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RESUMEN 

Se  indujo  el callo de Suaeda diffusa en medio B5 y medio 
MS  con 3 concentraciones  de  ácido 2,4- diclorofenoxiacético 
(2,4-D) y 3 concentraciones  de  cinetina  en 9 combinaciones, 
siendo  exitosa la inducción  en  la  siguientes  combinaciones: 
1.81  pM de  2,4-D (0.4 mg/L),  ácido 2,4-diclorofenoxiacético 
4.65 pM  (1 .O mg/L)  de  cinetina  (80%  de  éxito  a los 41  días) y 
1.81 pM (0.4 mg/L)  de  2,4-D  con 46.5 pM  (10.0 mg/L)  de 
cinetina (30% de  éxito  a los 63 días),  se  cuantificó  la  división 
celular en medio  líquido  con  6-bencilaminopurina  (BAP) y 
ácido  naftalenacético  (ANA) en 8  concentraciones,  asimismo 
se  seleccionó el callo  mas  halotolerante  en  medio MS con 9 
concentraciones  diferentes  de  NaCI:  25 mM  NaCI, 50 mM 
NaCI, 100 mM  NaCI,  125  mM  NaCI, 150 mM  NaCI, 200 mM 
NaCI,  siendo  la  concentración  mas  exitosa 100 mM  NaCl 
(1 0% de  inducción  de  callo)  aunque  el  explante no prospera 
en las  demás  concentraciones:  sobrevive en medio  MS 
añadiendo  0.4  mg/L  de 2,4-D con 1.0 mg/L  de  cinetina,  la 
misma  concentración  fue  la  mas  exitosa, la germinación  de 
las  plántulas fue además  a  25  mM y 50 mM NaCl  a los 7 días 
suplementado con sacarosa al 3.0%, comparándose los 
resultados  con  otros  vegetales  de  la  familia  Chenopodiaceae 
y otras  halófitas. 
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Actualmente  se  pierden  miles  de  hectáreas  potencialmente  utilizables  en  la 

agricultura  por  la  salinidad  (Salisbury y Ross, 1996), ejemplos Claros 10s tenemos 

en  el  Valle de  Texcoco, Chalco, Chimalhuacán!  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 Atrlplex spongiosa (fig. l a ) ,  Tamarisco pendrata 

(fig. l b )  y Suaeda diffusa entre  otras de la  familia  Chenopodiaceae 

principalmente. 

S. diffusa es  una planta  herbácea  anual  perenne,  perteneciente  a  la  familia 

Chenopodiaceae,  erguida ó postrada,  glabra o casi  glabra  de 20 cm  a  1 m de  alto, 

ramas ascendentes ó divergentes, flexuosa: hojas  lineares  cilíndricas ó a  veces 

algo  aplanadas  de  7  a 2.5 cm de  largo  mientras que  las  inflorescencias  son 

reducidas. El tamaño  de  la  semilla  es de alrededor  de 1 mm y color  negro ó rojo 

intenso S. diflusa es  una  planta nativa  de  Ecatepec,  Texcoco,  Chimalhuacán, 

Xochimilco y Chalco  (Rzedowski,  1979). 

IMPORTANCIA DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL 

La  importancia  de  cultivar  plantas  en un medio no influenciado  por  algún  material 

de soporte  sólido ó supuestamente inerte  fue primero  comprobar  la  acción  de  las 

fitorreguladores  que anteriormente  se conocían por bionesayo. los fisiólogos 

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  básico 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). más recrentemente los cultlvos 

de tejldos  vegetales  han sldo de caulla¡ lmportancla en la obtencióri de 



a 

Fig. 1. a) Superficie  foliar  de Atriplex spongiosa mostrando  las  vegijillas llenas de 
solución de NaCI.  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 ingeniería  genética  entre  otros  (Salisbury y 

Ross, 1996:  Thiyagarajah,  1996; Q.V. Le,  1996:  Bonherth. et. al ~ 1996;  luchi. et. 

a/. , 1996.). 

La  capacidad  de los callos  de  regenerar  plantas  completas  representa  una 

herramienta  para  seleccionar  plantas  con  resistencia  a  la  sequía, estrés salino. 

patógenos y determinados  herbicidas. o con  características  útiles  (Salisbury y 

Ross, 1996). 

APLICACIONES POTENCIALES: 

1 . -  Herramienta de  selección de  plantas  con  resistencia  a  la  sequía. 

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

3.- Obtención  de  algún  metabolito  secundario. 

4.- Fusión  de  protoplastos 

5.- Micropopagación. 

6.- Estudios a  nivel  bioquímico. 

7 . -  Inducción  de  tolerancia  a  la  salinidad  en  especies  de  mayor  importancia 

comercial, por electroporación  en  cereales ó utilizando Agrobacterurn 

turnefaciens u  otras  técnicas  de  ingeniería  genética  (enzimas  de  restrlcclón. 

plásmidos, microinyección.  biobalística). 

8.- Recuperación  de  suelos  salinos  por S diffusa. 

9.- Herramienta  de  estudio de morfogénesis  y  organogénesis 

Las utilizaciones  posteriores por las cuales se elabora  el  presente  trabajo  son los 

puntos 1.2.5.6 7 y 8 .  



puede  contribuir  a  la  recuperación  de  suelos  salinos  por  su  alta  absorción de 

sales (Richard,  1979; Foth. 1992).  Se  entiende  por  suelos  salinos  a  un  suelo  no 

sódico 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- 

sódico es  aquel  que  contiene  una  combinación  de  sales  solubles y una  cantidad 

de  sodio  intercambiable  suficiente  para  interferir  en  el  desarrollo  de la  mayoría  de 

las plantas  cultivadas.  La  conductividad  eléctrica y la relación  de  sodio  del 

extracto de  saturación  son,  respectivamente >2 milimoles  por  cm  a 25°C y de  >15. 

