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RESUMEN

Alstroemeria (Alstroemeriaceae) es un género nativo de Sudamérica. Sus especies, que se
distribuyen desde Venezuela hasta Argentina y Chile, tienen alto impacto en el mercado de plantas
ornamentales, debido al colory atractiva forma de sus flores. El cultivo in vitro de meristemas aumenta
la eficiencia de la propagacion de las plantas y su calidad, por contribuir con el saneamiento de
enfermedades sistémicas. El presente estudio tuvo como objetivo desarrollar un protocolo eficiente
de cultivo in vitro de meristemas de rizoma de Alstroemeria hibrida var. Fiesta de 15 INTA, a partir del
agregado de reguladores de crecimiento bencilaminopurina (BAP) y acido naftalenacético (ANA) a
un medio de cultivo base. Se evalu6 la cantidad total de plantas completas alcanzadas, produccion de
hojas, longitud aérea y radical, formacion de callo, necrosis y mortandad de los explantos sembrados
sobre MS; MS + 1 mg L* BAP; MS + 0,2 mg L' ANA; y MS + 0,2 mg L* ANA + 1 mg L* BAP. Se
realizd un analisis de la varianza y la evaluacion de diferencias entre medias por el test de Tukey. La
suplementacion de 0,2 mg L* ANA al medio MS es suficiente para el cultivo de meristemas de rizoma
de Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA, ya que su empleo resulté en una mayor produccion aérea y
radical y, consecuentemente de plantas completas, ademas de un alto porcentaje de sobrevivencia de
plantas luego de su transferencia al invernaculo.

Palabras clave: Alstroemeria, cultivo de meristemas, micropropagacion, reguladores de crecimiento,
bencilaminopurina (BAP), acido naftalenacético (ANA).

ABSTRACT

Alstroemeria (Alstroemeriaceae) is a genus endemic to South America. Its species, which are
distributed from Venezuelato Argentina and Chile, have ahighimpact on the ornamental plant market
because of the color and attractive shape of their flowers. In vitro culture of meristems increases the
efficiency of plant propagation and quality by contributing to the cleaning of systemic diseases. The
present study aimed to develop an efficient protocol for rhizome meristems culture of Alstroemeria
hybrida var. Fiesta de 15 INTA with the addition of growth regulators bencilaminopurine (BAP) and
naftalenacetic acid (NAA) to a base culture medium. Whole plants, leaf production, shoot and root
length, callus formation, necrosis and mortality of explants planted on MS; MS + 1 mg L BAP; MS
+0.2mg L* NAA; and MS + 0.2 mg L NAA + 1 mg L* BAP were evaluated. An analysis of variance
and evaluation of differences between means were performed by the Tukey test, which indicated
that an efficient method for the micropropagation of Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA consists
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of MS supplemented with 0.2 mg L* NAA. This procedure resulted in a greater shoot (aerial) and
root (radical)growth and, consequently, in a higher number of whole plants as well as a high plant

survival rate after transfer to the greenhouse.

Key words: Alstroemeria, meristem culture, micropropagation, growth regulator, bencilaminopurine

(BAP), naftalenacetic acid (NAA).

INTRODUCCION

Alstroemeriaesun géneronativo de Sudameérica,
perteneciente a la familia Alstroemeriaceae, cuyas
especies se distribuyen desde Venezuela hasta
Argentina y Chile, y pueden habitar desde el
nivel del mar hasta los 4500 m de altitud (Cajas
et al., 2009). Se caracterizan por ser perennes,
presentar bajos requerimientos de nutrientes,
larga vida en florero y flores de atractivas formas
y diferentes colores (Khaleghi et al., 2008). Estos
atributos permiten que su produccién mundial
permanezca en aumento (Hassani-Mehraban et
al., 2019), ya que es un género de alto impacto en
el mercado comercial de plantas ornamentales,
principalmente por venta para flores de corte
y, en menor medida, para macetas (Cajas et al.,
2009; Aros et al., 2017).

