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En un programa de mejoramiento para resistencia al virus X (PVX) y al virus Y
(PVY) de la papa es generalmente necesario evaluar un gran ndmero de progenies,
por lo cual es deseable reducir el tamafin de la poblacién eliminando, tan répido
como sea posible, el mayor nimero de progenies susceptibles. La técnica de
inoculacién masal con pistola asperjadora sirve a ese propésito y evita la
contaminacién con otros virus no deseados durante la inoculacién. El nivel de
inmunidad de la resistencia a PVX y PVY y la herencia monogénica dominante para
cada uno de ellos facilitan el proceso de seleccién de las progenies resistentes.

La técnica de inoculacién masal con pistola asperjadora se basa en trabajos previos
realizados por Timian et al. (4), Lindner y Kirkpatrick (2), Wiersema (5) y Rizvi
(3). El método utilizado en el Centro Internacional de la Papa y descrito aquf se basa
en estudios hechos por Dévila y Fernédndez-Northcote (1) para mejorar la eficiencia.
Se logra infectar més de 96% de las plantulas y, de esas, mas de 88% muestran
sfntomas, haciendo innecesaria una segunda inoculacién manual.

Luego de la inoculacién de PVX y/o PVY, se puede tamizar en invernadero o
evaluar en campo para resistencia a otros patégenos como el virus del enrollamiento
de la hoja de la papa (PLRV), Phytophthora infestans, Alternaria solani y
nematodos.




1 PROCEDIMIENTO

1. En bandejas de 30 x 40 x 6 cm (Figuras 1 y 2), se siembra la semilla
previamente tratada con 4cido giberélico (1 ppm x 24 h) y luego secada por uno
o dos dias. El tratamiento con el 4cido giberélico rompe el reposo y hace que
las semillas germinen mejor y uniformemente. Se debe tratar de obtener
alrededor de 150 plédntulas por bandeja y por familia. Las semillas se
distribuyen en 6 filas espaciadas a 5,5 cm (Figura 3).

Figura 1. Bandejas utilizadas para la obtencién de plantulas. Se
preparan seis filas espaciadas en 55 c¢cm con un patrén de
macera que se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Patrén de madera utilizado para preparar las filas en
las bandejas.




Jeben ser uniformes.
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Figura 3. La germinacién y el crecimiento de las plantula




Cuando las plantulas alcanzan el estadio de 2 a 4 hojas (aproximadamente tres
scmanas después de la siembra) (Figura 4), se las inocula aplicando el iriéculo
con una pistola asperjadora que trabaja con aire a una presién de 25 a 30 Ib por
pulgada cuadrada (1,8 kg/cm?) (Figura 5).

Figura 5. Se aplica el inéculo con una pistola asperjadora de artista.




Fl aire a presién proviene de una compresora (Figura 6).

La pistola asperjadora es una Homi Y-4 (Figura 5) hecha en Japén. Las
piezas son metdlicas y se pueden esterilizar por autoclave. El recipiente
contiene 50 cm3 del in6culo, lo cual basta para una bandeja (generalmente
se usa de 50 a 100 cm3 por bandeja). Hay otras marcas disponibles.

Figura 6. El aire a presién para la inoculacién con la pistola asperjadora
proviene da una compresora.




3. Se asperjan las hojas tan cerca como sea posible hasta que se observe algo de
infiltracién del inéculo (Figura 7). Esto toma aproximadamente 2 segundos por
plantula. Sin embargo, el asperjado puede ser més répido, si se toma sélo 0,6
segundos por pléntula sin esperar necesariamente hasta la infiltracién, sin un
descenso sensible en el porcentaje de infeccién.

4. El in6culo se prepara a una concentracién de 2% p/v (2 g de hojas de Nicotiana
occidentalis infectada con PVY, 6 2 g de hojas de Nicotiana glutinosa infectada
con PVX, 15 a 25 dfas despilés de su inoculacién, individualmente o mezcladas,
en 100 cm3 de agua destilada), filtrando a través de una gasa y conteniendo
0,5% de carborundum malla 600.

. A

Figura 7. El asperjado se hace tan cerca como sea posible, hasta que se
observe algo de infiltracién,




5. Las plantulas inoculadas se incuban en un invernadero o casa de malla entre 16
y 28°C. Inmediatamente después de la inoculacién se cubren las plantulas con
papel himedo durante aproximadamente 20 hr.

6. Los sintomas aparecen de 4 a 11 y hasta 21 dfas después de la inoculacién
(Figuras 8, 9y 10).

Figura 8. Lesiones necroéticas locales inducidas por el PVX
o el PVY luego ds la inoculacién con pistola asperjadora.




Figura 9. Necrosis sistémica da las venas, manchas verdes y clorosis inducidas
por el PVX o el PVY luego de la inoculacién con pistola asperjadora.
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Figura 10. Mosaico inducido por el PVX o el PVY luego de
la inoculacién con pistola asperjadora.

7. Se seleccionan las plantas que no muestran sfntomas. En el CIP la seleccién es
para inmunidad.

8. Dos a tres semanas después de la inoculacién, las plantas sin sfntomas se
transfieren a macetas individuales.

9. Se permite que las plantas sin sfntomas tubericen en las macetas, o bien se las
trasplanta al campo para su evaluacién agronémica entre la cuarta y la quinta
semana después de su inoculacién.
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