El  pH  de  ordinario  es  de 8.5 ó 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  soclal  de la UAM- 

Xochimilco  (Cuevas  Mendoza et. al., 1995) y un  par de  trabajos  sobre  el  género 

(Mahmood ef. al., 1996  y  Thiyagarajah et al . 1996),  sin  embargo la  literatura 

encontrada  sobre  halotolerancia  tiene los principales  representantes  en Suaeda 

fructlcosa (Mahmood et. al..  1996), Suaeda maritima (Thiyagarajah et al. ,  1996). 

Ar-abidopsis fhaliana (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 (Azazelth.  1991,  Cramer.  1992.  Maiti,  1996: 

Zldan et. al . 1992;  Nordquist et. al.. 1992). Lycopersicon esculentum GC-793 

(Guerrier.  1996). fisurn sativum (Olmos y Hellin.  1996:  Olmos  y  Hellin.  1996). 

Sorghum  bicolor (Weimburg et a i ,  1988  Reddy et al. 1996:  Maitl et a i .  1996 

Grieve et.  al. 1988: Bacci et a l .  1996  Colmer , 1996). Medicago sativa L 

íEdwards.  1996:  Felle 1996. Safarejad et J 1996). citando los articulas mas 

!i-\i'n!tantes y recler?te> 

v' :8;:al-nlente cor1oc;:lr: ' " 'P  rcj!:!F3rl'i: :, ' < ~ :  i-:~ u n  vegetal 91:' ' i:' . -  ,. 1'5 i :r;1e 
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como alimento de  abstinencia en la vigilia y Navidad,  se abre la posibilidad  de 

transferir la halotolerancia de S. difusa en plantas de  mayor Interés comercial.  las 

publlcaclones  sobre el género Suaeda son muy escasas encontrándose 

únicamente 3 de ellas (Mahmood et. a/., 1996; Thiyagarajah et. a/. , 1996 y Cuevas 

Mendoza, et al. 1995). 

Se  han perdido millones de  hectáreas  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  creación  de plantas  tolerantes  a 

salinidad del suelo lo que permitirá ampliar las  superficies  cultivables  del  país  en 

varios  millones  de  hectáreas (Vázquez y Batis, 1996; Richard, 1977) de acuerdo 

con  Nabors N . W .  et. a/.(1985), la tolerancia  a  salinidad  está asociada a  la 

tolerancia  a  sequía y viceversa en las  siguientes plantas:  arroz, trigo y avena, y 

las  plantas  obtenidas por selección  con  NaCl  en  células cultivadas son también 

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

HISTORIA DE LA BIOTECNOLOGIA  VEGETAL 

E n  los últimos quince  años 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 

explotaclon  comercial  en  áreas tan diversas  como la agricultura, la industria 

farmaceutlca,  la horticultura, la silvicultura. 

A contlnuacrón  se  dá un panorama histórico grueso  de la Biotecnología  Vegetal 

(Schaumader y Doebel. 1990). 



Panorama Histórico General de la Biotecnología  Vegetal (Tabla I). 

Especie 

Tradescantia sp 

Zea maize 

Lycopersicon  esculentum 

Daucus,  Picea,  Phaseolus vulgaris 

Daucus 

Lycopersicon  esculentum 

Cymbidium 

Nicotiana y Datura 

Nicotiana 

Nicotiana 

Solanum tuberos~lm y Lycoperslcor 
esc~~lentum 

~ 

RESULTADO 

Primeros  experimentos  de  cultivo  con 
aislamiento  células  de  plantas.  1902 
Cultiivo de raíz in  vitro obtenida  de 
cultivos  permanentes,  1922. 
Primeros  cultivos  permanentes  de 
raíces,  1934. 
Primeros  cultivos  en  suspensión  de 
células  simples 6, agregados  celulares. 
1954. 
Cultivo  de  cuerpos  embrionarios  en 
tejidos, 1958. 
Obtención  de  células  donadas  en 
cultivos  de  agar,  1960. 
Método  para obtener un  gran  número 
de protoplastos  de  tejidos  de  plantas, 
1960. 
Primeros  cultivos  en  masa  de  células 
de plantas  en  suspenstón.  1959 y 
1960. 
Multtplicación  clonal  de  plantas  para 
horticultura  en  cultivo  de  tejidos,  1963 
Producción in  vdro de  plantas 
haploides  de  polen  inmaduro  en  cultivo 
de anteras.  1967. ~" 

Alslamiento  de  mutantes  auxotróflcas 
de cultivo  de  células.  1971 
Prlmer  cuerpo  híbrtdo  interespecíftco 
de plantas  fusionando  protoplastos 
Primer  cuerpo  híbrido  interespecíficc 
de plantas  fusionando  protoplastos 
1972 

~~ 

Prlmer  cuerpo somátlco híbrido I 

intergenético de  plantas por fusión de I 

protoplastos. . . .. 1978 ~ ~~ ~~ ~ ~ . 

