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MICROPROPAGACION Y ORGANOGENESIS DE Aster ericoides

CULTIVAR “MONTE CASSINO”

Renaldo Salazar, Teresa Edith Vargas, Eva De Garcia y Maira Oropeza

RESUMEN

La micropropagacion y la organogénesis de Aster
ericoides cultivar “Monte Cassino” fueron establecidas a par-
tir del cultivo de yemas, microesquejes y hojas obtenidos de
plantas de 2 meses de edad mantenidas en condiciones de
vivero. Las yemas y microesquejes fueron cultivados en me-
dios MS suplementados con Img-lI'" de cinetina (K) y 0,5mg-I
Ide dcido indolacético (AIA), obteniendo a los 2 meses de
cultivo un promedio de 4,68 brotes a partir del cultivo de
microesquejes y de 2,64 brotes a partir del cultivo de yemas.
El proceso de organogénesis fue inducido utilizando explantes
de hojas de plantas cultivadas in vitro en medios MS suple-
mentados con benciladenina (BA) y dcido naftaleno-acético
(ANA). El proceso de organogénesis directa fue observado en

SUMMARY

Micropropagation and organogenesis were established for
Aster ericoides cv. “Monte Cassino”. Buds and micro cuttings
were obtained from 2 months old greenhouse grown plants
and cultured on an MS medium supplemented with kinetin (K)
Img-I"" and indol acetic acid (IAA) 0,5mg-lI"". Two months
later, an average of 4.68 shoots from micro cuttings culture
and 2.64 shoots from buds culture were obtained. Organo-
genic processes were induced using leaf explants obtained
from in vitro plants. These explants were cultured on an MS
medium supplemented with bencyladenine (BA) and naphtha-
lene acetic acid (NAA). Direct organogenesis was observed

medio MS suplementado con 0,5mg-lI"" BA y 0,5mg-lI'" ANA,
obteniendo un niimero promedio de 1 brote por explante, a
los 30-45 dias de cultivo. La organogénesis indirecta se ob-
servo a partir de callos cultivados en medios suplementados
con las mayores concentraciones de BA, obteniéndose el ma-
yor indice de formacion de brotes (1,16) en el medio suple-
mentado con 5mg-I"" BA y 0,5mg-lI'" ANA, a los 6 meses de
cultivo. El mayor porcentaje de aclimatacion (80%) fue ob-
servado en plantas obtenidas a partir del proceso de organo-
génesis en sustratos de tierra negra. La micropropagacion a
través del cultivo de microesquejes resulto el sistema de pro-
pagacion in vitro mds eficiente para Aster ericoides cultivar
“Monte Cassino”.

on a medium supplemented with BA 0.5mg-lI"" and NAA
0.5mg-l'\. After 30-45 days, an average of one shoot per ex-
plant was obtained. Indirect organogenesis was observed 15
days after culture initiation in almost all the culture media.
After six months, the highest shoot formation index (1.16) was
obtained on an MS medium supplemented with BA Smg-lI" and
NAA 0.5mg-lI"!. Plants regenerated by organogenesis were
transferred to pots and a rate of 80% of plant acclimatization
was obtained. Micropropagation from micro cuttings was the
most efficient in vitro propagation system for Aster ericoides
cv “Monte Cassino”.

ros Anthemis sp. (Echeverri-
garay et al., 2000) y Tagetes

Introduccion

risticas deseables para luego
ser introducidas en el merca-

rrollados para la produccién
de flores de corte y plantas

La familia Asteraceae es
de gran interés econémico a
nivel mundial, ya que distin-
tas especies son utilizadas
para el consumo humano me-
diante la extraccion de aceite
comestible (género Helian-
thus sp.), para uso medicinal
con la extraccioén y purifica-
cion de fenoles en los géne-

sp. (Misra y Datta, 2001) y
para ornamentacién exotica
entre los cuales encontramos
representantes de los géneros
Chrysanthemum sp., Gerbera
sp. 'y Aster sp. (Bunker,
1994). A partir del género
Aster sp. se han obtenido nu-
merosos hibridos y distintos
cultivares que han sido desa-

