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RESUMEN

El crisantemo es uno de los cultivos ornamentales mas demandados y productivos en
México y el mundo; sin embargo, se ve afectado por diversas enfermedades virales que
reducen su produccion y la calidad de sus flores. Los métodos de propagacion vegetativa
utilizados en la produccion de crisantemo, permiten la diseminacién y establecimiento de
virus, por lo que resulta necesario buscar alternativas viables para obtener propagulos
sanos. Establecer un protocolo que permita obtener y propagar plantas de
Chrysanthemum morifolium L. var. Harman, libres del Tomato spotted wilt virus (TSWV)..
Segmentos nodales de plantas de crisantemo infectadas por TSWV, verificadas por RT-
PCR, fueron cultivados en el medio de Murashige y Skoog (MS) al 50 % suplementado
con antioxidantes (acido ascorbico, acido citrico), antibiéticos (cefotaxima, ampicilina) y
reguladores de crecimiento (acido giberélico, acido indol-3-acético). Después de 30 dias
de cultivo se encontr6é que 100 % de los brotes regenerados en un medio que contenia
Unicamente antibiéticos o una combinacién de estos con antioxidantes y reguladores,
estaban libres del TSWV. Para la multiplicacién de los brotes sanos se probdé un sistema
de inmersién temporal (BIT) con y sin soporte de poliuretano y uno con sistema
semisélido. Después de 30 dias de cultivo, la respuesta de los explantes cultivados en el
sistema BIT sin soporte de poliuretano fue inferior a la observada en aquellos que
permanecieron en el sistema con medio semisélido. El soporte de poliuretano en el
sistema BIT mejoro la velocidad de crecimiento de los brotes regenerados, asi como el
aumento del diametro del tallo, del nimero de hojas y de la supervivencia de las plantas
en la etapa de aclimatacion. El soporte de poliuretano disminuy6 significativamente la
hiperhidratacion de los brotes generados y promovié su enraizamiento. Este protocolo
desarrollado es una alternativa viable y econémica para la produccién masiva de plantas
de crisantemo var. Harman libres del TSWV.

Palabras clave: C. morifolium, plantas libres de virus, TSWV, multiplicacion, antibiéticos,
antioxidantes, reguladores, sistemas de inmersion temporal.
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ABSTRACT

Chrysanthemum is one of the most demanded and productive crops in Mexico and the
world; however, it is affected by several viral diseases that reduce its production and the
quality of its flowers. The vegetative propagation methods used in chrysanthemum
production allow the dissemination and establishment of viruses, so it is necessary to look
for viable alternatives to obtain healthy plants. Establish a protocol to obtain and
propagate plants of Chrysanthemum morifolium L. var. Harman, free of Tomato spotted
wilt virus (TSWV). Nodal segments of TSWV-infected chrysanthemum plants, verified by
RT-PCR, were grown on a 50% Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with
antioxidants (ascorbic acid, citric acid), antibiotics (cefotaxime, ampicillin) and growth
regulators (gibberellic acid, indole-3-acetic acid). After 30 days of culture, 100 % of the
shoots regenerated on a medium containing only antibiotics or a combination of
antibiotics with antioxidants and regulators were found to be free of TSWV. For
multiplication of healthy shoots, a temporary immersion system (BIT) with and without
polyurethane support and a semi-solid system were tested. The response of explants
grown in the BIT system without polyurethane support was lower than that observed in
those that remained in the system with the semi-solid medium. Polyurethane support in
the BIT system positively affected the growth rate of regenerated shoots, as well as stem
diameter, number of leaves, and plant survival in the acclimatization stage. The
polyurethane support significantly decreased the hyperhydration of the shoots generated
and promoted their rooting. The developed protocol is a viable alternative for mass
production of TSWV-free chrysanthemum var. Harman plants.

Keywords: C. morifolium, virus-free plants, TSWV, multiplication, antibiotics,
antioxidants, regulators, temporary immersion system.
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INTRODUCCION GENERAL

La floricultura es uno de los rubros mas importantes para la economia del mundo
(SAGARPA, 2015). El crisantemo (Chrysantemum morifolium) se encuentra entre los tres
cultivos ornamentales mas demandados a nivel mundial y nacional, debido a su enorme
valor econémico y cultural (Boase et al., 1997; Esquivel et al., 2005). Las variedades
comerciales de crisantemo se propagan vegetativamente por esquejes, estacas 0 por
cultivo de tejidos. La calidad de las flores depende del manejo agronémico de la planta,
y del control de plagas y enfermedades (Gaytan-Acuiia et al., 2006; Wise et al., 2020; Gil
et al., 2020). De las enfermedades que mas afectan al cultivo de crisantemo son las
causadas por virus; dentro de los virus mas importantes se encuentra el Tomato aspermy
virus (TAV), el Cucumber mosaic virus, Chrysanthemum virus B y el Tomato spotted wilt
virus (Verma et al., 2003; Kondo et al., 2011; Ram et al., 2005). Durante los ciclos de
propagacion vegetativa, los agentes infecciosos pueden transmitirse de generacion en
generacion, reduciendo la calidad y el valor comercial de las flores cosechadas (del Valle

et al., 2005).

El cultivo de tejidos, mediante el cultivo de meristemos ha sido una herramienta valiosa
en la produccion de plantas libres de virus en Solanum tuberosum L., Fragaria chiloensis
L., y C. morifolium L. (Waswa et al., 2017; Quiroz et al., 2017; Kumar et al., 2009; Ram

et al., 2009;).

Aln cuando en crisantemo (variedades: Stroika, Dewi sartika, White fiji, Pooja y Regol
time) se ha reportado la obtencién de plantas libres de virus (Budiarto, 2011; Kumar et

al., 2009; Ram et al., 2009), la implementacién de esta técnica puede generar resultados



diferentes entre variedades vegetales (Ram et al., 2009). Debido a lo anterior, y a que la
diseccion de los meristemos es una actividad laboriosa que consume tiempo y mano de
obra, una forma alternativa de generar plantas libres de virus consiste cultivar érganos
distintos a los meristemos en presencia de compuestos como antioxidantes, antibioticos
o reguladores de crecimiento. (Li et al., 2019; Schmitt et al., 1997). Existen reportes que
indican que el acido ascorbico y el acido citrico son antioxidantes que tienen la capacidad
de inhibir la replicacion viral (Fujiwara et al., 2013) e inducir genes de resistencia contra
los virus (Basit et al., 2021). Asimismo, se tiene evidencia de que algunos antibitticos
pueden causar hipermetilacién e hipometilacion del ADN en las plantas, (Schmitt et al.,
1997; Bardini et al., 2003) lo cual podria desencadenar procesos de sefializaciéon que

contrarresten el ciclo de infeccion del virus (Boyko et al., 2007; Csorba et al., 2007).

No obstante, en el cultivo de crisantemo no existen reportes sobre la generacion de
plantas libres de virus a partir del uso de antibiéticos, antioxidantes o reguladores de

crecimiento.

Por otro lado, la propagacion masiva in vitro de plantas libres de virus,
convencionalmente se lleva a cabo utilizando medios semisélidos; sin embargo, el
tiempo y los costos de produccion en estos sistemas, suelen ser elevados debido a que
se requiere un agente gelificante, ademas de que el crecimiento y la multiplicacion se
ven limitados por el espacio reducido de los recipientes utilizados (Monja-Mio et al., 2021;
Gatti et al., 2017). Una alternativa a esta forma de propagacion, es el uso de los sistemas
de inmersion temporal automatizados (SIT), los cuales consisten en la inmersion del
explante en el medio de cultivo por cortos periodos de tiempo (Mosqueda-Frometa et al.,

2017; Vives et al., 2017). Los SIT pueden incrementar las tasas de multiplicacién, reducir



los costos y el tiempo de produccion, reducir las anormalidades e hiperhidricidad de los
brotes regenerados (Kim et al., 2020; Hahn y Paek. 2005; Albarran et al., 2005). La
propagacion masiva de plantas de interés econdémico como manzano (Malus domestica),
anturio (Anthurium andreanum Lind.) ha sido posible mediante el uso de los SIT (Kim et
al., 2020; Martinez-Estrada et al., 2019). En crisantemo (var Golden bel), el uso de un
sistema de inmersion temporal (SETIS), incremento la calidad de los brotes regenerados,
en comparacion con el cultivo liquido y semisoélido (Hwang et al., 2022). Sin embargo, la
respuesta en la regeneracion, ha dependido del genotipo, las condiciones de cultivo y el
estado fisiolégico de la planta (Teixeira et al., 2013; Song et al., 2011; Valle-Sandoval et

al., 2008).

Por lo anterior, los objetivos de la presente investigacion fueron:



OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General

Establecer un protocolo que permita obtener y propagar plantas de Chrysanthemum

morifolium L. var. Harman, libres del Tomato spotted wilt virus (TSWV).

Objetivos Especificos

Evaluar el efecto de antioxidantes (acido citrico, acido ascorbico), antibibticos
(cefotaxima, ampicilina) y reguladores de crecimiento (acido giberélico, acido
indolacético), en la generacion de plantas de crisantemo libres del TSWV, a patrtir del

cultivo de segmentos nodales.

Comparar la eficiencia de un sistema de inmersion temporal (BIT) y un sistema en medio

semisélido, en la multiplicacién de plantas de crisantemo libres de TSWV.

Hipotesis General

El protocolo desarrollado permitira obtener y propagar eficientemente, plantas de C.

morifolium var. Harman, libres del Tomato spotted wilt virus.

Hipotesis Especificas

La adicion de antibidticos al medio de cultivo, de manera independiente o combinada con
reguladores de crecimiento y antioxidantes, permitird obtener plantas de crisantemo

libres de Tomato spotted wilt virus, a partir de segmentos nodales.

El sistema de inmersion temporal (BIT) generara plantas de mejor calidad que el sistema

con medio semisoélido.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del cultivo de crisantemo

En México, el mercado de flores ornamentales representa una actividad econémica muy
importante. De acuerdo con datos de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), en el afio 2013 su produccion alcanzo un valor
de mas 481 millones de dolares, de los cuales participaron 25 500 productores de flores
de corte, plantas de maceta, follaje de corte y follaje de maceta, generando ademas 188
mil empleos permanentes, 50 mil empleos eventuales, y mas de un millon de forma

indirecta (SAGARPA 2015).

El crisantemo es una planta ornamental que es utilizada como flor de corte y planta de
maceta. Derivado de su amplia gama de colores, formas, estructuras y tamafios (Noda
et al., 2017), posee un gran valor cultural y econémico en todo el mundo, ocupando el
segundo lugar de la lista de los cultivos floricolas de mayor importancia econdémica, solo

después de la rosa (Teixeira y Kulus, 2014a).

En México en los ultimos afios, el crisantemo se ha posicionado como la flor de corte de
mayor valor de produccion, superando a la rosa (SIAP 2020). Esta flor se cultiva
principalmente en el Estado de México, siendo el principal productor (SIAP 2020). A
pesar de presentar una tendencia ascendente en su valor (Osuna et al., 2016), el cultivo
del crisantemo se enfrenta a problemas causados principalmente por plagas y

enfermedades (Tejeda-Sartorius et al., 2015).



Descripcion botanica

Perteneciente a la familia de las Astereaceas, esta flor es originaria de Asia Oriental y se
cultivo por primera vez en China en el siglo XV A.C. siendo introducida posteriormente a

Japoén, Europa y EU (Anderson, 2007).

De acuerdo al Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICN), el crisantemo es
clasificado como Chrysanthemum x morifolium Ramat desde 1999 (Spaargaren y van
Geest 2018). Su flor estd compuesta por una inflorescencia en forma de capitulo, que
tiene en el centro, flores hermafroditas que van del color amarillo a blanco y verde,
mientras que las flores liguladas que se encuentran en el borde, van desde purpura,
verdes, amarillo, rosa, naranja, rojo y blanco, de acuerdo a la variedad; ademas son

flores masculinas estériles.

Métodos de propagacion de crisantemo

El crisantemo cominmente se propaga de forma vegetativa a partir de esquejes en
crecimiento vegetativo. Esta practica es elegida por su simplicidad y conservacion de los
rasgos genéticos de la planta madre (Zhang et al., 2013). De acuerdo con Gaytan-Acufia
et al. (2006), los tallos utilizados como semillas, deben cumplir con caracteristicas de
calidad que aseguren su buen desarrollo y produccién en invernadero. No obstante, esta
practica tiende a reducir el vigor y calidad de los esquejes obtenidos de la planta
donadora, ademas de presentar limitaciones en la generaciéon de raices (Wise et al.,

2020; Gil et al., 2020).



Aunado a esto, la transmisién de microorganismos fitopatdégenos por esquejes o injertos
es un problema comun en este método de propagacion (Barbosa et al., 2005; Bausher

2013).

Enfermedades presentes en el cultivo de crisantemo

El cultivo de crisantemo se ve afectado por un gran numero de enfermedades, causadas
por hongos, bacterias, fitoplasmas, viroides y virus, que reducen la calidad de las flores
y su valor comercial (Solano-Baez et al., 2013; Végh et al., 2014; Min et al., 2009; Singh
et al., 2010; Matsuura et al., 2007). Las enfermedades virales representan un problema
importante en este cultivo al disminuir la calidad de las flores; se han reportado mas de
20 virus asociados a esta planta siendo el Tomato spotted wilt virus (TSWV) uno de los

mas importantes (Vasquez et al., 1999; Trolinger et al., 2017; Sivaprasad et al., 2018)

La distribucion del virus en la planta generalmente es heterogénea, los meristemos que
se encuentran alejados del tejido vascular mas diferenciado, presentan menor namero

de particulas virales (Faccioli, 2001).

La infeccién viral inicia cuando el virus penetra por una herida en la pared de las células
de la planta (Sepulveda et al., 2011), la cual puede ser provocada por vectores como
artrépodos, nematodos, hongos o plasmodioforales. Las practicas de cultivo, la
multiplicacion vegetativa o por injerto asi como la transmision mecanica y por semilla
aseguran también la continuidad del virus en sus progenies (Albouy et al., 2000;

Matsuura et al., 2004).



Tomato spotted wilt virus (TSWV)

El TSWV se encuentra entre los virus fitopatdgenos mas importantes en la agricultura,
debido al dafo que ocasiona en los cultivos, a la complejidad de la interaccién virus-
vector-planta, a sus caracteristicas genéticas y biolégicas, asi como su amplia

distribucion (Scholthof et al., 2011; Rybicki, 2015).

El TSWV esta presente en paises como India, Corea del Sur, Egipto, Serbia, Bosnia,
Ecuador, Venezuela y México (Senthilraja et al., 2021; Yoon et al., 2020; El-Attar et al.,
2017; Stankovic¢ et al., 2013; Kohni¢ et al., 2019; Sivaprasad et al., 2018; Marys et al.,

2014).