I 



HIP~TESIS  

La  hipótesis  manejada  es  que  no  es  conocido  el  organoide  que  otorga  tolerancla 

a  salinidad  por lo cual se induce  tejido indiferenciado  (callo),  del  cual  se evaluará 

su  crecimiento  por  conteo  en  cámara  de  Neubauer y será  expuesto  a  diferentes 

concentraciones  salinas  para  seleccionar  el  tejido  que  presente mayor 

halotolerancia. 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Obtención  y  mantenimiento de callo  a  partir  de  un  explante  de Suaeda diffusa, 

identificación  del  tratamiento  óptimo  para su crecimiento,  obteniendo  el  callo  con 

mayor halotolerancia. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

Inducción  de  callo  proveniente  de  explantes  foliares de S. diffusa por  medio  de 

la auxlna  y  citocinina ácido 2.4-diclorofenoxiacético (2:4-D) y  cinetina  en 9 

diferentes  concentraciones.  (altas  concentraciones  de  auxinas y bajas  de 

citoclnlnas.  bajas  concentraclones  de  auxinas y altas de  citocininas.  medias 

concentraclones  de ambos fltorreguladores ver tabla 1 ) 

Germinación  de  semillas de S. difusa sin  fitorreguladores. 

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  medlo líquldo B5 utilizando  matraces en 

agltación  a 120 rpm con  temperatura  constante de 25". 

Evaluar el  crecimiento celular S I  el ca!io ;3un-:er-l:a notablemente su i--Itomasa 

w~~J;iln-tt3.nte 6 S I  esre 1 6 - 1  c;recirnler;\cd ' ~ . ' , . ~ h : ~ ~ ~  I 'IC: es notorio t s ; : ~ ~ t ~ ~  ',,', 
8 .  

, .. .. 1 

,-l~[;!i ~~ 1 i:-; ('>el l l l e ~ l i ~  !:;:!.! .' ;T;1,7;3Cjí'> 1 ' ' ' < . ,  00s c,onteos ,: f .  ' . 
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diferencia  el incremento  celular. 

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

O 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 aretinurn cv.  BG-203  (Tabla 5) con  el  fin  de 

seleccionar los callos  de  mayor  halotolerancia  de S. diffusa así como un  rango 

de  obtención  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. a/. 1996; Zidan,  1992;  Pedersen.  1996)  pudiéndose 

manejar los resultados  obtenidos  para  experimentos  y  beneficios  posteriores. 

Obtener  la máxima halotolerancia  del  callo  de S. diffusa utilizando  las 

concentraciones  de  NaCl  para  el aislamiento de  callo  halotolerante  de Cicer 

aretinurn (Pandey  y  Ganapathy,  1984)  utilizando  tejido  foliar 

Obtener  datos  sobre  la  halotolerancia  de S. diffusa en germinación  comparada 

con  otra  especie  del  mismo  género: S. fructicosa (Mahrnood et. a l ,  1996) 

Adición  de los resultados  de  germinación de S.diffusa con respecto  a  otras 

especies  del mismo género,  especie S. frucficosa (Mahmood et al.. 1996) y S. 
n7an'tma (Thiyagaralah et. a/. , 1996). 

0 Un  experimento  alterno  fuera  del  objetivo  principal  se  llevará  cabo  con  cultivo 

de  merlstemos de S. diffusa con el fin de obtener callo  dado  que el callo  es 

propio de teiidos jóvenes, en medio sólido (agar O 8%) sin reguladores  del 

crecimiento  vegetal  en  4  tratamientos  con y sin  sacarosa a un  pH  de 8.5 el 

cual  se  ajustará  con NaOH  al  0.1  N 



METODOLOGíA 

Material Biológico 

En el  primer  experimento  se  utilizó  como  explante  tejido  foliar  de S diffusa 

procedente  de  la  zona  chinampera  de  Xochimilco, asimismo se utilizó  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 utilizó  para su transporte  al laboratorio una 

solución  antioxidante  compuesta  por  100  mglL  de  ácido  cítrico y 1 O0 mglL  de 

ácido  ascórbico y/o refrigerando el  tejido vegetal en caso  de  provenir de  algún 

centro  comercial. 

Medios de Cultivo 

Como  slguiente  paso  se  sembraron 20 frascos  con tejido  foliar por tratamiento en 

condiciones  estériles  incubándose 10 en  iluminación y 10 en  obscuridad. se 

utilizó  para  su  lavado  detergente  al  chorro  de  agua  durante 5 min y para su 

desinfección  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 

utilizó la misma  metodología  en los tratamientos  comparativos  variando el pH Se 

sembraron plántulas  en  un tratamiento  testigo sin citocininas  ni  auxinas  Para la 

elaboración  del  medio  se  empleó  medio B5 (Gamborg.  1968)  suplementado con 

sacarosa  al 3.0%, con  diferentes  concentraciones de la  citocinina  cinetlna y la 

auxina  ácido 2.4-diclorofenox~acético (2.443) (tabla 2), el pH se ajustó con NaOH 

al O 1 N a 8.5 dado  que S dffusa es  una  planta  halbfita  (Fig 2). 



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  inducción de  callo  se  hará  como  sugirieron  Bidwell  en  1987 y Skoog  y 

Leonard,  1970;  Skoog y Armstrong, 1968:  Miller!  1961:  con  auxinas y citocininas 

probándose  una  amplia gama de  concentraciones  de  auxinas y citocininas  (Anexo 

1 )  en caso de  encontrarse  inducción  de  callo  en  concentraciones  diferentes  a  las 

reportadas:  bajos  niveles  de  auxlnas y bajos  niveles  de  cltocininas  en  mg/L 

inducen  callo en Nicotiana tabacum y también altos nlveles  de  auxinas y un 

amplio espectro  de  concentraciones  de  cltoclninas  en mglL inducen  callo  en 

Nicofiana tabacum, aunque  con  bajas  concentraciones  de  citocinlnas se ha 

observado un  callo  "aguado"  compuesto  por  grandes  células  que  han  crecido  en 

expansión slendo  a mayores concentraclones  de  citoclninas  el  callo  denso y 

compuesto por  un  gran  número  de  células  meristemáticas  (Skoog y Leonard. 

