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CHRYSANTHEMUM(Dendranthema X grandiflorum Kitam) cv.

'INDIANAPOLIS' THAT ACCUMULATE TREHALOSE
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RESUMEN GENERAL
El crisantemo es uno de los cultivos
ornamentales mas demandados en
nuestro pais, solo después de las
rosas Y los claveles. El alargamiento
en la vida postcosecha es uno de los
objetivos mas importantes en estas
especies. El objetivo principal fue
generar mediante ingenieria genética,
plantas transgénicas que acumulen
trehalosa y con ello alargar la vida en
postcosecha de las flores cortadas.
Para ello: a) se desarrolld6 un

protocolo eficiente de regeneracion

por organogénesis directa, para las
variedades 'Indianapolis’ y 'Texana’;
b) se duplicé la eficiencia de emision
de brotes al explorar el efecto de la
glucosa en la fase de induccién de la
brotacién. Adicionalmente se evalud
la posibilidad de utilizar glucosa como
un agente de seleccion positivo
durante la transformacién genética; c)
se desarrolld un protocolo eficiente
(3% de transformantes) y

reproducible de transformacion



genética mediante agroinfeccion para
la variedad 'Indianapolis’, y d) se
generaron plantas transgénicas con
los genes quiméricos 35S::ScTPS1-
TPS2:NOS 'y  Rd29A::ScTPS1-
TPS2::NOS, de las cuales las
primeras fueron caracterizadas
molecular, bioquimica y
fisiolégicamente. Se obtuvieron 33
lineas transgénicas independientes;
algunas de éstas acumularon
trehalosa en cantidades de hasta 150
ng.mg”'. Estas lineas en comparacion
con las no transgénicas poseian mas
contenido de clorofila (450 mg contra
75 mg). Ademas, presentaron
anormalidades en la morfologia
vegetativa y flor de menor tamafio y
volumen, aungue los dias para inducir
la floracion en ambas fueron
similares. Las lineas transgénicas
mostraron mayor tolerancia al estrés
hidrico, sin embargo, esto no
correlacioné positivamente con la vida
postcosecha, ya que las lineas

transgénicas, en particular la que

mostré6 mayor tolerancia al estrés

hidrico, tuvo una menor vida

postcosecha.
Palabras clave: Crisantemo,
Trehalosa, agroinfeccion, estrés
hidrico.
"Tesista
’Director

GENERAL ABSTRACT

Chrysanthemum is one of de
ornamental plants most in demand in
Mexico, after rose and carnation.
Increasing its postharvest life is one of
the most important goals in this group
of species. Several objectives were
established in this work and achieving
them will make it possible to apply the
modern biotechnological tools to the
genetic improvement of cut
chrysanthemum. The main goal was
to  generate through genetic
engineering transgenic plants able to
accumulate trehalose, thus increasing
the postharvest life of cut flowers. For
this, the following was undertaken: a)
an efficient protocol for regenerating

shoots under tissue culture was
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developed for ‘'Indianapolis' and
'Texana' varieties; b) the efﬁciency for
producing shoots by applying glucose
in shoot induction phase was
duplicated. Additionally, the possibility
to using glucose as a positive
selection agent during genetic
transformation was evaluated; c¢) an
efficient and reproducible
transformation protocol (3 % of
transformants) by agroinfection was
developed, and finally, d) transgenic
plants with chimeric genes
358::ScTPS1-TPS2::NOS and
Rd29A::ScTPS1-TPS2::NOS were
generated. The first group was
characterized at the molecular,
biochemical and physiological levels.
Thirty three independent transgenic

lines were generated, and some of

them accumulated trehalose in values

up to around 150 ng.mg ' These lines
in comparison with non-transgenic
ones accumulated more chlorophyll
(450 mg versus 75 mg). Moreover,
some abnormalities showed up in
vegetative morphology and in a
smaller and more compact less flower,
although the days to induce flowering
were similar to the NT line. Transgenic
lines showed higher tolerance to
hydric stress; however this does not
correlated with longer postharvest life.
On the contrary, the more drought
tolerant line showed a shorter
postharvest life.
Key words: chrysantemum,
Trehalose, agroinfection, hydric

stress.
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1. INTRODUCCION

La floricultura es una actividad que ha crecido en México en los ultimos anos.
En 1988 se cultivaron 6,700 hectareas con flores, mismas que en la actualidad
se incrementaron hasta 9,500 hectaréas, concentradas en Michoacan,
Querétaro, Estado de México y Morelos. El valor de la demanda de flores en el
pais es de alrededor de 450 millones de délares al afio y se obtienen unos 30
millones de dolares por exportaciones de plantas ornamentales de los cuales la
mayoria son ventas de empresas medianas y grandes. El cultivo de crisantemo
reviste gran importancia dentro del contexto del viverismo, al ocupar el tercer
lugar a nivel nacional, en lo que respecta a especies mas demandadas
después de las rosas y los claveles. El Estado de México es la principal entidad
productora de flores en el pais, con un volumen de mas de 29, 661 000 ton en
2005, equivalentes a un 88 por ciento de la producciéon nacional de flores. El
crisantemo esta entre las flores mas cotizadas en todas sus variedades, ya que
tiene una demanda muy alta en la entidad por ser una flor tradicional, como lo
es la variedad Indianapolis en la region de Texcoco (SAGARPA, 2005 y 2006).
El mercado de flores demanda una calidad de flor garantizada en tamaro, color
y duracién de la flor después del corte. El crisantemo y algunas flores de corte

sufren de marchitamiento prematuro de las hojas, sin embargo, no hay



informacion sobre condiciones del medio durante la precosecha que afectan los

procesos después de la cosecha (Meeteren et al., 2005).

Las condiciones del medio son factores severos que limitan el crecimiento y la
produccion de cultivos. Entre estos factores estan el estrés por sequia, salinidad
y temperaturas extremas, los cuales deshidratan los tejidos vegetales y causan
dafio celular irreversible y la muerte (Bray et al., 2000; Bartels y Sunkar, 2005).
Sin embargo, hay algunos organismos que pueden sobrevivir largos periodos
en un estado de escasa humedad y tienen la capacidad de rehidratarse y
comenzar sus funciones metabodlicas después de que hay suministro de agua
(Crowe et al., 1992; Clegg, 2001). Todos estos organismos tienen en comun la

capacidad de sintetizar y acumular grandes concentraciones de trehalosa

(Elbien et al., 2003).

Algunas plantas de interés agricola han sido transformadas genéticamente para
evaluar el papel de la trehalosa en su efecto protector bajo condiciones de
estrés. Entre esas plantas se encuentran el tabaco, Arabidopsis thaliana, arroz,
papa y jitomate (Bartels y Sunkar, 2005). Los resultados han sido muy variados,

pero siempre ha habido una mejora en la respuesta de las plantas a la sequia.

Hay evidencias que indican que la trehalosa podria contribuir a mejorar la
calidad postcosecha de los cultivos ornamentales, pues se ha reportado que su
aplicacién en solucion a flores cortadas de tulipan y gladiolo, alarga la vida
postcosecha de éstas al mantener un contenido 6ptimo de agua (lwaya-Inoue y

Takata, 2001; Otsubo y lwaya-Inoue, 2000).



Considerando lo anterior, la presente investigacion, tuvo los siguientes

objetivos:

Objetivo general

Obtener plantas de crisantemo que acumulen trehalosa, mediante la insercion
del gen ScTPS1-TPS2 (genes que codifican para las enzimas trehalosa-6-
fosfato sintetasa y trehalosa-6-fosfato fosfatasa de la levadura Sacharomyces
cervisiae) que codifican la proteina bifuncional TPS/TPP (trehalosa-6-fosfato
sintetasa y trehalosa-6-fosfato fosfatasa), para evaluar su comportamiento ante

estrés abiotico y la vida post cosecha de las flores cortadas.

Objetivos particulares

1. Desarrollar un protocolo eficiente de cultivo in vitro y regeneracion por

organogénesis directa para al menos una variedad cultivada en la zona

de influencia de la Universidad Auténoma Chapingo.

2. Establecer un protocolo eficiente y reproducible de transformacion

genética por agroinfeccion para la variedad seleccionada.



3. Obtener lineas transformadas con las construcciones quimeéricas
35S::ScTPS1-TPS2:NOS y Rd29A::ScTPS1:NOS, que acumulen

trehalosa endégenamente.