El TSWV pertenece al género Orthotospovirus, familia Bunyaviridae, es un virus con
envoltura que posee particulas isométricas de 70-90 nm de diametro, envueltas por una
membrana fosfolipidica. Los sintomas principales que se asocian a este virus en plantas
de crisantemo son: necrosis de las venas, manchas necroticas, pardeamiento de los
pétalos, flores malformadas y tallos necréticos (Senthilraja et al.,, 2021). En casos
severos, también se ha observado necrosis extensa, marchitez y muerte de las plantas,

estimando una incidencia del 30 % (Renukadevi et al., 2015).

Caracteristicas genéticas del TSWV

El genoma del TSWV esta compuesto por tres segmentos de RNA de sentido negativo y
positivo (ambisentido), los cuales se encuentran envueltos por ribonucleoproteinas
(RNP’“s) (Whitfield et al., 2005). Los genomas del TSWV se clasifican de acuerdo a su
tamafo en grande (L), mediano (M) y pequeiio (S) (Hu et al., 2011; Law y Moyer, 1990).

El segmento L codifica la proteina RdRp asociada a la replicacion y transcripcion del



genoma del virus (Chapman et al., 2003; De Haan et al., 1991). El segmento M es
ambisentido, esto significa que la cadena positiva codifica para una proteina no
estructural NSm de 33.6 kDa, y la cadena negativa codifica proteinas precursoras de las
glicoproteinas G1 y G2 (Kormelink et al., 1992; Lewandowski y Adkins, 2005). NSm esta
asociada al movimiento del virus en la célula hospedante, debido a las modificaciones
estructurales que realiza en los plasmodesmos, permitiendo el paso de las particulas
virales de una célula a otra (Kormelink et al., 1994, Storms et al., 1995; van Lent y

Schimtt-Keichinger, 2006).

El segmento S codifica en la cadena positiva a la proteina NSs de 52.2 kDa y en la
cadena negativa a la proteina N de 28.8 kDa (Aramburu et al., 2007; Heinze et al., 2001).
NSs es una proteina asociada a la induccion de sintomas, rompimiento de la resistencia

y supresion del silenciamiento del RNA viral (Margaria et al., 2007; Takeda et al., 2002).

Mecanismo del silenciamiento génico en plantas

El silenciamiento génico de RNA es un proceso natural que ocurre en el desarrollo de las
plantas para regular su expresion génica, y se ha descrito como un mecanismo de
defensa contra infecciones virales y otros patdgenos (Garcia y Pallas, 2015). Este
mecanismo es guiado por pequefios segmentos de RNA interferentes (RNAI) que dirigen
el corte, degradacion y/o represion de la traducciéon de RNA mensajeros (RNAm) o el

blogueo de la transcripcion (Cuperus et al., 2010).

El proceso de silenciamiento génico viral inicia con el reconocimiento del RNA bicatenario
del virus (RNAbc) por parte de un grupo de ribonucleasas de la planta, conocidas como

DICER (DCL). Estas enzimas reconocen el RNAbc y lo cortan en fragmentos de 21 a 24



nucleétidos denominados RNA interferentes (RNAI) (Deleris et al., 2006; Lacomme,
2015). Los RNAIi generados son reconocidos por un grupo de proteinas denominadas
argonautas (AGO) que tienen la funcion de incorporar los RNAi al complejo
ribonucleoproteico llamado RISC (Lacomme, 2015). Durante esta etapa la cadena
antisentido del RNAi se une a RISC y guia al complejo para degradar el RNA

monocatenario viral (Brosseau y Moffett, 2015).

Sin embargo, los virus poseen proteinas que le permiten evadir los mecanismos de
silenciamiento génico a las cuales se les denomina proteinas supresoras del

silenciamiento génico (Garcia y Pallas, 2015).

El TSWV codifica la proteina NSs que tiene diversas funciones, destacando la supresion
del silenciamiento del RNA viral (Takeda et al., 2002). NSs tiene ademas la capacidad
de secuestrar RNAI (Eifan et al., 2013), unirse a las cadenas largas del RNAbc (Garcia
etal., 2006) y al segmento S impidiendo su reconocimiento y degradacion por el complejo

RISC (Bag et al., 2012).

Metilacion del DNA vegetal y viral

La metilacién del DNA es un proceso biolégico en el que la enzima metiltransferasa tiene
la capacidad de afadir un grupo metilo a la cadena de DNA (Colot y Rossignol, 1999).
Este proceso es dirigido por RNAs no codificantes (RdDM) que activan la sefal de
metilacion (Zhang et al., 2018). La metilacién puede ocurrir en todos los casos donde se

encuentra citosina: CG, CHG, y CHH.

Las metilaciones del DNA son conocidas como modificaciones epigenéticas, y hasta no

hace mucho, se desconocia la existencia de este tipo de modificaciones en los genomas
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virales y vegetales, durante el ciclo de infeccion (Baulcombe y Dean, 2014; Sharma et

al., 2013; Wang et al., 2012).

Las infecciones causadas por virus con genoma DNA, generalmente se suprimen a
través de modificaciones transcripcionales guiadas por RdDM que interrumpen su

transcripcion (Coursey et al., 2018).

En los virus con genoma RNA se han encontrado metilaciones N8-metiladenosina (m°®A),
una modificacion reversible que ocurre en la posicidon N6 del genoma (Esteve-Puig et
al., 2020; He et al., 2019). En genomas del Alfalfa mosaic virus se ha reportado que las
adenosinas tienen modificaciones en esta posicion, afectando negativamente la infeccion

del virus en plantas de Arabidopsis thaliana (Martinez-Perez et al., 2017).

Métodos para la produccion de plantas certificadas libres de virus

La generacion de plantas libres de virus se ha convertido en una actividad que permite
controlar y proteger los sistemas agricolas de las infecciones virales en plantas

ornamentales (Panattoni et al., 2013; Krczal et al., 1998).

El cultivo de tejidos a través del cultivo de meristemos ha permitido la clonacion de
plantas genéticamente estables y libres de virus en C. morifolium var. Resome Splendid

y Pooja (Kazeroonian et al., 2018; Kumar et al., 2009).

El cultivo de meristemos, la termotarapia, la quimioterapia o la combinacion de éstas ha

sido una alternativa eficaz en la erradicacion de virus en plantas (Smith et al., 2017).

11



Cultivo de meristemos

Los principales métodos para la erradicacion de virus estan basados en el cultivo in
vitro de meristemos. Los meristemos no poseen elementos vasculares desarrollados,
dificultando el transporte de las particulas virales hasta esa zona (Bhojwani y Dantu,
2013). Ademas, las células meristematicas tienen una tasa de replicacion mayor que la
del virus, lo que ocasiona una “dilucidon” de éste en la planta (Luppichini, 2000). Se ha
encontrado que mientras mas pequefio es el tamafio del meristemo, mayor es la

posibilidad de eliminacion del patdégeno (Mori y Hosokawa 1977).

Para producir plantas libres de virus mediante el cultivo de meristemos deben
considerarse factores como: el tamafio del meristemo, su posiciébn en la planta,
infecciones enddgenas, periodo de recuperacion, composicion del medio de cultivo y

crecimiento de las plantas producidas (Cha-um et al., 2006).

Termoterapia in vitro

El tratamiento térmico de plantas in vivo o in vitro reduce el niumero de virus y mejora
la eficacia para su erradicaciéon (Hu et al., 2015a; Hu et al., 2015b). La termoterapia se
ha complementado con el cultivo de meristemos (Hu et al., 2012; Lassois et al., 2013;
Manganaris et al., 2003; Zilka et al., 2002) mejorando notablemente la generacion de
brotes libres de virus en plantas de pera (Pyrus communis) (Hu et al., 2019), lirio (L. x
elegans Thunb) (Nesi et al.,, 2009) y papa (Solanum tuberosum L.)(Ali et al.,2013).
Incluso si no se eliminan éstos, las altas temperaturas pueden ralentizar su tasa de

replicacion e infeccion, permitiendo que crezcan nuevos brotes (Wang et al., 2008).
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La termoterapia se basa fundamentalmente en la aplicacion de temperaturas altas
durante periodos de tiempo largos con el objeto de reducir o inhibir la sintesis del RNA
viral (Wang et al., 2008). De acuerdo con Budiarto (2011) las particulas virales de
Cucumber mosaic virus se afectaron cuando se sometieron a temperaturas de 38-40
°C durante tres semanas, lo que favorecié la generacion de plantas sanas. Ademas
sugiere que el éxito de la técnica depende del nivel de tolerancia de la planta a las
temperaturas altas, asi como de su estado fisiologico (Ali et al., 2013). Determinar las
condiciones 6ptimas para la generacion de plantas sanas es crucial para el éxito de

cualquier protocolo de propagacion(Waswa et al., 2017).

Quimioterapia in vitro

La quimioterapia combinada con el cultivo de tejidos ha sido una estrategia utilizada
para la produccion de plantas libres de virus (Khurana 2004). Los tratamientos con
agentes antivirales se pueden dirigir a la planta madre o agregar al medio de cultivo
(Klein y Livingston, 1983). Los antivirales se han descrito como antimetabolitos que
tienen la capacidad de inhibir la sintesis del genoma viral (Hansen y Lane 1985). Sin
embargo, los antivirales pueden llegar a ser téxicos en altas concentraciones, limitar el
crecimiento de las plantas regeneradas, o ser ineficaz cuando se usa en dosis bajas,
ademas de generar resistencia (Hansen y Lane 1985; Cieslinska 2007; Yang et al.,
2013; Wang et al ., 2006; Nascimento et al., 2003). Es necesario complementar las
técnicas de quimioterapia con la termoterapia y el cultivo de meristemos para aumentar

el numero de plantas regeneradas libres de virus.
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En crisantemo, compuestos como el 2-thiuracilo, clorhidrato de amantadina, aciclovir y
ribavirina se han utilizado como agentes antivirales, pero solo la ribavirina ha
desmostrado efectividad en la erradicaciéon de virus como el Tomato aspermy virus

(Ram et al., 2005; Ram et al., 2009).

Componentes alternativos para la erradicacion de virus en plantas

Las técnicas basadas en el cultivo de meristemos, la termoterapia y quimioterapia in
vitro han resultado ser laboriosas, complejas y dan lugar a bajos porcentajes de plantas
sanas (Ram et al., 2009). Debido a lo anterior, se ha optado por evaluar in vitro el efecto
de otros compuestos en la reduccion del dafio causado por virus y otros patdogenos (Li

et al., 2019).

Reguladores del crecimiento

Los reguladores del crecimiento vegetal, son utilizados para inducir el crecimiento y
diferenciacion celular, buscando obtener cierto tipo de repuesta morfogénica
(organogénesis y embriogénesis). Se aplican al medio de cultivo en concentraciones

muy bajas (0.0001-0.1M).

Las auxinas se usan en el cultivo in vitro para promover la division celular, la
citodiferenciaciéon e inducir la organogénesis y embriogénesis . Otro grupo importante
dentro de los reguladores del crecimiento es el acido giberélico (GAs), el cual se ha
utilizado en la induccion de brotes de Chrysanthemum coronarium L., (Pooja et al.,
2021) y en la induccion de raices adventicias de C. morifolium var. Aboukyu, GAs

(Tanaka et al., 2000).
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Ademas de su efecto promotor en las respuestas morfogénicas, los reguladores del
crecimiento como las auxinas y giberelinas, tienen una funcién importante en la
regulacion de las respuestas de defensa de la planta (Gravel et al., 2007; Zhao y Li,

2021)

El &cido-3-indolacético (AlA), una auxina natural de las plantas, ademas de tener una
funcion clave en los procesos de desarrollo y crecimiento (Benjamins y Scheres, 2008),
se ha asociado a los mecanismos de defensa contra agentes biologicos (Al-Wakeel et
al., 2013). De hecho se encontré6 que un aumento en los niveles de AIA en hojas

maduras de Arabidopsis thaliana reduce la concentracion de Tobacco mosaic virus.

En el caso de GAs, se ha reportado que interviene durante el establecimiento de las
infecciones ocasionadas por el Potato virus Y (PVY) y Rice grassy stunt virus (RGSV)
en Solanum tuberosum, (Kriznik et al., 2017) y Oryza sativa (Satoh et al., 2013),
respectivamente. De acuerdo con Zhu et al. (2005) la aplicacion exdgena de GAs puede

revertir los sintomas de enanismo causados por Rice dwarf virus.

Antioxidantes

Los antioxidantes se han empleado en el cultivo de tejidos para reducir la acumulacion

de compuestos fendlicos (Vijayalakshmiy Shourie, 2016).

El &cido ascoérbico es una molécula antioxidante que reduce el dafio oxidativo causado
por las especies reactivas de oxigeno (Pavet et al., 2005; Khan et al.,, 2008). Se ha
reportado que este antioxidante tiene la capacidad de inhibir la replicacion del Turnip
mosaic virus (TuMV) en plantas de Brassica rapa (Fujiwara et al., 2013). Wang et al.

(2011) lograron revertir los sintomas de la infeccién causada por Cucumber mosaic virus

15



en Arabidopsis thaliana cuando aplicaron de forma foliar 5 mM de &scorbico. Wang et al.
(2016) observaron que plantas de nabo que tienen el gen de resistencia (RnT1-1) al
TuMV presentan altos niveles endégenos de acido ascorbico. Cuando evaluaron el
efecto del acido ascoérbico en plantas de nabo susceptibles a TuMV, las plantas

mostraron una mayor resistencia que las plantas sin acido ascérbico.

Por su parte, se ha encontrado que el acido citrico induce resistencia contra Tobacco
mosaic virus (TMV) en tabaco (Basit et al., 2021). También se ha reportado que la
aplicacién de acido ascorbico y acido ascorbico en Cucumis sativum var. Madina,
Hibiscus esculantus var. Balady y Capsicum annum var. Roomy, reducen la incidencia
de CMV, Hibiscus chlortic ringspot virus y Potato PVY (Saleh et al., 2021). Incluso hay
reportes donde el acido ascorbico y acido citrico han sido efectivos para el control de

TSWV en Solanun lycopersicum L. (Bondok et al., 2014).

Antibioticos

Los antibi6ticos se han utilizado cominmente para reducir la contaminacion de los
explantes en el cultivo de tejidos, asi como para seleccionar las células transgénicas

en los protocolos de transformacién genética. (Verma et al., 2015).

La cefotaxima es un antibiético de la familia de los B-lactamicos, que actia a nivel del
peptidoglicano, inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana (Pollock et al.,
1983), y es poco téxico para los tejidos vegetales. Tanto la cefotaxima como la
ampicilina, tienen una estructura analoga a los reguladores del crecimiento vegetal y

pueden actuar de manera similar promoviendo la morfogénesis (formacion de brotes y
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embriones somaticos) (Gerszberg y Grzegorczyk-Karolak, 2019; Mineykina et al.,

2020).

Se ha documentado que antibiéticos como la cefotaxima y kanamicina pueden causar
hipermetilacion del DNA (Schmitt et al., 1997) o alterar los estados de metilacion

(Bardini et al., 2003).

Multiplicacion de plantas libres de virus

Una vez que se obtienen las plantas libres de virus es necesaria su multiplicacion clonal
por cultivo de tejidos (micropropagacion) con el fin de obtener un nimero suficiente de

plantas sanas que puedan ponerse a disposicién del productor.

