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ABSTRACT

Lisianthus™ characteristics make it a cut flower of great interest, so the use of
micropropagation techniques favors a rapid and massive multiplication, with plants free of
pathogens. The organogenesis, resulted of use regulators of growth of different action mode
(auxin, cytokinin and gibberellin), included the formation of shoots and roots that it was
generated in some cases directly and in other from callus, employing the foliar segments as
explant. The addition of low concentrations of cytokinin and gibberellin (1.0 mg/L
benzyladenine (BA) + 0.5 mg/L gibberellic acid (GAs)) to the culture medium were
necessary to generate the highest number of shoots (14.16 shoots per explant).

Keywords: cut flower, direct organogenesis, shoots, roots.

RESUMEN

Las caracteristicas del lisianthus la hacen una flor de corte de gran interés, por lo que es
necesario generar conocimiento acerca de su produccién empleando técnicas como la
micropropagacién favoreciendo una multiplicacion rapida y masiva, con plantas libres de
patdgenos. La organogénesis, resultado de utilizar reguladores de crecimiento de diferente
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modo de accién (auxina, citocinina y giberelina), incluyo la formacion tanto de brotes como
de raices que se generaron en algunos casos de manera directa y en otros a partir de callo,
utilizando segmentos foliares como explante. La adicion de bajas concentraciones de
citocinina y giberelina (1.0 mg/L benciladenina (BA) + 0.5 mg/L acido giberélico (GA3s)) al
medio de cultivo, fueron necesarias para generar el mayor nimero de brotes (14.16 brotes
por explante).

Palabras clave: brotes, flor de corte, organogénesis directa, raices.

1. INTRODUCCION

Dentro de la familia Gentianaceae, se encuentra el lisianthus (Eustoma grandiflorum [Raf.]
Shinn sinénimo de E. andrewsii, E. russellianum, Lisianthus russellianus) (Harbaugh,
2006) que es una planta nativa de los estados del norte de Meéxico y sur de Estados Unidos,
adaptada a condiciones de baja humedad relativa y temperaturas mas altas que la mayoria
de las flores cultivadas, a pesar de esto se le encuentra creciendo a lo largo del cauce de
arroyos y rios donde siempre tienen acceso al agua (De la Riva-Morales et al., 2013). Es
una planta que ofrece flores con una gama cromatica muy amplia dentro de la que destacan
el color blanco, rosa, morado, azul y amarillo (Gonzélez, 2015).

En México, esta familia esta representada por 17 géneros y aproximadamente 100 especies
con elementos de origen tanto neartico como neotropical (Albor-Pinto et al., 2016) de los
87 géneros y aproximadamente 1615-1688 especies registradas a nivel mundial (Vidari &
VitaFinzi, 2010).

En el mercado floricola, el lisianthus se ha constituido como un cultivo popular de reciente
introduccién ocupando ya un puesto entre las diez flores de corte méas vendidas en Europa
en un periodo de tan solo 20-30 afios, generando consumos de hasta 122 millones de tallos;
debido a que presenta una diversidad de colores y patrones florales, flores de 6 a 8 cm de
ancho y vida de florero de 10 a 15 dias (Namesny, 2005; Harbaugh, 2006; Gonzalez, 2015).

Debido al desconocimiento de la produccion y manejo del cultivo de lisianthus, en México
son muy pocos los productores que se dedican a esta labor, destindndose en el 2002
aproximadamente solo cuatro hectéareas para ello (Gonzalez, 2015) distribuidas en cinco
estados, evidenciandose la importancia de generar conocimiento acerca de su proceso de
produccion (Hernandez, 2011).

Convencionalmente se propaga vegetativamente y por semilla; sin embargo el método de
propagacion vegetativa es muy laborioso y tardado; mas aun la propagacion por semilla no
es eficiente debido a la baja tasa de germinacion de las mismas y la deficiente calidad de la
progenie (Winarto et al., 2015). Gracias a las altas tasas de demanda del lisianthus, la
micropropagacion se hace una herramienta poderosa para la propagacion a gran escala de
plantas ornamentales como esta; ofreciendo la oportunidad de generar individuos vigorosos
y libres de enfermedades en poco tiempo, los cuales serian dificiles de obtener por métodos
de cultivo tradicionales (Clava & Pérez, 2005; Kaviani, 2014). Sin embargo, los estudios de
micropropagacion de lisianthus son relativamente escasos (Kaviani, 2014), lo cual puede
deberse principalmente a que es un cultivo de reciente introduccion. Aungue destacan los
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trabajos realizados por Mousavi et al., (2012a & 2012b), Rezaee et al., (2012), Akabari et
al., (2014) y Winarto et al., (2015).

