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RESUMEN

Se indujo el callo de Suaeda diffusa en medio B5 y medio
MS con 3 concentraciones de acido 2,4- diclorofenoxiacético
(2,4-D) y 3 concentraciones de cinetina en 9 combinaciones,
siendo exitosa la induccién en la siguientes combinaciones:
1.81 uM de 2,4-D (0.4 mg/L), acido 2,4-diclorofenoxiacético
4.65 uM (1.0 mg/L) de cinetina (80% de éxito a los 41 dias) y
1.81 uM (0.4 mg/L) de 2,4-D con 46.5 uM (10.0 mg/L) de
cinetina (30% de éxito a los 63 dias), se cuantificé la divisién
celular en medio liquido con 6-bencilaminopurina (BAP) y
acido naftalenacético (ANA) en 8 concentraciones, asimismo
se selecciond el callo mas halotolerante en medio MS con 9
concentraciones diferentes de NaCl: 25 mM NaCl, 50 mM
NaCl, 100 mM NaCl, 125 mM NaCl, 150 mM NaCl, 200 mM
NaCl, siendo la concentracion mas exitosa 100 mM NaCl
(10% de induccién de callo) aunque el explante no prospera
en las demas concentraciones: sobrevive en medio MS
anadiendo 0.4 mg/L de 2,4-D con 1.0 mg/L de cinetina, la
misma concentracién fue la mas exitosa, la germinacién de
las plantulas fue ademas a 25 mM y 50 mM NaCl a los 7 dias
suplementado con sacarosa al 3.0%, comparandose los
resultados con otros vegetales de la familia Chenopodiaceae
y otras haldfitas.
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INTRODUCCION

Actualmente se pierden miles de hectareas potencialmente utilizables en la
agricultura por la salinidad (Salisbury y Ross, 1996), ejemplos claros los tenemos
en el Valle de Texcoco, Chalco, Chimalhuacan, Ecatepec, en donde sin embargo
se han adaptado a esos ecosistemas vegetales que toleran la salinidad y no son
muy sensibles a ella tales como Atriplex spongiosa (fig. 1a), Tamarisco pendrata
(fig. 1b) y Suaeda diffusa entre otras de Ila familia Chenopodiaceae
principalmente.

S diffusa es una planta herbacea anual perenne, perteneciente a la familia
Chenopodiaceae, erguida 6 postrada, glabra o casi glabra de 20 cm a 1 m de alto,
ramas ascendentes 6 divergentes, flexuosa: hojas lineares cilindricas 6 a veces
algo aplanadas de 7 a 2.5 cm de largo mientras que las inflorescencias son
reducidas. El tamafo de la semilla es de alrededor de 1 mm y color negro 6 rojo
intenso S. diffusa es una planta nativa de Ecatepec, Texcoco, Chimalhuacan,

Xochimilco y Chalco (Rzedowski, 1979).

IMPORTANCIA DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL

La importancia de cultivar plantas en un medio no influenciado por algun material
de soporte sélido 6 supuestamente inerte fue primero comprobar la accion de las
fitorreguladores que anteriormente se conocian por bionesayo. los fisidlogos
vegetales han estado cultivando plantas en soluciones nutritivas. (Ver Anexo 1
Medios de cultivo)

Estas tienen la ventaja adicional de suministrar condiciones conocidas con
exactitud y reproducibles para el desarrollo de plantas experimentales. El
requisito basico de un medio exitoso es que provea todos los nutrimentos
necesarios en cantidades adecuadas para que sean disponibles para la planta y
otras condiciones satisfactorias (pH por ejemplo). mas recientemente los cultivos

de tejidos vegetales han sido de capital importancia en la obtencion de



Fig. 1. a) Superficie foliar de Atriplex spongiosa mostrando las vegijillas llenas de
solucidon de NaCl. b)Tallos de Tamariz pendantra con cristales de NaCl
precipitados de escala se muestra un cerillo (tomado de Salisbury, 1996).



metabolitos secundarios y técnicas de ingenieria genética entre otros (Salisbury y
Ross, 1996: Thiyagarajah, 1996, Q.V. Le, 1996: Bonherth. et. al., 1996; luchi. et
al., 1996.).

La capacidad de los callos de regenerar plantas completas representa una
herramienta para seleccionar plantas con resistencia a la sequia, estres salino,
patdgenos y determinados herbicidas, o con caracteristicas utiles (Salisbury y
Ross, 1996).

APLICACIONES POTENCIALES:

1.- Herramienta de seleccion de plantas con resistencia a la sequia.

2.- Herramienta de seleccion de plantas con resistencia al estrés salino.

3.- Obtencidn de algun metabolito secundario.

4.- Fusion de protoplastos.

5.- Micropopagacion.

6.- Estudios a nivel bioguimico.

7.- Induccién de tolerancia a la salinidad en especies de mayor importancia
comercial, por electroporacion en cereales ¢ utilizando Agrobacterium
tumefaciens u otras técnicas de ingenieria genética (enzimas de restriccion.
plasmidos, microinyeccion. biobalistica).

8.- Recuperacion de suelos salinos por S. diffusa.

9.- Herramienta de estudio de morfogénesis y organogenesis.

Las utilizaciones posteriores por las cuales se elabora el presente trabajo son los
puntos 12567y 8

IMPORTANCIA DE LA ESPECIE

Algunos estumos senalern o romento (Suaeda diffusa) co una planta o



puede contribuir a la recuperacién de suelos salinos por su alta absorcion de
sales (Richard, 1979; Foth, 1992) Se entiende por suelos salinos a un suelo no
sodico que contiene suficiente sal soluble como para reducir su productividad. La
conductividad eléctrica es >2 mohms por cm a 25°C. Mientras un suelo salino-
sodico es aquel que contiene una combinacion de sales solubles y una cantidad
de sodio intercambiable suficiente para interferir en el desarrollo de la mayoria de
las plantas cultivadas. La conductividad eléctrica y la relacion de sodio del
extracto de saturacion son, respectivamente >2 milimoles por cm a 25°C y de >15.
El pH de ordinario es de 85 & menos en la pasta de suelo saturado.
Adicionalmente los romeritos (S. diffusa) tradicionalmente se consumen como

alimento de abstinencia (vigilia).