La propagacion de los cultivares comerciales
de Alstroemeria se realiza mediante la division de
rizomas (Spence et al., 2000; Pumisutapon et al.,
2012) porque los brotes vegetativos y generativos
se inician a partir de estos érganos subterraneos
que se ramifican de manera simpodial (Kim,
2005). Sin embargo, esta forma de multiplicacion
tiene como desventaja el alto consumo de tiempo
de trabajo, la baja eficiencia de propagacion y el
elevado riesgo de diseminacion de enfermedades
sistémicas, tales como los virus, lo cual en conjunto
afecta notablemente la calidad y el rendimiento
del cultivo (Aros et al, 2017). La propagacion
in vitro ha sido desarrollada para dar respuesta
a estos problemas. Se ha visto que el sistema
de micropropagacion mediante fragmentos
o meristemas de rizomas ha logrado reducir
aquellas limitaciones (Lin et al., 2000; Hamidoghli
et al.,, 2007). A pesar de ello, las caracteristicas del
medio de cultivo son determinantes para obtener
una micropropagacion exitosa. En particular, el
agregado de reguladores de crecimiento al medio,
tales como auxinas y citoquininas, posibilita el
rapido desarrollo de las plantas in vitro (Aros et
al., 2017).

En la actualidad, el Instituto de Floricultura del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) de la Argentina lleva a cabo un plan de
mejoramiento genético de Alstroemeria con la
finalidad de obtener cultivares ornamentales
adaptados a las condiciones del mercado local.
Recientemente, ha desarrollado la variedad

denominada ‘Fiesta de 15 INTA’ que se
caracteriza por poseer inflorescencias formadas
por 5-6 flores pequefias de color rosa suave (74D)
y 4,7 0,2 cm de tamafio con hojas elipticas cortas
y angostas. Las varas poseen una post cosecha
optima y la particularidad de mantener el color
verde del parénquima foliar por 15 dias en florero.
Estas caracteristicas hacen que sean plantas aptas
para uso como acompanantes en ramos florales.

A modo de hacer mas eficiente la propagacion
agamica de las variedades de Alstroemeria
originadas en el INTA, y de obtener un plantel de
plantas madre de mayor calidad, en este estudio
se propuso desarrollar un protocolo eficiente
de cultivo in vitro de meristemas de rizoma de
Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA a partir del
agregado de auxinas y citoquininas a un medio
de cultivo base.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Rizomas de Alstroemeria hibrida var. Fiesta de
15 INTA fueron colectados de macetas ubicadas
en un invernaculo del Instituto de Floricultura
del INTA, en Hurlingham (34°36'0" S; 58°37'60"
O), Argentina.

Desinfeccion de rizomas

En primer lugar, las plantas fueron
trasplantadas a macetas cuyo soporte estaba
compuesto inicamente por vermiculita, a fin de
quitar mediante el agua de riego el excedente
de sustrato proveniente del cultivo anterior,
y mantenidas en invernaculo durante dos
semanas. Posteriormente, los rizomas fueron
llevados al laboratorio donde fueron cortados
en fragmentos de 2 a 3 cm y lavados con agua
y la ayuda de un cepillo de cerdas finas. Las
fracciones permanecieron en alcohol 70% durante
10 segundos y se transfirieron a una solucion 30%
(v/v) de hipoclorito de sodio por 10 minutos.
Seguidamente, fueron desinfectadas con una
solucion de kasugamicina 0,27% (v/v) durante
10 minutos y, finalmente, enjuagadas 3 veces
con agua destilada estéril bajo campana de flujo
laminar.

Preparacion de explantos
Meristemas de 0,5-0,8 mm de longitud fueron
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extraidos de los fragmentos de rizoma mediante
bisturies a partir delaayuda de unalupabinocular
(Nikon ® modelo SMZ-10, Tokio, Japén) en una
camara de flujo laminar. Se emplearon tubos de
ensayo de 24 x 115 mm que fueron completados
con 10 mL de medio de cultivo y se sembro 1
meristema por cada tubo.

