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REGENERACION [N VITRO DE ONCE CULTIVARES DE CRISANTEMO
(Dendranthema grandiflora Tzvelev) A PARTIR DE MERISTEMOS
APICALES!

César Vences-Contreras®, Luis Miguel Vdzquez-Garcia?, Ofelia Adriana Herndndez-Rodrigue?’

RESUMEN

Regeneracion in vitro de once cultivares de crisante-
mo (Dendranthema grandiflora Tzvelev) a partir de meris-
temos apicales. Con el objetivo de inducir la regeneracion de
pldntulas in vitro de 11 cultivares regionales de crisantemo,
se realizé un ensayo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Univer-
sidad Auténoma del Estado de México en el periodo 2005-
2006. Se sembraron meristemos apicales de cada variedad
en el medio de cultivo Murashige y Skoog 1962, mds 3 %
de sacarosa, 6,5 g/l de agar y un pH de 5,7-5,8. Se evaluaron
doce combinaciones posibles producto de cuatro dosis de
ANA (0,01; 0,02; 0,03 y 0,04 mg/1) por tres dosis de K (0,5;
1.0 y 1,5 mg/l). La tasa de multiplicacién varié de 1:8 hasta
1:29 dependiendo del cultivar.

Palabras clave: Micropropagacion, organogénesis, hor-
monas, regeneracion de plantas, meristemo apical.

ABSTRACT

In vitro regeneration of eleven cultivars of
chrysanthemum (Dendranthema grandiflora Tzvelev)
using apical mersitems. With the objective to induce
the regeneration of plantlets in vitro of 11 cultivars of
chrysanthemum, an experiment was carried out at Laboratorio
de Cultivo de Tejidos Vegetales of the Facultad de Ciencias
Agricolas of the Universidad Auténoma del Estado de
Meéxico, in the 2005-2006 period. Apical meristem of each
variety were sown in the medium of culture Murashige and
Skoog (1962), plus 3 % of sucrose, 6.5 g/l of agar and a pH
of 5.7-5.8. Twelve combinations were evaluated result of
four doses of ANA (0.01, 0.02, 0.03 and 0.04 mg/1) and three
doses of K (0.5, 1.0 and 1.5 mg/l). The rate of multiplication
varied of 1:8 to 1:29 depending on the to cultivar.

Key words: Micropropagation, organogenesis,
hormones, plant regeneration, apical meristem.

INTRODUCCION

El crisantemo (Dendranthema grandiflora
Tzvelev) es una de las flores cultivadas mds antiguas

para maceta y flor cortada con alta demanda en
el mercado, la variacion del color de la flor es su
madxima atraccion (Otahola et al. 2001, Enriquez et al.
2005). Su produccién para flor de corte, requiere de
la provisién continua, en tiempo y forma, de material
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inicial, de excelente calidad fisioldgica y sanitaria
(Dole y Wilkins 1999, Ferndandez et al. 2007).

Las plantas se propagan vegetativamente de ma-
nera convencional, mediante esquejes homogéneos en
consistencia y tamafo, que se extraen de plantas que
se mantienen en desarrollo vegetativo, a los cuales se
les aplica en su extremo basal una sustancia promotora
del enraizado antes de ser establecidos en sustratos
ligeros con buen drenaje y aireacion en invernadero o
cubiertas pldsticas (Enriquez et al. 2005).

El material vegetal utilizado en México para el
establecimiento de los cultivos floricolas, en general,
proviene del extranjero, lo que repercute en el in-
cremento de los costos de produccién (Olivera et al.
2000). Durante los varios ciclos de propagacion los
patégenos pueden reducir la calidad sanitaria y vigor
de las plantas, asf como la calidad y valor comercial de
las flores cosechadas (Enriquez et al. 2005).

Una forma de evitar tales problemas fitosanitarios
es la propagacion de crisantemo mediante cultivo in
vitro de dpices meristemdticos. Dicha forma de pro-
pagacidn es eficiente para recuperar clones libres de
patégenos especificos, y conveniente para producir
plantas madre (Enriquez et al. 2005) con una genética
seleccionada por sus cualidades estéticas y producti-
vas (Dole y Wilkins 1999, Pedraza et al. 2001). La
regeneracion de crisantemo por cultivo de tejidos en
diferentes variedades, se ha logrado al utilizar me-
dios basales, diferentes reguladores del crecimiento y
concentraciones, aditivos como antioxidantes y otros.
La organogénesis se desarrolla a partir de una gran
variedad de explantes como tallos (nodal e internodal),
yemas axilares, hojas, dpices o meristemos apicales,
protoplastos, raices, pedicelos y floretes (Mandal et al.
2000, Valle et al. 2008).

Alin cuando protocolos eficientes de regeneracion
se han establecido para distintas variedades, pero difici-
les de adaptar directamente a otras variedades (Teixeira
2003), es necesario desarrollar protocolos especificos
para cada variedad y tipo de explante.