1968;  Skoog y Armstrong,  1970;  Miller.  1961.  Bidwell,  1987). la citocinlna  utilizada 

es la clnetina y la  auxina 2.4-D en este  caso  particular: es posible visualizar las 

actlvldades llevadas  a cabo  durante la especiallzaclón (Fig 4) 

Se subcultlvaron los callos  obtenldcs siguiendo la metodología  anterlor  sin  agar 

subcultrvándolos en 100 mL contenidos e:-! 'matraces de 250 mL camblando los 

fltorreguladores por r,-benciIamIno;l;Jr1r-.ie 15~4F 1 y ácldc! r;aftalenacetlr,ri Íb\R/, 

, -1- :: L, 2'; 1 , b , r ~ ~ ~ , y c :  1 )cc!l ? /  f;:. o:;tF~;, :: .;, , !._ :-;vasa. I;: ;; \JF)Z obtenlci;, ,-;::,. 

~ : ~ r . : ~ l t l , ~ ~ ~ ( ~ ; t - ,  t ~ 2 i l  1fic Cjc) rneijlr, : I i ; : . j r q ! * , Q r Q  - 7 (.-GB\ (cs[T>pFt ' . '  f ' , 
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N  siendo 4 matraces  por  tratamiento; los primeros  tres  tratamientos y el  testigo 

(Tabla 3) y los restantes  tratamientos en matraces  de  125  mL,  incubándose  a  una 

agitación  de 120 rpm.  a  una  temperatura  de 25OC. el  testigo y los primeros  tres 

tratamientos y el  testigo.  (Fig.  1)  después  de 71 días de  incubaclón se contó  el 

incremento  celular  tomando  una  alícuota  contando  el  número  de  células  en  una 

cámara de  Neubauer  haciéndose el conteo  en  condiciones  estériles  con  un 

microscopio  óptico  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 días se tomó como  la  evaluación  celular  (Fig. 2). 

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

CULTIVO DE MESRISTEMOS 

Aslmlsmo se llevó a cabo  un  experimento  alterno  con  el  cultivo  de  meristemos  con 

el  fin  de  obtener  callo y familiarisarze  con  la  técnica  (Zhang ef al.. 1996) este  se 

llevó  a  partir  de  plántulas  sembradas in vitro en  medio MS (Murashige y Skoog. 

1962)  a  un  pH= 8.5 ajustándose  con  NaOH al O 1 N suplementándolo  con 

sacarosa  al 3.0% y agar al 0.8% sin  fitorreguladores.  sembrándose  en  una 

campana  de flujo  lamlnar en condiciones estérlles. posterlormente 

subcultivándose los merlstemos  a  las  concentraciones  que  muestra  la  tabla 3. 

estos cultivos  de  merlstemos  se  realizaron  en la campana de  flujo  lamlnar 

utilrzando un bisturí para el corte  de los nlerlstemos bajo un  mlcroscopio 

eslereoscóplco, elaborando los diferentes  tratamientos con medio MS (Murashige 

,, :; 1, (3 (2 (1 < 14. ',,' . j '4 suplementiindose CCI-: sr,?. ?~r?sa 21 3 C'? ' - L . : ; :  ' ? i  :ratamento 

, , . .  . <,<. i, A I . - . - ,  , : r ; ! c - 2 : - : ~  .:;lt:ls O )  a pH rje 8 ? !  c .c<  :3:!Jsth c ,  I \  

~ , , ;  i , ', 1 : N s I ~ I ~ , ( . ~ c I  

, . -  b : , c . : , \ ; , -  I : '  ; (  ~ : ~ ' l ~ ~ r , q c ~  agar 2; (:) G'!,(, ;3 ;;',}i~~ '.a?~ 7 5 j r ; j ~ . (  I b~ . ' 7 ;  <:;arn;erlto 



Tabla 4. Combinaciones  de  medio MS y Sacarosa a pH 8 5 

Se  utilizó  el  tratamiento B5-4 (Tabla 1 ) como  control  usándose  a  diferentes 

concentraciones  de  NaCl  en 6 tratamientos  salinos(Tab1a 5 y 6 ) con 10 frascos 

por  tratamiento y control  utilizando medio  MS (Murashige y Skoog, 1962) pero  con 

la  misma  metodología  usada  el  primer  trimestre, los explantes  fueron  obtenldos  en 

un  centro  comercial y en  invernadero. Se prepararon IO  frascos  por  concentractón 

salina  (tabla 5) tanto  para  la  siembra  de  explantes  como  para  la  germinaclón 

(Tabla 6), los cuales  fueron  esterilizados  en  autoclave,  durante 15 min  a  una 

presión  de 15 psi y a  una  temperatura  de 121"C, la  incubación se llevó  a  cabo  con 

un  fotoperíodo  de 18 h  luz y 6 h de  oscuridad  siendo  la  radiación 27 pmol  m-' s. ' 
(Fig. 3). 

En  un  experimento  alterno  el cual  persigue  también los objetivos  del trimestre se 

hicieron  germinar 10 semlllas  por  frasco  utilizando 10 frascos  por tratanilento 

salino  usado  por  Pandey y Ganapathy  en Cicer aretinurn sin fitorreguladores 

(Pandey y Ganapayhy. 1984) (tabla 6) utilizando  medio MS (Murashige y Skoog 

1962) con  la  metodología  utilizada  en  el  primer  trimestre  anterlor.  excepto  que no 

hubo  adición  de  NaOH  antes de la  gelificación  del  medio  por lo que  el  valor pH no 

fue  ajustado a 8.5 en los frascos  en  germlnación 



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



Control 60 % 
1 O0 mM  NaCl  1 O O/O 

O O 
O O 

r~ O O O 

Tabla 7. Porcentaje  de callo inducido,  se  puede  observar  que  únlcamente  en los 
frascos  control (60%)~ con  una concentración  de  1 O0 mM  NaCl  (1 0%) es  inducido 
el callo  a  partir  de  explantes  foliares. 