Tratamientos analizados

Los explantos fueron sembrados sobre los
medios MS (Murashige y Skoog, 1962); MS + 1
mg L bencilaminopurina (BAP); MS + 0,2 mg L
acido naftalenacético (ANA); y MS + 0,2 mg L™
ANA + 1 mg L* BAP. Cada uno fue ajustado a
pH 5,6 y pasado en autoclave a 121°C durante 17
minutos.

Mantenimiento de explantos

Todos los tubos se mantuvieron en oscuridad
durante una semana y luego fueron llevados a
una camara de cultivo bajo un fotoperiodo de 16 h
de luz (1000 lux) y una temperatura constante de
25°C durante 20 dias. A los 30 dias de la siembra
todos los explantos que manifestaron crecimiento
fueron transferidos a un medio compuesto por
MS + 0,2 mg L' ANA, por ser las auxinas las
principales promotoras del desarrollo radical
(Jordan y Casaretto, 2006).

Transferencia al invernaculo

Luego de 9 semanas, los explantos que
desarrollaron plantula completa (aquellos
con mas de 1 hoja verdadera y raices) fueron
trasplantados a macetas que contenian sustrato
compuesto a base de turba de musgo Sphagnum,
compost de corteza fina, perlita y cenizas (tabaco
Growmix ®), y se cubrieron con bolsas de
polietileno transparentes para afrontar el periodo
de adaptacion en un invernaculo de aclimatacion.

Transcurridos 10 dias se retiraron gradualmente
las bolsas y las plantas fueron llevadas al
invernadero de produccién.

Analisis estadistico

Los tubos de ensayo se distribuyeron en
forma aleatoria dentro de la cdmara de cultivo
y se emplearon 15 explantos por tratamiento.
La normalidad de los datos fue corroborada
mediante el software estadistico INFOSTAT (Di
Rienzo et al., 2009) y luego se llevo a cabo un
analisis de varianza con un nivel de confianza
del 95%. Al observar diferencias significativas
entre los tratamientos, se realizo la prueba de
diferencia de medias de Tukey (p <0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de BAP y ANA sobre produccion
de plantulas completas, formacion de callo y
mortandad de explantos

La adicién de 0,2 mg L' ANA al medio de
cultivo MS logré regenerar la mayor cantidad
de plantulas completas (34/45), lo que representa
un 76% sobre el total de los explantos sembrados
(Tabla 1). Estos resultados no concuerdan con
los observados por Aros et al. (2017), quienes
argumentaron que la citoquinina BAP es la
principal promotora de la brotacién del rizoma
y del crecimiento in vitro de las plantas de
Alstroemeria. A pesar de ello, se ha visto que el
efecto 6ptimo de las citoquininas varia segiin
su concentracion y el material vegetal utilizado.
A mayores concentraciones, estos reguladores
de crecimiento pueden disminuir la tasa de
multiplicacién y la calidad de los explantos, asi
como también inhibir la formacion de raices
(Chamorro et al., 2007), lo cual pudo haber sido
la causa de la menor produccién de plantulas

Tabla 1. Efecto de BAP y de ANA sobre regeneracion de plantulas completas, formacion de callo y
mortandad de explantes de Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA a los 60 dias del cultivo in

vitro de meristemas.

Table 1. Effect of BAP and ANA on the regeneration of whole seedlings, callus formation and death
of explants from Alstroemeria var. Fiesta of 15 INTA 60 days after the in vitro culture of

meristems.
Tratamientos N° Regeneracion Callo Mortandad
total (%) (%) (%)

MS (testigo) 45 0(0/45) a 0(0/45) a 67 (30/45) a
MS +1mgL*BAP 45 2 (1/45) a 0(0/45) a 41 (18/45) b
MS +0,2 mg LT ANA 45 76 (34/45) b 13 (6/45) a 14 (6/45) c
MS +0,2 mg LT ANA 45 22 (10/45) ¢ 2(1/45) a 33 (15/45) b
+1mgL*BAP

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas mediante el test de Tukey (p <0,05)
BAP: bencilaminopurina, ANA: acido naftalenacético.
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completas de este cultivar de Alstroemeria en los
medios que contenian 1 mg L BAP (2) y 1 mg
L' BAP + 0,2 mg L' ANA (22%) con respecto
al tratamiento conformado por MS + 0,2 mg L™
ANA.

