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Introduccion

El crisantemo (Dendranthema grandiflorum) es una es-
pecie ornamental que se cultiva para el uso de su flor o
para maceta. La propagacion de esta especie es agamica a
través de esquejes que se extraen de plantas mantenidas en
desarrollo vegetativo. Esta forma de multiplicacion lleva a la
difusion de enfermedades cuando las plantas madres estan
enfermas.

La enfermedad conocida como peste negra es una en-
fermedad causada por distintos virus que pertenecen al gé-
nero Tospovirus (German et al.; 1992). Los sintomas de esta
enfermedad en plantas de crisantemo particularmente en la
variedad Palisade fueron descriptos por Dal Bo et al.; 1999.

El objetivo de este trabajo fue la elaboracién de un pro-
tocolo para la obtencion de plantulas in vitro a partir de cul-
tivo de apices meristematicos con la finalidad de disponer
de plantas de sanidad controlada.

Materiales y Métodos

Se utilizaron apices meristematicos (0.3-0.5 mm) obte-
nidos de brotes apicales de plantas de crisantemo var. Pali-
sade de 3-5 meses. Luego de la desinfeccién superficial se
ubicaron en tubos con medio de Murashige y Skoog (1962)
(en adelante MS) suplementado con (en mg.l") mioinositol
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(100), tiamina HCI (0,4), sacarosa (30.000), agar (7.000) y
con diferentes combinaciones de 6-bencilaminopurina (BAP)
y acido giberélico (AG,) ajustado a un pH de 5,7 £ 0,1.

Los tratamientos fueron: 1.- MS sin reguladores de cre-
cimiento; 2.- MS + 0,5 mg.l"" BAP;

3.- MS + 1 mg.I" BAP; 4.- MS + 0,5 mg.l" BAP + 1T mg.l"
AG,. 5.- MS + 1 mg.I"BAP + 1 mg.I" AG,. Se sembraron 10
apices por tratamiento con tres repeticiones.

A los 45 dias de la siembra in vitro del apice se evalu6
porcentaje de contaminacién, porcentaje de regeneracion
de plantula y porcentaje de explantos que presentaban cre-
cimiento de tejido indiferenciado (callo).

Las plantulas logradas se subcultivaron a medios de
multiplicacién usando MS con igual suplementaciéon y pH
que para establecimiento. Se efectuaron 6 tratamientos:

1: MS sin reguladores; 2: MS + 0 mg.I" BAP + 0.1 mg.I
I ANA (Acido Naftalén Acético); 3: MS + 0.1 mg.I" BAP + 0
mg.l" ANA; 4: MS + 0.1 mg.I"" BAP + 0.1 mg.lI" ANA; 5: MS
+ 1 mg.l" BAP + 0 mg.lI" ANA; 6: MS + 1 mg.l" BAP + 0.1
mg.lI" ANA

El nimero de explantos por tratamiento fue de 30, ubi-
cando 5 explantos en cada frasco Los subcultivos (3) se
efectuaron cada 4 semanas mediante multiplicacién axilar,
y en cada uno de ellos se evalué nimero de brotes obteni-
dos por explanto.

Los brotes regenerados con mas de 2 cm. pasaron al
medio de enraizamiento utilizando las sales de MS a la mi-
tad de su concentracion y acido indol butirico (IBA) (0.1
mg.l"). A las 4 semanas de cultivo se registro el porcentaje
de plantulas que produjeron raices.

El material vegetal, en tubos o frascos segln etapa, se
ubicé en camara de cultivo a 23-25°C, con una intensidad
luminica de 35 pmol m2.s"' durante 16 horas diarias sumi-
nistradas con tubos de luz blanca fluorescente.

Las plantulas enraizadas in vitro se ubicaron en mace-
tas plasticas (1,5 litros de capacidad) conteniendo sustrato
Grow Mix ® identificadas con el nimero de meristema del
cual provenian. Se dispusieron por 6 a 8 semanas dentro de
un tanel plastico ubicado sobre una mesada en invernadero.
Se evalu6 porcentaje de sobrevivencia de plantulas.
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El estado sanitario de los materiales obtenidos se com-
probé mediante DAS ELISA. Se utilizaron reactivos, testigos
positivos y negativos provistos por Bioreba® aplicandose el
protocolo del proveedor. El anticuerpo usado fue policlonal
de amplio espectro para los tospovirus TSWV, INSV, GRSV, y
TCSV. Brotes apicales de las plantas ya ambientadas se mo-
lieron con buffer extraccion en una dilucién 1:10 y se man-
tuvieron a 0°C. La lectura de la placa se realiz6 a los 30 y 60
minutos de la siembra del sustrato. El punto critico por el
cual la muestra se consideré positiva, se calculé6 como el do-
ble de la media del nivel de absorvancia a 410 nm del testigo
sano, sembrado 6 veces en cada placa.