M de NaCf , , , ,  Tratamiento 1 ,  Peso engramos de NaCl 
25  mM  NaCl 

3 0.8448 a. de  NaCl 100 mM  NaCl 
2 0.224 g de  NaCl 50 mM  NaCl 
1 0.1  12 g de  NaCl 

125  mM  NaCl 

6 1.6896 g de  NaCl 200  mM  NaCl 
5 1.2672 g de  NaCl 150  mM  NaCl 
4 1.056 g de  NaCl 

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

I 25 mM NaCl I 50% 

I 50 mM  NaCl I 50% 

I 100 mM  NaCl 1 90% 
I 

1 125  mM  NaCl 1 50 Oh 

150 mM NaCl ' 60% 

8 O o/o 

~ 

~ i 1-2;o- n?" Na-C-[L " 

I 

! 
~ .. ~ ~ 

t 
.. i 

7 días 1 plántulas ! 

vigorosas 
7 días  plántulas 

I viaorosas I i 
5 días  plántulas 

normales 
5 días plántulas ¡ déblles 

5 
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Figura 2. Inducción del callo  de Suaeda diffusa 



n 

120 r.p.m 

oonteo TI. 
71 días. 

Figura 2. Inducción  de callo, subcultivos,  agitación  a 120 rpm  a 25'C durante 71 
días  en  medio  líquido (250 mL) pH=8.5, evaluación  del  crecimiento  celular  del 
crecimiento  celular  en 2 conteos  en  cámara  de  Neubauer  con 7 días  de  diferencia. 
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Figura 4. Selecclón del tejido halotolerante de S. dlffusa 
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Figura 5. Visión  global  de  las  actividades  llevadas a cabo  en la especialización. 
adicionalmente  junto  con  las  actividades de máxima  halotolerancia  de  tejido 
vegetalo se llevó  a  cabo  un  experimento  sobre  germinación  halotolerante. 



RESULTADOS Y DISCUSIóN 

INDUCCIóN DE C A L L O  

La inducción  de  callo se consiguió  con  las  concentraciones  siguientes  de auxinas 

y citocininas. 1.81 pM (0.4 mg/L)  de ácido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 4.65 

pM ( 1  .O mg/L) de cinetina en un 80% de los casos (tratamiento B5-4)  en  un tiempo 

de 41 días, y 46.5  pM (10.0 mg/L)  de  cinetina y 1.81 pM (0.4 mg/L) de  2,4-D en  un 

30% de los casos (tratamiento B5-7) en un período  de  63  dias,  en  ambos  casos 

utilizando un pH=8.5 el  cual se ajustó con NaOH 0.1  N (Tabla 7 )  (Figura 2)  (Anexo 

2).Se observó  que los callos  obtenidos  fueron densos  en  ambos tratamientos, 

esto es compuesto  por  un  gran  número  de  células  meristemáticas, es  de observar 

que  en el tratamiento 10.0 mg/L de cinetina  a pesar  de que sólo un  30%  de 

inducción  de callo a  un  período  de  tiempo  bastante largo (63  días)  son 

"anormales" de acuerdo a los experimentos con Nicotiana tabacurn clásicos de 

inducción de callo  de Miller en 1961 y Skoog y colaboradores  en  1968 y 1970.  es 

singular  asimismo  observar el largo período  que  en  ambos tratamientos exitosos 

se indujo  el callo (Tabla 7) .  

CÉLULAS EN SUSPENSI~N 



11  =1500.  moda  B5-12=250;  media  testigo=  333,  media  B5-10=500,  media  B5- 

11 = I  500, media  B5-12=250.  Media  total=  562.5.  Moda  total=  250, mediana  total= 

375,  varlanza  total=  209330.3964,  varianza  total=  457.5263887.  cálculo  de 

varianzas= 81.33802466. Los resultados  tanto  de  tiempo  Inicial  como  de  tiempo 

final se observan  en  la  figura 5 observándose  una  mayor  división  celular  en  el 

tratamiento B5-11 

Tabla I O .  Tabla  de resultados  indicándose  la  inducción  de  callo  positiva  en 
porcentaje.  tiempo  de  inducción:  41  días  80%  y  63  días 30% 

Test. Test. Test B5-1 O B5-11 
Tratamientos 

B5-12 85-12  B5-12 



CULTIVO  DE  MERISTEMOS 

Los resultados  obtenidos  a  partir  del  experimento  alterno  fueron los siguientes: no 

hubo  reacción de  ningún  tipo  aunque se mantuvo la actividad  biológica  en los 

explantes  de  meristemo. 

SELECCIóN 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 días  de  incubación. otros 

callos  sembrados  con  anterioridad y no  subcultivados  sufrieron  una  oxidación 

bastante  notoria.  Conforme  a los resultados  obtenidos  la  inducción  es  de un 60% 

en  el  control y 10% de inducción de  callo  a 100 mM de  NaCl  se  intuye  que  en un 

rango  de 25 mM a 200 mM  de  NaCl a pH 8.5 en  un  medio MS (Murashige y 

Skoog, 1962) suplementado  con  sacarosa  al 3.0% y agar 0.8% por los resultados 

obtenidos  no  es  induclda  la  división  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 hipótesis  de  una  probable  oxidación  acelerada por la 

salmidad se observó  que a mayor  concentración  de  NaCl  la  oxidación  es mas 

rápida y con  mas  frecuencla  observada  la  necrosis  del  tejido  foliar. se Induce de 

estos  resultados  que este organoide  no  participa  de  manera  actlva  en la 

halotolerancia  de S. diffusa como lo es  en Afriplex spongiosa (salado) y Tamariz 

pendanfra (tamarisco)  (Sallsbury y Ross. 1996)  (Figs  1  a y 1 b) es notorio  que  el 

medio B 5  (Gamborg, 1968) utilizado  en los trimestres  anteriores  induce  mejor el 

callo (tabla 7) dado lo anterror es posible  intuir  que  la  divrsión  celular  es 

favorecida por la existencia de  compuestos  nitrogenados  propios  del  medio B5 