de jardin, lo cual ha hecho
que el crecimiento y flora-
cién de esta planta ornamen-
tal sean de gran interés eco-
némico (Wallerstein et al.,
1992). En tal sentido, los es-
tudios de floracién a nivel fi-
siolégico en este género han
sido conducidos con el fin de
obtener plantas con caracte-

do ornamental. (Kristiansen
et al., 1997; Wallerstein et
al., 2002). No obstante, la
produccién de estas plantas
ha sido heterogénea y existe
necesidad de retardantes de
crecimiento que permitan re-
ducir la altura de las mismas
y la obtencién de plantas en
macetas. Este hecho ha origi-
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A micropropagagdo e a organogénese de Aster ericoides
Cultivar “Monte Cassino” foram estabelecidas a partir do culti-
vo de gemas, microestaquias e folhas obtidas de plantas de 2
meses de idade mantidas em condigoes de viveiro. As gemas e
microestaquias foram cultivadas em meios MS suplementados
com Img-lI'" de cinetina (K) e 0,5mg-lI"" de dcido indolacético
(AIA), obtendo aos 2 meses de cultivo uma média de 4,68 brotes
a partir do cultivo de microestaquias e de 2,64 brotes a partir
do cultivo de gemas. O processo de organogénese foi induzido
utilizando explantes de folhas de plantas cultivadas in vitro em
meios MS suplementados com benziladenina (BA) e dcido
naftaleno acético (ANA). O processo de organogénese direta foi

RESUMO

observado em meio MS suplementado com 0,5mg-I"" BA e
0,5mg-lI'" ANA, obtendo um niimero médio de 1 brote por
explante, aos 30-45 dias de cultivo. A organogénese indireta se
se observou a partir de calos cultivados em meios
suplementados com as maiores concentragoes de BA, obtendo-se
o maior indice de formagcdo de brotes (1,16) no meio
suplementado com 5Smg-I"" BA e 0,5mg-I'" ANA, aos 6 meses de
cultivo. A maior porcentagem de aclimatagdo (80%) foi observa-
do em plantas obtidas a partir do processo de organogénese em
substratos de terra negra. A micropropagacdo através do cultivo
de microestaquias resultou o sistema de propagagdo in Vvitro
mais eficiente para Aster ericoides cultivar “Monte Cassino”.

nado una creciente demanda
por nuevos cultivares que
puedan tener un crecimiento
compacto y un amplio rango
de colores de flores (Kris-
tiansen et al., 1997). Los sis-
temas de regeneracidén in
vitro como la micropropaga-
cion, la organogénesis (direc-
ta e indirecta) y la embrio-
génesis somdtica, son técni-
cas alternativas de propaga-
cién que permiten la obten-
cién de un gran ndmero de
plantas bien desarrolladas
bajo condiciones establecidas
y en un corto lapso de tiem-
po (Serrano y Pifiol, 1991).
Estos procesos, en particular
la micropropagacién y la or-
ganogénesis han sido induci-
dos en muchas especies orna-
mentales de la familia Aste-
raceae, entre ellas Helianthus
sp. (Greco et al., 1984; Lupi
et al., 1987; Witrzens et al.,
1988; Espinasse et al., 1989;
Pugliesi et al., 1993; Laparra
et al., 1997), Chrysanthemum
sp. (Kaul et al., 1990; Lee et
al., 1997) y Gerbera sp.
(Reynoird et al., 1993). En
este trabajo se establecen la
micropropagacion a través
del cultivo de yemas y mi-
croesquejes y la organogéne-
sis directa e indirecta para la
especie Aster ericoides culti-
var “Monte Cassino”.

Materiales y Métodos

Material Vegetal

Plantas de Aster ericoides
cultivar “Monte Cassino”,
colectadas en la localidad de
El Jarillo, Estado Aragua,
Venezuela, fueron traslada-
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TABLA 1

NUMERO PROMEDIO DE BROTES POR CALLO (N=15) E

INDICE DE FORMACION DE BROTES (IFB) DURANTE
EL PROCESO DE ORGANOGENESIS INDIRECTA EN
EXPLANTES DE HOJA DE Aster ericoides CULTIVAR

“MONTE CASSINO” A LOS 6 MESES DE CULTIVO

Medio BA ANA Niimero Porcentaje IFB
(mg-1")  (mgl?) promedio de callos
de brotes  con brotes
por callo (n=15)
(n=15)