Dada la importancia que representa el lisianthus para el mercado floricola y para fomentar
su cultivo en México, se evaluaron diferentes reguladores de crecimiento usando hojas
como fuente de explantes a fin de inducir organogénesis como respuesta.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Material vegetal

Las semillas resultantes de diferentes cruzas entre plantas pertenecientes a E. grandiflorum
y E. exaltatum fueron proporcionadas por la Unidad de Biotecnologia Vegetal, del Centro
de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A.C.

Para su establecimiento en condiciones in vitro se sometieron a un proceso de desinfeccion
con alcohol etilico al 70% durante 1 minuto para adicionar posteriormente hipoclorito de
sodio al 3% por 3 min, finalmente se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Se
sembraron sobre medio de cultivo con vitaminas y sales MS (Murashige & Skoog, 1962)
(marca Sigma) ajustando el pH a 5.8 + 0.02, previamente esterilizado a 121°C, 1 atm
durante 20 min; las semillas se incubaron a una temperatura de 25 £ 2°C con fotoperiodo
de 16 horas luz hasta su germinacion. Posteriormente, las plantulas se individualizaron para
que continuaran con su desarrollo bajo las condiciones de cultivo anteriormente
mencionadas. Se utilizaron las hojas pertenecientes a plantas de 3 meses de edad como
fuente de explantes.

2.2. Medio de cultivo

Segmentos de hoja de 1cm? fueron colocados en cajas Petri con medio MS utilizando
diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento (Tabla 1) estableciéndose un
disefio completamente al azar con 20 tratamientos; cada uno de los cuales consistio de
cinco repeticiones con seis explantes. Se mantuvieron las condiciones de cultivo e
incubacion previamente citadas.

Tabla 1. Tratamientos generados por las diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento a evaluar (mg/L).

BA + 0.5 GAs3
NAA 0.0 0.5 1.0 1.5
0.0 T1 T2 T3 T4
0.5 T5 T6 T7 T8
1.0 T9 T10 T11 T12
2.0 T13 T14 T15 T16
3.0 T17 T18 T19 T20
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2.3. Andlisis estadistico

Se evaluaron porcentaje de explantes regenerados, nimero y altura de brotes, nimero y
longitud de raices a los 45 dias de siembra. Los analisis estadisticos realizados fueron un
analisis de varianza (ANOVA, a=0.05) seguidos por una prueba de Tukey, con el fin de
determinar las diferencias significativas entre los tratamientos. Dichos analisis se realizaron
utilizando el programa de computacion STATGRAPHICS Centurion XV.1I (Statistical
Graphics Corp.).

3. RESULTADOS

Se generaron diferentes tipos de respuesta en las hojas de lisianthus al ser expuestas a las
combinaciones de reguladores de crecimiento (Fig.1l). Se observd que en aquellos
tratamientos que solo contenian BA y GAs se formaron brotes los cuales se generaron de
manera directa a partir del explante (organogénesis directa), correspondiendo a los
tratamientos T2, T3 y T4. Para el caso de los tratamientos a los que Unicamente se les
adiciond NAA y GAs formaron solamente estructuras radiculares pero, a diferencia del caso
anterior, dichas raices crecieron a partir de masas celulares o callo, haciendo referencia a
los tratamientos T5, T9, T13 y T17. Para aquellos tratamientos establecidos con alguna
concentracion de NAA + BA + GAgs, particularmente para los tratamientos T7, T10, T12,
T14-T16, T18 y T19 se observo la generacion tanto de brotes como de raices a partir de
callo (organogénesis indirecta). En los tratamientos T6, T8, T11l y T20 se notd la
regeneracion de brotes pero también a partir de callo.
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Fig. 1. Morfogénesis a partir de hojas de lisianthus. Formacion directa e indirecta de brotes
y raices. T5, T9, T13 y T17 no presentaron formacion de brotes; el resto de tratamientos
generd tanto brotes como raices (todos los tratamientos contienen 0.5 mg/L de GA3).

