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RESUMEN. Para la aplicacién de la biotecnologia moderna en un programa de mejoramiento es indispensable contar
con un sistema de regeneracién in vitro eficiente. Se desarroll6 un protocolo reproducible y efectivo, en cuanto a la
obtencién de mas brotes por explante, de regeneracién por organogénesis directa, para dos variedades de crisantemo
(Dendranthema X grandiflorum Kitam) Indianapolis y Texana, las cuales son comercialmente importantes en la regién
de Texcoco, Estado de México. Se evalué el efecto del tipo de explante (hoja o tallo), distintos niveles y combinaciones
de las auxinas acido naftalenacético (ANA) y acido indolacético (AIA) y la citocinina benzilaminopurina (BAP). La
variedad Indianapolis mostré un mayor porcentaje de brotes por explante en medio de Murashige y Skoog (MS) con 2
mg L= de BAP y 1 mg L=! de AIA. En cambio, la variedad Texana requiri6 3 mg L=! de BAP y 1.8 mg L=! de AlA.
En ambas variedades el alargamiento de los brotes y la induccién de raices se obtuvo en el medio MS al 100 y 50 % de
sus sales y sin hormonas.
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ABSTRACT. An efficient in vitro regeneration system is required in order to be able to apply modern biotechnology to
breeding programmes. A protocol that was effective and reproducible with respect to the number of shoots per explant,
was developed for regeneration by direct organogenesis for the two chrysanthemum varieties Indianapolis and Texana
(Dendranthema X grandiflorum Kitam) that are commercially important in the region of Texcoco, state of Mexico.
The effects of the type of explant (leaf or stem), of different levels and combinations of the auxins naftalenacetic acid
(ANA) and indolacetic acid (IAA), and of the cytokinin benzylaminopurine (BAP) were evaluated. The Indianapolis
variety grew a greater percentage of shoots per explant in the Murashige Skoog medium (MS) with 2 mg L~! BAP
and 1 mg L=! IAA, while the Texana variety required 3 mg L=! of BAP and 1.8 mg L=! of IAA. In both varieties the
lengthening of the shoots and the induction of the roots were obtained in the MS medium with 100 and 50 % of the
salts and without hormones.
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INTRODUCCION

El crisantemo ( Dendranthema X grandiflorum
Kitam) se encuentra entre los tres cultivos ornamen-
tales mas importantes a nivel mundial, con un enor-
me valor econémico y cultural (Boase et al., 1997).

Las variedades comerciales se propagan vegetativa-
mente por esquejes y estaquillas o in vitro, a partir
de meristemos para obtener plantas sanas. La orga-
nogeénesis es un proceso que comprende el desarrollo
de vastagos o raices directamente de los explantes o
a partir de un callo desarrollado previamente (rege-
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neracién indirecta). Murashige (1974) y Narayanas-
wamy (1977) describieron los factores relacionados
con el explante (edad fisiolégica y ontogénica, el ta-
mafio y el tejido u 6rgano del que es extraido) y
con la planta madre (estado fisiol6gico) que depen-
de de la época del afio en que se realiza el cultivo.
Estos factores deben ser considerados para la induc-
cion exitosa de la organogénesis. La regeneracién de
crisantemo por cultivo de tejidos en diferentes varie-
dades, se ha logrado al utilizar medios basales, dife-
rentes reguladores de crecimiento y concentraciones,
aditivos como antioxidantes y otros. La organogé-
nesis se desarrolla a partir de una gran variedad de
explantes como tallos (nodal e internodal), yemas
axilares, hojas, apices o meristemos apicales, proto-
plastos, raices, pedicelos y floretes. Teixeira (2003)
en su amplia revisién resalté la importancia de esta
tecnologia para efectos de un programa de mejo-
ramiento, que tenga como objetivo obtener plantas
con nuevas caracteristicas mediante ingenieria ge-
nética. La regeneracion indirecta de brotes adventi-
cios via callo fue obtenida a partir de tallo, pétalo y
apice, sin embargo, este tipo de regeneracién pue-
de resultar en variantes somaclonales y la formacién
de quimeras, mientras que la regeneracién directa
de hoja y tallo puede eliminar tales efectos (Teixei-
ra 2003). El cultivo de Chrysanthemum morifolium,
ha permitido inducir una gran variacién somaclonal
(Pillai & Zulkifli 2000). Generalmente el tallo ha
mostrado mayor capacidad de regeneracién que la
hoja (Gao et al. 2001).