4. Evaluar el fenotipo de las lineas transformadas en su tolerancia a la

escasez de agua y la calidad post cosecha de la flor después del corte.

La hipétesis bajo la cual se desarroll6 la investigacion fue:

HIPOTESIS
La sintesis y acumulacion trehalosa endogena en las plantas transformadas
con ScTPS1-TPS2 les conferira tolerancia a estrés hidrico y les permitira

producir flores con mayor vida postcosecha.



2. REVISION GENERAL DE LITERATURA

2.1. El crisantemo: origen, taxonomia y morfologia.

El crisantemo (Dendrathema X grandiflorum Kitam), también conocido como
crisantemo ornamental, proviene del vocablo griego Krus anthemon, que
significa “flor dorada”. Es una planta originada de Asia Oriental donde se ha

cultivado desde hace mas de 2000 anos (Texeira da Silva, 2003).

Pertenece a la familia Asteraceae y probablemente se origin6é de hibridos entre
especies tetraploides de D. indicum var. Procumbes (Lour.), nativa del norte de
China, con una especie diploide de D. zawadskii var. Latilobum (Maxim.), nativa
de China Central; no obstante éstas son hipétesis, ya que el verdadero origen

aun no esta claro (Fukai, 2003).

El crisantemo que actualmente cultivan los floricultores es un hibrido complejo y
la mayoria de las especies de donde se han generado los cultivares actuales
son originarias de China (Fukai, 2003). Las hojas puedes ser lobuladas o
dentadas, liguladas o rugosas, de color variable entre el verde claro y obscuro,
cubiertas de un polvillo blanquecino que les da un aspecto grisaceo y casi

siempre aromaticas. Lo que se conoce como flor es realmente una



inflorescencia en capitulo. Existen diversos tipos de capitulos cultivados
comercialmente aunque en general esta inflorescencia esta formada por dos
tipos de flores: femeninas (radiales, que se corresponden con la hilera exterior
de las margaritas) y hermafroditas (concéntricas, ubicadas en el centro de la
inflorescencia). El receptaculo es plano o convexo y esta envuelto de bracteas
(Fukai, 2003). Las variedades cultivadas se obtienen por hibridacion,
seleccionandolas por la forma y color de la flor, asi como para adaptabilidad y

calidad de la cosecha (Kofranek, 1988).

2.2. Cultivo in vitro del crisantemo

El crisantemo se propaga vegetativamente a través de estacas o esquejes. Los
programas de mejoramiento se han enfocado a mejorar varias caracteristicas
para incrementar el valor ornamental, incluyendo color de la flor, tamaro, forma
y calidad. Aunque las caracteristicas deseables han sido introducidas por
mejoramiento clasico, esta técnica tiene sus limitaciones. Primero, hay un
nimero reducido de genes que puedan explotarse en programas de
mejoramiento. Segundo, las cruzas dependen de la incompatibilidad o
diferencias en el nivel de ploidia entre progenitores. Tercero, las caracteristicas
tales como crecimiento uniforme y sincronia en la floracién son poligénicas.
Ademas, las cruzas sexuales pueden alterar el delicado balance de factores
que determinan el crecimiento y desarrollo (Texeira da Silva, 2003). La

biotecnologia ofrece la posibilidad de desarrollar nuevo germoplasma. Las
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técnicas de estimulacion de yemas axilares o cultivo de secciones nodales in
vitro son las que mas se usan en la micropropagacion (Rout et al., 2006). Un
numero de factores han influenciado la induccion de la morfogénesis en
crisantemo. Rout & Das (1997) y Teixeira (2003) han hecho revisiones amplias
de los avances de la biotecnologia del crisantemo. Se ha enfatizado en la
aplicacion del cultivo in vitro para la propagacion en masa y también se ha
discutido de las varias posibilidades para mejorar el crisantemo mediante las
herramientas de la biotecnologia moderna. Prasad et al. (1983) reporté que el
promedio de multiplicacion de brotes depende del genotipo. La frecuencia de
regeneracion y nimero de brotes por explante es diferente entre variedades,
por lo que no existe un protocolo general (Young et al., 2003). Un numero
importante de investigaciones que han usado diferentes especies y variedades,
medios de cultivo, reguladores de crecimiento, combinaciones Yy
concentraciones de aditivos al medio de cultivo (por ejemplo, el uso de la
sacarosa en diferentes concentraciones o de nitrato de plata), produjeron brotes
de diferentes tipos de explantes: tallos (nodal o internodal), yemas axilares,
hojas, meristemos y yemas apicales, protoplastos, raices, pedicelos, pétalos y
otras partes de la planta (Teixeira, 2004). Los estudios de regeneracion
principalmente se han enfocado a la eliminacién de la variacién somaclonal y
obtencién de quimeras, fendbmenos a menudo asociados con regeneracion
indirecta via callo (Pillai y Zulkifli, 2000). En cuanto a la aclimatizacion en
invernadero, como los crisantemos generalmente se propagan como esquejes,

este proceso no involucra mayor dificultad, siendo la sobrevivencia del 100 %.



2.3. Transformacion génetica de crisantemo via Agrobacterium

La susceptibilidad del crisantemo a Agrobacterium ha sido demostrada desde
1975, con el descubrimiento de la agalla de la corona debido a la agroinfeccion
en diferentes partes de la planta de C. morifolium (Rout et al., 2006). Se han
aislado cepas especificas de A. tumefaciens a partir de agallas de la corona de
D. grandiflora (Rout et al., 2006). Los primeros experimentos que se
desarrollaron en 11 variedades de crisantemo usaron el método de disco de
hoja y revelaron que la eficiencia de transformacion era genotipo dependiente.
Debido a esto, se han reportado bajas eficiencias de transformacioén, donde
ademas, resaltan en los protocolos las inconsistencias y su baja repetitividad.
Se ha determinado una estrecha relaciéon entre el éxito de la transformacion
mediada por Agrobacterium y la eficiencia de regeneracion. En las revisiones de
Teixeira (2003 y 2005), se muestra que de los 50 casos de transformacion en
crisantemo reportados, los explantes que se usaron fueron: hoja (50 %), tallo
(22 %), hoja/tallo (14 %), raices (2 %) y partes florales (2 %). El agente selectivo
fue: kanamicina (80 %), gentamicina (4 %), higromicina (10 %), Glufosinato de
amonio (2 %) y paramomicina (2 %). Ademas, cuando se uso kanamicina, en
mas de la mitad de los estudios se emplearon concentraciones menores a 25
mg.L". Las cepas usadas fueron: LBA4404 (56 %), EHA101/105 (22 %),
AGLO/1 (20 %), A281 (10 %) y otras (28 %). Sélo un estudio reportd el uso de
A. rhizogenes. El agente para eliminar Agrobacterium después de la fase de

cocultivo fue: cefotaxima (64 %), vancomicina (26 %), carbenicilina (16 %),
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ticarcilina (16 %), solo o combinados. Estos agentes fueron aplicados en la
mayoria de los casos (84 %) en concentraciones mayores a los 250 mg.L'1, Las
eficiencias de transformacion de crisantemo varian desde 0 a 35 %, donde los
factores determinantes han sido la regeneracion, la cepa bacteriana y la

presion de seleccion (Teixeira, 2003; Teixeira, 2004).
2.4. La trehalosa y sus caracteristicas.

Los azucares son fundamentales para la vida. Los disacaridos no reductores
juegan un papel Unico en la biosfera. Proporcionan una fuente soluble de
energia en forma de una molécula estable que puede funcionar como un
compuesto protector. La trehalosa y la sacarosa son los dos azucares no
reductores que tienen esta caracteristica. La trehalosa es sintetizada por todos
los organismos excepto por los animales vertebrados. Es el principal azucar en
la sangre de artropodos, que se utiliza como combustible para volar en los
insectos. La frehalosa se encuentra también en altas concentraciones en
hongos, bacterias y arquebacterias. Esta es el precursor para la sintesis de
quitina (Merzendonfer et al., 2003), como lo es la sacarosa para la sintesis de
polisacaridos de la pared celular en las plantas. Las plantas son unicas en lo
que se refiere al proceso de sintesis de ambos azucares no reductores; sin
embargo, la sacarosa tiene la funcion principal de ser el aztcar translocado en
las plantas. La trehalosa se encuentra en cantidades milimolares en unas
cuantas plantas, denominadas especies especializadas en la resurreccion,

donde se cree las protege de la desecacion (Crowe et al., 1992). En la vasta
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mayoria de las plantas la trehalosa estd presente en cantidades traza (por
debajo de concentraciones micromolares). La sacarosa es mas soluble que la
trehalosa, particularmente a bajas temperaturas, por esta razon es el azucar
mas adecuado para el transporte en plantas en el floema en concentraciones
tan altas como 1 M. Las plantas pueden acumular compuestos protectores
ademas de la trehalosa (polimeros de sacarosa, fructosa, rafinosa entre otros),
debido a que concentraciones altas de trehalosa son incompatibles con las
proteinas asistidas por chaperonas durante la recuperacion de una condicion de

estrés (Leyman et al., 2001).