ANTECEDENTES

No existen antecedentes sobre S. diffusa excepto un servicio social de la UAM-
Xochimilco (Cuevas Mendoza et al., 1995) y un par de trabajos sobre el género
(Mahmood et. al., 1996 y Thiyagarajah et al.. 1996), sin embargo la literatura
encontrada sobre halotolerancia tiene los principales representantes en Suaeda
fructicosa (Mahmood et. al., 1996), Suaeda maritima (Thiyagarajah et al., 1996).
Arabidopsis thaliana (Vucich, 1996: Reza. 1993; Leymarie, 1996; Cramer et al.
1996). Cicer aretinum cv-203 (Pandey y Ganapathy, 1984), Pachycereus pringlei
(Nolasco et. al. 1996), Zea maize (Azazeith. 1981. Cramer, 1992 Maiti, 1996:
Zidan et al . 1992; Nordquist ef al. 1992) Lycopersicon esculentum GC-793
(Guerrier, 1996), Pisum sativum (Olmos y Hellin. 1996: Olmos y Hellin. 1996).
Sorghum bicolor (Weimburg et a/, 1988, Reddy et al. 1996: Maiti et al.. 1996
Grieve et. al. 1988. Bacci et al. 1996 Colmer.. 1996). Medicago sativa L
fEdwards. 1996; Felle. 1996. Safarejad ef &/ 1996). citando los articulos mas
mpartantes y recientes

voigarmente conocida coomoe romertdc & s es oun vegetal que ce consume



como alimento de abstinencia en la vigilia y Navidad, se abre la posibilidad de
transferir la halotolerancia de S. diffusa en plantas de mayor interés comercial. las
publicaciones sobre el género Suaeda son muy escasas encontrandose
Unicamente 3 de ellas (Mahmood et. al., 1996; Thiyagarajah et. al.,, 1996 y Cuevas
Mendoza, et al. 1995).

Se han perdido millones de hectareas de suelo cultivable porque las sales del
agua de riego se acumulan en el suelo (Salisbury y Ross. 1996), la salinidad del
suelo restringe el crecimiento en regiones templadas (Greenway and Muns,
1980). A mediano o largo plazo, se prevé la creacion de plantas tolerantes a
salinidad del suelo lo que permitira ampliar las superficies cultivables del pais en
varios millones de hectareas (Vazquez y Batis, 1996, Richard, 1977) de acuerdo
con Nabors N.W. et al(1985), la tolerancia a salinidad esta asociada a la
tolerancia a sequia y viceversa en las siguientes plantas: arroz, trigo y avena, y
las plantas obtenidas por seleccién con NaCl en células cultivadas son también

tolerantes a la falta de agua (Robert, 1985).

HISTORIA DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL

En los ultimos quince anos el cultivo de células de plantas y tejidos vegetales ha
tenido un notable desarrollo, sin embargo los primeros trabajos reportados acerca
del tema datan del siglo pasado (ver Anexo 1) solo recientemente ha tenido una
explotacion comercial en areas tan diversas como la agricultura, la industria
farmaceutica. la horticultura, la silvicultura.

A continuacion se da un panorama historico grueso de la Biotecnologia Vegetal

(Schaumader y Doebel. 1990).



Panorama Histérico General de la Biotecnologia Vegetal (Tabla 1).

Especie

RESULTADO

Tradescantia sp.

Primeros experimentos de cultivo con
aislamiento células de plantas, 1902.

Zea maize

Cultiivo de raiz in vitro obtenida de
cultivos permanentes, 1922.

Lycopersicon esculentum

Primeros cultivos permanentes de

raices, 1934.

Daucus, Picea, Phaseolus vulgaris

Primeros cultivos en suspension de
células simples 6 agregados celulares,
1954,

Daucus

Cultivo de cuerpos embrionarios en
tejidos, 1958.

Obtencion de células clonadas en
cultivos de agar, 1960.

Lycopersicon esculentum

Método para obtener un gran numero
de protoplastos de tejidos de plantas.
1960.
Primeros cultivos en masa de celulas
de plantas en suspension. 1959 vy
1960

Cymbidium

Multiplicacion clonal de plantas para
horticultura en cultivo de tejidos, 1963.

Nicotiana y Datura

Produccidon in witro de plantas
haploides de polen inmaduro en cultivo
de anteras, 1967.

Nicotiana

Aislamiento de mutantes auxotroficas
de cultivo de células, 1971

Nicotiana

Primer cuerpo hibrido interespecifico|
de plantas fusionando protoplastos
Primer cuerpo hibrido interespecifico
de plantas fusionando protoplastos
1972

Solanum tuberosum y Lycopersicon
esculentum

Primer cuerpo  somatico Hfb‘rﬂiida
intergenético de plantas por fusion de§
protoplastos. 19/8 :




HIPOTESIS

La hipotesis manejada es que no es conocido el organoide que otorga tolerancia
a salinidad por lo cual se induce tejido indiferenciado (callo), del cual se evaluara
su crecimiento por conteo en camara de Neubauer y sera expuesto a diferentes
concentraciones salinas para seleccionar el tejido que presente mayor

halotolerancia.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Obtencion y mantenimiento de callo a partir de un explante de Suaeda diffusa,
identificacion del tratamiento optimo para su crecimiento, obteniendo el callo con

mayor halotolerancia.

OBJETIVOS PARTICULARES:

* Induccidn de callo proveniente de explantes foliares de S. diffusa por medio de
la auxina y citocinina acido 2.4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) y cinetina en 9
diferentes concentraciones. (altas concentraciones de auxinas y bajas de
citocininas, bajas concentraciones de auxinas y altas de citocininas. medias
concentraciones de ambos fitorreguladores ver tabla 1)

» Germinacion de semillas de S. diffusa sin fitorreguladores.

e Subcultivar en condiciones de esterilidad. en la campana de flujo laminar los
callos provenientes de los tratamientos que lo indujeron con el fin de obtener la
mayor biomasa de callo posible en medio liquido B5 utilizando matraces en
agitacion a 120 rpm con temperatura constante de 25°C.

e Evaluar el crecimiento celular si el calio aumenta notablemente su biomasa
visualimente o s1 este el crecimienic ceiclar no es notorio tomanan s
ahicusiz del medio Hewon utiizado el aos conteos ann

camara de Neubaue & clerentes teri « o cada tratanuenio - nio



diferencia el incremento celular.

o Obtener callos de S diffusa por medio de los tratamientos ya conocidos.