(ver Anexo 1) así ccI?l( 1-1;olr que  en en la dlvisión  celular /os cc;r):;- ijc:Stos 

sslfb1ados no son de ;,I ;c: <,i-,,-: relevancia ya que estc;s compuestos se e l ~ c ~ ~ ; ~ : r ' l í ; z t ~  

I I E ~ ~ ~ ~ I  c,oncentracr,- , - I  r?ledlo M S  (rSlLlrashlge y SAocq lob.-: + . I  

; (,);I;? concluslór! - , - , .  ' cje Irnportancls; FS ; , . J C ~  e¡  :ejido f c I  ' 1 ,  . :+L7:T,ic 

. ,  ,', I 



diffusa soporta  la  salinidad  a  un  nivel  de sobrevivencia, pero  esta (la salinidad)  no 

es por los resultados  obtenidos  necesaria  en  la división  celular en el tejido foliar 

por lo que se sugiere la hipótesis  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  además de 

pertenecer al mismo género  (Rzedowski,  1979)  pero  con  una halotolerancia 

durante la  germinación  como citan Mahmood et. al., 1996 en el citado artículo se 

reporta una estimulación  a  la  germinación de  48.7% sometido  a una baja salinidad 

( I O  dSm") utilizando entre otras especies el género Suaeda representado por la 

especie S .  fructicosa en este  mismo artículo se  menciona  que  en  las hojas 

pertenecientes  a la familia Chenopodiaceae existe una alta acumulación  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  halófitas  no  a una familia en particular. 

SELECCIóN DE SEMILLAS 

E n  el experimento alterno de  germinación los resultados  obtenidos  son los 

siguientes:  en el 50% de los frascos  con 50 mM  NaCl germinaron en  su interior 

plántulas vigorosas  a los 7 días, el 90% de  los frascos  con  una  concentración de 

100 mM NaCl germinaron  plántulas  vigorosas  a los 7 días, en el  interior de 50% 

de los frascos  con  una  concentración de 125 mM NaCl germinaron  plántulas no 

vlgorosas  pero  tampoco  débiles  a los 5 días. en el Interior de 60% de los frascos 

con 150 mM NaCl germinaron  plántulas  débiles  a  los 5 días, en el Interior de un 

80% de los frascos  con 200 mM NaCl  germnaron plántulas  débiles  a los S dias. 

(Fig 4 j(Tabla 9) Interpretando los resLl!:xios se  concluye que de una  manera 

similar- a la reportada en S ~ P I C I ~ C O S ~  1 ! \~ ' i :7 :~ ,~~c~od et 2/ 1996) la gerniln,?r~17r (le 

S d/ff:/s:-+ es p r ( ~ l ~ l ~ ! ~ ~ , / ~ ~ ~ ; ~  ;< i!;1z ;-t;:jz :<>,I , :  . : > : ~ - ~ t ~ r : s ~ ~ ~ - ; ( ~ ~ ?  13 < ~ ~ ~ r l ~ ~ ! l > ~ ~ , ; ~ '  , ' 5 :i 
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resultados  también semejantes a otros resultados (Thiyagarajah.  1996)  con 

Suaeda maritima otras plantas  de  la familia Chenopodiaceae  que siguieron 

semejante  patrón  fueron: Kochia indica y Desmostachya blpinnafa aunque en 

ambas  hubo  una  acumulación de Na'  en  las  hojas,  así  como también Atriplex 

crassifolia,  Sporobulus  arabicus, Polypogon monspeliens y Cynodion dactylon, 

(Mahmood et. al., 1996) .Por otro lado los porcentajes de germinación fueron 

semejantes  a los reportados por Reza et. al., ( 1  993)  con mutantes de Arabidopsis 

thaliana capaces  de germinar bajo condiciones  salinas. 



CONCLUSIONES 

Las  concentraciones óptimas de auxinas y citocininas  para la inducclón  de 

callo son:  0.4 mg/L de 2.4-D y 1 .O mglL  de cinetina en  un 80% de los casos 

El callo  inducido bajo las  condiciones anteriores es  de naturaleza densa y 

compacta  compuesto por células meristemáticas. 

La mayor  división  celular  del  callo se dio con  las siguientes condiciones: 1 .O 
mglL de  BAP  en medio  líquido  a  120  rpm,  a  una temperatura de 25OC. 

Por los resultados  obtenidos se induce una halotolerancia  en S. diffusa 

semejante  a la que  reporta Mahmood  para S. fructicosa esto es durante la 

germinación  a  una baja  concentración  de NaCl  en el medio ( I O  dSm") 

observado por Pandey y Ganapathy  (Pandey y Ganapathy,  1984)  en Cicer 

arefinurn y los mutantes obtenidos  por Reza et. al., 1993  de Arabidopsis 

fhaliana capaces de germinar en  condiciones  salinas,  se  habla  pues  de  una 

estrategia  halotolerante  consistente  en una rápida  germinación,  halotolerancia 

en la juventud del  organismo  principalmente. 

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. 