La micropropagacion ha permitido regenerar plantas a gran escala mediante dos rutas

morfogénicas, la embriogénesis somatica y la organogénesis (Ziv, 2005).

En la propagaciéon de plantas a gran escala, la fase de multiplicacion , es una etapa
importante, ya que se requiere alcanzar un gran nimero de plantas en el menor tiempo
posible (Yesmin et al., 2014; Robert et al., 2006). Ademas, los brotes regenerados
deben cumplir con las caracteristicas fisioldgicas necesarias para sobrevivir a las

condiciones ex vitro, durante la aclimatacion (Hwang et al., 2022).

Sistemas en medios semisoélidos

La mayor parte de los protocolos de multiplicacién de plantas utilizan medios de cultivo
semisolidos (Imtiaz et al., 2019; Samala et al., 2017), ya sea para inducir la
organogénesis o la embriogénesis somatica (Mani y Senthil 2011; Hesami et al., 2020).

La micropropagacion en medios semisélidos implica el uso de agentes gelificantes en
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recipientes pequefos, que requieren gran cantidad de mano de obra para su
mantenimiento y produccion. Aunado a esto, las bajas tasas de multiplicacion de los
brotes, las pérdidas del material vegetal por contaminacién, asi como los bajos
porcentajes de supervivencia durante la aclimatacion, han limitado el éxito de los
protocolos desarrollados (Etienne y Berthouly, 2002; Georgiev et al., 2014). Estos

factores ademas incrementan los costos de produccion (Gatti et al., 2017).

Debido a esto, se empezaron a desarrollar protocolos en medios de cultivo liquido, en
donde los explantes tienen mayor superficie de contacto con los nutrientes, facilitando
su absorcion y crecimiento, sin embargo la aparicibn de anormalidades e
hiperhidratacién en los brotes, debido a la alta humedad relativa dentro del sistema,

han limitado también su aplicacién a gran escala.

Ante estas dificultades en la micropropagacion, se empezaron a desarrollar sistemas
automatizados, llamados sistemas de inmersién temporal (Alvard et al., 1993; Escalona

et al., 1999).

Sistemas de inmersion temporal

Los sistemas de inmersion temporal automatizados (SIT) buscan reducir la
manipulacion, tiempos y costos de produccion en los protocolos de multiplicacion a
gran escala (Aguilar et al., 2019; Escalona et al., 2007). Los biorreactores de inmersion
temporal (SIT) evitan la exposicién constante del explante al medio de cultivo, mediante
un sistema que pone en contacto la planta con el medio de cultivo temporalmente, cada
cierto periodo de tiempo (Mosqueda-Frometa et al., 2017; Vives et al., 2017). Despues

de cada ciclo de inmersion, el tejido vegetal es expuesto a un ambiente gaseoso,
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beneficiandolo a un mejor intercambio de gases, sin limitaciones de oxigeno, lo que

evita la aparicion de brotes hiperhidratados (Georgiev et al., 2014).

Existen al menos 3 diferentes tipos de SIT, que van de acuerdo al tamafio del frasco o
recipiente, si tiene algun soporte de cultivo, si se implementa algun sistema
computarizado para el control de los tiempos y frecuencias de inmersion, si utiliza
bomba de aire o se ayuda del movimiento mecanico del frasco para el traslado del
medio de cultivo, sirecicla o no el medio, y si incorpora o no el recipiente del medio con

el recipiente de cultivo (Etienne y Bertouly 2002).

En base a esto se han desarrollado sistemas como el tipo RITA, BioMINT y BIT (Alvard

et al., 1993; Escalona et al., 1999; Robert et al., 2006 ).

El sistema RITA fue uno de los primeros sistemas desarrollados, y esta compuesto por
un solo recipiente, tiene dos compartimientos que se dividen por un soporte que

separa a los explantes o brotes del medio de cultivo (Alvard et al., 1993).

El sistema BioMINT fue desarrollado en México y funciona a partir de un solo recipiente,
dividido en dos, con la caracteristica que utiliza el movimiento mecanico por gravedad
del recipiente, que impulsa el traslado del medio liquido hacia el compartimiento donde

se encuentran los explantes o brotes (Robert et al., 2006).

El sistema BIT estad conformado por dos frascos de vidrio de 1000 ml de capacidad
cada uno, ambos frascos estan conectados por dos mangueras de silicona que
soportan la esterilizacion en autoclave, contiene también filtros de membrana de aire
hidrofébicos (0.2 um), valvulas electricas y un compresor o bomba de aire (Figura 1).

El sistema funciona a traves del suministro de aire del compresor o bomba, en el frasco
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con el medio liquido. Debido a la presion ejercida dentro del frasco, el medio se
dezplaza hacia el recipiente que contiene los explantes o brotes. Esta funcion es
controlada por un temporizador o computadora que regula el suministro de aire del

compresor dirigidO al sistema (Etienne y Bertouly, 2002).

A)

e==

Figura 1. Diagrama esquematico de un sistema de inmersién temporal, vasos gemelos (BIT);
A) fase de secado (gaseosa); a) Explantes libres de virus; b) Frasco con brotes regenerados
a partir de plantas libres de virus; c¢) frasco con medio liquido; d) filtros de membrana ; e)
mangueras de silicona para el intercambio de medio de cultivo; g) mangueras para el flujo de
aire; conectadas a la bomba h) soporte de poliuretano; B) fase en inmersion. (Elaboracidn
propia).

Se ha reportado que los BIT han promovido la calidad de los brotes regenerados en
estevia (Stevia rebaudiana B Morita Il), ademas de aumentar la biomasa y el contenido
de esteviol glucosidos, en comparacion con los sistemas liquidos y semisolidos (Vives
et al., 2017). En anturio (Anthurium andreun), cuando se comparo un sistema de
inmersién parcial (solo 5 mm de la base del explante se sumerge en el medio liquido),
un sistema semisolido y un SIT normal, observaron que el SIT normal promovio el

numero de brotes por explante y el contenido de clorofila, ademas de la supervivencia

durante la aclimatacion (Martinez-Estrada et al., 2019).
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Determinar el ciclo de inmersion adecuado para cada especie vegetal, es fundamental
para generar un gran numero de plantas con una mejor calidad y en menor tiempo
posible (Escalona, 2003; Albarran et al., 2005; Martinez-Estrada et al., 2019).
Igualmente, la densidad de explantes en los recipientes y la cantidad de medio de
cultivo juega un papel clave en la respuesta morfogénica (Hahn y Paek, 2005; Monja-

Mio et al., 2021).

Al respecto, Mosqueda-Frémeta et al. (2017) observaron que en Gerbera jamesonni
una inmersion de 4 min cada 8 hrs era la Optima para evitar la hipehidratacion, debido
a que cuando se aumentaba la frecuencia a 6 hrs, los brotes se hiperhidrataban. A
diferencia, Martinez-Estrada et al. (2019) en anturio, no econtraron diferencias
significativas en las variables morfolégicas (nimero y largo del brote, nimero de hojas,
peso seco y peso fresco) con respecto a los tiempos de inmersion. Por otra parte Monja-
Mio et al. (2021) encontraron que una densidad de 20 plantas por 200 ml de medio en
un sistema RITA (1L), era el adecuado para obtener el mayor numero de brotes por
planta (3.05) que cuando se utilizaba una densida de de 40 (1.33) en Agave angustifolia

Haw.

En crisantemo existen pocos reportes del uso de sistemas de inmersion temporal para
la multiplicacién de brotes. Los estudios de propagacion a gran escala en crisantemo
se desarrollaron a partir de protocolos que utilizaban biorreactores de transporte aereo
(airlift biorreactor, biorreactor de 10 L tipo columna), en el que las plantas, se mantenian
sobre una red de soporte al contacto con el medio de cultivo liquido, sin sumergir a las
plantas (Kim et al., 2003; Hahn y Paek, 2005). También se evaluaron biorreactores tipo

balon o globo de 10 L, en donde las plantas se mantenian con el medio de cultivo, con
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intercambio de aire (Sivakumar et al., 2005). De acuerdo con Hahn y Paek, el cultivo
de 80 segmentos nodales en un biorreactor de columna de 10 L es factible dado la gran
cantidad de brotes que se pueden obtener. A diferencia de Sivakumar que en un
biorreactor de balon de 10 L, a una densidad de 60 explantes por biorreactor fue la

mejor.

Mas recientemente, Hwang et al. (2022) han reportado la eficiencia de un sistema de

inmersioén temporal SETIS TM Este sistema funciona a partir de dos recipientes
horizontales que estan conectados uno por encima del otro. De acuerdo con sus
resultados, este sistema mejoro la calidad de los brotes regenerados, en cuanto al
largo, numero de hojas y numero de raices. Sus observaciones histologicas indican que
el area foliar y el area de la celulas epidermicas de las plantas regeneradas en SIT, son
mayor a las obtenidas en los sistemas semisolidos, ademas de tener un xilema
secundario mas desarrollado. Estos resultados favorecieron el aumento de la

supervivencia durante la aclimatacion (Debergh et al., 1992; Picoli et al., 2001)
Métodos de deteccion de virus

Una vez que se obtienen las plantas presuntamente sanas mediante cultivo de tejidos,
termoterapia o quimioterapia o la combinacion de estas técnicas, es necesario verificar
su sanidad. Las técnicas actuales de diagndstico se dividen en procedimientos

seroldgicos, moleculares y la combinacion de ambos (Webster et al., 2004).
Pruebas inmunoldégicas

Las técnicas seroldgicas o inmunoldgicas se basan en las propiedades antigenas de las

proteinas virales, utilizando anticuerpos o inmunoglobulinas (Albouy et al., 2000). La
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técnica utiliza la capacidad de los anticuerpos generados en animales para reconocer
proteinas, generalmente la proteina de la capside del virus de interés (Webster et al.,

2004).

Latécnica de ELISA (ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas) es la mas empleada
con este proposito; posee gran sensibilidad, pueden analizarse muchas muestras, utiliza
una pequefia cantidad de antisueros, los resultados obtenidos son cuantitativos y el
proceso puede programarse de manera automatica, ademas de ser sencillos, rapidos y
de bajo costos para la deteccion de infecciones virales (Wu et al., 2014; Song et al.,
2017). La principal limitacién de esta técnica es el requerimiento de anticuerpos
policlonales o monoclonales especificos para cada virus de interés, que no reaccione de
forma cruzada con las proteinas vegetales. Los antisueros pueden carecer de la
sensibilidad para detectar aislamientos de virus que estan estrechamente relacionados,
pero que tienen un fenotipo distinto, a menudo porque el caracter determinante del
aislamiento no se refleja en una variacion de la proteina de la capside. Sin embargo,

pueden llegar a ser altamente impredecible y costoso (Boonham et al., 2014).

Pruebas moleculares

RT-PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa)

RT-PCR y PCR son técnicas frecuentemente utilizadas para la deteccion e identificacion
de virus de plantas de ARN y ADN, respectivamente. Los procedimientos son
extremadamente sensibles.En el caso de los virus de ARN, mediante la RT-PCR, primero
se sintetiza una cadena de ADN complementaria a la del virus con la transcriptasa

inversa o retrotranscriptasa (RT). Los iniciadores, que flanquean parte del genoma del
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virus, se extienden mediante una ADN polimerasa termoestable en una serie de pasos
de desnaturalizacién y extension que aumentan exponencialmente el nimero de copias
del ADN objetivo. Para los virus de ADN, el paso RT es innecesario (Webster et al.,

2004).

Ademas de la deteccién de virus, una ventaja adicional de la PCR y la RT-PCR, es que
el amplicon se puede secuenciar para proporcionar datos adicionales sobre la

variabilidad genética de los aislamientos virales (Webster et al., 2004).
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PRODUCCION DE PLANTAS DE CRISANTEMO LIBRES DE VIRUS POR CULTIVO

DE TEJIDOS: UNA REVISION

El crisantemo es una planta ornamental cuya demanda ha ido en aumento en el mundo
y en México. Debido al color y diversidad de formas de sus flores, son utilizadas como
flor de corte y maceta; siendo el segundo cultivo en importancia econémica, después de
la rosa (Teixeira da Silva et al., 2013). En 2020, el cultivo de crisantemo alcanz6 un valor
de produccion de 1.9 mil millones de pesos por encima de los 1.7 mil millones que generé

el cultivo de la rosa (SIAP, 2020).

La principal via de propagacion en crisantemo es por esquejes, método que da lugar a
la transmision de plagas y enfermedades causadas por insectos, hongos (Zhu et al.,
2010), bacterias (Végh et al., 2014) y virus (Verma et al., 2003; Kondo et al., 2011). La
incidencia de plagas y enfermedades, incrementan los costos durante todo el ciclo de

produccion (Tejeda-Sartorius et al., 2015).

Las enfermedades virales han provocado grandes pérdidas en el rendimiento del
crisantemo, limitando el desarrollo sostenible de su produccion (Yan et al., 2020; Gupta
et al., 2021), ya que pueden reducirla en un 10 a 30 % (Verhoeven et al., 1996; Kondo et

al., 2011).

La propagacion de plantas libres de enfermedades es una necesidad inminente, con el
fin de garantizar la produccion de material certificado y controlar las enfermedades virales
(Previati et al., 2008; Krczal et al., 1998). Ante esta necesidad, el cultivo de tejidos,
mediante el cultivo de meristemos, en combinacion con termotarapia y quimioterapia,

surge como una alternativa eficaz para la erradicacion de virus (Smith et al., 2017).
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Asimismo, el cutivo de tejidos en combinacion con el uso de biorreactores ha permitido
aumentar las tasas de multiplicacién de plantas de distintos cultivos (banano, manzano
y gerbera), reduciendo los costos de produccién, mano de obra y tiempo para la

propagacion masiva (Aka-kacar et al., 2020; Shahzad et al., 2017).

Esta revision tiene como objetivo describir los estudios relacionados con las técnicas
utilizadas para la generacion de plantas libres de virus, asi como para la produccion
masiva de plantas libres de virus del género Chrysanthemum mediante el cultivo de

tejidos.

Principales virus que afectan al cultivo de crisantemo

Las enfermedades virales son un problema recurrente en el sistema de produccion de
crisantemo. Dentro de los virus mas importantes, se destacan el Tomato aspermy virus
(TAV) que causa mosaico amarillo en hojas y deformacion en flores (Raj et al., 2007;
Zhao et al., 2015) y se ha reportado que reduce el 5y 10 % de la longitud del tallo y el
tamafio de la flor (Horst 1990), Chrysanthemum B virus (CBV) que induce sintomas de
mosaico, manchas anulares, amarillamiento y moteado en hojas (Supakitthanakorn et
al., 2021), Cucumber mosaic virus (CMV) que causa mosaico y manchas anulares en
hojas y deformaciones en la flor, ocasionando perdidas en la calidad y cantidad de flores
(Kumar, 2009), Impatiens necrotic spot virus (INSV) que causa moteado clorotico y
necrosis en hojas (Kondo et al., 2011), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) que
ocasiona lesiones necroticas en tallos, manchas y anillos cloroticos y necroticos en hoja,
ademas de distorsiones en la hoja (Matsuura et al., 2007) y por ultimo el Tomato spotted

wilt virus (TSWV) que produce sintomas de marchitamiento del tallo, manchas cloroticas
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y necroticas en hojas, deformacion y reduccién del nimero de flores ( Horst y Nelson,

1997; Chung et al., 2006).

El Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) se encuentra entre los virus fitopatdgenos mas
importantes en el cultivo de crisantemo, por las pérdidas econdomicas que ocasiona, la
complejidad de la interaccién virus-vector-planta, sus caracteristicas genéticas y
biolégicas, y su amplia distribucién (Scholthof et al., 2011; Rybicki, 2015). Se ha
reportado que el TSWV puede ocasionar perdidas por mas de 2.7 millones dolares al afio
(Alvarez-Diaz et al., 2019). En México se ha estimado que el TSWV provoca perdidas de

hasta un 90% en plantaciones de crisantemo (Ochoa-Martinez et al., 1999).

Técnicas para la erradicacion de virus en crisantemo

Cultivo de meristemos

Uno de los métodos de propagacion de plantas de crisantemo mas utilizados es el
enraizamiento de esquejes; no obstante, este método consume tiempo, requiere de
gran cantidad de mano de obra y no garantiza la sanidad del material generado (Texeira
et al., 2013; Wise et al., 2020; Gil et al., 2020; Matsuura et al., 2004). El cultivo de
tejidos, mediante las técnicas del cultivo de meristemos y la micropropagacion, permite
generar individuos que son clones de la planta madre, genéticamente estables y libres

de enfermedades virales. (Kazeroonian et al., 2018; Jeon et al., 2012).

El cultivo de meristemos consiste en la diseccion del tejido meristematico (meristemo)
gue se encuentra en la punta de los brotes o vastagos. Se ha propuesto que los
meristemos no tienen conexién vascular con el resto de la planta, lo que dificulta el

transporte de las particulas virales hasta esa regién (Bhojwani y Dantu, 2013).
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Asimismo, las células de los meristemos se dividen mas rapidamente y tienen una
actividad metabdlica mas alta que otro tipo de células en la planta, limitando con ello la
replicacion viral (Parmessur y Saumtally, 2002; Bhojwani y Dantu, 2013). También se
ha propuesto que en los meristemos, se lleva acabo el silenciamiento génico por RNA,
gue es un mecanismo de escape a la infeccion viral (Parmessur y Saumtally 2002;
Foster et al., 2002). Se ha reportado, que en plantas de Nicotiana benthamiana, la
enzima RNA polimerasa dependiente de RNA (RDR6) regula la exclusion del Potato
virus X en los meristemos (Schwach et al., 2005). Sin embargo, estudios recientes
sugieren que el desencadenante de este proceso se inicia en las zonas de origen de

infeccion (Medzihradszky et al., 2019).

El éxito del cultivo de meristemos radica en varios factores, pero uno de los mas
importantes es el tamafio del meristemo, ya que se ha observado que entre mas
pequefio sea, mayor probabilidad de que los brotes regenerados estén libres de virus
(Ramgareeb et al., 2010). De igual forma la posicion del meristemo en la planta madre,
asi como su edad fisioldgica, la presencia de organismos endofitos, su supervivencia
en el medio de cultivo y la velocidad de crecimiento de las plantas generadas, influiran

en el éxito de esta técnica (Cha-um et al., 2006).

El cultivo de meristemos ha resultado ser una herramienta Gtil en la erradicacion de
distintos virus como el Potato virus Y (PVY) y Potato virus S (PVS) en papa (Solanun
tuberosum) (Ali et al., 2013; Waswa et al., 2017), el Sugarcane yellow leaf virus en cafia
(Saccharum officinarum) (Madugula y Gali, 2017), el Apple chlorotic leaf spot virus

(ACLSV) y el Apple stem pitting virus (ASPV) en manzano (Malus domestica) (Kim et
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al., 2017), asi como el Strawberry mild yellow edge virus (SMYEV) y Strawberry mottle

virus (SmoV) en fresa (Quiroz et al., 2017).

Los primeros reportes del cultivo de meristemo en crisantemo fueron realizados por
Mori (1971), el cual utilizaba un tamafio de meristemo de 0.2-1 mm. Posteriormente
Sangwan et al. (1987) mencionaron que el tamafio 6ptimo para la formacion de brotes

en crisantemo era de 3-5 mm con 2 y 4 primordios foliares.

En Crisantemo morifolium L. var. Regol Time, Verma et al. (2004) reportaron que un
tamafo de meristemo de 0.3 mm fue suficiente para obtener mas del 70 % de plantas
libres del Cucumber mosaic virus (CMV). Sin embargo, Ram et al. (2005) sefialan que
no fue posible eliminar el Chrysanthemum B carlavirus (CVB) cuando se cultivaron
meristemos de crisantemo de 0.3 mm en la misma variedad. Por su parte, Ram et al.
(2009) mencionan que la eliminacion del Tomato aspermy virus (TAV) en C. morifolium
L. var. Regol Time, mediante el cultivo de meristemos, fue sumamente dificil, ya que
solo 35 % de plantas regeneradas fueron libres del virus. En contraste, Kumar et al.
(2009) obtuvieron 65.6 % de plantas libres del TAV y de CMV en C. moriflroum L. var.

Pooja.

Dado el bajo porcentaje de plantas libres de virus que se han obtenido en algunas
variedades de crisantemo mediante el cultivo de meristemos, ésta técnica se ha
complementado con otras como la termoterapia y quimioterapia, con el objeto de

aumentar el nimero de plantas sanas.
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Termoterapia in vitro

La termoterapia ha sido una técnica utilizada para la eliminacion de virus en plantas de
distintas especies, incluyendo crisantemo (Verma et al., 2004; Ram et al., 2005). La
termoterapia consiste en exponer la planta madre cultivada en invernadero o in vitro a
temperaturas de 30 a 40 °C, por periodos cortos que van desde unos minutos hasta
varios dias (KFizan et al., 2009). La termoterapia se fundamenta en que a temperaturas
altas, la sintesis de RNA viral disminuye o se inhibe, reduciendo el nimero de particulas
virales (Wang et al., 2008). Es factible combinar la termoterapia con el cultivo de
meristemos, en este caso, la planta se expone a temperaturas altas, para
posteriormente disectar los meristemos y cultivarlos in vitro en un medio nutritivo. Esta
modalidad ha permitido generar plantas libres de virus en manzano (Hu et al., 2019),
lirio (Lilium x elegans Thunb) (Nesi et al., 2009) y papa (Ali et al.,2013). En plantas
ornamentales como el gladiolo (Gladiolus sp) se ha reportado que la combinacién del
cultivo de meristemos con termoterapia, genera mas del 80 % de plantas libres del
Bean yellow mosaic virus (BYMV) (Sharifi et al.,, 2015). En Rosa damascena, la
produccién de plantas libres de Apple mosaic virus (ApMV) y Strawberry latent ringspot
virus (SLRV) se ve favorecida mas de un 90 % cuando se combina la termoterapia y el

cultivo de meristemos (Aljuaid et al., 2022).

En crisantemo los primeros reportes, que combinaban termoterapia con el cultivo de
meristemos, se desarrollaron para la eliminacién de los virus CBV y TAV (Hakkaart y
Quak, 1963; Paludan, 1973). Estos trabajos aplicaban temperaturas de 37-38°C antes
del cultivo de meristemos, por periodos de 10 hasta 60 dias con resultados de hasta el

98 %y 74 % de plantas libres de los virus CBV y TAV. Asatani (1972) encontro que la
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aplicacion del cultivo de meristemo con o sin tratamiento de temperatura de 38°C,
resultaba en la eliminacion de los virus CBV y TAV en plantas de crisantemo variedades

Hakuho, Bansei-Alps, Unaruga y Fuku-un.

Budiarto (2011) mas recientemente, en C. morifolium variedades Stroika, Dewi sartika
y White fiji, observo que exponer las vitroplantas a 38-40 °C durante tres semanas, y
luego disecar y cultivar sus meristemos, generd 100 % de plantas libres del virus CMV.
En contraste, Ram et al. (2005) reportaron que cuando las plantas de crisantemo var.
Regol time, fueron sometidas a 38 °C durante 30 dias, seguido del cultivo de

meristemos, solo el 20 % de las plantas regeneradas fueron libres del virus CVB.

Otra modalidad de esta técnica, consiste en generar las plantas mediante el cultivo de
meristemos y luego someter dichas plantas a la termoterapia; no obstante, esta opcién

ha sido menos efectiva (Ram et al., 2009).

Por otra parte, se ha reportado que en plantas de C. morifolium variedad Mistletoe,
después de obtener plantas libres de Chrysanthemum stunt virus (CSV) por
termoterapia (35°C) seguido del cultivo de meristemo, volvian a presentar los sintomas
de atrofia y enanismo del virus, después de 27 semanas en campo (Hollings y Stone,

1970).

Ali et al. (2013) sefialan que el éxito de esta técnica dependera igualmente del tamafio
del meristemo, la naturaleza del virus, la especie vegetal, la temperatura y duracion del

tratamiento .
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Quimioterapia

La quimioterapia aplicada al cultivo in vitro se ha reportado como una técnica eficaz
para la eliminacion de virus en plantas ornamentales propagadas vegetativamente
como lirios, orquideas, begonias, gladiolas y crisantemo (Panattoni et al., 2013). Los
agentes antivirales se pueden aplicar a la planta madre o agregar al medio de cultivo,
y con ello inhibir la replicacion del virus (Klein y Livingston 1983). Los compuestos
antivirales se han descrito como antimetabolitos que tienen la capacidad de inhibir la
sintesis del genoma viral (Hansen y Lane 1985). Productos como la ribavirina (RBV) se
han utilizado para eliminar el virus CMV en gerbera (Gautam et al.,, 2017), y la
combinacion de éste con oseltamivir (OST) fue efectiva para reducir los efectos del
Grapevine Fleck Virus (GFkV) en vid (GU]’A etal., 2014). Asimismo, compuestos como
el Tiazofurin (TZ) y RBV tienen la capacidad de inhibir la enzima inosina monofosfato
deshidrogenasa (IMPDH) y con ello eliminar el Grapevine Leaf Roll Virus (GLRV), que
afecta al cultivo de la vid (Panattoni, 2011). La enzima inosina monofosfato
deshidrogenasa (IMPDH) tiene un papel importante en la biosintesis de guanina que
se requieren durante los procesos de transcripcion y traduccion (Allison y Eugui 2000).
Se ha reportado que RBV y TZ interfieren en la conversiéon de NAD/NADH, lo que

sugiere que la actividad de IMPDH se ve afectada (Panattoni et al., 2015)

Ademas de la RBV, otros compuestos como el 2-thiuracilo (2TH) han resultado
efectivos para controlar al Plum pox virus (PPV) en ciruelo (Jakab-llyefalvi et al., 2012).
En crisantemo, se han evaluado compuestos antivirales como el 2TH, brotes obtenidos

a partir de meristemos se colocaron en un medio de enraizamiento que contenian 2-
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thiuracilo y posteriormente fueron incubados a 38°C; no obstante, solo 26 % de las

plantas regeneradas fueron libres del CVB (Ram, 2005).

Existen reportes en los que ha comparado el efecto de agentes antivirales como el
clorhidrato de amantadina, aciclovir y RBV, siendo la RBV complementada con la
termoterapia, la que permiti6 obtener el mayor porcentaje (51%) de plantas de C
morifolium L. var. Regol time, libres del TAV (Ram et al., 2009).Budiarto et al., (2011)
reportaron que un tratamiento con RBV, seguido del cultivo de meristemos permitio
obtener 100% de plantas libres de CVB en plantas de crisantemo var. Dewi sartika,

Sarawasti y Yellow fiji.

Cabe mencionar que los antivirales pueden llegar a ser toxicos cuando se emplean en
concentraciones altas y afectar el crecimiento de las plantas tratadas, o ser ineficaces
cuando se usan en dosis bajas, o generar resistencia (Hansen y Lane 1985; Cieslinska
2007; Yang et al., 2013; Wang et al., 2006; Nascimento et al., 2003). Lo anterior, ha
llevado a los investigadores a recomendar el uso combinado de la quimioterapia,
termoterapia y cultivo de meristemos para erradicar las infecciones virales de manera

mas efectiva.

Propagacion masiva de plantas de crisantemo libres de virus

La micropropagaciéon es una de las técnicas del cultivo de tejidos que permite producir,
plantas libres de enfermedades a partir de un érgano, un segmento de tejido o un grupo
de células, en un periodo de tiempo corto, conservando las caracteristicas genéticas
de la planta madre (Quiroz et al., 2017). En distintas variedades de crisantemo (Euro,

Autumn Queen, Zembla yellow, Brighton, Dark Orange Cupertino, Dark Roanoke,
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Hudson Bay, Ivory Eugene, y Tahoe) se han desarrollado protocolos para su
micropropagacion, ya sea por la via de la embriogenesis (Naing et al., 2013) o por la
organogénesis (Mehedi et al., 2020; Babiker et al., 2021; Valle-Sandoval et al., 2008;
Chowdhury et al., 2021; Song et al., 2011) con diferentes tipos de explante y

combinacion de reguladores.

Mehedi et al. (2020) informaron que los apices generan un mayor numero de brotes por
explante que las hojas, en un medio compuesto por las sales de MS (Murashige y
Skoog, 1962) suplementado con 2.5 mg L de BAy 0.5 mg L de KIN, teniendo una
mayor altura y niumero de hojas por brote. Valle-Sandoval et al. (2008) mencionan que
los explantes de tallo de crisantemo variedad Indianapolis, cultivados en un medio MS
suplementado con 2 mg L' de BAmas 1.8 mg L de AIA, tienen mayor capacidad de
regeneracion que los explantes de hoja y peciolo. Igualmente, Lim et al. (2012)
reportaron que los tallos de once variedades de crisantemo (Manardu, Pink pride,
Chopin, Mona-Liza, Euro, Borami, Yes time, Yes nuri, Crown, Yes star y Moon light)
tuvieron mayor capacidad de regeneracion que lo explantes de hojas, excepto para la
variedad Borami que tuvo mayor frecuencia de brotes a partir de hojas. De hecho, se
ha reportado que en las variedades BARI Chry-2 y Yellow (nativa de bangladesh), los
explantes de hoja producen un mayor numero de brotes, en un medio compuesto por
0.5 mg Ltde BAy 2 mg L*! de AIA (Chowdhury et al., 2021). De manera similar
Kazeroonian et al. (2018) reportaron en la variedad Resomee splendid, que los
explantes de hoja tienen mayor porcentaje de iniciacién de brotes que los explantes de

peciolo, cultivados en MS con 4.5 mg Lt de BAy 1 mg L* de ANA. Incluso se ha
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observado que los pétalos generan una mayor frecuencia de brotes por explante, en un

medio compuesto solo por 1.5 mg Lt de BA (Song et al., 2011)

Los protocolos desarrollados para la multiplicacion de brotes se han enfocado a la
utilizaciéon de segmentos nodales con una o dos yemas axilares. Se ha reportado que
la adicion anica de Benziladenina (BAP) ha sido suficiente para la multiplicacién de
brotes de crisantemo (Samala et al., 2016; Imtiaz et al., 2019), sin embargo en otros
estudios el mayor nimero de brotes alcanzado ha sido con una combinacion de acido

indolacético (AlA) y kinetina (KIN) (Song et al., 2011).