Adn cuando protocolos eficientes de regene-
racion se han establecido para distintas variedades,
se destaca que estos son genotipo dependientes y
dificiles de adaptar directamente a otras varieda-
des (Teixeira 2003), por lo que, para desarrollar un
protocolo de transformacién genética se debe esta-
blecer primero un sistema de regeneracién que pro-
duzca un mayor porcentaje de formacion de brotes
de la variedad que se pretende manipular median-
te esta tecnologia. En este marco de referencia el
objetivo principal fue desarrollar una nueva variedad
de crisantemo mediante ingenieria genética, para lo
cual en el presente trabajo se planteé determinar las
condiciones 6ptimas para regenerar in vitro plantas
de distintas variedades de crisantemo cultivadas co-
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mercialmente en el municipio de Texcoco, Estado
de México.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los esquejes de crisantemo sin enraizar de tres
semanas de edad fueron de las variedades: India-
napolis, Texana, Puma, Shosmy, Eleonora y Hart-
mann. Los esquejes crecieron en condiciones de in-
vernadero, durante los meses de octubre a marzo.
Las hojas fueron cuidadosamente eliminadas para
evitar dafio en la epidermis del tallo. Después, los
tallos fueron desinfectados en una solucién de de-
tergente al 3% (p/v) durante tres minutos, etanol
al 70% (v/v) durante un minuto, 10 minutos con
una solucién 1.5 % de cloro activo (Cloralex®) y 0.5
ml de Tween 20. Finalmente, los tallos se enjuaga-
ron tres veces con agua destilada estéril dentro de
la campana de flujo laminar. Posterior a la desin-
feccién, a partir de los tallos se cortaron secciones
internodales aproximadamente de 2 mm de longi-
tud, las cuales fueron divididas en seccién del area
apical, media y basal para conservar la polaridad de
los explantes. También, de los fragmentos de hoja se
evalué la respuesta morfogenética para determinar
el efecto del explante en la organogénesis.

Medios de cultivo y condiciones experimentales

Los explantes fueron cultivados en el medio
basal de Murashige & Skoog (1962), con 3 % de sa-
carosa y 0.6 % de agar. El medio fue suplementado
con las hormonas 6-bencilaminopurina-HC| (BAP)
(SIGMA, ALDRICH) (2.0 y 3.0 mg L™1), 4cido in-
dolacético (AIA) (SIGMA, ALDRICH) (0.1 a 1.8 mg
L=1) y acido naftalenacético (ANA) (SIGMA, AL-
DRICH) (0.1 a 1.0 mg L~!). Con los explantes fue-
ron establecidos 12 tratamientos para las seis varie-
dades y ocho tratamientos adicionales para Texana.
Los cultivos se mantuvieron bajo un intervalo de
temperatura de 24 y 32 °C, 16 horas de fotoperio-
do y una intensidad luminosa de 96 pmol m=2 s~}
(lamparas fluorescentes de 30 W). El cultivo in vitro
constd de las fases de: induccién de brotes, subcul-
tivo, alargamiento de brotes y enraizamiento. En la
fase de induccién, los explantes se sembraron en ca-
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jas Petri, la polaridad de los fragmentos internodales
de tallo se conservd y los fragmentos de hoja con el
haz en contacto se colocaron con el medio de cul-
tivo. El subcultivo de los explantes se desarrollé en
frascos de 125 ml con un volumen de 25 ml de me-
dio. La fase de alargamiento fue en frascos de 250
ml con un volumen de 30 ml de medio. Posterior-
mente, los brotes se colocaron en el medio MS basal
al 50% de su sales, 1.5% de sacarosa y 0.6 % de
agar para la formacién de raices.