El objetivo de este trabajo es inducir la regenera-
cion de plantulas in vitro a partir de la siembra de me-
ristemos apicales de once variedades de crisantemo co-
mercialmente importantes en la zona de Villa Guerrero,
Estado de México, y determinar el medio de cultivo
optimo (en cuanto a la concentracién de reguladores
de crecimiento) y la mdxima tasa de multiplicacién por
cada una de ellas.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en la Facultad de Cien-
cias Agricolas de la Universidad Auténoma del Estado
de México, ubicada en Toluca, México en el periodo
2005-2006. La Facultad se localiza geogrificamente a
los 19°147 latitud norte y 92°42” longitud oeste, a una
altitud de 2,611 msnm (Garcia 1988).

Se emplearon 11 de las variedades de crisantemo
(D. grandiflora Tzvelev.) mas cultivadas comercial-
mente en la zona floricola de Villa Guerrero, Estado
de Meéxico (Cuadro 1). Se usaron esquejes de 10
cm de longitud. Se eliminaron hojas y parte inferior
del tallo hasta obtener dpices de 3 cm de longitud,
se envolvieron en un trozo de gasa, se amarraron y
después se lavaron con agua y jabdn (detergente) en
un vaso de precipitado durante tres minutos. Luego
se sumergieron en una solucién de etanol al 70 % por
30 segundos. Transcurrido este tiempo se pasaron a
una solucion de hipoclorito de sodio al 1,5 % durante
quince minutos. Dentro de la cdmara de flujo laminar
se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril.
Los dpices se colocaron en una caja petri, y se proce-
di6 al aislamiento y corte del meristemo con la ayuda
de un microscopio estereoscopico e instrumental de
diseccién. Al momento de la siembra se coloc6 un
meristemo apical por cada tubo de ensaye con rosca
de 10 x 1,2 cm con 10 ml de medio de cultivo. Luego,
los tubos se llevaron a un cuarto de incubacion a una
temperatura promedio de 25 + 2 °C, con un periodo de
16 horas luz (ldmparas de luz blanca fria fluorescente,
con intensidad luminica de 50 pmol/m?/s) y ocho horas
de oscuridad (Enriquez et al. 2005).

Para la preparacion del medio de cultivo se
tomd como base las sales inorgdnicas de Murashige
y Skoog (1962), 0,4 mg/l de tiamina-HCI, 100 mg/1
de mio-inositol, 30 g/l de sacarosa y 6,5 g/l de agar.
El pH fue ajustado a 5,7 — 5,8 (Enriquez et al. 2005).
Se evaluaron doce tratamientos producto de la com-
binacién de cuatro niveles de concentracién de Acido
Naftalenacético (ANA) (0,01; 0,02; 0,03 y 0,04 mg/l)
y 3 de Kinetina (K) (0,5; 1,0 y 1,5 mg/l).

Se evalud el nimero de brotes, nimero de hojas
por brote y longitud de tallos, a los treinta dias des-
pués de la siembra (Annadane et al. 2000). La tasa
de multiplicacién se obtuvo dividiendo el nimero de
tallos finales (mes) entre el nimero de tallos iniciales,
tomados durante tres periodos de multiplicacién. Las
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de las variedades regionales de crisantemo (Dendranthema grandifiora Tzvelev.)
empleadas en la siembra de meristemo apical in vitro. Toluca, México. 2005-2006.

Tipo de flor Nombre regional Color de la flor Dias a floracion = Demanda en el mercado
Eleonora Eleonora Amarilla 120 Media
Eleonora Blanca 120 Alta
Estandar Indiandpolis Blanca 100 Media
Margarita Margarita Coral 120 Media
Margarita Ocre 120 Media
Margarita Roja 120 Media
Polar Polaris white Blanco 90 Alta
Puma Puma Amarillo 110 Alta
Puma Blanco 110 Alta
Spider Spider Blanco 120 Alta
Vikingo Vikingo Blanco 110 Media

Fuente: ICAMEX-Union Regional de Productores de Totolmajac, Villa Guerrero, México. 2004.

multiplicaciones se realizaron cada 30 dias cortando
las secciones internodales de los tallos con una yema
axilar para ser transplantados a medio fresco. Los
datos se analizaron a través del andlisis de varianza
basado en un disefio experimental completamente al
azar y se utilizé el procedimiento de Tukey para la
comparacion de medias de los tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Numero de brotes

El andlisis de varianza mostré diferencias alta-
mente significativas, al 1 % de probabilidad, entre
tratamientos en las variedades: Eleonora Amarilla,
Indiandpolis Blanco, Margarita Ocre, Puma Amari-
llo, Puma Blanco, Spider Blanco y Vikingo Amarillo
(Cuadro 2a). Diferencias estadisticas significativas,
al 5 % de probabilidad, se presentaron en la variedad
Eleonora Blanca y sin diferencias estadisticas las
variedades Margarita Coral y Polar Blanco (Cuadro
2b). El nimero de brotes adventicios generados vario
de 0 a 4, en las distintas variedades dependiendo de
la concentracién de reguladores del crecimiento. En
general, los mejores resultados se presentaron en los

ISSN: 1021-7444

tratamientos cuyo medio de cultivo estuvo compuesto
por 1,5 mg/l de K y 0,03 mg/l de ANA.