¢ Subcultivar los callos obtenidos en medio B5 suplementado con sacarosa al
3.0%. agar al 0.8% con las concentraciones de NaCl utilizadas por Pandey y
Ganapathy con callos de Cicer aretinum cv. BG-203 (Tabla 5) con el fin de
seleccionar los callos de mayor halotolerancia de S. diffusa asi como un rango
de obtencion de callos con halotolerancia para posteriores experimentos como
otros que se han realizado referentes al tema de la salinidad(Pandey y
Ganapathy, 1984 Misra et. al. 1996; Zidan, 1992; Pedersen, 1996) pudiéndose
manejar los resultados obtenidos para experimentos y beneficios posteriores.

. Obtener la maxima halotolerancia del callo de S. diffusa utilizando las
concentraciones de NaCl para el aislamiento de callo halotolerante de Cicer
aretinum (Pandey y Ganapathy, 1984) utilizando tejido foliar.

o Obtener datos sobre la halotolerancia de S. diffusa en germinacion comparada
con otra especie del mismo género: S. fructicosa (Mahmood et. al.. 1996).

« Adicion de los resultados de germinacion de S.diffusa con respecto a otras
especies del mismo genero, especie S. fructicosa (Mahmood et a/., 1996) y S.
maritima (Thiyagarajah et al,, 1996).

e Un experimento alterno fuera del objetivo principal se llevara cabo con cultivo
de meristemos de S. diffusa con el fin de obtener callo. dado que el callo es
propio de tejidos jovenes, en medio solido (agar 0.8%) sin reguladores del
crecimiento vegetal en 4 tratamientos con y sin sacarosa a un pH de 8.5 el

cual se ajustara con NaOH al 0.1 N

METAS
Obtencion del Grado académico de Especializacion en Biotecnologia (Cultivos
Vegetales)

Presentas o1 e resultados en un Conaresce Nacional



METODOLOGIA

Material Biol6gico

En el primer experimento se utilizd como explante tejido foliar de S. diffusa
procedente de la zona chinampera de Xochimilco, asimismo se utilizé tejido de
esta especie adquirido en un centro comercial, actualmente se tiene tejido
desarrollado a partir del crecimiento de semilla de S. diffusa y de planta de la
zona chinampera de Xochimilco se utilizé para su transporte al laboratorio una
solucidén antioxidante compuesta por 100 mg/L de acido citrico y 100 mg/L de
acido ascorbico y/o refrigerando el tejido vegetal en caso de provenir de algun

centro comercial.

Medios de Cultivo

Como siguiente paso se sembraron 20 frascos con tejido foliar por tratamiento en
condiciones estériles incubandose 10 en iluminacion y 10 en obscuridad. se
utilizd para su lavado detergente al chorro de agua durante 5 min y para su
desinfeccion hipoclorito de sodio comercial al 50% durante 8 min diluido en agua
estéril dentro de la campana de flujo laminar con 3 lavados de agua estéril se
utilizo la misma metodologia en los tratamientos comparativos variando el pH Se
sembraron plantulas en un tratamiento testigo sin citocininas ni auxinas Para la
elaboracion del medio se empled medio B5 (Gamborg, 1968) suplementado con
sacarosa al 3.0%, con diferentes concentraciones de la citocinina cinetina y la
auxina acido 2 4-diclorofenoxiacético (2.4-D) (tabla 2), el pH se ajusto con NaOH

al 0.1 N a 8.5 dado que S diffusa es una planta halofita (Fig 2).



2,4-D (uM)

s 181 | 32

_ (04 mglt) (4 mg/L) (8 mg/L)
B5-1 B5-2 B5-3
B5-4 B5-5 B5-6
B5-7 B5-8 B5-9

Tabla 2. Tratamientos utilizados durante el trimestre 96-1, suplementados con
sacarosa al 3.0%, agar al 0.8%, pH=8.5 ajustado con NaOH al 0.1 N

TRATAMIENTOS

La induccion de callo se hara como sugirieron Bidwell en 1987 y Skoog vy
Leonard, 1970; Skoog y Armstrong, 1968: Miller, 1961: con auxinas y citocininas
probandose una amplia gama de concentraciones de auxinas y citocininas (Anexo
1) en caso de encontrarse induccion de callo en concentraciones diferentes a las
reportadas: bajos niveles de auxinas y bajos niveles de citocininas en mg/L
inducen callo en Nicotiana tabacum y también altos niveles de auxinas y un
amplio espectro de concentraciones de citocininas en mg/L inducen callo en
Nicotiana tabacum, aunque con bajas concentraciones de citocininas se ha
observado un callo "aguado” compuesto por grandes células que han crecido en
expansion siendo a mayores concentraciones de citocininas el callo denso vy
compuesto por un gran numero de celulas meristematicas (Skoog y Leonard.
1968, Skoog y Armstrong, 1970; Miller. 1961 Bidwell, 1987). la citocinina utilizada
es la cinetina y la auxina 2.4-D en este caso particular; es posible visualizar las
actividades llevadas a cabo durante Ia especializacion (Fig. 4).