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado y los
datos se analizaron con ANOVA vy el test de comparaciéon de
medias de Tukey al 5%.

Resultados y discusion

La combinacién BAP y AG, del tratamiento 5 (Tabla 1)
mostro ser 6ptimo para la regeneraciéon de plantulas a par-
tir de apice meristematico, originando brotes vigorosos a
los 45 dias de cultivo. En dicho tratamiento el % de sobre-
vivencia fue el mas alto (datos no mostrados), asi como
también el % de apices que regeneraron plantulas (97%). La
mayor regeneracion de plantulas se produjo en presencia
de AG, ya que promovio la division celular y la elongacion
en la zona subapical de los apices (Sachs 1961).

La formacion de tejido indiferenciado fue mas abun-
dante en ausencia de AG,. En ausencia de reguladores de
crecimiento no hubo formaciéon de callo pero se vio com-
prometida la regeneracion.

En la etapa multiplicacién in vitro, se encontré una ma-

yor respuesta en los tratamientos donde se utiliz6 la com-
binacion de citocinina y auxina (Figura 1).
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Tabla 1: Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la respuesta
in vitro de apices meristematicos. Letras diferentes en la columna
indican diferencias significativas (p=0.05)

% de dpices | o 4o creci-
0, - -
Tratamiento % d.e cqr]ta que rege miento de
minacion neraron tallo
plantulas
1.- MS s_m_reguladores 6.6c 6.6d 0
de crecimiento
2.- MS + 0,5mg/I BAP 13,3 a 36,6 60 a
3.- MS + 1 mg/I BAP 6,6 C 63,33 b 76,6 a
4.- MS+ 0,5 mg/| BAP
+1 mg/l AG3 10b 86,6 a 40 b
5.- MS + Tmg/| BAP +
1 mg/l AG3 3,3d 93,3 a 53¢
64 Figura 1: Efecto
0 51 del medio de cul-
£ tivo en el nimero
S 49 de brotes por ex-
.E 31 planto (Promedio
324 de 3 subcultivos).
s 1] Valores con la
misma letra no di-
0+ ' fieren significati-

0.1-0 0.1-01 1-0 1-0.1

BAP-ANA (mgll)

0-0 001 vamente p <0,05

La mejor relacién citocinina/auxina para una abundante
propagacién fue de 1mg.l"/ 0,1mg.I" en concordancia con
que una alta concentracion de citocinina y una baja concen-
tracion de auxina promueve el crecimiento y el desarrollo de
brotes en cultivo in vitro (Pierik, 1987). La cantidad de brotes
axilares aumenté marcadamente con el incremento de la con-
centracién de BAP (1,0 y 5,8 dependiendo del tratamiento)
valores habituales para la especie (Ben Ja cob and Langhans
1972; Earle and Langhans, 1973). A bajas concentraciones de
BAP (0.1 m.I"") no hubo diferencias significativas entre los tra-
tamientos con o sin auxinas.
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La aparicion de raices se produjo entre la 3° y 4° semana
de cultivo en el 96% de las plantulas. El inicio de raices se
produjo entre una semana a 10 dias mas tarde en los explan-
tos que provenian del tratamiento 5 (BAP 0,1 mg.l" -ANA 0
mg.I"). El porcentaje de sobreviviencia post vitro fue del 92
% independientemente de los distintos tratamientos aplica-
dos durante la etapa de multiplicacién. Los altos porcenta-
jes se debieron a una adaptacién a las condiciones exteriores
en forma progresiva mediante breves exposiciones diarias a
humedad relativa baja que se aumentaban progresivamen-
te (Marin, 2001). Con las pruebas serolégicas usadas no se
detectaron plantas infectadas. Sin embargo, las limitantes
de esta técnica incluyen la existencia de cepas del patégeno
que pueden no ser detectadas por el anticuerpo, la distribu-
cién no homogénea del virus dentro de la planta y la dificul-
tad en detectar el patégeno en plantas asintomaticas. (Horst
y Nelson 1997).

Conclusion

Con las técnicas de cultivo in vitro aplicadas se acelerd
notablemente la multiplicacion de plantas. El desarrollo de
un protocolo de trabajo que ha incluido establecimiento,
multiplicacién y enraizamiento in vitro, asi como aclima-
tacion de las plantulas obtenidas permitié lograr una gran
cantidad de plantulas entre las que no se detectaron plan-
tas infectadas por los tospovirus analizados.
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