La trehalosa fue identificada inicialmente como un componente en el hongo del
cornezuelo del centeno en 1832 (Crowe et al., 1998). El nombre de trehalosa
fue introducido en 1858 cuando se encontré en las secreciones de los capullos
de los escarabajos del desierto del Medio Oeste, Larinus nidificans y L.
maculates. Estas secreciones, eran conocidas por gentes nativas por ser
comestibles y dulces, por lo que fueron llamadas “trehala mana” (Crowe et al.,
1998). La trehalosa siempre ha sido parte de la dieta en los humanos como un
componente de hongos comestibles, crustaceos marinos, levaduras del pan vy la
cerveza. A su vez, este azucar ha sido reconocido por su habilidad protectora,
por su estabilidad y baja reactividad. Entre sus caracteristicas se pueden
mencionar su capacidad para soportar temperaturas mayores a 100 °C, un pH
entre 3.5 a 10 durante 24 horas, protege proteinas y membranas de la
desnaturalizacion mediante el reemplazo de agua como enlace de hidrogeno

para residuos polares, durante la desecacién forma una estructura cristalina
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amorfa que limita el movimiento molecular, evitando la agregacion de proteinas
y difusion de radicales libres; la configuracion del enlace a,0-1,1 (Figura 1) es
crucial para conservar la estructura de la bicapa lipidica de las membranas
celulares en ausencia de agua (Albertorio et al., 2007; Brumfiel G, 2004; Crowe
et al., 1998; Wolkers et al., 2003). La trehalosa enmascara sabores y olores
desagradables y tiene su propio sabor dulce, de aproximadamente la mitad de
dulce que la sacarosa; por esta ultima razén la trehalosa es un ingrediente
importante en productos alimenticios y bebidas como un estabilizador vy
preservador aun de productos frescos (Schiraldi et al., 2002).‘También puede
usarse como un crioprotector de células en medicina y microbiologia, ademas
de ser un componente basico en la produccion de cosméticos. La precisa
asociacion de la trehalosa con el estrés no ha sido muy clara. Por ejemplo, en
Saccharomyces cerevisiae un incremento en el contenido de trehalosa se
correlaciona con sobrevivencia bajo condiciones de desecacion, pero cepas
mutantes que no sintetizan la enzima trehalosa fosfato sintetasa (TPS) son
también tolerantes a la desecacion. La trehalosa no es ni necesaria ni suficiente

para sobrevivir a la desecacion (Ramakumar y Tunnacliffe, 2006).

En lo referente a la sintesis de la trehalosa, hay cinco rutas que se dan en la
naturaleza. Solo una de ellas, la via OtsA-OtsB, produce el intermediario
trehalosa-6-fosfato, que al parecer es fundamental en las plantas (Eastmond et
al, 2003). Esta via es la mas distribuida y se encuentra en todos los

organismos procariontes y eucariontes que sintetizan la trehalosa y es la Unica
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via detectada en las plantas. La ruta OtsA-OtsB, involucra la participacion de Ia
enzima TPS que cataliza la transferencia de una molécula de glucosa de la
uridina difosfato glucosa (UDPG) a glucosa-6-fosfato (G6P) para formar
trehalosa-6-fosfato (T6P) y uridin difosfato (UDP). Posteriormente la enzima
trehalosa fosfato fosfatasa (TPP) desfosforila a la T6P para formar trehalosa y

fosfato inorganico (Bell et al., 1998) (Figura 1).

Los primeros datos de la presencia de trehalosa en plantas estuvieron
restringidos a las llamadas plantas de resurreccion, por ejemplo, especies de
Selaginella y Myrothammus flabellifola, asi como otros hallazgos curiosos como
la presencia de trehalosa en exudados tipo mana en flores. La falta de reportes
en la mayoria de las plantas, llevo al supuesto de que la trehalosa era de
relevancia minima. La primera publicacion sobre la posible existencia de la via
de biosintesis de trehalosa en las plantas se dié cuando se aisl6 el gen AtTPS1
de Arabidopsis thaliana mediante complementacion funcional de la mutante
tps1 de la levadura Sacharomyces cerevisiae (Blazquez et al., 1997). Poco
tiempo después se encontrd, analizando el genoma de Arabidopsis, toda una
familia de genes codificantes de TPSs y otra para TPPs (Goddijn y van Dun,

1999; Leyman et al., 2001).
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Figura 1: Estructura de la trehalosa (A) y los caminos metabdlicos
generales implicados en su biosintesis y degradacion (B), caracterizada
en diferentes especies de levaduras (C)

2.5. Metabolismo de la trehalosa y la sefializacién en plantas

En plantas, parece que la principal funcién de la biosintesis de la trehalosa,
excepto en las plantas denominadas de resurreccion, es la de regular el
metabolismo. La funcion regulatoria es desarrollada, en parte, por la T6P (Paul,
2007; Eastmond et al., 2003). No hay evidencia de otras actividades
regulatorias de la TPS1 de plantas, aunque otras TPSs que no tienen actividad
catalitica (AfTPS5-11) pudieran estar asociadas con funciones regulatorias. La
expresion de los genes de E. coli otsA restaura la condicion mutante tps7

(Schluepmann et al., 2003). Esta restauracion de la condicion mutante
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probablemente no se debe al efecto regulatorio de la enzima TPS codificada por
otsA. Sin embargo, las proteinas tanto de plantas como de bacterias sintetizan
T6P. Las cantidades relativas de T6P son distintas en A. thaliana cuando se
expresan los genes otsA y otsB (Schluepmann et al., 2003). Estas cantidades
de T6P afectan el crecimiento de plantas transgénicas de A. thaliana en
sacarosa. Altos niveles de T6P estimula el crecimiento de plantas transgénicas
en sacarosa comparado con el de plantas no transgénicas. Contrariamente,
bajos niveles de T6P afecta la habilidad de la planta para utilizar sacarosa. La
cantidad de T6P esta inversamente relacionada a las cantidades de hexosas
fosfatos y UDPG (Peliny et al., 2004; Schluepmann et al., 2003) sugiriendo que
la T6P pudiera regular las cantidades de estos intermediarios. T6P no esta
Unicamente involucrada en regular el uso de la sacarosa, sino también en las
cantidades de T6P que también responden fuertemente a la sacarosa. En un
estudio reciente, se observé un incremento de 27 veces en los niveles de T6P
en tres horas en respuesta a un suministro de sacarosa (Lunn et al., 2006). En
plantas la T6P es sintetizada a partir de glucosa-6-fosfato (G6P) y UDPG, que
son los productos catabdlicos de la sacarosa. UDPG se produce directamente a
través de la enzima sacarosa sintetasa; G6P es producida de glucosa a traves
de la invertasa y hexocinasa o fructosa y fructosa-6-fosfato (F6P) por la accion
de la sacarosa sintetasa, fructocinasa y fosfoglucosa isomerasa. El rapido
incremento de la T6P al suministrar de sacarosa puede ser una respuesta a un
cambio en el tamafo de la reserva de G6P y UDPG, sustratos de la enzima
TPS1 que se expresa constitutivamente. De este modo, los niveles de T6P

pudieran reflejar la disponibilidad de las hexosas fosfato, UDPG y sacarosa,
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debido a que la sacarosa alimenta este reservorio. La F6P estimula la sintesis
de trehalosa en levaduras (Londesborough y Vuorio, 1993), de ahi que la
sintesis de trehalosa reflejaria los niveles de este metabolito. Es interesante
resaltar que los niveles de T6P, hexosas fosfato y UDPG se estabilizan y caen
tres horas después de suministrar sacarosa (Lunn et al., 2006), lo cual sustenta
la observacion en plantas transgénicas donde la T6P pudiera regular el tamafio

de las reservas de sacarosa (Paul et al., 2008).