Los datos de cada uno de los tratamientos se resumen en la Tabla 2, donde se puede
observar que estadisticamente no existieron diferencias significativas en el porcentaje de
explantes regenerados para cada una de las combinaciones de reguladores de crecimiento
empleadas, a excepciéon del tratamiento control como era de esperarse. En cambio, el
numero de brotes fue diferente para cada uno, generandose la mayor cantidad al adicionar
1.0 mg/L BA + 0.5 mg/L GAs (T3 con 14.16 brotes por explante en promedio); ademas se
formaron los brotes de mayor altura (1.53 cm en promedio por brote) con las mismas
concentraciones de reguladores. Cabe mencionar que con la adicion de auxina y giberelina
como Unica fuente de fitohormonas a concentraciones de 0.5 - 3.0 mg/L de NAA + 0.5
mg/L GAs, que corresponden a los tratamientos T5, T9, T13, T17 se logré solamente la
formacion de raices directamente a partir del explante y en algunos casos a partir del callo
(T13 y T17), obteniéndose el mayor nimero de raices al adicionar 0.5, 1.0 mg/L NAA +
0.5 mg/L GAs3, siendo los tratamientos TS5y T9 con 15.16 y 11.56 raices, respectivamente.
Coincidiendo con esto, la mayor longitud de raices (2.72 cm) se obtuvo en el tratamiento
T5, que estadisticamente se consideré el mejor tratamiento utilizando la minima
concentracion de reguladores (0.5 mg/L NAA + 0.5 GA3).

41
Falcon-Bautista et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2018,3(2):37-46



Tabla 2. Efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre la formacién de brotes y/o
raices de lisianthus.

T E.R. N.B. A.B. N.R. L.R.
1 10a 0.1a 0.4ab 0.10a 1.28 a
2 83.33b 10.06efg 1.71f 00a 0.0a
3 9333b 14.16¢g 1.53ef 00a 0.0a
4 8333b 9.76efg  1.31 cdef 00a 0.0a
5 90b 0.23a 0.64 abcd 15.16¢c 2.72b
6 90b 11.73fg  1.33 cdef 00a 0.0a
7 76.66b 8.13 def 1.48 def 0.36 a 0.13a
8 90b 7.13 cdef 1.2 bedef 0.0a 0.0a
9 90b 0.0a 00a 1156¢ 1l.14a

10 100b 5.66 bcde 1.30 cdef 09 ab 0.2a
11 90b 3.2abcd 0.76abcde 0.0a 0.0a
12 93.33b 4.9abcde 1.15bcdef 0.7 a 0.17 a
13 96.66b 0.0a 0.0a 136ab 0.27a
14 100b 2.76abc  0.59 abc 260ab 0.22a
15 83.33b 1.70ab 1.02bcdef 1.76ab 0.21a
16 100b 426 abcd 1.12 bcdef 0.76a 0.3a
17 76.66b 0.0a 00a 5.73b 0.58 a
18 100b 2.86abc  0.95bcdef 3.46ab 0.35a
19 96.66b 1.30ab 0.58 abc 220ab 0.22a
20 90D 1.36 ab 0.68 abcde 0.0a 0.0a
F 6.05 17.61 9.21 18.17 6.03
SE 0.422 1.037 0.171 0.960 0.266

T: tratamiento; E.R: porcentaje de explantes regenerados; N.B: nimero de brotes promedio; A.B: altura de
brotes promedio en centimetros; N.R: nimero de raices promedio; L.R: longitud de raices promedio en
centimetros. Entre tratamientos, letras iguales representan diferencias no significativas. F: valor del estadistico
para cada variable analizada; SE: valor del error estandar agrupado. Tamafio de la muestra de E.R., N.B. y
N.R.= 30, tamafio de muestra para A.B. y L.R.= 10.

De particular interés son aquellos tratamientos que estadisticamente formaron tanto el
mayor namero como la mayor altura de brotes correspondiendo al tratamiento T3 que
genero 14.16 brotes de 1.53 cm de altura (Fig.2a), aunque los brotes del tratamiento T2
midieron hasta 1.71 cm de altura, estadisticamente se consideran iguales.

El tratamiento T5 formé el mayor nimero de raices (15.16 raices) de la mayor longitud
(2.72 cm de longitud) (Fig.2b).
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Fig. 2. Respuesta morfogénica correspondiente a los mejores tratamientos. a) tratamiento
adicionado con 1.0 mg/L BA + 0.5 GAs (T3) considerando el mayor nimero de brotes
formados. b) tratamiento suplementado con 0.5 mg/L NAA + GAs (T5) tomando en cuenta
el mayor nimero de raices generadas.