Aclimatizaciéon en invernadero

El agar fue cuidadosamente eliminado de los
brotes enraizados. Posteriormente, los brotes fue-
ron transferidos a charolas que contenian Peat moss
(Premier®) como sustrato), el cual fue desinfectado
con una solucién con 0.1% (p/v) de Tecto 60® (In-
grediente activo Tiabendazol 60 %) y 0.1 % (p/v) de
Fungimycin® agricola (ingredientes activos 18.1 %
p/v de estreptomicina y 2% p/v de oxitetraciclina).
Las charolas se cubrieron con domos de plastico pa-
ra mantener la humedad relativa. Las plantas de 12
cm de longitud fueron replantadas en macetas y se
expusieron a dos horas de luz artificial de 320 pmol
m~2 s71 (focos de 100 W) durante la noche. Las
plantas fueron fertilizadas con una solucién nutritiva
que contenia en mg L~ los siguientes nutrientes: N
= 250, P = 60, K = 250, Ca = 300, S = 200, Mg
=75 Fe=3 Mn=05 B=05 Cu=0.1yZn
= 0.1. Las fuentes empleadas fueron fertilizantes
comerciales (nitrato de calcio, sulfato de potasio,
fosfato monoaménico, sulfato de magnesio, sulfato
ferroso, ortoborato de sodio, sulfato de manganeso,
sulfato de cobre y sulfato de zinc) diluidos en agua.

Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se us6 un disefio
completamente aleatorizado, el cual consté de dos
repeticiones por la cantidad tratamientos a evaluar.
Una caja Petri con 15 explantes fue considerada co-
mo una repeticién. Las variables evaluadas fueron
porciento de explantes con brotes (% B) y el nime-
ro de brotes (NB) formados por explante a los 45
dias. La variable % B fue analizada mediante prue-
bas de comparacién de dos proporciones binomiales
por pares de tratamiento (Infante & Zarate 1984).
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La variable NB se analiz6 mediante la prueba no pa-
ramétrica de Kruskall & Wallis, debido a que la dis-
tribucién de los datos no fue normal (Infante & Za-
rate 1984). Esta prueba se basa en la asignacion de
intervalos para comparar muestras independientes,
con ajustes por empates bajo un disefio experimen-
tal completamente al azar. Posterior a la asignacion
de los intervalos se efectué la comparacién maltiple
de cada intervalo asignado basado en la suma de
promedios (Conover 1980).

RESULTADQOS

Respuesta de las seis variedades a las combi-
naciones hormonales

De las seis variedades de crisantemo evalua-
das con 12 combinaciones hormonales, (inicamente
las variedades Indianapolis y Texana regeneraron en
brotes adventicios, a partir de segmentos internoda-
les de tallo. Ambas variedades, que si regeneraron,
lo hicieron bajo diferentes combinaciones de BAP
2mgLty3mgL)yAlA(1mgL'y18mg
L=1).

Los explantes de las variedades que no rege-
neraron brotes, solamente formaron un callo somero
de color amarillo y se oxidaron durante el cultivo. El
80 % de las secciones de tallo cercanas al apice se
oxidaron. Asimismo, el porcentaje de regeneracién
fue menor en la zona apical, por lo que se consideré
tomar Gnicamente las secciones de tallo tomadas de
la parte media.

Al comparar la capacidad de regeneracion de
los explantes que proceden de hoja y tallo, en éstos
altimos se observé oxidacion de los tejidos, mayor
formacién de callo y no se obtuvieron brotes.

Regeneracion eficiente de la variedad Indiana-
polis

De las combinaciones hormonales probadas,
Gnicamente con las concentraciones de 2 mg L1y
3 mg L' de BAP con las tres concentraciones de
AlA, se obtuvieron brotes en los diferentes porcen-
tajes que fluctuaron entre 11 y 55%. El porciento
de explantes con brotes (% B) no resulté significa-
tivamente diferente en los cinco tratamientos. Tam-
poco, el nimero de brotes en los tratamientos que
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Tabla 1. Comparaciones mdltiples de rangos para determinar el efecto de tratamientos en el porcentaje de explantes con brotes y la cantidad
de brotes por explante de crisantemo variedad Indianapolis. En la columna % B (proporciones) los valores con la misma letra dentro de cada
columna indica proporciones estadisticamente iguales de acuerdo a pruebas de hipétesis sobre parametros p de la distribucién binomial. En
la columna NB (rangos) los valores con la misma letra son iguales en la misma columna de acuerdo con la prueba de comparacién maltiple
de rangos a una p < 0.05).