UDPG y G6P son dos moléculas centrales de las cuales se derivan funciones
celulares —energia para la respiracion y esqueletos de carbono para la sintesis
de celulosa, pared celular, polisacaridos, almidén, lipidos, proteinas y sacarosa
(Figura 2). UDPG tiene particular importancia en plantas ya que es un elemento
esencial para la sintesis de la pared celular. La trehalosa se forma a partir de
UDPG y G6P, por lo tanto juega un papel central en el metabolismo y desarrollo
vegetal, sin embargo, la trehalosa no es un producto terminal vital, ya que es
eliminada en el flujo metabdlico principal. La sintesis de T6P y trehalosa pueden
actuar potencialmente como un indicador del tamafio de las reservas de G6P y
UDPG sin comprometer otras funciones. La importancia de esta reserva en
determinar el crecimiento fue confirmada recientemente en un estudio con una
linea recombinante de A. thaliana, en el cual se observd fuerte segregacion
transgresiva de la biomasa, la cual muestra una estrecha relacion entre el
tamaro de la reserva de hexosas fosfatos y la biomasa (Meyer et al., 2007; Paul
et al., 2001; Paul et al., 2008). En el mismo estudio los niveles de trehalosa y

biomasa mostraron una correlacion positiva, aunque la razén no fue clara.
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Figura 2: Interaccién de la trehalosa-6-fosfato (T6P) con la hexocinasa
(HXK) y las vias de sefializacion de azicares (Paul et al., 2008).

En el metabolismo del almidén se ha encontrado una estrecha relacion entre la

T6P y la acumulaciéon de almidén. En un

estudio se observd que esta

acumulacion se da en respuesta al suministro de trehalosa y la regulacion

transcripcional de la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), la cual es

clave en la sintesis de almidon. La T6P activa a la AGPasa a través de un

mecanismo de oxidacion reduccion de activa

cion dependiente de tioredoxina
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(Kolbe et al., 2005). Este mecanismo de activacién opera bajo condiciones de
alta concentracion de sacarosa, la cual induce altos niveles de T6P (Lunn et al.,
2006; Schluepmann et al., 2003). Este hallazgo nuevamente apoya el concepto
de que T6P refleja las condiciones de altas concentraciones de asimilados y
comunica estas condiciones al cloroplasto para activar la sintesis de almidon

(Paul et al., 2008).

La mutante tps1 de Arabidopsis thaliana es letal, ya que impide el desarrollo del
embrion. Este trabajo con la mutante tps1, mostré que la TPS1 se requiere
para una etapa del desarrollo, basicamente en la fase de torpedo y al final de la
embriogénesis temprana (Baud y Graham, 2006; Gomez et al., 2006; Eastmond

et al., 2002;).

2.6. Obtencion de plantas tolerantes a diferentes tipos de estrés mediante

la manipulacion de los genes para la sintesis de trehalosa.

E| estrés abidtico es una de las mayores limitantes de la produccion de cultivos
y su rendimiento. La sequia y la salinidad afectan mas del 10 % de la tierra
arable disminuyendo el rendimiento de la mayoria de los cultivos en alrededor
del 50 %. Debido a esto, hay necesidad de mejorar la tolerancia al estrés
causada por las condiciones adversas del medio. Durante décadas los
fitomejoradores han intentado a través de la aplicacion de técnicas tradicionales

obtener cultivos resistentes a sequia, salinidad y otros estreses abidticos. Por lo
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tanto, para los ingenieros genéticos, la tolerancia al estrés ha sido uno de los

principales objetivos de la investigacion agricola (Miranda et al., 2007).

La transformacion genética con los genes involucrados en la sintesis de

trehalosa, ha permitido un mejorar

especies de plantas, como se muestra en el Cuadro 1.

de la tolerancia al estrés en diferentes

Cuadro 1. Expresion de genes que sintetizan trehalosa en plantas transgénicas

(Penna, 2003)

OlsA, otsB
Levadura TPS
Levadura TPS1

E. coli TPS

E. coli 'y TPS
levadura TPP
E.coli OlsA, otsB

Constitutivo

Tabaco

(CaMV35S)
Tejido-especifico Tabaco
rbcS
Constitutivo
(CaMV35S)

Tabaco

Especifico de Papa
tubérculos
(Patatina)
Constitutivo
(CaMV35S)
Tejido  especifico Arroz
(rbcS) y

dependiente al

Tabaco

estrés (inducible
por acido

abscisico)

| Erectos
Mejora el crecimiento bajo
condiciones de estrés, produce
alteraciones fisiologicas.

Altos niveles de trehalosa

Crecimiento achaparrado, hojas
deformes, reducido contenido de
sacarosa y tolerancia a sequia.

sintesis de

No se detecto

trehalosa.

Incrementa la fotosintesis (TPS)
Reduce la fotosintesis (TPP)

Mantiene el crecimiento vegetal,
menos dafio foto-oxidativo,
balance mineral favorable (bajo
estrés salino, sequia y bajas
temperaturas) y mas trehalosa,

incrementa la tolerancia al estrés.

Las plantas de tabaco transformadas con el gen TPS71 de la levadura

Saccharomyces cerevisiae acumularon trehalosa cuantificable y mostraron una
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marcada tolerancia a la sequia, un reducido contenido de sacarosa y algunos
cambios morfolégicos como menor crecimiento y hojas deformes. Asimismo, las
plantas de tabaco transformadas con los genes bacterianos OtsA o TPS1
tuvieron una mayor habilidad para retener agua y fotosintetizar bajo condiciones
de estrés hidrico, mientras que las plantas que llevaban el gen OtsB (actividad
TPP) tuvieron niveles reducidos de fotosintesis. En ambos tipos de plantas de
tabaco se produjeron pequefias cantidades de trehalosa (< 0.5 umol g~ peso
fresco) mediante la expresién constitutiva de los genes (Pilon-Smits et al.,

1998).

En el caso de Arabidopsis thaliana, se observd que las plantas que expresaban
TPS con un promotor constitutivo eran de color verde obscuro con una
acumulacion de antocianinas a lo largo de los bordes de los cotiledones. Las
hojas se agrupaban en forma de roseta, mas pequefias y mas verdes
comparadas con las que no eran transgénicas. Las plantas maduras produjeron
muchas hojas y el numero de semillas en las primeras flores fue pobre. La
acumulacion de trehalosa pudo obtenerse también en tabaco usando un
promotor tejido especifico (subunidad pequefia de la Rubisco) (Holmstrom et
al., 1996). En papa, la expresion del gen de la TPS fue dirigida por un promotor
especifico de tubérculo; sin embargo no se detect6 la sintesis de la trehalosa.
Los bajos niveles o la ausencia de trehalosa en plantas transgénicas puede
explicarse por la actividad de una trehalasa especifica. La trehalasa contribuye
a la degradacion de la trehalosa y al afadir el inhibidor de trehalasa

(validamicina A) hace que la trehalosa se acumule (Goddjin y van Dun, 1999).

19



De ahi que, se han establecido varias estrategias entre las que se encuentran,
la acumulacion de trehalosa mediante la inactivacion de la trehalasa o mediante
la expresion de los genes para que la biosintesis este bajo la regulacion de

promotores tejido especifico o inducibles.

