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RESUMEN

En la presente investigacion se evalud el desarrollo morfoldgico in vitro, de callos obtenidos a partir de
segmentos nodales de plantas juveniles de Dendranthema sp., los cuales se dispusieron en medio basal MS
modificado en sus macrosales y microsales, para determinar el medio basal MS modificado mas adecuado
para su crecimiento; se aplicaron seis tratamientos donde variaron las concentraciones de macrosales y
microsales, a la mitad o al doble de ellas, en diferentes proporciones; los envases se sirvieron con 20 mL
de medio de cultivo el cual estuvo suplementado con 1.0 mg/L de AIA y 3% de sacarosa; como agente
gelificante se utilizo el producto comercial Culturegel a razén de 2.8 g/L de medio preparado. Los mejores
resultados se alcanzaron con el tratamiento Mitad-Mitad de relacion macrosales-microsales, mientras que
el tratamiento Mitad-Doble mostré los menores indices de crecimiento morfoldgico de los callos.
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ABSTRACT

In the present study we evaluated the morphological development in vitro, callus obtained from nodal seg-
ments of young plants of Dendranthema grandiflorum, which were placed in modified MS basal medium
in Microsales macrosales and to determine the most modified MS basal medium suitable for growth; six
treatments were applied where macrosales varied concentrations and Microsales, half or twice them in
different proportions were served containers with 20 mL of culture medium which was supplemented with
1.0 mg / L IAA and 3% sucrose; gelificacnte agent was used as the commercial product Culturegel a rate of
2.8 g/ L of medium prepared. The best results were achieved with treatment half-half macrosalts-microsalts
relationship, while the double-half treatment showed the lowest growth rates morphological calluses.
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INTRODUCCION

El crisantemo o pompon Dendranthema sp. (Ramat.)
Kitam es una planta que pertenece a la familia Aste-
raceae. Es una especie ornamental para maceta y flor
cortada, con alta demanda en el mercado (1); sus flores
son portadoras de algunos metabolitos secundarios que
hacen parte del mecanismo de defensa quimico, muy
eficaz contra la herbivoria (2).

Es una planta perenne, con hojas lanceoladas, lobula-
das y muy perfumadas, cuyas flores con hermafrodi-
tas son polinizadas por insectos. La planta se desarrolla
Optimamente a un rango de temperaturas de 18-25°C y
una humedad relativa de entre 60-70%. Los brotes de
crisantemo comienzan su floracion cuando la longitud
de los dias es mayor de 9,5 horas, por lo que es necesa-
rio ponerle iluminacion artificial durante la noche. La
técnica de cultivo in vitro como método de micropro-
pagacion ha permitido obtener material vegetal libre de
microorganismos, de tal manera que con la micropropa-
gacion se estimula la brotacion de yemas axilares o api-
cales, donde se pueden originar nuevos individuos con
caracteristicas semejantes a sus plantas madre (3). Por
tanto, mediante la técnica de cultivo in vitro se planteo
evaluar el desarrollo morfolégico de callos de Dendran-
thema sp., en medio basal MS modificado, para identi-
ficar el mas adecuado en el crecimiento y desarrollo de
sus callos.

Las estrategias para estimular el aumento de sintesis
de metabolitos secundarios son varias, entre las que se
cuenta la incidencia de las macrosales y microsales, vi-
taminas y fitohormonas en el medio de cultivo basal; es-
tos componentes son suficientes para garantizar el me-
tabolismo de las células que en condiciones de cultivo
in vitro son generalmente heterotrofas. Algunos de los
medios mas comunmente utilizados son el Murashige-
Skoog (MS), Linsmaierskoog (LS), Gamborg (BS) y
Schenk-Hildebrandt (SH) (4).

La callogenésis es el proceso de crecimiento que se
caracteriza porque, a partir de fragmentos de tejidos u
organos, se produce un tejido sin estructura especifica
que contiene un nuimero limitado de algunos tipos de
células especializadas encontradas en una planta intac-
ta. Un tejido desorganizado (o callo) puede crecer con
subcultivos y puede ser mantenido en medio so6lido o
liquido durante varios meses (5, 6, 7, 8).

El término callo corresponde a un conjunto de células
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procedentes de la desorganizacion de un tejido o de una
suspension de células; el callo tiene la peculiaridad de
presentar células no diferenciadas para su ultima fun-
cion pero que conservan el poder totipotente de divi-
dirse, a manera de célula meristematica o embriogénica

(6).

La mas importante caracteristica de los callos, desde el
punto de vista funcional, es su capacidad para formar
raices, tallos y embriones capaces de regenerar plantas
completas (7). Ademas, el cultivo de tejidos vegetales
permite producir compuestos con actividad biologica
de interés para el hombre, con gran nimero de metabo-
litos secundarios (9).

Para diferentes variedades de Dendranthema sp., se
cuenta con variados reportes de induccion de callogé-
nesis en crisantemo , en los cuales se evalu6 diferentes
tipos de explantes y la combinacion de diversos regula-
dores hormonales (8, 10, 11, 12, 13).

Desde el punto fitoquimico, algunas plantas se culti-
van para la extraccion de metabolitos secundarios, por
ejemplo el Arbol del Neen (Azadirachta indica A. Juss),
se cultiva para la extraccion de Azadiracta (AZa), un
metabolito secundario efectivo contra insectos acaros,
nematodos, hongos y bacterias (14, 15, 16).

Las plantas han sido desde la antigiiedad un recurso al
alcance del hombre para su alimentacion y la curacion
de sus enfermedades; en la actualidad cientos de plantas
son utilizadas en la medicina, pero la ciencia moderna
analizando y estudiando los efectos terapeuticos de las
plantas quiere precisar, comparar y clasificar las diver-
sas propiedades, con el fin de conocer los principios
activos (metabolitos) responsables de eliminar o aliviar
enfermedades .