Existe  una oxidación acelerada por la salinidad  en el tejido foliar de S dlffusa 

a  mayor  concentraclón  de NaCl mayor y mas  rápida es la necrosis de tejido 

por oxidación. 

El medio B5 promueve con mayor  eficiencia la división  celular del tejido foliar 

de S. diffusa que el medio MS, pero la sobrevivencia y senilidad son 

notablemente  mayores  en tejido foliar de S. diffusa utilizando medlo MS que  en 

el medio B5 

I. a sallnidad lnhlbe 'I ::lvlsión celular de S dlffusa en el  tejido fo!la, es rnotor1o 

l c r ? ~  la halotciel-. ' -- d e  S diffusa n t ?  ctcrgada por ';: ' I?!.! e I 

;;<i:lsrno mad;.,  , ; e  este mismo ?e!!(: ; s o ~ c - ~ r i n  una t.z I .  ;: 3:; ¿? 
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O La  halotolerancia  propia  de S diffusa es  del  mismo  tipo a la del género Suaeda 

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

Regulador Mr Concentracidn  Preparacidn de Coemntarios 

Auxinas 

Acido p-cloroacético  186.6  0.1-10.0  Las  auxinas  son  El AIA  puede  ser 

(PM) Solucidn  Stock 

(PCPA) usualmente  oxidado  por  las 
disueltas en una  células  vegetales. 
solución  de  NaOH  Rara  vez  se  usa 

como  única  auxina 
en el medio 

Acido 2,4-diclorofenoxi  221 .O 0.1-10.0 

k i d 0  indol-$acético  175.2  0.1-10.0 
AIA) 
&do indol-3-butírico  203.2  0.1-10.0 
(Al B) 
Acido-I-naflalenac6tico  186.2  0.1-10.0 
(ANA) 
&do p-naftoxiacético  202.2  0.1-10.0 
(NON 
Citocininas 
S-Bencilaminopurina  225.2  0.1-10.0 
PAP) 

acético  (2,443) 

n-lsopentenilaminopurina 203.2 
(2iP) 
5-Furfurilaminopurina 215.2 
(Cinetina, K) 
Zeatina  (Zea) 21 9.2  LA  ZEATINA  ES 

POR  LO  TANTO 
NO  DEBE  SER 
AUTOCLAVEADA 

TERMOLABIL Y 

Giberelinas 
Acid0  giber6lico  (GA3)  346.4  Soluble  en H20 GA3 ES 

TERMOLÁBIL,  NO 
DEBE  SER 
AUTOCLAVEADA. 
Raramente es 
necesario  para  la 
iniciación O 
mantenimiento de 
cultivos de callo ó 
células  en 
suspensión. En 
ocasiones  es 
necesario  para  la 
regeneración  de 
plántulas 

Las  citocininas se 
disuelven 
usualmente  en  una 
solución  de  NaOH ó 
en EtOH acuoso 

Modificado  de  Atkinson y Mavituna, 1991 



i6n de  algunos  Medios  Nutritivos  Para  Cultivo  de  Tejidos  Vegetales. 

Modificado de  Atkinson y Mavituna, 1991 



Historia  de la Biotecnología  Vegetal ( la  parte). 
Año Descubrimiento 

1892  -Se  establece  la  habilidad  de  las  plantas  para  sintetizar  sustancias 

1902  -Primer  intento  para  cultivar  tejidos  vegetales . 
1904  -Primer  intento  para  cultivar  embriones  de  cruciferas. 
1909  -Fusión  de  protoplastos  vegetales  (infructuoso). 
1922  -Germinación  asimbiótica in vitro de  orquídeas. 

1925  -Cultivo  de  embriones  aplicado  a  cruzas  interespecíficas  de Linum. 
1929  -Cultivo  de  embriones de Linum para  evitar  incompatibilidad  en  el 

1934  -Intentos  fallidos  para  cultivar in  vitro tejido  cambial  de  algunos  árboles y 
arbustos  (fallaron  debido  a la carencia  de  auxina,  la  cual  aún  no  habia  sido 
descubierta). 

1936  -Cultivo  exitoso  de  varias  gimnospermas. 
1939  -Cultivos  de  callo  de  crecimiento  continuo. 
1940  -Cultivo in vitro de  tejido  cambial  de Ulmus para el estudio  de  formación  de 

brotes  adventicios. 
1941 -Uso de  agua  de  coco  para  cultivar  embriones  de Datura. 

-Cultivo in vitro de  tejidos  de  la  agalla  de  la  corona. 
1944  -Cultivo in  vitro de  tabaco  usado  para el estudio  de la formación  de  ápices 

adventicios. 
1945 -Cultivo in vitro de  ápices  del  tallo  de Asparagus. 
1946  -Primeras  plantas  de Lupinus y Trapaeolurn obtenidas  por el cultivo  del 

1948  -Formación  de  brotes y raíces  adventicias  de Nicotiana tabacum 

1950  -Regeneración  de  órganos  a  partir  de callos de Sequoia sempervirens. 
1952  -Dalias  libres de virus  obtenidas  por el cultivo  de  meristemos. 

1953  -Callos  haploides  de Ginko balboa. 
1954  "onitore0  en  cambios  de  cariología y comportamiento  cromosómico  de 

formadoras  de  órganos,  que  tienen  una  distribución  polar. 

-Cultivo in vitro de  ápices  radiculares. 

cruzamiento 

Cultivo  exitoso de raíces de Lycopersicon sculentum. 

brote  apical. 

determinada  por la relación auxindadenha. 

-Primera  aplicación de microinjertos. 

cultivos de endosperm0  de Zea  mays. 
-Primera  planta  cultivada  a  partir  de  una  sola  célula. 