Por su parte, no hubo diferencias estadisticas
entre los tratamientos en cuanto a la formacion
de callo, sin embargo, se produjo en los medios
de cultivo compuestos por ANA (MS + 0,2 mg L™
ANA; y MS + 1 mg L' BAP + 0,2 mg L' ANA),
ya que se ha visto que la aplicacion de auxinas
puede dar origen a esta continua y activa division
celular (Jordan y Casaretto, 2006). Por otro lado,
el tratamiento MS + 0,2 mg L' ANA obtuvo la
menor cantidad de explantes muertos (14%),
valor que se diferencié significativamente de los
tratamientos restantes por ser del 33 y del 41%
en los tratamientos MS + 1 mg L' BAP, y MS +1
mg L' BAP + 0,2 mg L' ANA, respectivamente, y
del 67% en el tratamiento testigo. Posiblemente,
este alto valor de mortandad se desencaden¢ a
partir de la composicion del medio de cultivo
ya que, al no tener reguladores de crecimiento,
los explantos no lograron adquirir los nutrientes
requeridos para optimizar su desarrollo y se
necrosaron (Surakshita et al.,, 2019). En el caso
de los tratamientos restantes, los resultados
de estas variables pudieron deberse a que la
baja produccion de raices impidié la adecuada
absorcion de los nutrientes proporcionados por
los diferentes medios de cultivo y produjo la
muerte de los tejidos.

Influencia de BAP y de ANA en la produccion
aérea y radical de explantos

De acuerdo con el analisis de la varianza,
tanto la produccion de hojas como la de raices
estuvo ligada a la presencia de reguladores de
crecimiento en los tratamientos. La adicion de

0,2 mg L de la auxina ANA al medio de cultivo
base MS provoco la mayor produccién de hojas
(3,39) y, consecuentemente, el mayor desarrollo
en altura de los explantos (2,40). Distinta fue la
reaccion al agregar al medio MS 1 mg L' de la
citoquinina BAP y 0,2 mg L ANA + 1 mg L' BAP
combinados, ya que en ambos casos se obtuvo una
cantidad de hojas (1,59 y 2,06, respectivamente) y
una altura aérea significativamente similar (0,70
y 0,89, respectivamente) que no lograron superar
a los valores alcanzados por el tratamiento
conformado solamente por MS + 0,2 mg L' ANA
(Tabla 2 y Fig. 1).

En esta misma tabla también se puede
observar que los resultados de longitud radical
tuvieron la misma tendencia que la produccién
aérea, es decir, el tratamiento testigo y aquellos
conformados por MS + 1 mg L' BAP y MS + 0,2
mg L' ANA + 1 mg. L' BAP arrojaron valores de
medias significativamente iguales entre si (0y 0,3,
respectivamente), pero ampliamente inferiores al
valor obtenido en el tratamiento compuesto por
MS +0,2 mg L' ANA (1,25), a pesar de haber sido
transferidos a un medio de igual composicién
de auxinas a los 30 dias. Los valores alcanzados
por el tratamiento conformado por MS + 0,2 mg
L* ANA pudieron deberse a que las auxinas son
promotoras de la division y la elongacion celular,
y de la formacién de raices si se las emplea en
bajas concentraciones segtin el requerimiento del
material vegetal (Jordan y Casaretto, 2006).) Estos
resultados no coinciden con los de Hamidoghli
et al. (2007), quienes lograron obtener la mayor
proporcién de brotes y raices de Alstroemeria
cv. Jamaica a partir de la combinacién de MS +
0,2 mg L' ANA + 1 mg. L' BAP. Por otro lado,
tampoco se parecen a los valores expresados por
Khaleghi et al. (2008), los cuales alcanzaron la
mayor produccion aérea y radical de Alstroemeria

Tabla 2. Efecto de BAP y de ANA sobre niimero de hojas, longitud aérea y radical de los explantes de
Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA a los 60 dias del cultivo in vitro de meristemas.