Se subcultivaron los callos obtenidos siguiendo la metodologia anterior sin agar
subcultivandolos en 100 mL contenidos e matraces de 250 mL cambiando los
florreguladores por 6-hencilaminopuring (RAPY v acido naftalenacético (ANA
‘Tabla 2y Anexe Ticon el fir de obtewer Doy omasa ura vez obtenids eat
wubcultivaron en 100 ml de medic v co 20 Cmmborg 1988) (compusinie:

HEMO en el cnexol en matraces oL cottando el pH g 8.5 con Naiiie



N siendo 4 matraces por tratamiento; los primeros tres tratamientos y el testigo
(Tabla 3) y los restantes tratamientos en matraces de 125 mL, incubandose a una
agitacion de 120 rpm, a una temperatura de 25°C. el testigo y los primeros tres
tratamientos y el testigo. (Fig. 1) después de 71 dias de incubacion se conto el
incremento celular tomando una alicuota contando el numero de celulas en una
camara de Neubauer haciéndose el conteo en condiciones estériles con un
microscopio Optico a 40 X y extrapolando el resultado a 100 mL, la diferencia
entre la primera y la segunda cuenta (tiempo inicial y tiempo final) con una

diferencia de 7 dias se tomé como la evaluacion celular (Fig. 2).

0.0 01 10 10.0
testigo B5-10 B5-11 B5-12
B5-13 B5-14 B5-15 B5-16

Tabla 3. Combinaciones de ANA y BAP con un pH de 8.5 en medio liquido.

CULTIVO DE MESRISTEMOS

Asimismo se llevo a cabo un experimento alterno con el cultivo de meristemos con
el fin de obtener callo y familiarisarze con la técnica (Zhang et al.. 1996) este se
llevo a partir de plantulas sembradas in vitro en medio MS (Murashige y Skoog.
1962) a un pH= 85 ajustandose con NaOH al 0.1 N suplementandolo con
sacarosa al 3.0% y agar al 0.8% sin fitorreguladores. sembrandose en una
campana de flujo laminar en condiciones estériles. posteriormente
subcultivandose los meristemos a las concentraciones que muestra la tabla 3.
estos cultivos de meristemos se realizaron en la campana de flujo laminar
utihzando un bisturi para el corte de los meristemos bajo un microscopio
estereoscopico. elaborando los diferentes tratamientos con medio MS (Murashige
v Skoog 1960y suplementandose con sactzrosa al 2 0% seqgln of tratamiento

4y aunpHde 85 ¢ ¢ se guusto co et 01 N siendo

o0
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: " Testigo T MS-1
 Medio MS MS-2 MS-3

Tabla 4. Combinaciones de medio MS y Sacarosa a pH 8.5

Se utilizd el tratamiento B5-4 (Tabla 1) como control usandose a diferentes
concentraciones de NaCl en 6 tratamientos salinos(Tabla 5y 6 ) con 10 frascos
por tratamiento y control utilizando medio MS (Murashige y Skoog, 1962) pero con
la misma metodologia usada el primer trimestre, los explantes fueron obtenidos en
un centro comercial y en invernadero. Se prepararon 10 frascos por concentracion
salina (tabla 5) tanto para la siembra de explantes como para la germinacion
(Tabla 6), los cuales fueron esterilizados en autoclave, durante 15 min a una
presion de 15 psi y a una temperatura de 121°C, la incubacion se llevd a cabo con
un fotoperiodo de 18 h luz y 6 h de oscuridad siendo la radiacion 27 ymol m”' s
(Fig. 3).

En un experimento alterno el cual persigue también los objetivos del trimestre se
hicieron germinar 10 semillas por frasco utilizando 10 frascos por tratamiento
salino usado por Pandey y Ganapathy en Cicer aretinum sin fitorreguladores
(Pandey y Ganapayhy. 1984) (tabla 6) utilizando medio MS (Murashige y Skoog.
1962) con la metodologia utilizada en el primer trimestre anterior, excepto que no
hubo adicion de NaOH antes de la gelificacion del medio por lo que el valor pH no

fue gjustado a 8.5 en los frascos en germinacion.

0dmgl |

Control 25 mM NaCl 50 MM NaCl
100 mM NaCl 125 mM NaCl 150 mM NaCl |
200 mM NaCl

Tabla 5. Diferentes concentrzciones de NaCl en mM vy frascos control utitizeidos
(10 frascos por tratamientc thzando 2.4-D y cinetina come fiorreguladoras
pH 8 5 medio de cultivo ut Teao MS (Murashige y Sroog 1967



25

B5-18

B5-25

NaCl (mM)

50

B5-19

B5-26

100

B5-20

B5-27

125

B5-21

B5-28

150

B5-22

B5-29

200

B5-23

B5-30

Tabla 6: Tratamientos llevados a cabo durante el trimestre 96-P.




Porcentaje de callo

inducido
Control 60 % 0 0
100 mM NaCl 10 % 0 0
0 0 0

Tabla 7. Porcentaje de callo inducido, se puede observar que unicamente en los
frascos control (60%)y con una concentracién de 100 mM NaCl (10%) es inducido
el callo a partir de explantes foliares.

M de NaCi Peso en gramos de NaCl Tratamiento
25 mM NaCl 0.112 g de NaCl 1
50 mM NaCl 0.224 g de NaCl 2
100 mM NaCl 0.8448 g. de NaCl 3
125 mM NaCl 1.056 g de NaCl 4
150 mM NaCl 1.2672 g de NaCl 5
200 mM NaCl 1.6896 g de NaCl 6

Tabla 8. Concentraciones de NaCl por tratamiento y su equivalencia en gramos
hubo 10 frascos por tratamiento, contando cada frasco con 10 semillas para
germinar excepto en los tratamientos 3(12 frascos) .4(12 frascos) y 6(15 frascos).

ncentracion | | Tipode | Tratamiento
_deNaCl srminacion | |
25 mM NaCl 50% plantulas 1
vigorosas
50 mM NaCl 50% 7 dias plantulas 2
vigorosas
100 mM NaCl 90% 7 dias plantulas 3
vigorosas
125 mM NaCl 50% 5 dias plantulas 4
normaltes
150 mM NaCl 60% 5 dias plantulas 5
o debiles
200 mM NaCt 80% 5 dias plantulas 6
: _debiles I
Fzsultados de la germinacion de 5 diffves a6 diferentes

Tabla G
. et :v de NaCl
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EVALUACION DEL INCREMENTO CELULAR DEL CALLO

| — M/i —
o L

subcultivo @

cdlo biomasa 1
callo biomasa 2 120rpm
pH=8.5. \
250 mL
5C conteo T1.
? 71 dias.
conteo T2

Figura 2. Induccién de callo, subcultivos, agitacién a 120 rpm a 25°C durante 71
dias en medio liquido (250 mL) pH=8.5, evaluacién del crecimiento celular del
crecimiento celular en 2 conteos en camara de Neubauer con 7 dias de diferencia.

