' VITRO DE MERISTEMOS PARA
YBTENCION DE PLANTAS DE

AJO (Allium sativum) LIBRES DE VIRUS

Laura Gonzdlez', Heidi Gremminger'

1. Introduccidn

En Uruguay existe una infeccién a virus generalizada en la mayorfa de los materiales de ajo
(Lasa e Inaba, 1981), habiéndose determinado por lo menos cuatro tipos de particulas que
reaccionan con antisueros para: OYDV, LYSV, GYSV y CnLV (Maeso, Conci y
Miraballe, 1994).

El cultivo in virro de meristemos estd siendo ampliamente utilizado en INIA LB para la
obtencion de plantas, de los clones del Programa de Mejoramiento de Ajo, con sanidad

superior.

2. Objetivos

El presente trabajo tuvo como objetivo generar informacién que permitiera aumentar la
eficiencia en la obtencién de plantas libres de virus. Para ello se buscé correlacionar el
tamano de los meristemos sembrados con la limpieza viral alcanzada, evaluar el efecto de
tratamientos con calor aplicado previo a la introduccién del material in vitro y por dltimo
evaluar diferentes medios de cultivo para la regeneracién de los explantes.

3. Materiales vy métodos

Se trabajé con dientes en estado de madurez (IVD=60%) de los clones M43 y 136,
pertenecientes al Programa de Mejoramiento de INTA LB.
Con el fin de cumplir con los objetivos planteados se llevaron a cabo tres ensayos.

ENSAYO 1

En este ensayo se evaluaron tres tamafios de corte, con 2, 3 y 4 primordios foliares. Ademds
los dientes utilizados fueron divididos en dos grupos para evaluar el efecto de la desinfeccidn
previo a la introduccién in vitro.

Antes de la excision de los meristemos para los ensayos, se realizaron mediciones bajo lupa
para correlacionar los diferentes tamafos de corte con las medidas en milimetros. De esta

manera se lograron estandarizar los tipos de corte como lo muestra el cuadro 1.
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N° de primordios Medida promedio
foliares (mm=+0.05)
2 0.40
3 0.70
4 1.20
‘ J

Una vez retiradas las catifilas externas y la hoja de reserva se llevaron los brotes a cimara
de flujo laminar donde, el primer grupo se esterilizé con una solucién 70:30 de hipoclorito
de sodio comercial y agua estéril con Tween 20 durante 7 minutos. Con este procedimiento
se obtuvo un 9,8% de contaminacién.

Los meristemos cortados se sembraron en el medio de cultivo D, (cuya composicidén se
detalla méds adelante), y fueron puestos en cdmara de crecimiento con una intensidad luminica
de 1500-2000 luxes y a 23+ 2°C de temperatura.

El procedimiento seguido con el segundo grupo fue el mismo que con el anterior,
introduciéndose como variante la no esterilizacién de los materiales previo a la siembra in
vitro. Con este procedimiento se obtuvo un 66,6% de contaminacién.

El estado sanitario de las pldntulas regeneradas in virro se analizé con pruebas ELISA
(Enzime Linked Immunosorbent Assay) utilizando antisueros contra OYDV (Onion Yellow
Dwarf Virus), CnLV (Carnation Latent Virus) y Potyvirus en general e ISEM-D
(Immunosorbent Electron Microscopy-Decorated), utilizando antisueros contra OYDV,
CnLV, LYSV (Leek Yellow Stripe Virus) y GYSV (Garlic Yellow Streak Virus).

ENSAYO 2

Se realizaron tratamientos con calor poniendo los dientes dentro de una cdmara himeda a
38°C y 90% HR, vy durante 10, 13, 15, 17 y 20 dfas. Una vez que se sacaron de la cdmara
se meristemaron a 3 primordios siguiendo el mismo procedimiento mencionado para el

ensayo 1 y se colocaron en cdmara de crecimiento bajo las mismas condiciones.

El estado sanitario de las pldntulas regeneradas en este ensayo se evalué con ISEM-D.
ENSAYO 3

Se evalud la regeneracién de pldntulas en 6 medios de cultivo (D, M,, M,, M;, M,y My)
cuyas composiciones se detallan en el cuadro 2.
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Cuadro 6.- Porcentaje de muestras libres de cada virus segin tamano.

R

VIRUS Nimero de primordios foliares

2 3 4

OYDV 70 50 50

LYSV 100 I R ¢ | 60
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CnLV 30 0

Cuadro 7.- Distribucidn de o para cada virus,

expresada como porcer

2 3 4
- - - 40 60 0 Y

- + -+ 20 30 10 20
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ENSAYO 2

En el cuadro 8
aplicados a los 4
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Cuadro 8.- Resultados de las pruebas I[SEM-D para los tratarnientos de calor.

Tratar:(}iemcs Porcentaje de muestras libres de

(e OYDV LYSV GYSV CnLV
10 50 106 0 0
13 33 66 0 . 0
15 100 100 33 100
17 100 - 0 0
20 - - - 25

total 71 a9 8 25

ENSAYO 3

En los cuadros O y 10 se muestran las evaluaciones realizadas en el ensayo de medios de

cultivo.

Primera evaluacién (3 los 25 dias)

MEDIOS DE CULTIVO

Tamafio Dl ii M1 M2 M3 M4 § M5
> 6cm - - - - - -
3,5-6cm — — S ——— —- —
1,5-3,5¢cm 30% 18% - 18% 44 % 32%
<1,5c¢m 70% 32% 100% 82 % 56% 68%
Color
verde claro 55% 88% - 82% 67 % 58%
verde medio 20% 12% . 12% 22% 42 %
verde 0scuro 15% - —- 6% - -
blanco 10% - 100% - 11% -
Observaciones™ - - --- 5%NR ~-- -
- I5%C | - 10%C 10%C 5%C




Segunda evaluacién ( a los 45 dias)

Dl M1 M2 M3 M4 M35
Tamaiio
> 6cm 10% 13% - 12% 18%
3,5-6cm 10% 47% | -=- 24'% 35 %
1,5-3,5¢cm 65% 20% i 29% 47 % 84 %
<1,5¢m 15% 20% | 100% 35% e 7}6%
Color :
verde claro 3 25% 27% 36% T5% 2%
verde medio ’ 30% 40% - Ai",i? 4‘7%
verde oscuro 40% 33% --- 2% - x ;4%
Observaciones™ - - — - -

--- 25%C ¢ --- H%C L 5%C

* Las observaciones se realizan sobre el tof 3 en cada medio

slantes a los que
|7 en la primera ni

(veinie). Los otres porcentajes son ic
se les realizd la evaluacion, que £n nin
menos de 15 en la segunda.

NR: No regenerd.
C : Contaminado.