Al respecto, Khan et al. (2020) informan que los segmentos nodales tienen un alto
porcentaje de formacién de brotes en un medio compuesto por 2 mg Lt de BAy 1 mg
Lt de AIA. Borodulina et al. (2019) encontraron un mayor niimero de brotes en un medio
(MS) compuesto por 0.21 mg L de KIN mas 0.04 mg L de AIB, a partir de segmentos

nodales de vitroplantas.

Las diferencias en la respuesta morfogénica, dependiendo el tipo de explante, se le ha
atribuido a los niveles enddgenos de auxinas dentro de la planta, los cuales interacttan
con los reguladores de crecimiento exdgenos (Kaul et al., 1990). El uso de citocininas
y auxinas, de manera independiente o juntas, pueden lograr la regeneracién de brotes.
Las citocininas actian de manera sinérgica y son altamente dependientes. Las
variaciones en los niveles de concentracién de citocininas llegan a provocar un aumento
en los niveles de auxinas endégenas, estimulando la desdiferenciacion (Harberer y

Kieber 2002).
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Debido a esto, Teixeira y Kulus (2014a) sefialaron que la regeneracion de brotes de
crisantemo esta sumamente influenciada por las condiciones de cultivo, tipo de
explante y genotipo de la planta madre. Por lo tanto se hace necesario realizar
protocolos especificos por cada variedad y genotipo, en una etapa fisioldgica

determinada.

Aunado a esto la micropropagacién por métodos convencionales del cultivo semisadlido,
ha presentado limitantes en cuanto la eficiencia de multiplicacion, ademas de tener un

costo muy elevado por el uso de agentes gelificantes (Teixeira 2014b).

La multiplicacién de los brotes regenerados, es una de las etapas mas importantes en
la micropropagacion, debido a que ésta etapa tiene como objetivo producir un gran
numero de brotes en el menor tiempo posible (Yesmin et al., 2014; Robert et al., 2004).
Dichos brotes deberan poseer las caracteristicas genéticas y fisiolégicas que les
permita sobrevivir a las condiciones ex vitro, durante la aclimataciéon (Hwang et al.,

2022).

La micropropagacioén de manera convencional se ha llevado a cabo utilizando medios
semisdlidos que contienen un agente gelificante; no obstante, las bajas tasas de
multiplicacion de los brotes, el alto costo de los componentes del medio de cultivo
(especialmente el gelificante), las pérdidas del material vegetal por contaminacion, el
requerimiento de mano de obra, asi como los bajos porcentajes de supervivencia
durante la aclimatacién, han limitado el éxito de los protocolos desarrollados (Berthouly

y Etienne 2005; Georgiev et al., 2014).
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Con el objetivo superar las limitantes a las que se enfrenta la micropropagacion
convencional en medios semisdlidos, se han desarrollado sistemas de inmersion
temporal automatizados (SIT), que permiten aumentar las tasas de multiplicacion, asi
como disminuir las pérdidas de material vegetal por manejo, los requerimientos de
mafio de obra, reducir los tiempos y los costos de produccion (Aguilar et al., 2019;

Escalona et al., 2007).

Multiplicacion en biorreactores

Los sistemas o biorreactores de inmersion temporal (SIT) se han utilizado para la
multiplicacion a gran escala de especies como estevia ( Stevia reabaudiana), manzano
(Malus domestica), anturio (Anthurium andreum), gerbera (Gerbera jasmonii), pera
(Pyrus communis L), agave (Agave angustifolia), pifia (Anana comosus L. Merr),
banano (Musa AAB), chile (Capsicum chinense Jacq.) (Vives et al., 2017; Kim et al.,
2020; Martinez-Estrada et al., 2019; Monja-Mio et al., 2021; Lotfi et al., 2020; Escalona
etal., 1999; Bello-Bello et al., 2019). En los SIT las plantas se sumergen temporalmente
en un medio de cultivo liquido, para que absorban los nutrientes, luego el medio es
retirado para la renovacion del ambiente en cada fase de inmersién (Teisson y Alvard

1995; Gomez et al., 2017).

En crisantemo var. Cheonsu, Hahn y Paek (2005) compararon tres tipos de
biorreactores, obteniendo mayor peso fresco, longitud del tallo, didmetro del tallo y
namero de hojas por planta en un sistema de flujo profundo (DFT), el cual se basa en
la aplicacion del medio de cultivo de manera continua debajo de los explantes. También

evaluaron la densidad de explantes inoculados en recipientes de 10 L, encontrando que
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una densidad maxima de 80 explantes, favorece la multiplicacion. Por su parte, Hwang
et al. (2022) probaron un sistema de inmersién temporal tipo SETIS, compuesto de un
recipiente superior, que contenia las plantas, y un recipiente inferior el cual contenia el
medio liquido, para la multiplicacion de brotes de la variedad ‘Golden bel de crisantemo.
Los autores encontraron que la altura, el nimero de hojas, el peso fresco y longitud de
las raices fue mayor en este sistema, que en los convencionales con medio semisélido

y liquido.

La propagacion masiva de plantas de crisantemo se ha implementado principalmente
en medios semisdlidos y liquidos, y en menos frecuencia en biorreactores basados en
sistemas de inmersion temporal. Por lo que la produccion masiva en biorreactores es

un campo de estudio por explorar.

Conclusiones

El aumento en la demanda de flores de crisantemo con calidad fisiologica y fitosanitaria
que cubra las demandas del mercado hace necesario implementar técnicas como el

cultivo de tejidos para la propagacion masiva de plantas sanas.

La integracion de técnicas de eliminacién de virus y de micropropagacion de plantas
libres de virus a gran escala mediante biorreactores, ha permitido desarrollar protocolos

de propagacion masiva a escala comercial.
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CAPITULO I. NUEVO PROTOCOLO PARA LA REGENERACION DE PLANTAS DE

CRISANTEMO LIBRES DEL Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV)

1.1. RESUMEN

El crisantemo es una planta ornamental cuya demanda ha ido en aumento en México y
el mundo; no obstante, las enfermedades virales le ocasionan pérdidas considerables.
El cultivo de meristemos es una técnica que ha permitido obtener plantas libres de virus
en distintos cultivos, pero dicha técnica consume tiempo y mano de obra, siendo
necesario buscar alternativas. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de estos
compuestos de forma individual o combinada, sobre la regeneracién de plantas de
Chrysanthemum morifolium var. Harman, libres del Tomato spotted wilt virus, a partir de
segmentos nodales. Nudos de plantas infectadas con TSWV, se cultivaron en el medio
de Murashige y Skoog que contenia antioxidantes (acido ascorbico, acido citrico),
reguladores del crecimiento vegetal (acido giberélico, &cido indol-3-acético) y antibibticos
(cefotaxima, ampicilina), de manera combinada o independiente. La sanidad de las
plantas obtenidas fue verificada mediante la reaccion en cadena de la polimerasa por
retrotranscripcion (RT-PCR). Los medios suplementados con una combinacion de
antioxidantes, reguladores y antibiéticos indujeron el mayor niumero de plantas por
explante (1.8); 88.9 % de las plantas regeneradas bajo estas condiciones estaban libres
del virus. Al evaluar de forma independiente, los antioxidantes, reguladores y antibioticos,
en el 100 % de las plantas obtenidas en el medio que solo contenian antibiéticos no se
detectdé el TSWV. Cultivar segmentos nodales en presencia de antibidticos o una
combinacion de éstos con reguladores de crecimiento y antioxidantes representa una
alternativa viable para la produccién de plantas de crisantemo libres del TSWV.

Palabras claves: C. morifolium, plantas libres de virus, TSWV, antioxidantes,
antibioticos, reguladores de crecimiento
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NEW PROTOCOL FOR THE REGENERATION OF CHRYSANTHEMUM PLANTS

FREE OF Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV)

1.2. ABSTRACT

Chrysanthemum is an ornamental plant whose demand has been increasing in Mexico
and the world; however, viral diseases cause considerable losses. Meristem culture is a
technique that has made it possible to obtain virus-free plants in different crops, but this
technique is time-consuming and labor-intensive, making it necessary to look for
alternatives. The objective of this research was to develop a protocol to obtain
chrysanthemum plants free of Tomato spotted wilt virus (TSWV). Nodal segments of
plants infected with TSWV were grown in Murashige and Skoog medium containing
antioxidants (ascorbic acid, citric acid), plant growth regulators (gibberellic acid, indole-3-
acetic acid), and antibiotics (cefotaxime, ampicillin), in combination or independently. The
health of the plants obtained was verified by retrotranscription polymerase chain reaction
(RT-PCR). Media supplemented with a combination of antioxidants, regulators and
antibiotics induced the highest number of shoots per explant (1.8); 88.9 % of the plants
regenerated under these conditions were virus-free. When antioxidants, regulators, and
antibiotics were evaluated independently, in 100 % of the plants obtained in the medium
containing only antibiotics, TSWV was not detected. Growing nodal segments in the
presence of antibiotics or a combination of antibiotics with growth regulators and
antioxidants represent a viable alternative for the production of TSWV-free
chrysanthemum plants.

Keywords: C. morifolium, virus-free plants, TSWV, antioxidants, antibiotics, growth
regulators.
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1.3.  INTRODUCCION

El crisantemo (Chrysanthemum moriflorun L) es uno de los principales cultivos
ornamentales en México (SIAP 2020) y el mundo (Teixeira et al., 2013). Utilizado como
flor de corte y planta de maceta, este cultivo se ve afectado por enfermedades causadas
por hongos, bacterias y virus (Trolinger et al., 2017). Los métodos de propagacion
vegetativa son una via de transmision de enfermedades virales, que reducen el
rendimiento, la produccién y calidad de la flor, ademas de aumentar los costos de
produccion (Matsuura et al., 2004; Tejeda-Sartorius et al., 2015). EI Tomato spotted wilt
virus (TSWV) es uno de los virus mas importantes en este cultivo, debido a que puede
causar pérdidas de hasta un 90 % en las plantaciones (Ochoa-Martinez et al., 1999;

Rybicki, 2015).

El cultivo de tejidos (cultivo de meristemos) ha sido la herramienta mas utilizada para la
regeneracion de plantas libres de virus (Smith et al., 2017). El cultivo de meristemos, o
su combinacién con la termoterapia y quimioterapia, han permitido obtener plantas libres
de virus en crisantemo y en otras especies ornamentales (Ram et al., 2005). No obstante,
la diseccion de los meristemos es una actividad que consume tiempo y mano de obra.
Asimismo, el éxito de esta técnica depende del tamafio del meristemo, la composicion
del medio de cultivo y las condiciones de incubacion; lo que ha impedido en algunos

casos, producir la cantidad suficiente de plantas libres de virus (Ram et al., 2009).

Algunos componentes empleados en los medios de cultivo como los reguladores del

crecimiento, antibiéticos o antioxidantes pueden generar las condiciones para obtener

41



plantas libres de virus, utilizando propagulos distintos a los meristemos, y de esa manera

superar las limitantes del cultivo de meristemos (Zhu et al., 2005; Wang et al., 2011).

Los reguladores del crecimiento vegetal son necesarios para el desencadenamiento de
los procesos de crecimiento y diferenciacion celular (Bhojwani y Dantu, 2013), pero,
ademas, los reguladores como el &cido giberélico (AG3) y el acido indol-3-acético (AlA),
participan en las cascadas de sefializacién en respuesta a las infecciones por virus
(Satoh et al., 2013; Kriznik et al., 2017). De igual manera, los antioxidantes como el acido
ascorbico y el acido citrico pueden inhibir la replicacién viral o inducir la expresion de
genes de resistencia (Fujiwara et al., 2013; Basit et al.,, 2021). Por su parte, los
antibioticos como ampicilina (Amp) y cefotaxima (Amp), ademas de controlar la
contaminacion por bacterias en los cultivos, promueven la hipermetilacion del DNA
(Schmitt et al., 1997), la cual ha sido descrita como un mecanismo de proteccidén contra

virus (Boyko et al., 2007).

Dado que no se conocen reportes relacionados con el uso de antibidticos, antioxidantes
y reguladores de crecimiento, para obtener plantas de libres de virus en crisantemo, el
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de estos compuestos de forma individual o
combinada, en el medio de cultivo, sobre la regeneracion de plantas de crisantemo

variedad Harman, libres del Tomato spotted wilt virus.

1.4. MATERIALES Y METODOS

Plantas madre de crisantemo variedad Harman, con sintomas de infeccion por el TSWV
(necrosis en el tallo), fueron recolectadas en un invernadero localizado en San Nicolas

Tlaminca, Texcoco, Estado de México. Las plantas se analizaron mediante la reaccién

42



en cadena de la polimerasa por retrotranscripcién (RT-PCR), para confirmar la presencia

del TSWV.

1.2.1 Deteccién del virus por RT-PCR

El RNA total se extrajo de hojas jovenes de plantas con sintomas de necrosis en el tallo,
con el reactivo TRIzol (Invitrogen), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la
retrotranscripcion (RT-PCR), un microlitro del RNA total se incubé a 70 °C por 5 min con
06 pL de <cada wuno de los iniciadores TSWV-1 y TSWV-2 (5-
TTCAGAAGGCTTGATAGC-'3 'y 5 -CAAGCAAGTTCTGCGAG-'3), para  su
alineamiento. La sintesis del cDNA, se llevé a cabo con la enzima M-MLV (Promega),
para la cual se prepar6 una mezcla de RT que contenia 0.5 uL de dNTP’s, 0.5 L de
M-MLV y 2 uL del amortiguador de reaccién, para un volumen final de 10 yL. La RT-PCR

se llevo a cabo a 42 °C por 60 miny 72 °C por 10 min.

Una vez generado el cDNA, se preparo la mezcla de reaccion de la PCR de punto final,
con 0.1 uL de la enzima Tag-pol (GoTaq PROMEGA), 0.2 uL de dNTP’s, 2 pL de
amortiguador de reaccion (Green GoTaqg PROMEGA), 0.6 yuL de cada uno de los
iniciadores TSWV-1y TSWV-2, 5.5 uL de agua destilada y 1 pL del cDNA (volumen final
de 10 pL). La desnaturalizacion se llevo a cabo a 94 °C por 2 min, el alineamiento a 51
°C por 30 s, la elongacion 72 °C por 1 min y la elongacion final a 72 °C por 7 min, durante
35 ciclos. Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa

al 1 %y el gel se tifié con bromuro de etidio.
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1.2.2 Efecto de los reguladores de crecimiento, antibidticos y antioxidantes en la

regeneracion de plantas libres del TSWV

1.2.2.1 Desinfestacién del material vegetal

Esquejes obtenidos de plantas (10 a 15 cm) que resultaron positivas al TSWV después
de la RT-PCR, fueron colocados en una soluciéon fungicida-bactericida (2 g L de
Promyl®y 2 g L"* Fungimycin®) por 20 min. Posteriormente, a esta solucion se le agregé
una gota de nanoparticulas de plata (AgROVIT-CP®), y permanecieron por 15 min mas.
Luego, los esquejes se colocaron en una solucién de hipoclorito de sodio (Cloralex®)
(1.2 % de ingrediente activo) por 15 min, y se enjuagaron con agua destilada esterilizada
(4-5 veces). Nudos con una yema (1 cm) se obtuvieron a partir de los esquejes

desinfestados y se colocaron en los distintos medios de cultivo probados.