16



SELECCION DEL CALLO HALOTOLERANTE DE

Suaeda diffusa
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Figura 4. Seleccion del tejido halotolerante de S. diffusa.



'INDUCCION DE CALLO|

DE Suaeda diffusa |

'EVALUACION DEL CRECIMIENTO CELULAR | |MAXIMA HALOTOLERANCIA
DEL CALLO DE = DEL CALLO DE
Suaeda diffusa | ' Suaeda diffusa

i

!

OBTENCION DE TEJIDOS AVIRICOS DE
Suaeda d[ffusa

Figura 5. Vision global de las actividades llevadas a cabo en la especializacion.
adicionalmente junto con las actividades de méaxima halotolerancia de tejido
vegetalo se llevo a cabo un experimento sobre germinacion halotolerante.



RESULTADOS Y DISCUSION

INDUCCION DE CALLO

La induccion de callo se consiguid con las concentraciones siguientes de auxinas
y citocininas’ 1.81 uM (0.4 mg/L) de &cido 2 .4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 4.65
uM (1.0 mg/L) de cinetina en un 80% de los casos (tratamiento B5-4) en un tiempo
de 41 dias, y 46.5 uM (10.0 mg/L) de cinetinay 1.81uM (0.4 mg/L) de 2,4-D en un
30% de los casos (tratamiento B5-7) en un periodo de 63 dias, en ambos casos
utilizando un pH=8.5 el cual se ajustdé con NaOH 0.1 N (Tabla 7) (Figura 2) (Anexo
2).Se observé que los callos obtenidos fueron densos en ambos tratamientos,
esto es compuesto por un gran nimero de células meristematicas, es de observar
que en el tratamiento 10.0 mg/L de cinetina a pesar de que s6lo un 30% de
induccion de callo a un periodo de tiempo bastante largo (63 dias) son
“anormales” de acuerdo a los experimentos con Nicotiana tabacum clasicos de
induccidn de callo de Miller en 1961 y Skoog y colaboradores en 1968 y 1970, es
singular asimismo observar el largo periodo que en ambos tratamientos exitosos

se indujo el callo (Tabla 7).

CELULAS EN SUSPENSION

Todos los matraces B5-13, B5-14, B5-15 B5-16. de 125 mL. 16 en total fueron
contaminados por bacterias por no tener termostato el agitador donde se
encontraban a una agitacion de 120 rpm y no poderse controlar la temperatura a
25°C ademas de encontrarse relativamente expuestos: 1 matraz testigo. 3
matraces B5-10, 3 matraces B5-11 1 matraz B5-12 resultaron contaminados a
una temperatura constante de 25°C y una aciiacion de 120 rpm. el agitacdor donde
se encontraban tiene cubierts porlo que w0 ente se obtuvieron datos ae fos 4
crimeres tratamientos fes medidas de 0oL central fueron er 0 e

conteo los sigutentes: moaz del testoeos s moda BS 10=5000 voan He



11=1500, moda B5-12=250; media testigo= 333, media B5-10=500, media B5-
11=1500, media B5-12=250. Media total= 562.5, Moda total= 250, mediana total=
375, varianza total= 209330.3964, varianza total= 457 5263887, calculo de
varianzas= 81.33802466. Los resultados tanto de tiempo inicial como de tiempo
final se observan en la figura 5 observandose una mayor divisién celular en el

tratamiento B5-11.

o1 ] 382

n “(@mgl) | (8mgl)

(04m

Tabla 10. Tabla de resultados indicandose la induccion de callo positiva en
porcentaje, tiempo de induccion: 41 dias 80% y 63 dias 30%
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CULTIVO DE MERISTEMOS

Los resultados obtenidos a partir del experimento alterno fueron los siguientes: no
hubo reaccion de ningun tipo aunque se mantuvo la actividad biologica en los

explantes de meristemo.

SELECCION DE TEJIDO HALOTOLERANTE

El porcentaje de callo inducido halotolerante se muestra en la Tabla 7, el 80% de
los explantes control conservaron su verdor a los 63 dias de incubacion. otros
callos sembrados con anterioridad y no subcultivados sufrieron una oxidacion
bastante notoria. Conforme a los resultados obtenidos la induccion es de un 60%
en el control y 10% de induccion de callo a 100 mM de NaCl se intuye que en un
rango de 25 mM a 200 mM de NaCl a pH 85 en un medio MS (Murashige vy
Skoog, 1962) suplementado con sacarosa al 3.0% y agar 0.8% por los resultados
obtenidos no es inducida la division celular indiferenciada (callo) y por
consiguiente tampoco el crecimiento de los explantes foliares, conforme a lo
observado la halotolerancia no es propia del tejido foliar, de acuerdo a las
observaciones se propone la hipétesis de una probable oxidacion acelerada por la
salinidad se observé que a mayor concentracion de NaCl |la oxidacion es mas
rapida y con mas frecuencia observada la necrosis del tejido foliar: se induce de
estos resultados que este organoide no participa de manera activa en la
halotolerancia de S. diffusa como lo es en Atriplex spongiosa (salado) y Tamariz
pendantra (tamarisco) (Salisbury y Ross, 1996) (Figs 1a y 1b) es notorio que el
medio BS (Gamborg, 1968) utilizado en los trimestres anteriores induce mejor el

callo (tabla 7) dado lo anterior es posible intuir que la division celular es

favorecida por la existencia de compuestos nitrogenados propios del medio B5

(ver Anexo 1) asi come owur que en en la division celular ios complestos
sutfatados no son de vl chis relevancia. ya que estos compuestos se encuentran
onomayor concentraci - = medio MS {(Murashige v Shoog, 1960, 0