Table 1. Multiple range comparisons to determine the effect of treatments on the percentage of explants with shoots and the number of
shoots per explant of the Indianapolis variety chrysanthemum. In column % B (proportions), the values with the same letter within each
column indicate statistically equal proportions according to the hypothesis tests on the p parameters of the binomial distribution. In column
NB (ranges), the values with the same letter are equal in the same column in agreement with the multiple range comparison test at p <
0.05).

Tratamientos Por ciento de explantes No. de brotes (% B) proporciones (NB) rangos
BAP (mg L—-1) AIA (mg L-1) con brotes (% B) por explante (NB)
2 0.5 44 2.4 0.517 683°
2 1.0 55 2.4 0.717 777°
3 0.1 11 0.4 0.37° 429°
3 0.5 50 1.8 0.35% 671°
3 1.0 28 1.6 0.14° 653"
contenian 2y 3 mg L=! de BAP con 0.5y 1.0 mg critica en el cultivo in vitro. Para el caso del crisan-
L—! de AIA resultaron con diferencias significativas. temo, utilizar como sustrato Peat moss combina-
Las cinco combinaciones tuvieron en comin la pre- do con alta humedad relativa y la exposicién de las
sencia de AlA. Aln cuando los resultados estadisti- plantas a dos horas diarias de la luz (durante la no-
cos no mostraron diferencias claras, los datos pro- che) por tres semanas (21 dias) permitié que las
medios permitieron establecer que la combinacién plantas se desarrollaran adecuadamente hasta una
de BAP/AIA (2:1) fue la que dio mejor respues- altura de 12 cm, cuando se transfirieron a macetas.
ta en cuanto al porciento de explantes con brotes Cuando las plantas tuvieron una altura de 20 cm se
(55 %) y namero de brotes por explante (2.4) en retiré la luz por la noche para inducir la floracion y
comparacién con las otras combinaciones. Ademas, a las dos semanas, se observaron los primeros boto-
los brotes formados en este tratamiento mostraron nes florales y posteriormente a las dos semanas las
una morfologia mas uniforme (Tabla 1). flores. En el presente trabajo y para el caso de la va-
Durante el proceso de regeneracién los ex- riedad Indianapolis, el tiempo para regenerar plantas
plantes mostraron una serie de cambios. Los prime- completas a partir de segmentos de tallo y llevarlas
ros cambios morfogenéticos ocurrieron después de hasta floracién requiri6 de 17 semanas o 119 dias
una semana de cultivo y se manifesté con el creci- (Figura 1).
miento del explante, una coloracién verde y la for-
macion de callo en la zona superior del explante que Regeneracion eficiente de la variedad Texana
no estuvo en contacto con el medio. Después de En una primera etapa, cuando fueron proba-
dos a tres semanas, los primeros brotes se forma- dos los doce tratamientos, esta variedad mostré una
ron directamente de la zona no diferenciada de los respuesta muy baja, ya que se obtuvieron en prome-
explantes. Posteriormente, el alargamiento y dife- dio de uno a tres brotes por explante en el 20 % de
renciacién continué hasta que después de 30 o 35 los mismos, con la combinacién hormonal de 3 mg
dias, los brotes con hojas en desarrollo se observa- L~! de BAP y 1 mg L~! de AIA. Partiendo de este
ron (Figura 1). Una vez que se estableci6 la fase de resultado y para mejorar la respuesta se probaron
induccién, se hizo un subcultivo con el mismo me- otras combinaciones hormonales (Tabla 2).
dio de induccién, ya que esto permitié que hubiera En cinco tratamientos se obtuvo respuesta.
un mayor nimero de brotes y a su vez lo brotes La mejor la combinacién fue en 3 mg L=! de BAP
alcanzaran un tamaiio y vigor adecuados. y 1.8 mg L~! de AIA, bajo la cual se logré un 80 %
La fase de aclimatizacién ex vitro, es una fase de explantes con brotes (Tabla 2). Al igual que la
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Tabla 2. Comparaciones mdltiples de rangos para determinar el efecto de tratamientos en el porcentaje de explantes con brotes y la cantidad
de brotes por explante de crisantemo variedad Texana. En la columna % B (proporciones) los valores con la misma letra dentro de cada
columna indica proporciones estadisticamente iguales de acuerdo a pruebas de hipétesis sobre parametros p de la distribucién binomial. En
la columna NB (rangos) los valores con la misma letra son iguales en la misma columna de acuerdo con la prueba de comparacién maltiple
de rangos a una p < 0.05).