Se realizaron dos experimentos para evaluar el efecto de antibioticos, antioxidantes y
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo, en la regeneracion de plantas libres

de TSWV.

1.2.2.2 Experimento 1. Efecto combinado de reguladores de crecimiento,

antibiéticos y antioxidantes en laregeneracién de plantas libres del TSWV

En este experimento se evaluo el efecto combinado de antioxidantes (acido ascorbico,
acido citrico), reguladores de crecimiento (acido indol-3-acético, acido giberélico) y
antibioticos (cefotaxima, ampicilina) utilizando los medios MS-AAR, MS-AOX1y MSAOX,

cuya composicién se muestra en el Cuadro 1.
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1.2.2.3 Experimento 2. Efecto independiente de antioxidantes, reguladores de

crecimiento y antibiéticos en laregeneracion de plantas libres del TSWV

Se prob6 en forma independiente el efecto de los reguladores de crecimiento, los
antibidticos y los antioxidantes. Los medios utilizados fueron: MS-AAR, MS-REG, MS-

ANT, MS-AOX y MS-50 (sales basales de Murashige y Skoog solamente) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados en el primero y segundo
experimentos, para probar el efecto de reguladores de crecimiento, antibidticos y antioxidantes,

en la regeneracién de plantas de crisantemo var. Harman, libres del TSWV.

Medios
Componentes
MS-AAR MS-AOX MS-AOX1 MS-ANT MS-REG

Antioxidantes AA, 100 AA, 100 AA, 100

(mg L) AC, 200 AC,200  AC, 200
Reguladores AGs, 1 AGs, 1 AGs, 1
(mg L) AlA, 0.5 AIA, 0.5 AIA, 0.5
Antibicticos Cft, 250 Cft, 250
(mg L) Amp, 250 Amp, 250

AGa: acido giberélico; AlA: 4cido indol-3-acético; AA: &cido ascorbico; AC: Acido citrico; Cft: cefotaxima;

Amp: ampicilina.

Los medios utilizados en los dos experimentos, se elaboraron con las sales de Murashige

y Skoog (MS, 1962) al 50 %, 2 % de sacarosa y phytagel (2.3 g L'') como agente

45



gelificante; el pH se ajusté a 5.7 + 1.0. Los medios se esterilizaron en una autoclave a
121 °C durante 20 min; los antibiéticos se agregaron después de la esterilizacion.
Después de siete dias de cultivo, los explantes de los experimentos 1 y 2 fueron
transferidos a los mismos medios de cultivo, pero sin antibiéticos. Veintilin dias mas tarde
se cuantifico el numero de explantes que formaron brotes y el nimero de brotes por
explante. Asimismo, se evalué el numero de plantas libres de virus mediante la técnica

RT-PCR descrita anteriormente.

Los productos amplificados de PCR se enviaron a secuenciar a Macrogen (Seul, Corea)
para confirmar que pertenecian al TSWV. Las secuencias obtenidas se compararon con

la base de datos del GeneBank mediante el andlisis de BLAST.

1.2.3 Disefio experimental

En el primero y segundo experimentos se utilizd un disefio completamente al azar con
tres y cinco tratamientos, respectivamente, y 10 repeticiones por tratamiento, siendo un
frasco con dos explantes una unidad experimental. Los datos obtenidos se analizaron
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y las medias se compararon mediante la
prueba Tukey (0.05). Para los datos obtenidos en la RT-PCR, se utiliz6 una prueba no
parameétrica chi cuadrada X2, a partir de tablas de contingencia y se calculé el coeficiente
v de Cramer. Ambos analisis se realizaron con el programa estadistico Rstudio version

4.1.2.
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1.5. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1 Deteccion de TSWV en plantas de crisantemo var. Harman

La prueba de RT-PCR amplific6 una banda de 501 pb, en las plantas de crisantemo var.
Harman que presentaban sintomas de necrosis en el tallo (Figura 2). Las secuencias de
los productos de la PCR analizados por BLAST (https://blast. nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
mostraron 98.86 % de identidad con el gen N que codifica a la proteina de la capside del

TSWV.

pb MP N P+ Pl P2 P3 P4 P5 P6

900

500

Figura 2. Deteccion del TSWV por RT-PCR (amplicon 501 pb) en Chrysanthemum morifolium.
Plantas madre infectadas, carriles P4, P5y P6. MP: marcador de peso molecular (1000-100 pb);
N: testigo negativo; P: testigo positivo.

2.3.2 Efecto de los reguladores de crecimiento, antibiéticos y antioxidantes en la

regeneracion de plantas libres de TSWV

2.3.2.1 Experimento 1. Efecto combinado de reguladores de crecimiento,

antibioticos y antioxidantes en la regeneracion de plantas libres del TSWV

A los 30 dias de cultivo, los segmentos nodales cultivados en el medio compuesto por
antioxidantes (acido ascérbico y acido citrico), reguladores del crecimiento (AGz y AlA) y
antibiéticos (Cft y Amp) (MS-AAR) formaron el mayor niumero de brotes por explante
(1.8), que los cultivados en los medios con antioxidantes y reguladores (MS-AOX1), o

solo antioxidantes (MS-AOX). El porcentaje de explantes que formaron brotes oscilo
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entre 60 y 90 %, sin que hubiera diferencia significativa entre los tratamientos (Cuadro

2).

Cuadro 2. Efecto de la combinacion de antioxidantes, antibiéticos y reguladores de crecimiento

en la regeneracion de plantas de Chrysanthemum moriflorun libres de virus.

NuUmero de brotes Explantes que Plantas libres de
Medio de cultivo
por explante formaron brotes (%) tswv (%)
MS-EST 1.8a 90.0a 88.0
MS-AOX1 09b 90.0 a 55.0
MS-AOX 06b 60.0 a 55.0

MS: sales basales de Murashige y Skoog al 50 %. MS-AAR: MS + antibidticos + antioxidantes +
reguladores; MS-AOX1: MS + reguladores + antioxidantes; MS-AOX: MS + antioxidantes. Medias con la

misma letra en una columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

El uso de Amp y Cft no solo ha permitido controlar la contaminacion bacteriana en el
cultivo de tejidos, sino que ha logrado promover la regeneracion de plantas en especies
como Solanum lycopersicum L (Gerszberg y Grzegorczyk-Karolak, 2019), Cucumis melo
L. var. Gorgab (Naderi et al. 2016) y Ruellia tuberosa (Lakshmi et al. 2021), ademas de
inducir la embriogénesis somatica en Brassica napus (Mineykina et al., 2020). El efecto
promotor de estos antibidticos se ha atribuido a que tienen estructura analoga a las
auxinas, lo que podria generar un efecto similar (Meng et al., 2014). Asimismo, la Cfty
Amp tienen un grado de toxicidad bajo en las células vegetales, dado que su actividad

esta dirigida a la pared celular bacteriana (Petri, 2011).
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Con respecto al porcentaje de plantas libres de TSWV, los coeficientes v de Cramer y de
contingencia (0.33 y 0.31) (Cuadro 3), indicaron que existe una asociaciéon moderada
entre el efecto de los tratamientos (MS-AAR, MS-AOX, MS-AOX1) sobre la presencia del
TSWYV en las plantas. Mayor porcentaje de las plantas regeneradas (88.0) en el medio
MS-AAR (reguladores, antioxidantes y antibioticos) estaban libres del TSWV, en relacién
a las que se obtuvieron en los medios MS-AOX1 (antioxidantes y reguladores) y MSAOX

(Cuadro 2; Figuras 3A 'y 3B).

pb MS-AAR MS-AOX1
MP N P 1 2+ 3 4 5 6 7 8 9 10 11+12 13 14+ 15+ 16

pb  MS-AOXI MS-AOX
MP 1 2+ 3+ 4+ 5+ 6 7 8 9+ 10 11

Figura 3. Primer experimento. A) Plantas regeneradas en el medio MS-AAR (reguladores,
antibiéticos y antioxidantes), carriles 1 al 9; plantas regeneradas en el medio MS-AOX1
(reguladores y antioxidantes), carriles 10 al 16. B) Plantas regeneradas en el medio MS-AOX1,
carriles 1y 2; plantas regeneradas en el medio MS-AOX (antioxidantes), carriles del 3 al 11. P:
Testigo positivo (501 pb); N: testigo negativo; MP: marcador de peso molecular (100-1000 pb).

Cuadro 3. Prueba Chi-cuadrada y coeficientes de asociacion. Experimento 1.
X? p-value V de cramer Coeficiente contingencia

3 0.223 0.33 0.31

V cramaer y coeficiente de contingencia: valores entre cero y uno, entre mas cercano a 1 significa

altamente idenpendiente, cercanos a 0 hay independencia.
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Basit et al. (2021) sefialan que los antioxidantes como el &cido citrico aumentaron la
expresion del gen de resistencia NPR1 contra el TMV, en plantas de tabaco. NPR1
induce la activacién de genes relacionados con la patogénesis (PR) (Fu et al., 2012).
Similarmente, el &cido ascérbico se ha reportado como un inhibidor de los supresores

del silenciamiento génico de TuMV en plantas de Brassica rapa L (Fujiwara et al., 2013).

Por otra parte, la aplicaciébn exdgena de acido giberélico (AGs) ha podido revertir los
sintomas de enanismo causados por el Rice dwarf virus (RDV) en Oryza sativa L (Zhu et
al., 2005). En tanto que, la interrupcion de la sefializacién de auxinas como el AlA, por
parte del virus, es crucial para la replicacién y movimiento sistémico del virus (Collum et

al., 2016).

2.3.2.2 Experimento 2. Efecto independiente de antioxidantes, reguladores de

crecimiento y antibiéticos en laregeneraciéon de plantas libres del TSWV

Después de 30 dias de cultivo, los nudos cultivados en los medios con antioxidantes,
antibiéticos y reguladores (MS-AAR) o solo con antibiéticos (MS-ANT), o con reguladores
del crecimiento (MS-REG), indujeron el mayor nimero de brotes por explante (0.4-0.7)
(Figura 4; Cuadro 4). Con relacién al porcentaje de explantes que formaron brotes, no
hubo diferencias significativas en los medios MS-AAR, MS-REG y MS-ANT, siendo en
MS-AOX y MS-50, en los que se registraron los valores mas bajos (Cuadro 4). Debido al
bajo nimero de brotes por explante que se obtuvo en MS-50 (sales nutritivas) y MS-AOX

(antioxidantes), no fue posible determinar el nimero de plantas libres de virus.
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Figura 4. Plantas regeneradas a partir de explantes nodales de C. morifolium. A) Brotes
formados en el medio MS-REG (AGs y AlA), después de 14 dias de cultivo. B) Brote generado
en un medio MS-EST (antioxidantes, reguladores, antibidticos). C) Brote en un medio MS-ANT
(antibidticos).

Cuadro 4. Efecto independiente de antioxidantes, antibioticos y reguladores en la regeneracion

de plantas de crisantemo var. Harman libres de virus (Experimento 2).

Plantas libres de

NUumero de brotes Explantes que i
Medio de cultivo virus
por explante formaron brotes (%)
(%)
MS-AAR 0.75a 65.0 a 100.0
MS-REG 0.40 ab 35.0 ab 40.0
MS-ANT 0.70 a 55.0 a 100.0
MS-AOX 0.15b 150b ND
MS-50 0.20b 20.0b ND

MS: sales basales de Murashige y Skoog al 50 %. MS-AAR: MS + antibiéticos + antioxidantes +
reguladores; MS-REG: MS + reguladores; MS-ANT: MS + antibiéticos; MS-AOX: MS + antioxidantes; MS-

50: MS. ND: no determinado. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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Cultivar los segmentos nodales en los medios con antibidticos, reguladores vy
antioxidantes (MS-AAR), o solo con antibioticos (MS-ANT) permitié que 100 % de las
plantas regeneradas fueran libres del TSWV (Cuadro 4; Figuras 5A y 5C). En contraste,
en 60 % de las plantas obtenidas en MS-REG (reguladores) fue posible observar la
banda correspondiente al gen N de la proteina de la capside del TSWV (Figura 5B). El
coeficiente v de cramer (0.70) y el coeficiente de contingencia (0.57) indicaron que los
medios MS-EST y MS-ANT, tienen un efecto (asociacion) fuerte sobre la presencia del

virus en las plantas regeneradas (Cuadro 5).

b MS-AAR MS-REG
PPMPN P12 34567 8 910 MP1 2 3 45 6 7 8 9 10

900

500

b o
=2
—
——
-
=1
-
-

pbMP1 2 3 4 56 78 910
900 ¥

500 B

Figura 5. Experimento 2. A) Plantas regeneradas en el medio MS-AAR (reguladores, antibidticos,
antioxidantes), carriles 1 al 10. B) Plantas obtenidas en el medio MS-REG (reguladores) carriles
1 al 10. C) Plantas generadas en el medio MS-ANT (antibiéticos), carriles 1 al 10. MP: marcador
de peso molecular; N: testigo negativo; P: testigo positivo.

Cuadro 5. Prueba Chi-cuadrada y coeficientes de asociacion. Experimento 2.

X? p-value V de cramer Coeficiente contingencia

15 0.0005 0.707 0.577

Coficientes V de cramer y de contingencia: valors entre cero y uno, entre mas cercano a 1 significa

altamente idenpendiente, cercanos a 0 hay independencia.
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Los resultados obtenidos en este experimento demuestran la eficiencia que tienen los
antibioticos Cft y Amp en la induccion de brotes en crisantemo. Panathula et al. (2014)
observaron que la Cft por si sola promovié la formacion de brotes en Centella asiatica.
Asimismo, Danilova et al. (2004) y Yu et al. (2008) encontraron que la Cft indujo la
regeneracién de brotes en plantas de maiz (Zea mays) y trigo (Triticum aestivum). Por

su parte, la Amp estimul6 la formacion de brotes en Brassica rapa (Meng et al., 2014).