Otra conclusion - 4«0 de importancia es cus el tejido fciar o uasda

;



diffusa soporta la salinidad a un nivel de sobrevivencia, pero esta (la salinidad) no
es por los resultados obtenidos necesaria en la division celular en el tejido foliar
por lo que se sugiere la hipotesis de que la halotolerancia de S. diffusa sea
semejante a la de Suaeda fructicosa (Mahmood, 1996) y Suaeda maritima
(Thiyagarajah, 1996) ya que los datos obtenidos indican esto ademas de
pertenecer al mismo género (Rzedowski, 1979) pero con una halotolerancia
durante la germinacion como citan Mahmood et. al., 1996 en el citado articulo se
reporta una estimulacion a la germinacion de 48.7% sometido a una baja salinidad
(10 dSm™") utilizando entre otras especies el género Suaeda representado por la
especie S. fructicosa en este mismo articulo se menciona que en las hojas
pertenecientes a la familia Chenopodiaceae existe una alta acumulacion de Na“;
sin embargo Waisel en 1972 reporta que un mayor crecimiento no es
necesariamente asociado a una mayor halotolerancia pero Waisel se refiere a

todas las halofitas no a una familia en particutar.

SELECCION DE SEMILLAS

En el experimento alterno de germinacion los resultados obtenidos son los
siguientes: en el 50% de los frascos con 50 mM NaCl germinaron en su interior
plantulas vigorosas a los 7 dias. el 90% de los frascos con una concentracion de
100 mM NaCl germinaron plantulas vigorosas a los 7 dias. en el interior de 50%
de los frascos con una concentracion de 125 mM NaCl germinaron plantulas no
vigorosas pero tampoco débiles a los 5 dias. en el interior de 60% de los frascos
con 150 mM NaCl germinaron plantulas débiles a los 5 dias, en el interior de un
80% de los frascos con 200 mM NaCl germinaron plantulas débiles a los 5 dias.
(Fig. 4 )(Tabla 9) interpretando ios resultados se concluye que de una manera
similar a la reportada en S fructicosa (Mizrnood et 2l 1996) la germinacion de
S diffusa es promovica & une Daja sal o LOmenzanaoc 18 germinacios s les 5

cias siendo la mavor germinacion a (os oo de NaGt (Tabla 7 sienco 2sios



resultados también semejantes a otros resultados (Thiyagarajah, 1996) con
Suaeda maritima otras plantas de la familia Chenopodiaceae que siguieron
semejante patrén fueron: Kochia indica y Desmostachya bipinnata aunque en
ambas hubo una acumulacién de Na' en las hojas, asi como también Atriplex
crassifolia, Sporobulus arabicus, Polypogon monspeliens y Cynodion dactylon,
(Mahmood et. al, 1996) Por otro lado los porcentajes de germinacion fueron
semejantes a los reportados por Reza et. al., (1993) con mutantes de Arabidopsis

thaliana capaces de germinar bajo condiciones salinas.



CONCLUSIONES

e Las concentraciones Optimas de auxinas y citocininas para la induccion de
callo son: 0.4 mg/L de 2.4-D y 1.0 mg/L de cinetina en un 80% de los casos.

e El callo inducido bajo las condiciones anteriores es de naturaleza densa vy
compacta compuesto por células meristematicas.

e La mayor divisidon celular del callo se dio con las siguientes condiciones: 1.0
mg/L de BAP en medio liquido a 120 rpm, a una temperatura de 25°C.

e Por los resultados obtenidos se induce una halotolerancia en S. diffusa
semejante a la que reporta Mahmood para S. fructicosa esto es durante la
germinacién a una baja concentracidon de NaCl en el medio (10 dSm™)
observado por Pandey y Ganapathy (Pandey y Ganapathy, 1984) en Cicer
aretinum y los mutantes obtenidos por Reza et al, 1993 de Arabidopsis
thaliana capaces de germinar en condiciones salinas, se habla pues de una
estrategia halotolerante consistente en una rapida germinaciéon, halotolerancia
en la juventud del organismo principaimente.

e El tejido foliar de S diffusa no interviene en la halotolerancia natural de S.
diffusa y las plantas perrtenecientes a la familia Chenopodiaceae reportadas
hasta el presente.

e Existe una oxidacion acelerada por la salinidad en el tejido foliar de S diffusa
a mayor concentracion de NaCl mayor y mas rapida es la necrosis de tejido
por oxidacion.

» El medio B5 promueve con mayor eficiencia la division celular del tejido foliar
de S. difftusa que el medio MS, pero la sobrevivencia y senilidad son
notablemente mayores en tejido foliar de S. diffusa utilizando medio MS que en

el medio B5.

» La salinidad inhibe ‘= ¢ivision celular de S diffusa en el tejido foliar &< notorio
cmo la halotoler:w = de S diffusa no es otorgada por ‘@ o oen el
EnIsmo madair: e este mismo teunds soporta una bac vatiad @

erencia de lac oo o perienecientes e = tervna Chenopodin



e La halotolerancia propia de S diffusa es del mismo tipo a la del género Suaeda

anteriormente reportada en la germinacion principalmente.
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Fitorreguladores mayorrmente utilizados en medios Nutritivos.

Regulador M Concentracién Preparacién de Coemntarios
(uM) Solucién Stock
Auxinas
Acido p-cloroacético 186.6 0.1-10.0 Las auxinas son El AIA puede ser
(pCPA) usuaimente oxidado por las

disueitas en una células vegetales.
solucién de NaOH Rara vez se usa
como Unica auxina

en el medio
Acido  2,4-diclorofenoxi 221.0 0.1-10.0
acético (2,4-D)
Acido indol-3-acético 175.2 0.1-10.0
AlA)
cido indof-3-butirico 203.2 0.1-10.0
(AIB)
Acido-1-naftalenacético  186.2 0.1-10.0
(ANA)
Acido  B-naftoxiacético 202.2 0.1-10.0
(NOA)
Citocininas
6-Bencilaminopurina 2252 0.1-10.0 Las citocininas se
(BAP) disuelven
usualmente en una
solucién de NaOH 6
en EtOH acuoso
n-Isopentenilaminopurina 203.2 0.1-10.0
(2iP)
6-Furfurilaminopurina 2152 0.1-10.0
(Cinetina, K)
Zeatina (Zea) 219.2 0.1-10.0 LA ZEATINA ES
TERMOLABIL Y
POR LO TANTO
NO DEBE SER
AUTOCLAVEADA
Giberelinas
Acido giberélico (GAs) 346 4 0.1-5.0 Soluble en H,O GA3 ES
TERMOLABIL, NO
DEBE SER
AUTOCLAVEADA.
Raramente es
necesario para la
iniciacion 0

mantenimiento de
cultivos de callo 6

células en
suspension, En
ocasiones es

necesario para la
regeneracion de
plantulas

Modificado de Atkinson y Mavituna, 1991



Composicién de algunos Medios Nutritivos Para Cultivo de Tejidos Vegetales.