Una investigacion basada en las estrategias anteriores, fue sobreproducir
trehalosa en plantas transgénicas de arroz usando un promotor inducible por
estrés o tejido especifico de una construccién bifuncional de la trehalosa-6-
fosfato sintetasa/fosfatasa (TPSP) (Garg et al., 2002). La sobreexpresion
regulada de la fusion genética llevé a la acumulacion de trehalosa Unicamente
bajo condiciones de estrés salino. Tal estrategia involucré un solo evento de
transformacion. Las plantas de arroz transgénicas mostraron cantidades
elevadas de trehalosa y altos niveles de tolerancia a estrés, salino, hidrico y
bajas temperaturas. Las plantas al ser expuestas a 100 mM de NaCl durante
cuatro semanas bajo condiciones hidropdnicas, crecieron bien, florecieron y
produjeron semillas, atin después de eliminar las condiciones de estrés. Los
autores también encontraron que las lineas transgénicas sujetas a dos ciclos de
100 horas de estrés hidrico y subsecuente hidratacion por tres semanas,
tuvieron buen crecimiento comparado a la marchitez por sequia en plantas no
transgénicas. Las plantas transgénicas también mostraron una mejor funcién
del fotosistema Il y mayor capacidad fotosintética bajo condiciones no
estresantes. Bajo cada una de las condiciones de estrés, las lineas
transgénicas mostraron un crecimiento normal, similar a las plantas no

transgénicas (Datta, 2002). Un trabajo similar se realizo en Arabidopsis thaliana,
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la cual fue transformada con una construccion bifuncional de los genes
ScTPS1-TPS2 de la levadura Sacharomyces cerevisiae, donde se observo que
las plantas transgénicas eran resistentes a condiciones extremas de sequia,
calor, frio y salinidad sin que las plantas mostraran anormalidades morfoldgicas
(Miranda et al., 2007). Las cantidades de trehalosa que acumulan las plantas
transgénicas no son tan altas como para que la funcién principal de este azucar
sea como agente osmoético, aunque si como osmoprotector. Mas bien el
principal efecto podria deberse a que al manipular la via, se altera la expresion
de genes relacionados con la respuesta adaptativa de las plantas al estrés,
como el ABI4, y el cual esta involucrado en la transduccion de sefiales por ABA

(Avonce et al., 2004).

2.7. Perspectivas

Con este conocimiento generado, se ofrecen posibilidades de obtener plantas
transgénicas de diversos cultivos con tolerancia a varios tipos de estrés.
También sera posible manipular la fotosintesis y la distribucién de carbohidratos
manipulando el metabolismo de la trehalosa. Ademas hay la posibilidad de
poder entender el papel del metabolismo de la trehalosa en las interacciones
planta-microorganismo, de tal forma que sea factible desarrollar nuevas
estrategias para el control de enfermedades causadas por hongos y bacterias.

Sera interesante probar si la acumulacion endogena de la trehalosa en cultivos
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de interés agricola, como las plantas ornamentales, tiene algun efecto sobre la

conservaciéon postcosecha (Mascorro-Gallardo ef al., 2005).
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3. REGENERACION DIRECTA IN VITRO DEL CRISANTEMO (Dendranthema

X grandiflorum Kitam) A PARTIR DE SEGMENTOS DE TALLO

RESUMEN

Para la aplicacién de la biotecnologia moderna en un programa de
mejoramiento es indispensable contar con un sistema de regeneracion 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 evalu6 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 AIA. En ambas variedades el alargamiento de los brotes y
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la induccion de raices se obtuvo en el medio MS al 100 y 50 % de sus sales y
sin hormonas.
PALABRAS CLAVE: Dendranthema X grandiflorum, cultivo in vitro,

regeneracion de plantas, organogenesis.

SUMMARY

Modern application of biotechnology in a breeding program needs to be
provided with an efficient system of regeneration in vitro. An efficient and
reproducible (especially for the number of shoots for explants) protocol of
regeneration for direct organogenesis was developed, for two varieties of
chrysanthemum (Dendranthema X grandiflorum Kitam) ‘Indianapolis’ and
"Texana', which are commercially important in the region of Texcoco state of
Mexico. The explants types (leaf or stem) were evaluated with different levels
and combinations of auxins, naftalenacetic (ANA) and indolacetic (IAA) acids,
and the cytokinin benzylaminopurine (BAP). The variety 'Indianapolis’ showed
the best percentage of shoots for explant on the medium Murashige and Skoog
(MS) with 2 mg L' BAP and 1 mg L™ IAA, while the variety Texana 3 mg L™ of
BAP and 1.8 mg L™ IAA. In both varieties lengthening of shoots and induction of
roots was obtained in the MS 100% and 50% of its salts and without adding

hormones.

KEY WORDS: Dendranthema X grandiflorum, in vitro culture, regeneration of

plants, organogenesis.
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INTRODUCCION

El crisantemo (Dendranthema X grandiflorum Kitam) se encuentra entre los tres
cultivos ornamentales mas importantes a nivel mundial, con un enorme valor
econémico y cultural (Boase et al., 1997). Las variedades comerciales se
propagan vegetativamente por esquejes y estaquillas o in vitro, a partir de
meristemos para obtener plantas sanas. La organogénesis es un proceso que
comprende el desarrollo de vastagos o raices directamente de los explantes o a
partir de un callo desarrollado previamente (regeneracion indirecta). Murashige
(1974) y Narayanaswamy (1977) describieron los factores relacionados con el
explante (edad fisiolégica y ontogénica, el tamarfio y el tejido u érgano del que
es extraido) y con la planta madre (estado fisiolégico) que depende de la época
del afio en que se realiza el cultivo. Estos factores deben ser considerados para
la induccién exitosa de la organogénesis. La regeneracion de crisantemo por
cultivo de tejidos en diferentes variedades, se ha logrado al utilizar medios
basales, diferentes reguladores de 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,
apices o meristemos apicales, protoplastos, raices, pedicelos y floretes. Los
datos que se muestran en la amplia revision que hace Teixeira (2003),
resaltaron la importancia de esta tecnologia para efectos de un programa de
mejoramiento, que tenga como objetivo obtener plantas con nuevas
caracteristicas mediante ingenieria genética. La regeneracion indirecta de

brotes adventicios via callo fue obtenida a partir de tallo, pétalo y apice, sin
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embargo, este tipo de regeneracion puede resultar en variantes somaclonales y
la formacion de quimeras, mientras que la regeneracion directa de hoja y tallo
puede eliminar tales efectos (Teixeira 2003). El cultivo de Chrysanthemum
morifolium, ha permitido inducir una gran variacion somaclonal (Pillai & Zulkifli,
2000). Generalmente, el tallo ha mostrado mayor capacidad de regeneracion

que la hoja (Gao et al., 2001).

Aun cuando se han establecido protocolos eficientes de regeneracion para
distintas variedades, se destaca que éstos son genotipo dependientes y dificiles
de adaptar directamente a otras variedades (Teixeira 2003), por lo que, para
desarrollar un protocolo de transformacion genética se debe establecer primero
un sistema de regeneracién que produzca un mayor porcentaje de formacion de
brotes de la variedad que se pretende manipular mediante 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 planted determinar las condiciones 6ptimas para regenerar in vitro plantas de
distintas variedades de crisantemo cultivadas comercialmente en el municipio

de Texcoco, Estado de México.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los esquejes de crisantemo sin enraizar de tres semanas de edad fueron de las
variedades: 'Indianapolis’, 'Texana', 'Puma’, 'Shosmy', 'Eleonora’ y 'Hartmann'.
Los esquejes crecieron en condiciones de invernadero, durante los meses de
octubre a marzo. Las hojas fueron cuidadosamente eliminadas para evitar dafo
en la epidermis del tallo. Los tallos fueron desinfectados en una solucion de
detergente 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, se enjuagaron tres veces con agua destilada esteril
dentro de la campana de flujo laminar. Posterior a la desinfeccion, se cortaron
secciones internodales aproximadamente de 2 mm de longitud, las cuales
fueron divididas en seccion del area apical, media y basal para conservar la
polaridad de los explantes. También, de los fragmentos de hoja se evalud 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 sacarosa y 0.6 % de agar. El medio fue suplementado con
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las hormonas 6-bencilaminopurina-HCI (BAP) (SIGMA, ALDRICH) (2.0 y 3.0 mg
L™"), acido indolacético (AIA) (SIGMA, ALDRICH) (0.1 a 1.8 mg L") y acido
naftalenacético (ANA) (SIGMA, ALDRICH) (0.1 a 1.0 mg L™). Fueron evaluados
12 tratamientos para las seis variedades y ocho tratamientosv adicionales para
Texana. Los cultivos se mantuvieron bajo temperaturas entre 24 a 32 °C, 16
horas de fotoperiodo y una intensidad luminosa de 96 umol m? s™ (lamparas
fluorescentes de 30 W). El cultivo in vitro constd de las fases de: induccion de
brotes, subcultivo, alargamiento de brotes y enraizamiento. En la fase de
induccion, los explantes se sembraron en cajas Petri, la polaridad de los
fragmentos internodales de tallo se conservé y los fragmentos de hoja con el
haz en contacto se colocaron con el medio de cultivo. El subcultivo de los
explantes se desarrollé en frascos de 125 ml con un volumen de 25 ml de
medio. La fase de alargamiento fue en frascos de 250 ml con un volumen de 30
ml de medio. Posteriormente, 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 formacion de

raices.