1 1 1 3,33% 53 0,192
2 0,5 0,5 3,73% 33 0,083
3 2 1 14,66* 100 0,977
4 5 0 0 0 0
5 5 0,5 17,4% 100 1,16
6 0,5 5 0 0 0
(*) Promedios significativamente diferentes a P<0,001
das al Laboratorio de Bio- de Murashige y Skoog

tecnologia Vegetal de la
Universidad Central de Ve-
nezuela y mantenidas bajo
condiciones de vivero, sumi-
nistrdndoles semanalmente
fertilizantes (Mairol®),
fungicidas (Vitavax®) e in-
secticidas (aceite blanco).

Explantes

Se utilizaron tres tipos de
explantes: yemas, microes-
quejes y hojas. Las yemas y
microesquejes fueron obteni-
dos a partir de plantas de
dos meses de edad manteni-
das en condiciones de vivero
y los segmentos de hoja de
aproximadamente lcm? se
obtuvieron de plantas in
vitro regeneradas a partir del
cultivo de microesquejes.

Medios de Cultivo

Los medios de cultivo fue-
ron preparados con las sales

(1962); tiamina 0,4mg-1'";
mio-inositol 100mg-1'!, saca-
rosa 30g-1', pH 5,8. El me-
dio fue solidificado con agar
6g-1"'. Para inducir la forma-
cién de brotes a partir de
yemas y microesquejes el
medio de cultivo fue suple-
mentado con Img-1"' de
cinetina (K); 0,5mg-1"" de
dcido indol-acético (AIA) y
100 o 150mg-1"" del antibi6-
tico comercial Cefotaxima.
En el caso del proceso de
organogénesis se utilizaron
diferentes concentraciones y
combinaciones de bencilade-
nina (BA) y dcido nafta-
lenacético (ANA) (Tabla I).

Cultivo de yemas y
microesquejes

Las yemas y microesque-
jes fueron lavados con jabon
comercial (15min); bacteri-
cida (Betadine 10%; 15min);
fungicida (sulfato de cobre;

25min); solucién de cloro co-
mercial al 70% (5min) y Ce-
fotaxima 50mg-I"! (15min). En-
tre cada paso se realizaron
lavados con agua destilada
estéril. Los explantes desin-
fectados fueron trasladados
a cdmara de flujo laminar
donde se sembraron en los
medios de cultivo corres-
pondientes. Los cultivos
fueron mantenidos bajo con-
diciones de luz continua
(50umoles-m?-s!) y tempera-
tura de 25 =1°C. La cuanti-
ficacién de los brotes a par-
tir del cultivo de yemas y
microesquejes se realizd a
los 2 meses determinando el
nimero promedio de brotes
por explante.

Organogénesis

Para cada medio de induc-
cion (Tabla I) se sembraron
5 réplicas cada una con 5
explantes de hojas (25 ex-
plantes en total) en envases
de vidrio (5cm de alto x
4cm de didmetro) los cuales
fueron trasladados a una céa-
mara de crecimiento bajo
condiciones de luz continua
(50umoles-m?s?) y tempera-
tura (25 =1°C). Se realiza-
ron observaciones cada 15
dias considerando el tamafio
y color del explante; forma-
cion de callo (tipo, color y
abundancia) y formacién de
brotes. La cuantificacion de
los brotes se realizé a partir
de 15 muestras de callos de
aproximadamente lcm?,
para cada uno de los me-
dios de cultivo, a los 6 me-
ses de cultivo, determinando
el nimero promedio de bro-
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tes por callo/explante y el
Indice de Formacién de
Brotes (IFB) segin Martel y
Garcia (1992). Para el pro-
ceso de organogénesis di-
recta, la cuantificacién de
los brotes se realizé a los 6
meses de cultivo, determi-
nando el nimero promedio
de brotes por explante y el
IFB seguin Martel y Garcia
(1992), en todos los explan-
tes cultivados.

Enraizamiento

No fue necesaria la utili-
zacion de un medio de culti-
vo diferente a los medios de
iniciacién para inducir la
formacién de raices, ya que
al momento de realizar la
cuantificacién de brotes para
el proceso de micropropaga-
cién (2 meses) y organogé-
nesis (6 meses) se observd
que estos brotes formaron
raices en el mismo medio de
induccioén.