Constituyentes

Heller Nitsch White | Hildebrandt Murashige Gautheret | White Gamborg

(1953) and (1963) | et. al. and Skoog | (1942) (1943) et al

Nitsch (1962) (1962) (1968)
(1956)

Macronutrientes
KCl 750.0 1500.0 65.0 65.0 65.0
NaNO, 600.0 L
MgS0O,. 7H,O 2500 250.0 720.0 180.0 3700 125.0 360.0 |: 2500
NaH,PO,. H;O 125.0 250.0 16.5 33.0 16.5 &0&_
CaCl,. 2 H,0 750 ) 4&5 1500
KNO; 2000.0 80.0 80.0 .- 19000 125.0 80.0 25000
CaCl, 25.0
Na,S0, 200.0 800.0 88.0
(NHg,50, 1340
NH,No 16500
KH,PO, 1700 125.0
Ca(NO,). 4 HO 300.0 400.0 500,0 200.0
Micronutrientes
NiS0, . 0.0500 N
FeSO,. 7 HO 27.8100 0.0500 27, 3_}_@_'
MnSO,; H,O 10.0000
MnSO,. 4H,0O 0.0100 3.00001 7.0000 4.5000 22.3000 3.000
MnCl,. 4 H,O 4.5000
Kl 0.0100 0.7500 3.0000 0.8300 0.5000 0.7500 0.7500
NiCl,. 6H,O 0.0300
CoCl. 6 H;O 0.0250 0.0250
Ti(SO.)s 0.2000
ZnSQ,. 7 H,O 1.0000 0.5000 | 3.0000 6.0000 } 8.6000 0.1800 1.5000 j- - 20000
Zn.Na,EDTA
NaEDTA . 37.31@ .
CuS0,. 5 H,0 0.0300 0.0250 0.0250 0.0500 0.0130 0.0250
BeSO, 0.1000
H;BO, 1.0000 0.5000 1.500 0.3800 6.2000 0.0500 1.5000 3.0000
H,S0, 1.000
FeCls. 6 H, O 1.0000 2.5000
Na;Mo O,. 2H;0 0.0250 0:2500 0.2500
H-MoO, 0.0017
AlCly 0.0300
Fe(S0,)s 2.5000
Tartrato férrico 40.0000
Constituyentes
Orgéanicos
Sacarosa 20.0 34.00 20.00 20.00 30.00 30.00 20.00 20,00
Glicina 3.00 3.00 | =200 3.00 3.00 o
AlA - 30000 100.00 100.00
mio-inositol 0.18 O 10300 20
Cisteina 1.00 10.00
Vitamina Bl 1.00 0.10 0.10 210 0.10 0.10 -10.00
Vitamina B6 0.10 i D50 0.10 0.10 0.10
Ac. nicotinico 0.50 040 0.50 0.50
Ac. pantoténico 1.00
24-D 6.00 0.10
ANA
Cinetina 0.04-10.00 ] 010

Concentracién expresada en mg "', excepto la sacarosa la cual se expresaeng L™
Modificado de Atkinson y Mavituna, 1991



Afo

1892
1902
1904
1909
1922

1925
1929

1934

Historia de la Biotecnologia Vegetal (1a parte).
Descubrimiento

-Se establece la habilidad de las plantas para sintetizar sustancias
formadoras de 6rganos, que tienen una distribucién polar.

-Primer intento para cultivar tejidos vegetales .

-Primer intento para cultivar embriones de cruciferas.

-Fusién de protoplastos vegetales (infructuoso).

-Germinacioén asimbidtica in vitro de orquideas.

-Cultivo in vitro de apices radiculares.

-Cultivo de embriones aplicado a cruzas interespecificas de Linum.
-Cultivo de embriones de Linum para evitar incompatibilidad en el
cruzamiento

-Intentos fallidos para cultivar in vitro tejido cambial de algunos arboles y

arbustos (fallaron debido a la carencia de auxina, la cual ain no habia sido
descubierta).

1936
1939
1940
1941
1944

1945
1946

1948

1950
1952

1953
1954
19585
1956
1957

1958

Cultivo exitoso de raices de Lycopersicon sculentum.

-Cultivo exitoso de varias gimnospermas.

-Cultivos de callo de crecimiento continuo.

-Cultivo in vitro de tejido cambial de Ulmus para el estudio de formacién de
brotes adventicios.

-Uso de agua de coco para cultivar embriones de Datura.

-Cultivo in vitro de tejidos de la agalla de la corona.

-Cultivo in vitro de tabaco usado para el estudio de la formacién de apices
adventicios.

-Cultivo in vitro de apices del tallo de Asparagus.

-Primeras plantas de Lupinus y Trapaeolum obtenidas por el cultivo del
brote apical.

-Formacién de brotes y raices adventicias de Nicotiana tabacum
determinada por la relacion auxina/adenina.

-Regeneracion de 6rganos a partir de callos de Sequoia sempervirens.
-Dalias libres de virus obtenidas por el cultivo de meristemos.

-Primera aplicacion de microinjertos.

-Callos haploides de Ginko balboa.

-Monitoreo en cambios de cariologia y comportamiento cromosomico de
cultivos de endospermo de Zea mays.

-Primera planta cultivada a partir de una sola célulia.

-Descubrimiento de la cinetina.

-Crecimiento exitoso de células en suspension para la produccion de
metabolitos secundarios.

-Regulacion de de la formacion de 6rganos (raices y brotes) por el cambio
en la relacién citocinina/auxina.