Con respecto a la nutricion in vitro, Ramage y Williams
(19) reportaron que la formacion de callos de Nicotia-
na tabacum present6 limitaciones cuando evaluaron la
ausencia de varios elementos minerales en el medio de
cultivo; asi, con ausencia de N no se logro la formacion
de callos; ademas, con la ausencia de P, la formacion de
callos alcanzo6 so6lo un 13.3%, mientras que la ausencia
de K permiti6 la formacion de callos en un 33.3%; la
ausencia de Mg fue la que menos impacto causo cuando
permitio la formacion de 95.2% de callos. Sin embargo,
incrementos en niveles de PO, pueden limitar la dis-
ponibilidad de otros iones minerales como Fe+ y Ca+.

77



Revista de Investigaciones - Universidad del Quindio
MATERIALES Y METODOS

Para la presente investigacion se tomaron callos indu-
cidos en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal-CI-
BUQ, a partir de segmentos nodales de Dendranthema
sp. (8), los cuales se sometieron a multiplicacion en me-
dio basal MS, propuesto por Murashige y Skoog (20),
suplementado con 1.0 mg de la auxina AIA. Los callos
se sembraron con un tamafio aproximado de 0.5 + 0.1
cm de didmetro. Mediante un analisis descriptivo, el de-
sarrollo morfologico de los callos, a las cuatro semanas
de cultivo, fue de la siguiente manera:

Se realiz6 un disefio de bloques al azar con 20 repeti-
ciones o bloques por tratamiento, en un arreglo factorial
con dos factores controlados, en el medio de cultivo:
a) macrosales con tres niveles (normal, doble y mitad);
y b microsales con tres niveles (normal, doble, mitad),
durante cuatro semanas de cultivo. La variable de res-
puesta consistio en crecimiento en diametro del callo y
en apariencia morfologica.

Las macrosales modificadas fueron: NH,NO,, KNO,,
KH,PO,, MgSO,; las microsales modificadas: H,BO,,
MnSO,, ZnSO,, CuSO,, CoCl,, Na,MoO,; los demas
componentes del medio basal MS permanecieron cons-
tantes. El pH de la solucion se ajustd a 6.0 + 2.0; cada
envase se sirvio con 20 mL de medio basal para ser
llevados a condiciones de autoclave (121 °C y 15 psi)
(Tabla 1).

Tabla 1. Diferentes concentraciones del medio basal MS:
Normal (N), Doble (D), y Mitad (M), seglin el tratamiento
a aplicar.

TRATAMIENTO MACROSALES MICROSALES

ouRWN =
oZsz=Zz
S0z

RESULTADOS Y DISCUSION

Luego de cuatro semanas de cultivo en sala de creci-
miento, los callos presentaron las siguientes caracteris-
ticas de acuerdo a los tratamientos aplicados, asi:

T1. Mitad/mitad: El promedio de los callos de Den-
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dranthema sp. crecid el doble de su original; en este
tratamiento, los callos presentaron aspecto fresco y fria-
ble, con color verde suave a intenso; los callos mos-
traron mejor aspecto morfoldgico y mayor crecimiento
que en los demas tratamientos (Figura 1). Aunque para
Ramage y Williams (15), la ausencia total de N impide
el crecimiento de masa callogénica, se puede interpretar
en la medida que bajo contenido de P (macronutriente)
permite la disponibilidad de iones como Fe y Ca.

Figura 1. Callo sembrado en medio basal MS modificado
(macrosales:mitad- microsales:mitad).

T2. Normal/mitad: El promedio de los callos de Den-
dranthema sp. incrementd su tamafio en una cuarta par-
te en relacion con su tamafio inicial; la seccion en la que
el callo habia sido cortado en su multiplicacion, presen-
to6 regeneracion de nuevo callo y su color verde claro se
hizo muy evidente.

T3. Mitad/normal: Los callos de Dendranthema sp. se
observaron sanos y con algunas zonas de color verde y

otras blancas, con poca ganancia en crecimiento (Figura
2).

Figura 2. Callo sembrado en medio basal MS modificado
(macrosales:mitad- microsales:normal).
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Normal/doble: El promedio del tamatfio de los callos de
Dendranthema sp. aumento en una cuarta parte, en rela-
cion con su tamaiio inicial, mostrando coloracion palida
en algunos callos.

Mitad/doble: Los callos de Dendranthema sp. inocu-
lados en este tratamiento no exhibieron aumento del ta-
mafio, con aspecto poco satisfactorio ( Figura 3).

Figura 3. Callo sembrado en medio basal MS modificado
(macrosales:mitad- microsales:doble).

Doble /mitad: El promedio de los callos de Dendran-
thema sp. mostrd un crecimiento cercano al 25% de su
tamafio original, con coloracion verde clara, aunque
algunos presentaron coloracion amarillenta en su parte
basal (Figura 4).

Figura 4. Callo sembrado en medio basal MS modificado
(macrosales:doble- microsales:mitad)
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CONCLUSIONES

El mejor comportamiento de los callos de Dendranthe-
ma sp. multiplicados in vitro, se logro cuando crecieron
en medio basal MS modificado a la mitad de concen-
traciones de las macrosales y las microsales, mientras
que los callos que crecieron en medio basal MS mo-
difcado en las macrosales a la mitad y las mirosales en
concentracion doble, no lograron aumento en tamafio
en crecimiento, indicando el desarrollo mas pobre de
los tratamientos .
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