1955  -Descubrimiento  de la cinetina. 
1956  -Crecimiento  exitoso  de  células  en  suspensión  para  la  producción  de 

metabolitos  secundarios. 
1957  -Regulación  de  de  la  formación  de  órganos  (raíces y brotes)  por el cambio 

en  la  relación  citocininalauxina. 
1958  -Regeneración in vitro de  embriones  somáticos  a  partir de la nucela  de 

óvulos  de Citrus. 



Historia  de  la  Biotecnología  Vegetal  (2a  parte). 

Año Descubrimiento 
1960  -Éxito  en  la  fertilización in vitro de Papaver rhoeas. 

-Degradación  enzimática  de  paredes  celulares  para  obtener  grandes 
cantidades  de  protoplastos. 
-Propagación  vegetativa  de  orquídeas  por  cultivo  de  meristemos. 
-Filtración  de  suspensiones  celulares y aislamiento  de  células  individuales 
por  plaqueo. 

1962  -Desarrollo  del  medio  Murashige y Skoog (MS). 
1964  -Plantas  haploides  de Datura producidas  por  granos  de  polen. 

-Regeneración  de  brotes y raíces  sobre  callos  de Populus tremuloides. 
1965  -Inducción  de  la  floración  de  cultivos in vitro de Nicotiana tabacum. 

-Diferenciación  de  plantas  a  partir  de  células  aisladas  en  microcultivo. 
1967  -Inducción  floral  en Lunaria annua por  vernalización in vitro. 
1969  -Análisis  cariológico  de  plantas  regeneradas  a  partir  del  cultivo  de  callo  de 

1970  -Selección  de  mutantes  bioquímicos in vitro. 
Nicotiana tabacum. 

-Cultivo  de  embriones  utilizado  en  la  producción  de  monploides  de  centeno 
-Fusión  de  protoplastos. 

1971  -Regeneración  de  plantas  a  partir  de  protoplastos. 
1972  -Hibridación  interespecífica  a  travéz  de  fusión  de  protoplastos  entre  dos 

especies  de Nicotiana. 
1973  -Rompimiento  de  la  latencia  por  citocininas  en  explantes  de  capítulo  de 

Gerbera. 
1974  -Inducción  de  ramificación  axilar  por  citocininas  en  brotes  apicales  aislados 

de Gerbera. 
-Plantas  haploides  de Petunia hybrida regeneradas  a  partir  de  protoplastos. 
-Híbridos  obtenidos  por  fusión  de  protoplastos  haploides. 
-Establecimiento  del  plásmido  Ti  como el agente  inductor  de  tumores  de 
Agrobacterium  tumefaciens. 

Helminthosporium maydis. 

Dianthus caryophyllus. 
-Hibridación  vegetal  interespecífica por fusión  de  protoplastos  entre 
Petunia hybrida y P. parodii. 
-Se  establece  que  la  síntesis y degradación  de  opinas  es  controlada  por el 
plásmido Ti de Agrobacterium tumefaciens. 

1975  -Selección  positiva  de  cultivos  de  callo  de Zea mays resistentes  a 

1976  -Iniciación  de  brotes  a  partir  de  ápices  cilopreservados  de 

1977  -Integración  del  DNA  del  plásmido  Ti  de Agrobacterium  tumefaciens. 
1978  -Hibridación  somática  entre Lycopersicon sculentum y Solanum tuberosum. 
1979  -Cocultivo  para  transformación  genética  de  protoplastos  vegetales  con 

Agrobacterium  tumefaciens. 



Año 
1980 

1981 

1982 

1983 

1984 
1985 

Historia  de  la  Biotecnología  Vegetal  (3a  parte). 

Descubrimiento 
-Inmobilización  de  células  usadas  para  la  biotransformación de digitoxina  en 
dioxina. 
-Se  introduce  el  término  “variación  somaclonal”. 
-Aislamiento  de  células  auxótrofas  por  tamizado  a  gran  escala  de  colonias 
celulares  derivadas  de  protoplastos  haploides  de Nicotiana plumbaginifolia 
tratados  con  mutágenos. 
-Incorporación  de DNA en  protoplastos lo que  conduce  a  transformación 
genética  con DNA aislado. 
-Hibridación  citoplásmica  intergenérica  entre Rhaphanus  sativus y 
Brassica napus. 

-Transformación  de  células  vegetales  con DNA plasmídico. 
-Discos de  hoja  infectados y transformados  con Agrobacteriurn turnefaciens 
y la  regeneración  subsecuente  de  plantas  transformadas. 

Modificado de  Atkinson y Mavituna,  1991. 

Comparación  de  la  efectividad y Propiedades  de los agentes  esterilizantes 

Agente 
esterilizante 

Hipoclorito  de  Calcio 

Peróxido de 
Hidrógeno 

i-&pwx%e de liadio 

Agua  brominada 
Nitrato  de Plata 
Cloruro  mercúrico 
Antibióticos 

Concentracidn 
usada 

9-1 0% 
2%, 
10-12% 

1-2% 
1% 
0.1-1% 
4-50 mg I“ 

Facilidad  para su 
Esterilizacidn  eliminacidn 

Efectividad Tiempo  de 

(min.) 
+++ 

Bueno 5-1 5 ++++ 
Muy tiuarnos 3-50 +4+ 
Muy  bueno 5-30 

+++ 

Muy  bueno 30-60 ++ 
Satisfactorio 2-1 o + 
Bueno 5-30 + 
Muy  bueno 2-1 o 

Modificado  de  Atkinson y Mavituna,  1991. 
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F ! ~ I u ~ I  5. Germinación in vitro de semillas  de S. diffusa en medio B5 sin 
reguladores del crecimiento vegetal ajustado a pH de 8.5 



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