-Regeneracion in vitro de embriones somaticos a partir de la nucela de
6vulos de Citrus.



ARo
1960

1962
1964

1965

1967
1969

1970

1971

1972

1973

1974

1975

1976

1977
1978
1979

Historia de la Biotecnologia Vegetal (2a parte).

Descubrimiento
-Exito en la fertilizacién in vitro de Papaver rhoeas.
-Degradacion enzimatica de paredes celulares para obtener grandes
cantidades de protoplastos.
-Propagacién vegetativa de orquideas por cultivo de meristemos.
-Filtracidn de suspensiones celulares y aislamiento de células individuales
por plaqueo.
-Desarrollo del medio Murashige y Skoog (MS).
-Plantas haploides de Datura producidas por granos de polen.
-Regeneracion de brotes y raices sobre callos de Populus tremuloides.
-Induccién de la floracién de cultivos in vitro de Nicotiana tabacum.
-Diferenciacién de plantas a partir de células aisladas en microcultivo.
-Induccion floral en Lunaria annua por vernalizacion in vitro.
-Analisis carioldgico de plantas regeneradas a partir del cultivo de callo de
Nicotiana tabacum.
-Seleccién de mutantes bioquimicos in vitro.
-Cultivo de embriones utilizado en la produccion de monploides de centeno
-Fusién de protoplastos.
-Regeneracion de plantas a partir de protoplastos.
-Hibridacion interespecifica a travéz de fusion de protoplastos entre dos
especies de Nicotiana.
-Rompimiento de la latencia por citocininas en explantes de capitulo de
Gerbera.
-Induccién de ramificacidn axilar por citocininas en brotes apicales aislados
de Gerbera.
-Plantas haploides de Petunia hybrida regeneradas a partir de protoplastos.
-Hibridos obtenidos por fusién de protoplastos haploides.
-Establecimiento del plasmido Ti como el agente inductor de tumores de
Agrobacterium tumefaciens.
-Seleccion positiva de cultivos de callo de Zea mays resistentes a
Helminthosporium maydis.
-Iniciacién de brotes a partir de apices criopreservados de
Dianthus caryophyllus.
-Hibridacion vegetal interespecifica por fusion de protoplastos entre
Petunia hybrida'y P. parodii.
-Se establece que la sintesis y degradacion de opinas es controlada por el
plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens.
-Integracién del DNA del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens.
-Hibridaciéon somatica entre Lycopersicon sculentum 'y Solanum tuberosum.
-Cocultivo para transformacién genética de protoplastos vegetales con
Agrobacterium tumefaciens.



Afo
1980

1981

1982
1983

1984
1985

Historia de la Biotecnologia Vegetal (3a parte).

Descubrimiento

-Inmobilizacién de células usadas para la biotransformacion de digitoxina en
dioxina.

-Se introduce el término “variacion somaclonal”.

-Aislamiento de células auxétrofas por tamizado a gran escala de colonias
celulares derivadas de protoplastos haploides de Nicotiana plumbaginifolia
tratados con mutagenos.

-Incorporacién de DNA en protoplastos 10 que conduce a transformacion
genética con DNA aislado.

-Hibridacién citoplasmica intergenérica entre Rhaphanus sativus y
Brassica napus.

-Transformacién de células vegetales con DNA plasmidico.

-Discos de hoja infectados y transformados con Agrobacterium tumefaciens
y la regeneracién subsecuente de plantas transformadas.

Modificado de Atkinson y Mavituna, 1991.

Comparacioén de la efectividad y Propiedades de los agentes esterilizantes

Agente Concentracion Facilidad para su | Tiempo de Efectividad
esterilizante usada eliminacién Esterilizacion
{min.)

Hipoclorito de Calcio | 9-10% +4++ 5-30 Muy bueno
Hipociorito de Sodio | 2% A Jrew , 350 " | Muy buenos
Perbxido de 10-12% ++++ 5-15 Bueno
| Hidrégeno

Agua brominada 1-2% +++ 2-10 Muy bueno
Nitrato de Plata 1% + 5-30 Bueno
Cloruro mercurico  10.1-1% + 2-10 Satisfactorio
Antibidticos 4-50mg I ++ 30-60 Muy bueno

Modificado de Atkinson y Mavituna, 1991.




Preparado por FEDERICO MINCHACA SANJUAN 30/09/97 Pégina 1

MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL células/50 mL
moda 1 19687
moda 2 19687
medial 12500
media2 12500
mediana 1 12500
mediana 2 12500
células/50 mL. 19687 19687
14000 ,

B células/50 mL 19687
19687

mediat media2 mediana mediana
1 2

células/50 mL

18000

16000

14000

12000

H células/50 mL
10000 {

moda 1 moda 2

Medidas de tendencia central Pagina 1



Preparado por FEDERICO MINCHACA SANJUAN 30/09/97 Pégina 2

MEDIDAS DE DISPERSION
Varianza 1 37591919
Varianza 2 7082908550

valores

Bvalores

2000000000

1000000000

Varianza 1 Varianza 2

—

MEDIDAS DE DISPERSION valores
recorrido? 6250000
recorrido 2 225000

valores

7000000

recorrido1 recorrido 2

Medidas de tendencia central Pégina 2



Preparado por FEDERICO MINCHACA SANJUAN 30/09/97

MEDIDAS DE DISPERSION valores
desviacién estandard 1 6131
desviacién estandard 2 84160

valores

desviacion
estandard
1

desviacién
estandard

Hvalores

valores

coeficiente
de
variacion 1

coeficiente
de
variacién 2

MEDIDAS DE DISPERSION

valores

coeficiente de variacién 1

coeficiente de variacion 2

Medidas de tendencia central

Péagina 3

Péagina 3



nexo 2




F.qura 5. Germinacion in vitro de semillas de S. diffusa en medio B5 sin
reguladores del crecimiento vegetal ajustado a pH de 8.5

Fictra 6 Evoante foliar de & ooiisa sembrado en o irataniento go-



Figura 7. Callo de S. diffusa inducido en el tratamiento B5-4

Figura 8 Calle de & diffusa ingucide =0 el fratamiento B85-4