No se conocen reportes que atribuyan un efecto antiviral a la Cft o a la Amp; sin embargo,
se ha observado que la Cft genera hipermetilacion del DNA en plantas de tabaco
cultivadas in vitro (Schmitt et al., 1997). Al igual que la Cft, la kanamicina puede alterar
los estados de metilacion en callos de Arabidopsis thaliana (Bardini et al., 2003). La
hipermetilacion del DNA esta correlacionado con los procesos de silenciamiento génico,
el cual, es un mecanismo de defensa por parte de las plantas contra las infecciones
virales (Boyko et al., 2007). De la misma manera, en Arabidopsis se encontré que la
metilacion del RNA gendmico del Alfalfa mosaic virus (AMV) juega un papel fundamental
en el ciclo de replicacién viral, y que afecta el proceso de infeccién (Martinez-Pérez et
al., 2017). Raja et al. (2008) concluyeron que el DNA viral que se encontrd en los tejidos

recuperados de la infeccion de Beet Curly Top Virus (BCTV), estaba hipermetilado.

Los resultados de la presente investigacion, sugieren que la cefotaxima y la ampicilina
alteraron el estado de metilacion tanto de la planta de crisantemo como del TSWV,
promoviendo el silenciamiento de algunos de los genes del virus, necesarios para su
replicacion en las nuevas células regeneradas o bien activando otros genes involucrados

en los mecanismos de defensa de la planta.
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La generacion de plantas libres de virus en crisantemo ha sido una tarea dificil (Ram et
al.,, 2009). La mayor parte de las técnicas utilizadas, se han enfocado al cultivo de
meristemos, la termoterapia, quimioterapia o una combinacién entre éstas. Sin embargo,
el cultivo de meristemos se considera un proceso complejo y laborioso, que consume
tiempo y mano de obra (Ram et al., 2004; Ram et al., 2009; Kumar et al., 2009), siendo

necesario encontrar alternativas a dicha practica.

En la presente investigacion se regeneraron plantas de Chrysanthemum moriflorun var.
Harman libres del Tomato spotted wilt virus, mediante el cultivo de explantes distintos a
los meristemos, los segmentos nodales, los cuales son, por mucho, mas faciles de
obtener y cultivar. Asimismo, la supervivencia, velocidad de respuesta y la cantidad de
plantas que se pueden obtener a partir de ellos, es mayor que la de los meristemos. El
cultivo de los explantes nodales en medios con Cft y Amp, de manera independiente o
combinada con reguladores de crecimiento (AlA, AGs) y antioxidantes, permitié inhibir la

replicacion del virus TSWV en las plantas regeneradas.

1.6. CONCLUSIONES

Es posible obtener plantas de C. moriflorun var. Harman libres del Tomato Spotted Wilt
Virus (TSWV), al cultivar segmentos nodales en presencia de antibiéticos o una
combinacion de éstos con reguladores de crecimiento y antioxidantes. El protocolo
desarrollado aqui representa una alternativa viable para la produccién de plantas de

crisantemo libres del TSWV.
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CAPITULO Il. COMPARACION DE UN SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL (BIT)
Y UN SISTEMA CON MEDIO SEMISOLIDO EN LA MULTIPLICACION DE PLANTAS

DE Chrysanthemum morifolium L. LIBRES DE VIRUS
2.1. RESUMEN

Las enfermedades virales causan graves dafos en el cultivo de crisantemo debido a que
reducen la calidad de las flores, ocasionando grandes pérdidas econémicas. Las técnicas
del cultivo in vitro para la produccién masiva de plantas libres de virus, es una alternativa
eficiente. El objetivo fue evaluar un sistema de propagacion in vitro utilizando un sistema
en medio semisolido y un sistema de inmersion temporal (BIT), en la multiplicacion de
plantas de Chrysanthemum morifolium L. var. Harman, libres del Tomato Spotted Wilt
Virus (TSWV). Plantas crisantemo, libres del virus TSWV, se cultivaron en un sistema de
inmersion (BIT) y en un sistema de medio semisdlido. Las condiciones de inmersién
fueron de 1 min cada 8 hrs. Después de 30 dias de cultivo, la respuesta de los explantes
cultivados en el sistema BIT sin soporte de poliuretano fue inferior a la observada en
aguellos que permanecieron en el sistema con medio semisolido. Incluir un soporte de
poliuretano en el sistema BIT tuvo un efecto positivo sobre la velocidad de crecimiento
de los brotes regenerados, asi como en el didmetro del tallo, el nUmero de hojas y la
supervivencia de las plantas en la etapa de aclimatacién. Por otro lado, el soporte de
poliuretano, disminuyé significativamente la hiperhidratacion de los brotes generados y
promovié su enraizamiento. El protocolo desarrollado es una alternativa viable vy
econdmica para la produccién de plantas de crisantemo var. Harman libres del TSWV.

Palabras clave: C. morifolium, multiplicacién, plantas libres de TSWV, sistemas de

inmersion temporal, BIT.
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COMPARISON OF A TEMPORARY IMMERSION SYSTEM (BIT) AND A SEMI-SOLID
MEDIUM SYSTEM IN THE MULTIPLICATION OF VIRUS-FREE Chrysanthemum

morifolium L. plants.

2.2. ABSTRACT

Viral diseases cause serious damage to the chrysanthemum crop because they reduce
the quality of the flowers, causing great economic losses. In vitro, culture techniques for
the mass production of virus-free plants are an efficient alternative. The objective was to
evaluate an in vitro propagation system using a semi-solid medium system and a
temporary immersion system (BIT), in the multiplication of plants of Chrysanthemum
morifolium L. var. Harman, free of the Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV). TSWV-free
chrysanthemum plants were grown in an immersion system (BIT) and a semisolid
medium system. Immersion conditions were 1 min every 8 hr. After 30 days of culture,
the response of explants cultured in the BIT system without polyurethane support was
lower than that observed in those that remained in the system with a semisolid medium.
Including polyurethane support in the BIT, the system had a positive effect on the growth
rate of regenerated shoots, as well as on stem diameter, number of leaves, and plant
survival in the acclimatization stage. On the other hand, the polyurethane support
significantly decreased the hyperhydration of the shoots generated and promoted their
rooting. The protocol developed is a viable and economical alternative for the production
of TSWV-free chrysanthemum var. Harman plants

Keywords: C. morifolium, mutiplication, virus-free plants, TSWV, temporary immersion
system, BIT.
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2.3. INTRODUCCION

Como el segundo cultivo floricola de mayor importancia econémica a nivel mundial, el
crisantemo es una planta ornamental que se ve afectada por un gran namero de
enfermedades virales (Teixeira et al., 2013; Trolinger et al., 2017) Dentro de los virus que
afectan el cultivo de crisantemo se encuentran el Cucumber mosaic virus (CMV),
Chrysanthemum virus B (CVB), Impatiens necrotic virus (INSV), Tomato aspermy virus
(TAV) y el Tomato spotted wilt virus (TSWV) (Budiarto 2011; Ram et al., 2009; Kondo et
al., 2011); siendo el TSWV uno de los virus mas importantes, por las pérdidas que
ocasiona a este cultivo (Kohni¢ et al., 2019; Renukadevi et al., 2015). El crisantemo se
propaga por esquejes o injertos, lo que favorece la transmision de las enfermedades
virales a partir de las plantas infectadas, ademas de ser un método costoso (Hahn et al.,

1998; Chen et al., 2019).

Las técnicas del cultivo de tejidos vegetales han mostrado ser exitosas en la erradicacion
de patdgenos virales y en la propagacion masiva de plantas libres de virus en cultivos
como manzano (Malus domestica), papa (Solanum tuberosum) (Kim et al., 2020; Andriani
etal., 2021), anturio (Anthurium andreanum), clavel (Dianthus caryophyllus) y crisantemo
(Chrysanthemum morifolium cv. “Chensu” y “Golden bel”) (Martinez-Estrada et al., 2020;
Ahmadian et al., 2017; Hahn y Paek 2005; Hwang et al., 2022). Los sistemas de
propagacion in vitro en medios semisolidos han sido los mas utilizados (Quiala et al.,
2012); sin embargo, el tiempo y los costos de produccién de estos sistemas, suelen ser
elevados debido al costo del agente gelificante y a la mano de obra que se requiere para
su mantenimiento; ademas de los problemas de contaminacion debido a la manipulacién

continua de los explantes. Asimismo, el crecimiento y la multiplicacion de las nuevas
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plantas regeneradas se ven limitados por el espacio reducido de los recipientes utilizados
(Maene y Debergh 1985; Gatti et al., 2017). Ante esta problematica se ha optado por
utilizar sistemas de inmersién temporal automatizados (SIT), debido a que pueden
incrementar las tasas de multiplicacién, reducir los costos y el tiempo de produccion;
ademas de disminuir las anormalidades e hiperhidricidad de las plantas regeneradas

(Kim et al., 2020; Hahn y Paek. 2005; Albarran et al., 2005).

Diferentes variantes de los SIT se han desarrollado, como el sistema RITA (Alvard et al.,
1993), el sistema SETIS (Hwang et al., 2022), el sistema modular BioMINT (Robert et al.,
2006) y el sistema de vasos gemelos BIT (Escalona et al., 1999). Pero el mas utilizado,
por lo econémico del sistema, es el sistema de inmersién BIT (Escalona, 1999; Escalona

2003, Vives et al., 2017; Arano-Avalos et al., 2020).

El BIT se compone de dos frascos de 900 ml, uno que contiene a los explantes y en otro
el medio liquido. Ambos frascos se conectan por una manguera de silicona, que permite
el traslado del medio de cultivo de un lado a otro. En la tapa de los frascos se encuentran
los filtros de membrana, que garantizan la esterilidad del sistema cuando inicia el

suministro de aire (Escalona et al., 1999)

Se ha reportado que los BIT han aumentado la calidad y producciéon de brotes en
estevia (Stevia rebaudiana B Morita Il), malanga (Colocasia esculenta L. Schott),
anturio (Anthurium andreun) y gerbera (Gerbera jasmonii) ademas de incrementar la
biomasa y el contenido de esteviol glucésidos en estevia (Vives et al., 2017; Arano-

Avalos et al., 2020; Martinez-Estrada et al., 2019; Mosqueda-Frémeta et al., 2017).
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En crisantemo (variedades, Snow White, Neznakomka, Baltica White, Chensou y Golden
bel) la multiplicacion de plantas in vitro se ha llevado a cabo, principalmente, mediante
sistemas que emplean medios semisoélidos (Mani y Senthil, 2011; Samala et al., 2017,
Borodulina et al., 2019; Imtiaz et al., 2019), liquidos (Sivakumar et al., 2005; Hahn y Paek,
2005) y con menor frecuencia, en sistemas de inmersion temporal (Ebb and Flow y
SETIS) (Hahn y Paek 2005; Hwang et al., 2022). Aun cuando para algunas variedades
de crisantemo (Chensou y Golden bel) se han establecido protocolos de multiplicacion
tanto en medios semisélidos como sistemas de inmersién temporal, la respuesta a dichas
condiciones estad en funcion del genotipo, como lo han sefialado distintos autores

(Texeira et al., 2013; Song et al., 2011; Valle-Sandoval et al., 2008).

Por lo anterior, el objetivo del siguiente trabajo fue evaluar un sistema de propagacion in
vitro utilizando medio semisdlido y un sistema de inmersion temporal, en la multiplicacion

de plantas de Chrysanthemum morifolium L. variedad Harman, libres de virus.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material vegetal

Plantas de crisantemo (C. morifolium L. var. Harman) libres del Tomato Spotted Wilt Virus
(TSWV) fueron regeneradas in vitro a partir de explantes nodales de un cm de longitud.
Los explantes fueron cultivados en un medio nutritivo compuesto por las sales basales
de Murashige y Skoog (MS, 1962) al 50 %, 1 mg L™ de &cido giberélico (AGs), 0.5 mg L
1 de &cido indol-3-acético (AlA), 50 mg L de acido ascérbico, 100 L* de &cido citrico,
250 mg L de cefotaxima, 250 mg L de ampicilina, 2 % de sacarosay 2.3 g L de

phytagel. Los cultivos fueron incubados en una camara de ambiente controlado a 25 + 1
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°C, 16 h de luz e intensidad luminica de 36 pmol m2s. Las plantas fueron subcultivadas

cada cuatro semanas durante 6 meses.

La sanidad de las plantas fue verificada por la reaccién en cadena de la polimerasa con
transcripcion reversa (RT-PCR). RNA extraido de brotes regenerados se incubaron a 70
°C por 5 min, para el alineamiento con los primers TSWV-1 (5-
TTCAGAAGGCTTGATAGC-3) y TSWV-2 (5-CAAGCAAGTTCTGCGAG-'3), que
amplifican el segmento S de la proteina de la capside. Posteriormente, se llevo a cabo la
sintesis de cDNA por retrotranscripcion (RT-general) utilizando la enzima M-MLV
(PROMEGA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Una vez generado el cDNA
a partir del RNA, se procedié a realizar la PCR de punto final con las siguientes
condiciones: temperatura de desnaturalizacion de 94 °C por 2 min, temperatura de
alineamiento de 51 °C por 30 s, y la temperatura de elongacion fue de 72 °C por 1 min;
la elongacion final fue a 72°C por 7 min, durante 35 ciclos. Los productos de la PCR se
separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, el gel se tifi6 con bromuro de
etidio y se visualiz6 en un fotodocumentador bajo luz ultravioleta, el tamafio del producto

PCR esperado fue de 501 pb.

2.2.2 Multiplicacion en un sistema con medio semisoélido y uno de inmersion

temporal

2.2.2.1 Sistema en medio semisoélido.

A partir de las plantas regeneradas in vitro, se obtuvieron nudos 1 cm longitud con una
yema (explante). Dichos nudos se colocaron en un medio de multiplicacion que contenia

las sales basales MS al 100 %, 0.5 mg L de 6-furfurilaminopurina (cinetina), 0.3 mg L*
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de acido indol-3-acético (AlA), 30 g L de sacarosa, 0.4 mg L de tiamina, 50 mg L* de
acido citrico, 100 mg L de &cido ascorbico, y 2.7 g L de phytagel. El medio (30 mL) se
vertié en frascos de 280 ml. Una repeticion consistio en 1 frascos con seis explantes en

cada frasco, teniendo un total de 15 repeticiones.

2.2.2.2 Sistema de inmersién temporal.

El medio de cultivo utilizado tenia la misma composicion que para el sistema en medio
semisélido, pero carecia de phytagel. ElI BIT consistio de dos recipientes de vidrio de 900
mL de capacidad, en uno de los recipientes se agregaron 300 mL de medio de cultivo, y
en el otro se colocaron 30 explantes; ambos recipientes estaban conectados por una
manguera de silicona (sistema). La frecuencia de inmersion fue cada 8 h durante 1 min.
Un sistema correspondid a una repeticion, y se utilizaron tres repeticiones por

tratamiento.

2.2.2.3 Soporte de poliuretano en los sistemas de inmersion temporal

Debido al remanente de medio de cultivo que permanecia en los frascos del BIT después
de cada ciclo de inmersion, se decidié6 emplear un soporte de poliuretano de 12 cm de
didmetro por 1 cm de grosor, el cual se coloc6 dentro de los recipientes que contenian
los explantes y permanecié durante los 30 dias de cultivo. El medio y la cantidad del
mismo en el sistema BIT, fue igual al descrito anteriormente. En este experimento se
evalud un sistema con soporte y otro sin soporte (testigo); cada tratamiento consistié en

cinco repeticiones (sistema) con 30 explantes por sistema.