Table 2. Multiple range comparisons to determine the effect of treatments on the percentage of explants with shoots and the number of
shoots per explant of the Texana variety chrysanthemum. In column % B (proportions), the values with the same letter within each column
indicate statistically equal proportions according to the hypothesis tests on the p parameters of the binomial distribution. In column NB
(ranges), the values with the same letter are equal in the same column in agreement with the multiple range comparison test at p < 0.05).

Tratamientos Por ciento de explantes No. de brotes (% B) proporciones (NB) rangos
BAP (mg L—1) AIA (mg L-1) con brotes (% B) por explante (NB)

3 1.0 20 0.2 0.20°¢ 115°¢

3 1.2 20 0.3 0.30¢ 121¢

3 1.4 40 0.8 0.80° 163°

3 1.6 80 2.8 2.80° 2952

3 1.8 80 4.1 3.60° 340°
variedad Indianapolis fue necesaria una relacién de dios han demostrado que no existe una combinacién
BAP/AIA cercana a 2:1 para lograr la emisiéon de de BAP con AIA o ANA que sea estandar para todas
brotes. En la variedad Texana se hicieron dos sub- las variedades de crisantemo, ya que hay una fuerte
cultivos de dos semanas cada uno para inducir una influencia del genotipo (Teixeira 2003). Para el cri-
mayor cantidad de brotes por explante (2.4 en In- santemo se determiné que la mejor combinacién fue
dianapolis contra 4.1 en Texana). BAP con AIA en una relacion cercana 2:1 (Karim
Los brotes diferenciados fueron mas pequefios et al. 2003). Los estudios realizados mostraron que
y menos vigorosos que los de la variedad Indianapo- D. indicum produjo uno a dos brotes por explante
lis. Ademas, una semana mas fue requerida para que cuando se cultivaron segmentos de hoja en medio
las plantas regeneradas alcanzaran el tamafio 6pti- MS con 0.2 mg L=! de AIAy 365 mgL~! de BAP
mo (12 cm) para transferirse al suelo y crecer en el (Ledger et al. 1991). En cambio, seis genotipos de
invernadero (Figura 2). Sin embargo, una vez en ma- D. morifolium regeneraron pobremente, con un pro-
ceta mostraron un crecimiento con hojas mucho mas medio de sélo 2.5 brotes por explante (Chagas et al.
grandes y verdes, comparadas con las de la variedad 2004). De 11 variedades de D. morifolium, solamen-
Indianapolis. También, la floracién fue mas rapida te ocho produjeron brotes en un medio que contenia
que la variedad Indianapolis. Una semana después 1 mg L' de NAAy 1 mg L~! de BAP (Kaul et al.
de quitar la luz nocturna fue posible observar los 1990). Entonces, la capacidad de regeneracion de
botones florales y las flores se obtuvieron en tres se- brotes en crisantemo es genotipo dependiente y ésta
manas. Desde la siembra de los segmentos de tallo ha variado ampliamente de 0 a 90 % de los explantes

hasta la floracién, Texana requirié de 18 semanas (Teixeira 2003).

o 126 dias (Figura 2), el cual resulté mayor tiempo Lu et al. (1990) seccionaron segmentos de ta-
del invertido para Indianapolis. llo en tres partes, que clasificaron como explante de
tipo | (zona apical), tipo Il (zona media) y tipo IlI
DISCUSION (zona basal). Ellos determinaron que el explante ti-
po | fue mas efectivo en la formacién de brotes,
Las diferencias en cuanto a la capacidad de ya que los explantes mas cercanos al apice resulta-
regeneracion de la variedad Indianapolis y Texana ron mas competentes en la regeneracion. De igual
concordé con los resultados obtenidos con otras va- forma, Rout & Das (1997) establecieron que el po-
riedades (Teixeira 2003), en los cuales se ha determi- tencial morfogenético varié con la etapa de madu-
nado que las citocininas y auxinas jugaron un papel rez del tallo. En comparacién con los datos citados,
importante en la obtencién de brotes. Diversos estu- en la presente investigacién obtuvo un mayor por-
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Figura 1. (A) Cultivo in vitro, después de tres semanas de subcultivo, (B) fase de enraizamiento a las dos semanas cultivo, (C y D) acli-
matizacién en invernadero, (E) transferencia a maceta, (F) plantas de crisantemo variedad Indianapolis en floracién después de 17 semanas

de crecimiento a partir de segmentos de tallo.