Aclimatizacion en invernadero

El agar se eliminé de los brotes enraizados. Posteriormente, los brotes se
trasladaron a charolas que contenian 'Peat moss' (Premier®) como sustrato), el
cual fue desinfectado con una solucion con 0.1 % (p/v) de Tecto 60®
(Ingrediente 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 ).
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Las charolas se cubrieron co'n domos de plastico para mantener la humedad
relativa. Las plantas de 12 cm de longitud se replantaron en macetas y se
expusieron a dos horas de luz artificial de 320 ymol m? s (focos de 100 W)
durante la noche. Las plantas se fertilizaron con una solucion 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=01yZn=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

El disefio experimental usado fue completamente al azar con dos repeticiones
por la cantidad tratamientos a evaluar. La unidad experimental fue una caja
Petri con 15 explantes. Se evaluaron los caracteres porciento de explantes con
brotes (% B) y numero de brotes (NB) formados por explante a los 45 dias. La
variable % B fue analizada mediante pruebas de comparacion de dos
proporciones binomiales por pares de tratamiento (Infante & Zarate, 1984). La
variable NB se analizé6 mediante la prueba no paramétrica de Kruskall & Wallis
(1952), debido a que la distribucion de los datos no fue normal (Infante &
Zarate, 1984). Esta prueba se basa en la asignacion de rangos para comparar
muestras independientes, con ajustes por empates bajo un disefio experimental

completamente al azar. Posterior a la asignacion de los intervalos se efectué la
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comparacion de medias de rangos correspondientes tratamientos (Conover,

1980).

RESULTADOS

Respuesta de las seis variedades a las combinaciones hormonales

De las seis variedades de crisantemo evaluadas con 12 combinaciones
hormonales, Unicamente las variedades 'Indianapolis' y 'Texana' regeneraron en
brotes adventicios, a partir de segmentos internodales de tallo. Las variedades,
que si regeneraron, lo hicieron bajo diferentes combinaciones de BAP (2 mg L™

y3mgL)yAIA(1mgL'y1.8mgL™).

Los explantes de las variedades que no regeneraron brotes, solamente
formaron un callo somero de color amarillo y se oxidaron durante el cultivo. Fue
posible observar que el 80 % de las secciones de tallo cercanas al apice se
oxidaron. Asimismo, el porcentaje de regeneracion fue menor en la zona apical,
por lo que se considerd tomar Unicamente las secciones de tallo de la parte

media.

Al comparar la capacidad de regeneracion de los explantes que proceden de
hoja y tallo, en éstos Ultimos se observd oxidacion de los tejidos, mayor

formacion de callo y no se obtuvieron brotes.



Regeneracion eficiente de la variedad 'Indianapolis’

De las combinaciones hormonales probadas, Unicamente con las
concentracionesde 2mg L" y 3 mg L™ de BAP con las tres concentraciones de
AlA, se obtuvieron brotes en los diferentes porcentajes que fluctuaron entre 11y
55 %. El porciento de explantes con brotes (% B) no resulté significativamente
diferente en los cinco tratamientos. Tampoco, el nimero de brotes en los
tratamientos que contenian 2 y 3 mg L™ de BAP con 0.5 y 1.0 mg L' de AIA
resultaron con diferencias significativas. Las cinco combinaciones tuvieron en
comun la presencia de AIA. Aln cuando los resultados estadisticos no
mostraron diferencias claras, los datos promedios permitieron establecer que la
combinacion de BAP/AIA (2:1) fue la que di6 mejor respuesta en cuanto al
porciento de explantes con brotes (55 %) y nimero de brotes por explante (2.4)
en comparacion con las otras combinaciones. Ademas, los brotes formados en

este tratamiento mostraron una morfologia mas uniforme (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Comparaciones multiples 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 distribucion binomial. En la columna NB (rangos) los valores
con la misma letra son iguales en la misma columna de acuerdo con la prueba
de comparaciéon multiple de rangos a una p < 0.05).

Tratamientos Por ciento No. de (% B) (NB)
BAP (mg  AIA (mg de brotes por Proporciones rangos
L) L) explantes explante
con brotes (NB)
(% B)
2 0.5 44 2.40 0.51a 683 a
2 1.0 b5 2.40 0.71 a 777 a
3 0.1 11 0.40 0.37 a 429 b
3 0.5 .50 1.80 0.35a 671 a
3 1.0 28 1.60 0.14 a 653 ab

Durante el proceso de regeneracion los explantes mostraron una serie de
cambios. Los primeros cambios morfogenéticos ocurrieron después de una
semana de cultivo y se manifesté con el crecimiento del explante, una
coloracion verde y la formacion de callo en la zona superior del explante que no
estuvo en contacto con el medio. Después de dos a tres semanas los primeros
brotes se formaron directamente de la zona no diferenciada de los explantes.
Posteriormente, el alargamiento y diferenciacion continué hasta que después de
30 o 35 dias, los brotes con hojas en desarrollo se observaron (Figura 3B). Una
vez que se establecié la fase de induccion, se hizo un subcultivo con el mismo
medio de induccion, ya que esto permitid que hubiera un mayor nimero de

brotes y a su vez lo brotes alcanzaran un tamafio y vigor adecuados.
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La fase de aclimatizacién ex vitro, es una fase critica en el cultivo in vitro. Para
el caso del crisantemo, utilizar como sustrato 'Peat moss' combinado con alta
humedad relativa y la exposicion de las plantas a dos horas diarias de la luz
(durante la noche) por tres semanas (21 dias) permiti6 que las plantas se
desarrollaran adecuadamente hasta una altura de 12 cm, cuando se
transfirieron a macetas. Una vez que las plantas tuvieron una altura de 20 cm
se retird la luz por la noche para inducir la floracién y a las dos semanas se
observaron los primeros botones florales y posteriormente a las dos semanas
las flores. En el presente trabajo y para el caso de la variedad Indianapoilis, el
tiempo para regenerar plantas completas a partir de segmentos de tallo y

llevarlas hasta floracion requirié de 17 semanas (119 dias).



Figura 3. (A) Cultivo in vitro, después de tres semanas de subcultivo, (B) Fase
de enraizamiento a las dos semanas cultivo, (C) Aclimatizacion en invernadero,
(E) Transferencia a maceta, (F) Plantas de crisantemo variedad Indianapolis en
floracion después de 17 semanas de crecimiento a partir de segmentos de tallo.



Regeneracion eficiente de la variedad 'Texana'

En una primera etapa, cuando fueron probados los doce tratamientos, esta
variedad mostré una respuesta muy baja, ya que se obtuvieron en promedio de
uno a tres brotes por explante en el 20 % de los mismos, con la combinacién
hormonal de 3 mg L de BAP y 1 mg L™ de AIA. Partiendo de este resultado y
para mejorar la respuesta se probaron otras combinaciones hormonales

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Comparaciones multiples 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 distribucion binomial. En la columna NB (rangos) los valores con la misma
letra son iguales en la misma columna de acuerdo con la prueba de
comparacion multiple de rangos a una p < 0.05).

Tratamientos Porciento de  No. de brotes (%B) _ (NB) Rangos
AP (Mg Mg RIS Poreglate Propor

3 1.0 20 0.20 0.20c 115 ¢

3 1.2 20 0.30 0.30c 121 ¢

> 14 40 0.80 0.80b 163 b

3 1.6 80 2.80 280 a 295 a

K 1.8 80 4.10 3.60 a 340 a
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En cinco tratamientos se obtuvo respuesta. La mejor la combinacion fue en 3
mg L™ de BAP y 1.8 mg L™ de AIA, bajo la cual se logré un 80 % de explantes
con brotes (Cuadro 3). Al igual que la variedad Indianapolis fue necesaria una
relacion de BAP/AIA cercana a 2:1 para lograr la emision de brotes. En la
variedad Texana' se hicieron dos subcultivos de dos semanas cada uno para
inducir una mayor cantidad de brotes por explante (2.4 en 'Indianapolis' contra

4.1 en 'Texana').