Table 2. Effect of BAP and ANA on the number of leaves, shoot (aerial) and root (radical) length of
explants of Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA at 60 days of in vitro culture of meristems.

Tratamiento Valor de medias
Ne¢ hojas/ Longitud Longitud
explante aérea (cm) radical (cm)
MS (testigo) 0,44 a 0,08 a 0,00 a
MS +1 mg L'BAP 1,59b 0,70 a 0,03 a
MS +0,2 mg L' ANA 3,39 ¢ 2,40b 1,25b
MS +0,2 mg L' ANA + 2,06 b 0,89 a 0,30 a
1 mg L' BAP

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas mediante el test de

Tukey (p <0,05)

BAP: bencilaminopurina, ANA: dcido naftalenacético.
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Fig. 1. Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA a los 60 dias de cultivo in vitro de meristemas (a)
tratamiento testigo; (b) tratamiento MS + 1 mg L? BAP; (c¢) tratamiento MS + 0,2 mg L* ANA +
1 mg L* BAP; (d) tratamiento MS + 0,2 mg L ANA.
BAP: bencilaminopurina; ANA: acido naftalenacético.

Fig. 1. Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA at 60 days of in vitro culture of meristems (a) control
treatment; (b) MS treatment + 1 mg L* BAP; (c) MS treatment + 0.2 mg L* ANA +1mg L* BAP;

(d) MS treatment + 0.2 mg L* ANA.

cv. Fuego con la suplementacion de 0,2 mg L™
ANA + 0,5 mg L' BAP al medio de cultivo MS.
Estas diferencias encontradas pudieron deberse,
en primer lugar, a los diversos cultivares de
Alstroemeria empleados en los experimentos y,
por otra parte, a los distintos tipos de explantos
utilizados. En ambos casos citados se trataron
yemas mientras que en la presente investigacion
se emplearon meristemas, los cuales respondieron
de manera diferente ante las distintas
composiciones quimicas de los tratamientos. El
cultivo de meristemas en un medio adecuado
permite obtener plantas completas de manera
rapida y genéticamente iguales a la planta madre
(Gémez y Rojas, 2017). Ademas, los meristemas
son explantos que permiten menores pérdidas
por contaminacion, ya que se encuentran menos

expuestos al ambiente por estar cubiertos por
primordios foliares.

Sobrevivencia ex vitro de las plantulas de
Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA

Finalizado el periodo de adaptacién se vio
que de las 28 plantas transferidas al invernadero
(aquellas provenientes del medio compuesto por
MS + 0,2 mg L' ANA y que no poseian callo),
24 sobrevivieron al trasplante, por lo que se
obtuvo una sobrevivencia ex vitro del 86%, valor
aceptable para la produccién de plantas a partir
de meristemas (Fig. 2). La muerte de 4 plantulas
pudo haber sido producto de su pequefio tamafio
al momento de la transferencia del tubo de ensayo
a la maceta, el cual no les permitié sobrevivir el
periodo de adaptacion.
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Fig. 2. Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA.
Fig. 2. Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA.

CONCLUSION

A partir del presente estudio se pudo
determinar que la suplementacion de 0,2 mg L™
de la auxina ANA al medio MS es eficiente para
el cultivo in vitro de meristemas de rizoma de
Alstroemeria var. Fiesta de 15 INTA, ya que su
empleo posibilita un mayor desarrollo aéreo y
radical de los explantes. Por lo tanto, se puede
decir quelamicropropagacion de estas variedades
ornamentales provenientes del mejoramiento
de recursos genéticos nativos de Argentina, y
la obtenciéon de un plantel de plantas madre
de mayor calidad, pueden ser apoyadas por la
metodologia descripta en esta investigacion.
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