Andlisis Histologico

Con el fin de evaluar la
naturaleza del proceso orga-
nogénico se realizaron cortes
a mano alzada de callo y/o
explantes en cada uno de los
medios de induccién a los 2
meses de cultivo, realizando
observaciones anatémicas
bajo microscopio éptico
(NIKON 14 MLABP 2) y
fotografiados con cdmara
NIKON FDX-35 Modelo H-
IIT adaptada al microscopio
optico.

Aclimatacion

Un total de 228 plantas
regeneradas a partir del cul-
tivo de yemas, microesque-
jes y del proceso de organo-
génesis fueron trasvasadas,
eliminando el exceso de
agar, a envases pldsticos
(8cm de alto x 6¢cm de dia-
metro) los cuales contenian
dos tipos de sustrato: tierra
negra y una mezcla de tierra
negra y arena lavada (1:2).
Las plantulas fueron coloca-
das en propagadores bajo
condiciones de baja lumino-
sidad (10umoles-m?s™') y
alta humedad relativa (80-

93% a lo largo del
dia). A los 30 dias,
estas plantas fueron
trasladadas a condi-
ciones de vivero
para su aclimata-
cién. Dos meses
después, se determi-
né el ndimero de
plantas que sobrevi-
vieron en cada sus-
trato.

Andlisis Estadistico

Los datos obteni-
dos durante el esta-

obtenidos a partir de
microesquejes se ob-
servd a las dos se-
manas de cultivo en
el mismo medio uti-
lizado para inducir
la formacion de bro-
tes. A los dos meses
de cultivo, un pro-
| medio de 3 raices
principales y abun-
dantes raices secun-
darias fueron obser-
vadas.

Organogénesis
directa

blecimiento de los
cultivos de microes-
quejes, yemas y ho-
jas fueron sometidos

i T

AT

Figura 1.- Brote de Aster ericoides cv “Monte
Cassino” regenerado directamente a partir de
explante de hoja.

El proceso de or-
ganogénesis directa
Unicamente se obser-

b

Figura 2. a: Corte transversal de una hoja de una planta obtenida a partir del cultivo de microesquejes y
mantenida en condiciones in vitro (20X). b: Corte transversal de una hoja cultivada en medio suplemen-
tado con 0,5mg-1"'de BA y 0,5mg-1"'de ANA. Las flechas indican un grupo de células parenquimadticas en
divisién que forman meristemoides directamente a los 30 dias de cultivo.

a la prueba de Kruskal-
Wallis para determinar dife-
rencias significativas relacio-
nadas a la formacién de bro-
tes entre tratamientos, usan-
do el programa Statistic
6.0.325.0.

Resultados

Cultivo de microesquejes y
yemas

Al cultivar microesquejes
y yemas en medios de culti-
vo sin antibidticos se obser-
vé6 una gran variedad de mi-
croorganismos patégenos
como bacterias y hongos, los
cuales dificultaron el esta-
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blecimiento de cultivos
asépticos in vitro. Este pro-
blema fue minimizado con
la adicién de 150mg-1"! de
cefatoxima al medio de cul-
tivo. El 90-95% de los mi-
croesquejes sembrados res-
pondieron con la formacién
de brotes y raices a los 8-9
dias. A los dos meses de
cultivo, el nimero promedio
de brotes fue 4,76 =2.,49
(n=21). Con respecto a las
yemas, se observo la forma-
cion de brotes a los 14-15
dias. El nimero promedio de
brotes fue de 2,57 *=1,53
(n=26) a los 2 meses de cul-
tivo. La formacién de las
primeras raices en los brotes

v6 en el medio de induccién
2 (Tabla I) a los 30-45 dias
de cultivo. El 4% de los ex-
plantes de hoja cultivados en
este medio respondieron a la
formacion directa de brotes,
con la formacién de un bro-
te por explante (Figura 1). A
los 6 meses de subcultivo,
se observé la formacion di-
recta de brotes en el 12%
de los explantes de hoja,
con un ndmero promedio de
brotes por explante de 31,
un IFB= 0,16 y un nimero
promedio de raices por bro-
te de 5.