Los brotes diferenciados fueron mas pequefios y menos vigorosos que los de la
variedad 'Indianapolis’. Ademas, una semana mas fue requerida para que las
plantas regeneradas alcanzaran el tamario 6ptimo (12 cm) para transferirse al
suelo y crecer en el invernadero. Sin embargo, una vez en maceta mostraron un
crecimiento con hojas mucho mas grandes y verdes, comparadas con las de la
variedad 'Indianapolis’. También, la floracion fue mas rapida que la variedad
'Indianapolis’. Una semana después de quitar la luz nocturna fue posible
observar los botones florales y las flores se obtuvieron en tres semanas (Figura
4). Desde la siembra de los segmentos de tallo hasta la floracion, 'Texana'
requirio de 18 semanas (126 dias), el cual resultd6 mayor tiempo del invertido

para 'Indianapolis’.
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Figura 4. (A) Cultivo in vitro, después de 2 semanas, (B) Fase de alargamiento
a las dos semanas, (C) Fase de enraizamiento, (D) Aclimatizacion en
invernadero, (E) Transferencia en maceta, (F) Plantas de crisantemo variedad
Texana con flores después de 18 semanas de crecimiento a partir de
segmentos de tallo.
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DISCUSION

Las diferencias en cuanto a la capacidad de regeneracion de la variedad
'Indianapolis' y 'Texana' concordd con los resultados obtenidos con otras
variedades (Teixeira, 2003), en los cuales se ha determinado que las citocininas
y auxinas jugaron un papel importante en la obtencion de brotes. Diversos
estudios han demostrado que no existe una combinacién de BAP con AIA o
ANA que sea estandar para todas las variedades de crisantemo, ya que hay
una fuerte influencia del genotipo (Teixeira, 2003). Para el crisantemo se
determind que la mejor combinacion fue BAP con AIA en una relacion cercana
2:1 (Karim et al., 2003). Los estudios realizados mostraron que D. indicum
produjo uno a dos brotes por explante cuando se cultivaron segmentos de hoja
en medio MS con 0.2 mg L' de AIAy 3 6 5 mg L' de BAP (Ledger et al.,1991).
En cambio, seis genotipos de D. morifolium regeneraron pobremente, con un
promedio de soblo 2.5 brotes por explante (Chagas et al., 2004). De 11
variedades de D. morifolium, solamente ocho produjeron brotes en un medio
que contenia 1 mg L™ de NAA y 1 mg L™ de BAP (Kaul et al., 1990). Entonces,
la capacidad de regeneracion de brotes en crisantemo es genotipo dependiente

y ésta ha variado ampliamente de 0 a 90 % de los explantes (Teixeira, 2003).

Lu et al. (1990) seccionaron segmentos de tallo en tres partes, que clasificaron
como explante de tipo | (zona apical), tipo Il (zona media) y tipo lll (zona basal).
Determinaron que el explante tipo | fue mas efectivo en la formacion de brotes,

ya que los explantes mas cercanos al apice resultaron mas competentes en la
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regeneracion. De igual forma, Rout &Das (1997) establecieron que el potencial
morfogenético varié con la etapa de madurez del tallo. En comparacion con los
datos citados, en la presente investigacion se obtuvo un mayor porcentaje de
respuesta al cultivar segmentos tomados de la porcion media del tallo, pero no
con los segmentos obtenidos cerca del apice. Los segmentos cortados cerca
del apice fueron mas pequenos y se oxidaron facilmente, mientras que los de la
base, aun cuando fueron de mayor tamafo, regeneraron pobremente debido
probablemente a que los tejidos eran mas viejos. Lu et al. (1990) establecieron
que en el crisantemo existe un gradiente de etapas de desarrollo en el tallo, lo
gue determina que sea critico 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)
compararon la capacidad morfogenética de hoja y tallo, y encontraron una
mayor capacidad de regeneracion en tejidos de tallo que de hoja. Los explantes
que provinieron de tallo han mostrado mayor capacidad de regeneracion 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 respuestas de
los explantes cortados de tallo y hoja, debido particularmente a la concentracion
de auxinas. Los mismos autores explicaron el efecto de los diferentes niveles
endoégenos de hormonas en los tejidos, lo cual afecta la respuesta a las
hormonas aplicadas exégenamente. Aunado a esto, Miyazaki & Tashiro (1978)

registraron que los segmentos de tallo de Chrysanthemum morifolium cv.

(8]
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'Kayono-sakura', obtenidos de plantas jévenes de nueve semanas, produjeron
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 durante primavera o verano. En el presente trabajo, los mejores
porcentajes de brotacion se obtuvieron en los meses de otofio e invierno, con o

cual se determin6 el efecto de estacionalidad.

El desarrollo de plantas completas de crisantemo, desde los segmentos de tallo
para 'Texana' e 'Indianapolis' hasta floracion, requiri6 119 y 126 dias. Lu et al.
(1990), registraron un periodo de 15 semanas para la variedad 'Royal Purple’,
quienes emplearon los segmentos de tallo para obtener plantas completas a
través de regeneracion directa. En comparacion, un sistema de regeneracion
que utiliza como explante los meristemos, la obtencién de plantas con flores es
de 21 semanas. En invernadero el tiempo que se requiere para obtener plantas
con flores desde esquejes es de 15 semanas, de acuerdo al manejo de los

productores de crisantemo de la regién de Texcoco.

Con base en la amplia revisidon efectuada por Teixeira (2003) no existia
informacion previa en la literatura sobre el manejo exitoso in vitro de las
variedades Indianapolis y Texana bajo un esquema de regeneracion directa a
partir de segmentos de tallo. Con los resultados obtenidos en el presente

trabajo sera posible el aplicar las técnicas de transformacion genética para
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incorporar nuevas caracteristicas, como mayor vida postcosecha, resistencia a

frio, variantes en color y morfologia.
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4. EFECTO DE LA GLUCOSA EN LA ORGANOGENESIS in vitro DE

CRISANTEMO (Dendranthema X grandiflorum Kitam) cv. 'INDIANAPOLIS’

RESUMEN

La glucosa es una fuente de carbono, sin embargo, en anos recientes se le han
atribuido funciones que tiene que ver con procesos de crecimiento y desarrollo.
El presente trabajo, muestra la interaccion de este azucar con hormonas como
Bencilaminopurina (BAP), en el proceso de regeneracion directa de crisantemo.
Se probaron diferentes concentraciones de glucosa, de la citocinina BAP y de la
auxina acido indolacético (AlA), para evaluar su efecto en la organogenesis
directa de crisantemo variedad 'Indianapdlis' a partir de secciones de tallo
cultivadas en medio Murashige y Skoog (MS). Los resultados mostraron que
una concentracién de 2 % de glucosa incrementa el numero de brotes por
explante y ademas varia las concentraciones necesarias de BAP (1 mg.L") y
AIA (1 mg.L™") comparado al medio que contiene sacarosa, con lo cual se tiene
una evidencia mas de la interaccion de la glucosa con BAP y AlA durante el
cultivo in vitro de los tejidos vegetales.

PALABRAS CLAVE: Crisantemo, glucosa, organogénesis, Dendranthema X

grandiflorum Kitam, cultivo de tejidos.
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SUMMARY

The glucose is a carbon source, however, in recent years have been ascribed
functions related with processes of growth and development. This work shows
the interaction of glucose with bencilaminopurine (BAP) during in vitro
regeneration. Different levels of glucose, BAP and indolacetic acid (AlA) were
tested to asses the effect of each factor and their interactions during in vitro
regeneration of chrysanthemum where are used sections of stem cultivated on
medium Murashige and Skoog. The results showed that a concentration of 2%
glucose increased the number of shoots per explant and also alters the
concentration of BAP (mg.L”) and AIA (1 mg.L") required for an efficient
response to regeneration, as compared to the medium containing sucrose,
giving an evidence on the interaction of glucose with BAP ad AlA during in vitro
tissue culture of plants.

KEY WORDS: Chrysanthemum, organogenesis, glucose, Dendranthema X

grandiflorum Kitam, tissue culture.

