérculos pequefios por metro cuadrado.

El Cuadro 19.7 presenta un esquema para la produccién de semilla
basica de papa, empleando el cultivo de tejidos.

Organizacion de Centros de Micropropagacién

Los métodos actuales del cultivo de tejidos pueden resolver los problemas
de micropropagacion de la papa y elevar sus coeficientes de multiplicacién
a niveles que no alcanzarian otras técnicas. Este hecho hace posibles los
siguientes resultados: la obtencién de millones de individuos para la pro-
duccién de semilla de papa; el saneamiento de variedades contaminadas
por enfermedades virales; el mantenimiento de un banco de variedades
libres de enfermedades que servirian de punto de partida para el esquema
de micropropagacion. .

El objetivo actual es la organizacion de centros especializados en estas
técnicas de micropropagacion. Paises como Hungria, Viet Nam, Cuba,
Union de Repiblicas Socialistas Soviéticas, Francia y Perd emplean el
cultivo de tejidos como una ayuda valiosa para la obtenciéon de semilla
basica de papa.
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Cuadro '19.7: -“Esquema’ integral de producclén de semllla bésica de: papa empieando el

culnvo de tejidos.

Tasa de: - . Deseripeién =~ Tiempo requerido
multiplicacién: - I (dias)
T ™ LN S
Fase T Multlphcaclén in v1tro
5 ) Tubos dé ensayo 0
25 Tubos de ensayo 3000 o e
125 Tubos de ensayo 60
625 Tubos de ensayo 90
,3125 ‘ " " Tubos de ensayo ~120
Fase ‘11 i Fase intermedia )
2888 Tubos de ensayo
x3= S
8664 Esquejes 150
(120 cajas, 7 m?)
x3= } s
25992 ~ Esquejes 180
) (361 cajas, 25 m?) o
Fase 111 Multiplicacién en suelo ennquecldo
26,000 Esquejes en“cajas
x3=
78,000 . -Esquejes 210
x 4=
312,000 - ! Pléntulas : 240
Fase 1V ‘ Produccién de tubérculos pequefios
312,000 . - ... Plantulas sembradas 270.
x4 =
1,250,000 Tubérculos? 80-90
1,250,000 Tubérculos conservados
Siembra
300 toneladas Tubérculos 360

a. 4 tubérculos/planta,

El Cuadro 19.8 presenta el analisis econbrmico de un esquéma propuesto
para producir-esa semilla, fundado en la experiencia soviética. En é] se
comparan ¢l sistema’‘tradicional y -un sistema que aphca el cultwo de

tejidos, para producir 7.5 t de semilla basica.
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Cuadro 19.8. ' Recursos de ' mano de obra y costo de la produccién de 7500 t de semilla
bisica de papa en la URSS, en 1978.

Fases Cantidad Empleo de Costo
' de Area Trabajo Rublos US$
material (ha) (hombres-dfa) (miles) (miles)

(miles) (milest)

Esquema tradicional

Clones para seleccién 300 — 185 6.7 4.46
Clones de primer atio 300 B 18.75 225.0 149.63
Clones de segundo afio 150 300 75.00 900.0  '598.50
Semilla basica 7.50 750 75.00 11250  748.13

Total 1125 170.60 2256.7  1500.72

Con cultivo de tefidos

Clones meristemadticos,
obtencidn — — - 10.08 277.0 - .184.20

Clones de primer afio 50 8 2,00 24.0 16.00
Multiplicacién

preliminar de clones 0.16 40 . 400 60.0 40.00
Multiplicacién de clones

en areas especializadas 0.80 200 20.00 300.0 200.00
Semilla basica 7.50 750 - 75.00 11250  748.13

Total 998 111.08 1786.0  1188.33
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