4. DISCUSIONES

El éxito de la regeneracion de las plantas obtenidas en condicion de cultivo in vitro depende
de varios factores, entre los que se encuentra la composicion del medio de cultivo
especialmente del tipo de reguladores de crecimiento utilizados, ya que puede existir
variacion en la respuesta entre especies, cultivares e incluso entre plantas del mismo
cultivar (Kaviani, 2015) por lo que las concentraciones ideales de citocinina (CK) necesitan
ser establecidas para lograr tasas de multiplicacion efectivas durante la proliferacion de
brotes; y aunque las citocininas tienen un papel mas importante durante su formacion, el
uso de auxina NAA para inducir dicho efecto es equiparable al uso de BA (una CK;
Kaviani, 2015).
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Lo anterior pudo ser evaluado en el presente trabajo asi como en el realizado por Kaviani et
al., (2014) quienes también obtuvieron los mejores resultados al utilizar medio
suplementado Unicamente con BA; aunque generaron brotes de mayor altura (2.07 cm) a
los reportados en este ensayo empleando una menor concentracion de BA (0.1 mg/L). Sin
embargo, el mayor nimero de brotes que fueron obtenidos en el presente estudio, 14.16
brotes por explante, puede ser explicado por la mayor concentracion utilizada (1.0 mg/L
BA + 0.5 GAs) en comparacion con el mismo autor, quien solo generd 5.80 brotes en
medio adicionado con 0.1 mg/L BA + 0.2 mg/L NAA.

El ndmero de raices regeneradas es comparable en ambos estudios, aun empleando
diferentes concentraciones de NAA, pues ellos obtuvieron 14.53 raices por explante
utilizando solo 0.2 mg/L NAA y al aumentar la concentracion (0.5 mg/L NAA + 0.5 GA3)
del mismo regulador en este trabajo se reportaron hasta 15.16 raices.

La respuesta genotipo dependiente se pone de manifiesto si comparamos los resultados
obtenidos al utilizar 0.5 mg/L BA sobre hojas de lisianthus cv. ‘White Lavender’ que
generan solo 8.0 brotes por explante (Winarto et al., 2015) contrastando con los 10.06
brotes formados bajo la misma concentracion de reguladores utilizada en este trabajo (T2:
0.5 mg/L BA + 0.5 mg/L GA3).

Al ser el tipo de regulador un elemento importante en la respuesta morfogénica dentro del
cultivo in vitro, Esizad et al., (2012) y Kaviani (2014) evaluaron otra citocinina (Kinetina)
obteniendo resultados poco comparables a lo reportado con las concentraciones de BA del
presente estudio pues dichos autores consiguieron 2.62 - 2.68 brotes por explante con
2.058- 2.15 cm de altura adicionando 1.0 mg/L KIN, a diferencia de los 14.16 brotes por
explante a la misma concentracion pero empleando BA (y 0.5 mg/L GAs). Si bien es cierto,
a mayor concentracion de NAA (2.0 mg/L) se observo una mayor formacion de callo en
todos los casos citados anteriormente.

Las auxinas también inducen la sintesis de giberelinas (GA) que promueven el crecimiento
del tallo estimulando la divisién y elongacion celular (Jordan y Casaretto, 2006), siendo
congruente a lo reportado por Mousavi et al.,, (2012a, 2012b) y Akbari et al., (2014)
quienes con 1.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L GAs obtuvieron 1.22-1.492 brotes a partir de callo
con 1.11-1.560 cm de longitud considerandolo su mejor tratamiento; y en este estudio el
mejor tratamiento corresponde a una concentracion de 1.0 mg/L BA + 0.5 mg/L GAg, el
cual genera el mayor numero de brotes aunque de manera directa.

A pesar de que la respuesta morfogénica en el cultivo in vitro depende directamente del
genotipo y del tipo/concentracion de reguladores de crecimiento empleados, por citar
algunos factores, se puede concluir que al utilizar 1.0 mg/L BA + 0.5 mg/L GAs se
generaron de manera directa el mayor nimero de brotes (14.16 brotes por explante), cuyo
valor es superior incluso a lo reportado anteriormente por diferentes autores empleando el
mismo tipo de reguladores a concentraciones similares.
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