Figure 1. (A) In vitro culture, after three weeks of subculture, (B) rooting phase after two weeks, (C and D) acclimatisation in the
greenhouse, (E) transplanting to a pot, (F) flowering plants of Indianapolis variety chrysanthemum after 17 weeks of growth from stem

segments.

centaje de respuesta al cultivar segmentos tomados
de la porcién media del tallo, pero no con los seg-
mentos obtenidos cerca del apice. Los segmentos
cortados cerca del apice fueron mas pequefios y se
oxidaron facilmente, mientras que los de la base,
atn cuando fueron de mayor tamafio, regeneraron
pobremente debido probablemente a que los tejidos
eran mas viejos. Lu et al. (1990) establecieron que
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en el crisantemo existe un gradiente de etapas de
desarrollo en el tallo, lo que determina que sea cri-
tico seleccionar la etapa mas adecuada del explante
para asegurar un alto porcentaje de regeneracion.
En relacién al tipo de explante, Gao et al.
(2001) y Himstedt & Jacobsen (2001) compara-
ron la capacidad morfogenética de hoja y tallo, y
encontraron una mayor capacidad de regeneracién
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Figura 2. (A) Cultivo in vitro, después de dos semanas, (B) fase de alargamiento a las dos semanas, (C) fase de enraizamiento, (D)
aclimatizacién en invernadero, (E) transferencia en maceta y (F) plantas de crisantemo variedad Texana con flores después de 18 semanas

de crecimiento a partir de segmentos de tallo.

Figure 2. (A) In vitro culture, after two weeks, (B) elongation phase after two weeks, (C) rooting phase, (D) acclimatisation in the
greenhouse, (E) transplanting to a pot and (F) flowering plants of Texana varitey chrysanthemum after 18 weeks of growth from stem

segments.

en tejidos de tallo que de hoja. Los explantes que
provinieron de tallo han mostrado mayor capacidad
de regeneracién que los peciolos y las hojas, en un
intervalo de dos a 10 brotes por explante, lo que
depende de igual forma del genotipo (Teixeira &
Fukai 2003). Para explicar lo anterior, Kaul et al.
(1990) determinaron que existen diferentes respues-
tas de los explantes cortados de tallo y hoja, debido

particularmente a la concentracién de auxinas. Kaul
et al. (1990) explicaron el efecto de los diferentes
niveles endégenos de hormonas en los tejidos, lo
cual afecta la respuesta a las hormonas aplicadas
exégenamente. Aunado a esto, Miyazaki & Tashi-
ro (1978) registraron que los segmentos de tallo de
Chrysanthemum morifolium cv. Kayono-sakura, ob-
tenidos de plantas jévenes de nueve semanas, pro-
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dujeron brotes adventicios con mayor facilidad que
los obtenidos de plantas mas viejas (19 semanas).
Asimismo, Miyazaki & Tashiro (1978) determinaron
que los segmentos provenientes de esquejes crecidos
durante el invierno regeneraron mas brotes que du-
rante primavera o verano. En el presente trabajo,
los mejores porcentajes de brotacién se obtuvieron
en los meses de otofio e invierno, con lo cual se
determiné el efecto de estacionalidad.

El desarrollo de plantas completas de crisan-
temo, desde los segmentos de tallo para Texana e
Indianapolis hasta floracién, requirié 119 y 126 dias.
Lu et al. (1990), registraron un periodo de 15 se-
manas para la variedad Royal Purple, quienes em-
plearon los segmentos de tallo para obtener plan-
tas completas a través de regeneracién directa. En
comparacién, un sistema de regeneracién que utili-
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