Después de 30 dias de cultivo se evalué el numero de brotes por explante, el porcentaje

de explantes que formaron brotes, nimero de hojas por brote, el nUmero de brotes que
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formaron raices, diametro del tallo y el porcentaje de brotes hiperhidratados y la longitud

del brote con un vernier digital.

2.2.3 Aclimatacién de plantas provenientes de los medios semisoélidos y el BIT

Las plantas regeneradas en los medios semisolidos y en los BIT se colocaron en charolas
de plastico. Se utilizaron 18 vitroplantas por repeticion, con cuatro repeticiones por
tratamiento. Las charolas se cubrieron con un domo de plastico transparente para
mantener la humedad, y se mantuvieron en un invernadero. Las plantas se regaron con
agua de la llave una vez cada tercer dia, y se fertilizaron cada 7 dias con un fertilizante
comercial vigoro (N:13%, P:30% y K6%), luego de cuatro semanas se evalud el

porcentaje de supervivencia.

2.2.4 Andlisis estadistico

Los experimentos realizados se condujeron con un disefio experimental completamente
al azar. Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y las medias

se compararon con la prueba de Tukey (0.05) utilizando el paquete estadistico Rstudio.

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Multiplicacion en un sistema con medio semisoélido y uno de inmersion

temporal (BIT)

Los sistemas de inmersion temporal han demostrado ser eficientes en la produccion de
brotes de anturio (Martinez-Estrada et al., 2019), clavel (Dianthus caryophyllus)
(Ahmadian et al., 2017) y sauce (Salix viminalis) (Regueira et al., 2018). En el presente

estudio, el numero de brotes por explante obtenido en el sistema BIT no fue
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significativamente diferente del sistema en medio semisélido (Cuadro 6), después de 30
dias de cultivo. No obstante, el porcentaje de explantes que formaron brotes (94.4) y el
ndmero de hojas por brote (9.13) fue significativamente mas alto en el medio semisoélido
(Cuadro 6; Figura 6A). Por su parte, la longitud (2.86 cm) y el didmetro (1.5 cm) de los
brotes regenerados en el sistema BIT fue significativamente mayor que en el medio

semisolido (Cuadro 6; Figura 6B).

Cuadro 6. Efecto del sistema de cultivo en la multiplicacion de brotes de C. morifolium var.

Harman, después de 30 dias de cultivo.

_ NGmero de Explantes que Longitud Diametro  NUmero
dSeISCtSIrtTi]vao brotes formaron brotes delbrote  deltallo 4o hojas por
por explante (%) (cm) (mm) brote
SEM 191a 944 a 2.86 b 15b 9.13 a
BIT 1.87 a 47.8b 493 a 2.10a 7.93b

SEM: Medio de cultivo semisdlido; BIT: Biorreactor de Inmersion temporal. Medias con letras iguales no

son significativamente diferentes (Tukey, 0.05).

Figura 6. Plantas de crisantemo después 30 dias de cultivo. A) Planta regenerada en un sistema
con medio semisolido; B) Planta regenerada en BIT; C) Planta hiperhidratada obtenida en BIT.
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Monja-Mio et al. (2021) en Agave
angustifolia, quienes compararon un sistema de inmersion temporal (RITA) y un sistema
de cultivo en medio semisdlido durante la etapa de multiplicacion. Estos autores no
encontraron diferencias en la cantidad de brotes regenerados en ambos sistemas, pero
el crecimiento y la calidad de los brotes fue mayor en los sistemas RITA. De forma similar,
Welander et al. (2014), observaron diferencias en la tasa de multiplicacion en Digitalis
lutea x purpuera y Rubus ideaus cuando evaluaron un sistema de inmersién y un sistema
con agar. De acuerdo a estos resultados, parece ser que para algunas especies, la tasa
de multiplicacién no se ve incrementada por el uso de los sistemas de inmersion temporal
con respecto a los sistemas con medio semisélidos, pero si se mejora la calidad de los

brotes (Acanda et al., 2017; Monja-Mio et al., 2021).

En este trabajo, solo la longitud y diametro del tallo, de los brotes regenerados en el BIT,
fue significativamente mayor que en los sistemas semisélidos. Esto concuerda con los
resultados de Hwang et al. (2022) quienes encontraron que los brotes de crisantemo var.
Golden Bel regenerados en un SETIS, tenian mayor longitud y grosor del tallo que

aguellos obtenidos en los sistemas semisolidos.

Se sabe que el espacio y ventilacion dentro de cualquier sistema de cultivo, juegan un
papel fundamental en la regeneracion y crecimiento de los brotes (Kim et al., 2020). El
reabastecimiento de aire combinado con el contacto intermitente de los explantes con el
medio liquido en el BIT, permite mayor crecimiento de las plantas (Preil 2005; Quiala et
al., 2006). En contraste, en el medio semisdlido, las hojas de los explantes no tienen

contacto directo con el medio (Escalona et al., 1999; 2003; Aragon et al., 2014; Jesionek
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et al., 2017), limitando la absorcién de nutrientes a la zona basal del explante (Guan y

De Klerk, 2000).

Por otra parte, Escalona et al. (2003) encontraron que en los sistemas de inmersién
temporal hay seis veces mas CO2zque en los sistemas con medio semisdlido. El aumento
de CO:favorece el desarrollo de las hojas, incrementado su tamafio (Ziska et al., 2008).
Los SIT permiten reducir la concentracion etileno y promueven el intercambio de O:2

estimulando el crecimiento de los brotes (Aragon et al., 2014).
2.3.2 Efecto del sistema de cultivo en la hiperhidratacion y aclimatacién

Después de 30 dias de cultivo, mayor nimero de los brotes obtenidos en el BIT presentd
hiperhidratacion que en el medio semisoélido (Figura 7A). Los brotes hiperhidratados

mostraban una apariencia vitrea e hidratada como se puede observar en la Figura 6C.
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Figura 7. Efecto del sistema de cultivo en la hiperhidratacion de los brotes (A) y la aclimatacién
(B) de las plantas de C. morifolium var. Harman. SEM: medio semisolido; BIT: sistema de
inmersion temporal. Las barras representan la media + la desviacién estandar. Letras iguales
sobre las barras no son significativamente diferentes (Tukey, 0.05)

La hiperhidratacién es un desorden fisioldgico provocado por las bajas concentraciones

de oxigeno y potenciales hidricos mas negativos en los medios de cultivo. Se ha
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reportado que las hojas hiperhidratadas, muestran un desarrollo discontinuo de las
células de la epidermis y la cuticula; ademas las células del meséfilo son poco
diferenciadas y tienen menor nimero de cloroplastos (Chakrabarty et al., 2006). Etienne
y Berthouly (2002) mencionan que la hiperhidratacién se debe a la acumulacion de agua
en el apoplasto, que incrementa el tamafio del espacio intercelular en las paredes
vegetales, lo que genera el hinchamiento y/o apariencia vitrea de los tejidos. Asimismo,
Kevers et al. (2004) sefalan que los tejidos hiperhidratados presentan una menor
cantidad de clorofila, lo que les confiere aspecto traslucido y menor capacidad
fotosintética. Estos autores encontraron que las plantas hiperhidratadas no sobreviven a

la etapa de aclimatacion.

En crisantemo var. Chensou, Hahn y Paek (2005) observaron un potencial hidrico mas
alto (-3.76 MPa) en un sistema de cultivo liquido por inmersiébn que en el medio
semisélido (2.4 Mpa). Como resultado, los explantes en el sistema de inmersion,

inhibieron su crecimiento debido a la falta de oxigeno y poca actividad fotosintética.

En el sistema BIT evaluado en el presente trabajo, 50 % de los brotes regenerados
mostraban hiperhidratacion. Asimismo, fue posible observar que, al finalizar cada ciclo
de inmersion, en los recipientes que contenian los explantes, quedaba un remanente de
medio de cultivo, que ocasionaba que los brotes siempre estuvieran en contacto con
éste. Lo anterior, posiblemente incrementé la humedad relativa del sistema, afectando el

potencial hidrico y la cantidad de brotes hiperhidratados (Teisson y Alvard, 1995).

En cuanto a la supervivencia de las plantas regeneradas en condiciones de invernadero,

aquellas obtenidas en el medio semisdlido alcanzaron el mayor porcentaje de
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supervivencia (84.72), con respecto a las obtenidas en el BIT (Figura 7B). Esto se debe
posiblemente, al alto porcentaje de brotes hiperhidratados presentes en BIT. En
contraste, las plantas de Colocasia esculenta L. Schott regeneradas en los sistemas BIT,
SETIS y Ebb and Flog, mostraron porcentajes del 99 % supervivencia (Mancilla-Alvarez

et al., 2021).
2.3.3 Efecto del Soporte de poliuretano en los sistemas de inmersion temporal (BIT)

Con el fin de evitar el contacto continuo de los explantes con el medio de cultivo residual
dentro del BIT, se decidio incluir un soporte de poliuretano en la base de este sobre el

cual permanecieran los explantes.

Después de 30 dias de cultivo, el porcentaje de brotes regenerados en el sistema BIT
con soporte, que mostraban hiperhidratacion, fue significativamente menor (10.3) que en
el BIT sin soporte (56.7) (Figura 8A). Asimismo, los brotes regenerados en BIT sin el

soporte presentaban oxidacion en las hojas (Figura 9A).
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Figura 8. Efecto del soporte de poliuretano en la hiperhidrataciéon (A), enraizamiento (B) y
aclimatacion (C) de los brotes C. morifolium L. Harman. SOPORTE: sistema BIT con soporte de
poliuretano; SIN: sistema BIT sin soporte de poliuretano; Las barras representan la media + la

desviacion estandar. Letras iguales sobre las barras no son significativamente diferentes (Tukey,
0.05).

Figura 9. Plantas de C. morifolium L. var. Harman regeneradas en un sistema BIT. A)
Regeneradas en un sistema BIT sin soporte de poliuretano a los 30 dias de cultivo; B) Plantas
con raiz, a partir de un sistema BIT con soporte de poliuretano a los 30 dias de cultivo; C) Brotes
generados en un BIT con soporte; D) Plantas en un sistema BIT con soporte de poliuretano a los
30 dias de cultivo; E) plantas regeneradas en un BIT con soporte (después de 7 en aclimatacion).
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De acuerdo con los resultados obtenidos, el soporte de poliuretano, no solo redujo la
hiperhidratacion de los brotes regenerados, sino que incrementd significativamente el
porcentaje de explantes que formaron brotes (77.3), el nuUmero de hojas en los brotes
(8.36), la longitud de los brotes (4.62) (Cuadro 7) y el enraizamiento de estos (Figuras
8B y Figura 9B), con respecto a los obtenidos en el sistema BIT sin el soporte de

poliuretano (Figura 8B y Figura 9A).

Cuadro 7. Efecto del soporte de poliuretano en el sistema BIT sobre la regeneracion de brotes

C. morifolium L. variedad Harman.

NUmero de Explantes que : NUmero de
Longitud ., _
Soporte brotes formaron brotes del Diametro hojas
b del brote
por explante (%) rote por brote
Con 1.66a 77.33 a 4.62 a 1.59a 8.36 a
Sin 1.70 a 50.0b 3.97Db 1.85a 7.63b

Medias con letras iguales no son significativamente diferentes (Tukey, 0.05)

Asimismo, las plantas regeneradas en el BIT con soporte alcanzaron el maximo
porcentaje de supervivencia en condiciones de invernadero (94.0) (Figuras 8C y 10). Al
respecto, Hwang et al. (2022) observaron que los brotes de crisantemo var. Golden Bel
regenerados en un sistema SETIS, formaron raices de mejor calidad que en un sistema

semisolido.

70



Figura 10. Plantas aclimatadas a los 45 dias en aclimatacion.

Distintos autores sefalan que algunas de las caracteristicas de las plantas regeneradas
en los SIT que contribuyen a su supervivencia durante la fase de aclimatacion, son el
alto contenido de productos fotosintéticos en las hojas, un nUmero mas alto de estomas
cerrados y el mayor vigor de las plantas (Estrada-Martinez et al., 2019; Nicholson et al.,

2020).

En plantas de Corylus avellana X Corylus americana se observé que un mayor porcentaje
de los brotes obtenidos en un sistema modular de inmersion temporal (Culture Shift; VRE
System) con un soporte inerte (Oasis®), formaron raices respecto a aquellos generados
en medio semisdlido (Nicholson et al., 2020). Se ha reportado que los sustratos inertes
han promovido el enraizamiento en Carica papaya L. de manera mas eficiente que los
medios semisolidos (Kaity et al., 2009). Igualmente en Grevillea thelemanniana y
Verticordia plumosa x Chamelaucium uncinatum la adiciéon de arena blanca a los medios
de cultivo promovié el enraizamiento y elongacién de raices (Newell et al., 2003). De
acuerdo con Adelberg (2017) algunos tipos de sustratos inertes Oasis® IVE, mejoran la

disponibilidad de oxigeno y la respiracion celular en raices.
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En el presente trabajo, fue posible observar que el uso del sistema BIT permitié que los
brotes regenerados crecieran mas rapidamente que los cultivados en medio semisélido;
asimismo, el diametro del tallo, el nimero de hojas de los brotes regenerados en el BIT
y la supervivencia de las plantas en la etapa de aclimatacion fue mayor. Por otro lado, el
soporte de poliuretano dentro del sistema BIT, disminuy® la hiperhidratacién de los brotes
generados y promovid que en su mayoria formaran raiz, permitiendo con ello omitir la
etapa de enraizamiento. Debido a que el agente gelificante de los medios semisoélidos
puede representar hasta 60 % de su costo, el sistema BIT con soporte de poliuretano, al
no requerir de gelificante, es una opcién mas econémica y eficiente para la produccién

masiva de plantas de C. morifolium var. Harman libres del Tomato Spotted Wilt Virus.

2.6. CONCLUSIONES

La respuesta de los explantes cultivados en el sistema BIT sin soporte de poliuretano fue
inferior a la observada en aquellos que permanecieron en el sistema con medio
semisélido. Las caracteristicas de las plantas regeneradas en el sistema BIT, mejoraron
significativamente cuando se incluyé un soporte de poliuretano. El protocolo desarrollado
utilizando un sistema BIT con soporte, representa una opcion viable, econdmica y
reproducible para la propagacion masiva de plantas de Chrysanthemum morifolium var.

Harman libres de virus.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se desarroll6 un protocolo para la eliminacion del TSWV de las plantas de C. morifolium
L. “Harman”, a partir del cultivo de segmentos nodales, utilizando medios de cultivo con
antibiéticos de manera individual o en combinacion con antioxidantes y reguladores de

crecimiento.

El sistema BIT con soporte de poliuretano permitié obtener plantas libres de virus de
mayor calidad que las generadas en los BIT sin soporte y en el sistema con medio

semisolido.

Este protocolo desarrollado es una alternativa viable y econémica, para obtener plantas

libres del TSWV vy lograr su propagacién a gran a escala.
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