La formacién de brotes di-
rectamente a partir de los
explantes, fue corroborada
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mediante el andlisis histol6-
gico de los cortes transver-
sales de las hojas a los 30-
45 dias de cultivo. La Figura
2a muestra el corte transversal
de una hoja de una planta ob-
tenida a partir del cultivo de
microesquejes y mantenida en
condiciones in vitro. Al culti-
var estas hojas en el medio
de induccién 2 (Tabla I), lue-
go de 30 dias se puede obser-
var la formaciéon de meriste-
moides directamente a partir
de las células parenquiméticas
cercanas a la epidermis
abaxial (Figura 2b).

Organogénesis Indirecta

La formacién de callo se
observo en todos los explan-
tes sembrados en los medios
de induccién 1, 2, 3, 5y 6,
principalmente hacia las zo-
nas de corte, aproximada-
mente a los 15 dias de culti-
vo. En el medio 4, suple-
mentado s6lo con BA no se
observo la formacién de ca-
1lo ni de brotes. La respues-
ta de los explantes a la for-
macién de callo fue de un
100% a los 30 dias de culti-
vo. Estos callos presentaron
apariencia friable con zonas
traslicidas en algunos casos
y otros con coloraciones
desde blanquecino hasta ma-
rrén claro.

La formacién de brotes a
partir de callo se observé en
los medios de induccién 1,
2,3y 5 alos 3 meses de
cultivo (Tabla I). La mayor
formacion de brotes y los
mayores valores de IFB se
observaron en los medios 3
y 5 a los 6 meses de cultivo
(Figura 3).

Al realizar cortes de los
callos friables, a los 2 me-
ses de cultivo, se observo
que las células eran alarga-
das y estaban distribuidas
laxamente, con un conteni-
do citoplasmadtico denso y
en continua divisién. A los
3 meses de sub-cultivo, se
observaron organizaciones
celulares bien definidas, con
células de diferentes tama-
flos y paredes engrosadas
(Figura 4a), meristemoides
(Figura 4b) y tejidos meris-
tematicos.
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Las plantas rege-
neradas a partir del
proceso de organo-
génesis formaron
raices en los mismos
medios de induccién
con un promedio de
una raiz por brote.

Aclimatacion

Los mayores por-
centajes de aclimata-
cién, se observaron
al utilizar como sus-
trato la tierra negra.
Las plantas regene-
radas in vitro a par-
tir de hojas presen-
taron los mayores
porcentajes de acli-

Figura 3. Formacién de brotes a partir de callo en el
medio de induccién 5 a los 6 meses de cultivo.

multiplicacién o de
enraizamiento dife-
rente al medio de
induccion. Este re-
sultado es de gran
valor comercial, ya
que permite el esta-
blecimiento de un
sistema de propaga-
cioén in vitro a gran
escala para esta es-
pecie. Como todo el
proceso se lleva a
cabo en un mismo
medio de cultivo,
esto conlleva a una
disminucién de los
costos de produccion
(Pennell, 1984).
Con respecto al
proceso de organo-

Figura 4. a: Corte transversal de un callo a los 3 meses de cultivo mostrando tejidos meristematicos
(40X). b: Detalle de un meristemoide originado en un callo a los 3 meses de cultivo (10X).

matacion (80%), seguidas
por las plantas originadas a
partir de microesquejes
(45%). No se observd una
adecuada adaptacién a las
condiciones de vivero de las
plantas regeneradas in vitro
a partir de yemas.

Discusion

La propagacién de plantas
in vitro de este cultivar re-
sulté ser mas eficiente a par-
tir del cultivo de microes-
quejes. La formacién de bro-
tes, asi como su regenera-
cién es mayor y mas rdpida
a partir del cultivo de mi-
croesquejes en comparacion
al cultivo de yemas a los 2
meses de cultivo. Este resul-
tado sugiere que las concen-

traciones enddgenas de
auxinas y citocininas en es-
tos explantes son diferentes.
La formacién de brotes en
los microesquejes se ve fa-
vorecida porque estos pro-
porcionan otras sustancias
que permiten el desarrollo
de las yemas en un menor
tiempo en comparaciéon con
las yemas axilares aisladas
(Cherubini, 1987). Cabe no-
tar que durante estos dos
meses de cultivo se logra
obtener plantas a partir del
cultivo de microesquejes,
adecuadas para su aclimata-
cién a condiciones de vive-
ro. Estas plantas fueron
subcultivadas siempre en el
mismo medio de cultivo, sin
necesidad de traspasar las
vitroplantas a un medio de

génesis, los resultados indi-
can que este proceso puede
ser inducido en segmentos
de hoja tanto directamente
sobre el explante, asi como
por via indirecta a partir de
callo.