INTRODUCCION

Los azlicares en las plantas estan involucrados en procesos metabdlicos claves
tales como la fotosintesis (Krapp et al., 1993) y la sintesis y degradacion de

almidéon (Koch, 1996). Adicionalmente al tener un papel central en el
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metabolismo, ayudan a regular muchos procesos fisiolégicos y del desarrollo
(Koch, 1996; Smeekens, 1998; Sheen et al., 1999; Yu, 1999). Por ejemplo, los
niveles de azucar juegan un papel importante en determinar el tiempo en el cual
algunas especies de plantas produciran flores. Los tratamientos que inducen
floracion pueden también llevar a un incremento en el transporte de
carbohidratos desde las hojas a los meristemos apicales (Corbesier et al.,
1998). Este incremento en el transporte de azucares se lleva a cabo antes del
incremento de la actividad metabdlica que ocurre durante la transicion a la
floracion sugiriendo que los niveles de azucares no se incrementan unicamente
en respuesta a una mayor demanda metabdlica y que los azucares pudieran
estar actuando como la sefial de la transicién a la floracion (Bernier et al.,

1993).

Asimismo, se ha resaltado la importancia de los azucares en controlar la
expresion de un numero significativo de genes (Koch, 1996). Este papel como
moléculas sefalizadoras ha sido ampliamente reconocido en microorganismos
y recientemente en animales y plantas. Durante el crecimiento y el desarrollo de
las plantas, los azucares modulan una gran cantidad de procesos vitales como
la germinacion de semillas, el desarrollo de la plantula, la diferenciacion de
hojas y raices, la transicion floral, la maduraciéon de frutos, la embriogénesis, la
senescencia, asi como la respuesta a la luz, al estrés y a los patogenos (Ledn y

Sheen, 2003; Rolland et al., 2002).

46



La glucosa es un nutriente universal, y con excepcion de las plantas, es
preferido por la mayoria de los organismos como fuente de carbono y energia,
en la biosintesis y formacién de carbohidratos y la pared celular. La habilidad
para detectar sefales por glucosa es importante para organismos tan diversos
como Escherichia coli, levaduras, moscas, mamiferos y plantas. En contraste a
la amplia informaciéon disponible en la deteccién de glucosa y mecanismos de
sefalizacion en bacterias y eucariotes unicelulares, la importancia de la glucosa
ha sido reconocida solo recientemente como una molécula central en la
sefalizacion en animales y plantas multicelulares (Moore et al., 2003). Desde
hace varios afnos, también se le ha asignado un papel regulatorio de numerosos
genes relacionados con la fotosintesis, funcion en la cual la hexocinasa,
ademas de su funcion catalitica en la fosforilacion de azucares, juega el papel

de sensor de glucosa (Jang y Sheen, 1994; Sheen, 1990).

Recientemente, se ha reportado el uso de glucosa como agente selectivo
durante la transformacion genética, ya que a dosis altas es capaz de inhibir la
germinacion y la organogénesis, pero esta inhibicion es superada en presencia
del gen AtTPS1 de la trehalosa 6-fosfato sintetasa (Avonce et al., 2004,
Leyman et al., 2006 ). Finalmente, existen algunos reportes en los que se ha
observado una mejora en la respuesta morfogenética, por organogénesis
directa o por embriogénesis somatica, al utilizar glucosa en vez de sacarosa
como fuente de carbono en frijol ayocote (Phaseolus coccineus) (Genga vy
Allavena, 1991); en berenjena (Solanum melongena) (Mukherjee et al., 1991);

en nuez avellana (Corylus avellana) (Yu y Reed, 1992) y en el té ginseng
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(Pannax ginseng) (Tang, 2000). Esta gama de efectos de la glucosa se pueden
interpretar a la luz de los conocimientos actuales que implican a este azucar,
junto con las principales hormonas vegetales que se utilizan de manera rutinaria
en las técnicas de propagacion in vitro, en numerosos procesos de desarrollo

en las plantas.

En este trabajo se reporta el efecto promotor de la glucosa en la organogénesis,
cuando se le utiliza de manera transitoria y a ciertas dosis durante la fase de
induccién de la brotacion, asi como la interaccion de este azucar con las

hormonas BAP y AlA utilizadas durante el cultivo in vitro del crisantemo.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal.

Se utilizaron esquejes cultivados ex vifro y sin enraizar de la variedad
Indianapolis. Para la desinfestacion las hojas fueron cuidadosamente
eliminadas para evitar dano en la epidermis del tallo. Una vez eliminadas las
hojas, los tallos fueron colocados en solucion jabonosa al 3 % durante tres
minutos, etanol 70 % durante un minuto, solucién de PPM™ (Plant Preservative
Mixture) al 2 % durante cinco minutos y finalmente hipoclorito de sodio 15 %
(con 0.1 mL Tween 20) por 10 minutos y luego se hicieron tres enjuagues con
agua esteril. Después de la desinfeccién, se cortaron secciones internodales de

aproximadamente 2 mm de ancho.
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Medios de cultivo y condiciones experimentales.

Se empleo el medio de cultivo basico de Murashige y Skoog (MS) (1962), al
cual se le adicionaron diferentes concentraciones 6-bencilaminopurina-HCl
(BAP) (SIGMA, ALDRICH) (0, 0.1, 1y 2 mg.L"), acido indolacético (AIA)
(SIGMA, ALDRICH) (0, 0.1y 1 mg.L") y glucosa (20, 40, 60 y 80 g.L™", con lo
que se establecieron 48 condiciones experimentales (4 BAP X 3 AIA X 4
glucosa=48 combinaciones) los cuales se compararon con el medio base para
regenerar crisantemo a partir de tallo, que consistié del medio MS con 2 mg.L”
BAP, 1 mg.L" de AIA y 30 gL' de sacarosa, el cual fue previamente
establecido por Valle Sandoval et al. (2008). Todos los medios contenian 6 %
(p/v) de agar-agar (MERCK), purificado y exento de inhibidores. El pH se ajusto
a 5.7+0.1 y fueron esterilizados en una autoclave a 1.05 kg.cm‘1 y 121 °C

durante 15 minutos.

Todos los cultivos fueron desarrollados en un ambiente controlado, con un

fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad y una intensidad luminica de 90

mol.m?s™y 26 + 2 °C.

Los explantes se mantuvieron en fase inductiva de la brotacion por 2 a 3
semanas en medio con las combinaciones hormonales a probar, asi como
glucosa como fuente de carbono. Después, los explantes se resembraron en
medio fresco, pero cambiando la glucosa por sacarosa al 3 % como fuente de

carbono. Bajo estas condiciones se mantuvieron otras dos o tres semanas, al
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cabo de las cuales los brotes previamente inducidos se desarrollaron. Al final de

esta etapa se hizo el recuento de brotes inducidos.

Después, los brotes fueron escindidos y trasplantados en frascos de cristal
anchos con capacidad de 250 mL, con 25 mL de medio MS sin hormonas y 3 %
(p/v) de sacarosa, donde se mantuvieron por espacio de 15 dias, hasta que los
brotes alcanzaron un tamafo de dos a tres centimetros. Estos brotes fueron de
nuevo colocados en medio MS pero reduciendo los macro y microelementos al

50 %, sin hormonas y 15 g.L”" de sacarosa, hasta la formacién de raices.

Analisis estadistico.

De los 49 tratamientos con 15 repeticiones cada uno, las variables evaluadas
fueron el porcentaje de explantes con brotes (% B) y el niumero de brotes por
explante (NB). La variable % B, fue evaluada con pruebas de comparacion de
dos proporciones binomiales (Infante y Zarate, 1984), asi como por pares de
tratamiento mediante analisis factorial para determinar que factor solo o que

combinacion de factores era determinante en la regeneracion.

El NB se analiz6 con una prueba no paramétrica de Kruskall y Wallis, basada
en la asignacion de rangos para comparar muestras independientes, utilizando
ajustes por empates bajo un disefilo experimental completamente al azar.
Posteriormente se efectud la comparacién multiple de rangos basada en la

suma de promedios (Conover, 1980). Para comparar el efecto conjunto de
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ambas variables en la eficiencia de brotacion (EB), se obtuvo la variable

compuesta EB= % B X NB X 100.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 49 tratamientos probados so6lo 14 (28.6 %) formaron brotes. El total de
los tratamientos y la respuesta para las dos variables consideradas se muestra

graficamente en las Figuras 5 y 6.

T
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ratamiento
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