Longitud de tallo

La longitud de los tallos vari6 desde los 0 cm a los
5,9 cm en las distintas variedades, los mejores resulta-
dos se obtuvieron con 0,5 mg/l de K y los tratamientos
que contenfan ANA en las concentraciones de 0,02 y
0,03 mg/l. El andlisis de varianza mostré diferencias
altamente significativas, al 1 % de probabilidad, entre
tratamientos en las variedades: Eleonora Amarilla,
Indiandpolis Blanco, Margarita Coral, Margarita Ocre,
Margarita Roja, Polar Blanco, Puma Amarillo, Puma
Blanco y Spider Blanco. Diferencias estadisticas sig-
nificativas, al 5 % de probabilidad, se presentaron en la
variedad Eleonora Blanca (Cuadro 2a y 2b).

Niimero de hojas por brote

El nimero de hojas por brote, varié de 0 a
17,2. Los tratamientos adicionados con 1,0 mg/l
de K y los que contenfan 0,02 y 0,03 mg/l de ANA
presentaron las mejores respuestas. Hubo diferencias
altamente significativas, al 1 % de probabilidad,
entre tratamientos en las variedades: Indiandpolis

AGRONOMIA MESOAMERICANA 20(2):409-415. 2009
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Blanco, Margarita Coral, Margarita Ocre, Margarita
Roja, Puma Amarillo, Puma Blanco y Spider Blanco.
Diferencias estadisticas significativas, al 5 % de
probabilidad, se presentaron en la variedad Eleonora
Blanca (Cuadro 2).

Tasa de multiplicacion

La tasa de multiplicaciéon (TM) varié de acuerdo
con el cultivar desde 1:8 hasta 1:29, siendo las va-
riedades mds productivas: Puma Amarillo y Vikingo
Amarillo (Cuadro 2).

Las diferencias en cuanto a la capacidad de re-
generacion de las distintas variedades empleadas en
este estudio, evidencian la importancia del genotipo
en el cultivo in vitro y concuerda con los resultados
obtenidos en otras investigaciones como la de Hodson
de Jaramillo er al. (2008), quienes declaran que en
muchas especies existe una clara relacion entre varie-
dades y éxito de regeneracion. Por su parte, Shirasawa
et al. (2000) y Kim et al. (1998) realizaron estudios
sobre regeneracion de brotes adventicios a partir de
explantes de pétalo, segmentos nodales; protoplastos
y embriones somdticos. Obtuvieron un amplio rango
de respuestas dependiendo de la variedad y tipo de
explante. Seetharam et al. (2000), regeneraron a través
del cultivo de explantes de tallo 19 de 37 cultivares
con diferentes respuestas entre ellos, a lo que Avila et
al. (1998) indican que esta variable es una caracteristi-
ca ligada al genotipo.

Diversos estudios han demostrado que no existe
una combinacién de citocininas y auxinas que sea
estandar para todas las variedades de crisantemo, ya
que hay una fuerte influencia del genotipo (Texeira
2003). Santalla et al. (1998) reportan que las citoci-
ninas inducen organogénesis en cultivo de tejidos en
presencia de una auxina y en los casos en que no es
necesario el complemento exdgeno de auxinas para
la division celular, se asume que el sistema las estd
sintetizando. En ese mismo sentido, Haberer y Kieber
(2002) sefialan que diversos efectos fisiologicos de las
citocininas pueden ser explicados por su interaccion
bioquimica con las auxinas, considerando que ambos
reguladores son mutuamente dependientes. Valle et
al. (2008) evaluaron 12 combinaciones hormonales
en seis variedades de crisantemo y sélo dos de ellas
regeneraron brotes adventicios a partir de segmentos
internodales.

ISSN: 1021-7444

La regeneracion se dio bajo diferentes combi-
naciones de BAP (2 y 3 mg/l) y AIA (1 y 1,8 mg/l).
Karim et al. (2003), determinaron que la mejor com-
binacién para crisantemo es de BAP con AIA en una
relacion cercana 2:1. Estudios realizados por Ledger
et al. (1991) mostraron que D. indicum produjo de
uno a dos brotes por explante cuando se cultivaron
segmentos de hoja en medio MS con 0,2 mg/l de AIA
y 3 6 5 mg/l de BAP. En contraparte, seis genotipos de
D. morifolium regeneraron pobremente, con un pro-
medio de 2,5 brotes por explante (Chagas et al. 2004).
En relacidn al tipo de explante, los provenientes de
tallo han mostrado mayor capacidad de regeneracién
que los peciolos y las hojas, en un intervalo de dos a
10 brotes por explante, dependiendo igualmente del
genotipo (Teixeira y Fukai 2003).

CONCLUSIONES

Es posible llevar a cabo la micropropagacion de
diversos cultivares de crisantemo a partir de meriste-
mo apical si se emplea un balance adecuado de regula-
dores del crecimiento para cada uno de ellos.

Los cultivares de crisantemo estudiados no mos-
traron dificultades para su produccion in vitro y pueden
micropropagarse ficilmente. La tasa de multiplicacién
fue una caracteristica varietal.
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