El proceso de organogéne-
sis directa se observo utili-
zando concentraciones bajas
de BA y ANA. Este resulta-
do es diferente al obtenido
por Lee et al. (1997) quie-
nes observaron la formacion
de brotes a partir de callo
en Chrysantemum sp. utili-
zando estas mismas condi-
ciones de cultivo. Sin em-
bargo, la formacién directa
de brotes ha sido observada
utilizando estas combinacio-
nes de hormonas en otros
géneros de la familia Astera-
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ceae como Petasites hybri-
dus (Wildi et al., 1998) y
Roman chamomile (Echeve-
rrigaray et al., 2000).

Con respecto al proceso
de organogénesis indirecta
la mayor formacién de callo
se observd en los medios
suplementados con concen-
traciones altas de auxinas,
mientras que en los medios
suplementados solamente
con citocininas no se obser-
v6 la proliferacién de callo.
La relacién auxina/citocini-
na en el medio de cultivo
es fundamental para la in-
duccién de callo y de brotes
en numerosas especies ve-
getales (Hartmann y Kester,
1994).

La formacién de brotes a
partir de callo fue observa-
da en medios suplementados
con diferentes combinacio-
nes de ANA y BA; sin em-
bargo, una mayor formacién
de brotes fue observada en
los medios con las mayores
concentraciones de BA (me-
dios 3 y 5). BA es la cito-
cinina mds util y eficaz
para la micropropagacién de
plantas, y su efecto en la
formacién de brotes en gé-
neros de la familia Astera-
ceae ha sido demostrado
(Roest y Bokelmann, 1975;
Echeverrigaray et al., 2000;
Misra y Datta, 2001). Los
presentes resultados son si-
milares a los obtenidos por
Reynoird et al. (1993) en
Gerbera hybrida y Lee et
al. (1997) en Chrysanthe-
mum coronarium L., quie-
nes utilizan las mismas con-
centraciones de BA y ANA.
Las altas concentraciones de
BA en los medios inducen
cambios en células del
parénquima distribuidas ha-
cia los alrededores de los
haces vasculares los cuales
son las seflales que dirigen
el destino de las células ha-
cia la formacién de agrega-
dos celulares o meristemoi-
des a partir de los cuales se
produce la formacién de
brotes.

Durante la aclimatacion,
ultima etapa en el estableci-
miento de plantas obtenidas
in vitro se observé que el
mejor sustrato corresponde

al de tierra negra, eviden-
cidndose por el alto porcen-
taje de plantas aclimatadas
en este sustrato. Ahora bien,
en este sustrato se observd
un mayor porcentaje de
aclimatacién de plantas ob-
tenidas por los procesos de
organogénesis. Esto indica
que no solo el sustrato be-
neficia la aclimatacién de
las plantas sino que la pro-
cedencia de las mismas fa-
vorece la aclimatacién a
condiciones de vivero.
Finalmente, la escogencia
del método de regeneracion
adecuado para propagar esta
especie va a depender del
objetivo planteado. Si lo
que se pretende es regene-
rar un gran nimero de plan-
tas en un lapso de tiempo
corto, genéticamente idénti-
cas a la planta donadora del
explante, entonces la micro-
propagacién a partir de mi-
croesquejes es el proceso
adecuado. Sin embargo, si
se quiere obtener un gran
nimero de plantas aunque
en un lapso de tiempo ma-
yor, pero que nos permitan
aumentar la variabilidad ge-
nética de este cultivo para
fines de mejoramiento, en-
tonces la organogénesis di-
recta o indirecta deben ser
los métodos seleccionados.
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