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RESUMEN

Los antibifticos se han utilizado frecuentemente para
controlar la contaminaci6én o bien con fines de seleccibn
de clones celulares animales v vegetales vy las sales
(NaCl y XCl) para mantener el equilibrio usmético o en la
seleccibn de lineas celulares resistentes a salinidad. Sin
embargo, existe muy poca informacidn sobre les efectos cola
terales en la biologla de los cultivos {divisién celular y

morfogénesis).

Al determinar el efecto del NaCl y del antibidtico ka~-
namicina en tres estados de organizacibn de las células de
L. esculentum v S, cofflednarum, a lo largo de tres trans-
plantes consecutivos en ¢l mismo medio se encontxrd que a
nivel de células desdiferenciadas la kanamicina inhibid
gradualmente la produccifin de biomasa en ambas especies,

hasta 80% en el tercer ciclo de culilivo.

En el proceso morfogenético la kanamicina también in-
terfirié el patrdn de desarrollo: 1Inhibif la regeneracifn
de rafces de 8. vofflcinarum y en &dpices de tallos de L.
esculentum, ademids de inhibir el desarrollo del sistema ra
dical se redvujo la presencia de los pigmentos verdes y el

crecimiento de los talloes,



e yidd

El-NaCl de manera similar é lorqhe'ocurrio en el caso
del antibidtico inhibid la produccién de biomasa en las dos
especies, sin embargo, mientras gue en cultivos de L.
esdculentum desarrollados en presencia de 1.2% P/V la produc
cibn de biomasa, gradualmente fue incrementindose a lo lar-
go de los tres ciclos de crecimiento representado con 20%,
45% y 70% en relacidn al testigo, tendencia que se observs
a concentraciones menores, en el caso de 8. ¢jidcinarum, en
el tercer ciclo de crecimiento no sc¢ detectd ningln incre-
mento. En el proceso de regeneracifn de pldntulas a partir
de é&pices y yemas laterales del tallo o de células desdife-
renciadas, el grado de inhibicifn detectado fue proporcio-
nal a la concentracifn de sal presente en el medio, llegan

do a 100% en presencia de 1.2% P/V de NaCl en el medio de

cultivo,



1. INTRODUCCION

Tanto los antibibticos como ciertas sales inorgdnicas
se han utilizado mezclados en los medios de cultivo: los an
tibidticos para reducir la frecuencia de contaminacién en
cultivos in vitro de c€lulas animales y vegetales o con fi-
nes de seleccidn, dado que Estos son marcadores genéticos
que pueden ser detectados con relativa facilidad; las sales
para mantener el equilibrio osmético o bien con la finalidad
de obtener lineas celulares resistentes a niveles elevados

de salinidad como el cloruro de sodio.

Los antibi6ticos son metabolitos secundarios de bajo
peso molecular que especificamente interfieren con el desa-
rrollo de los microorganismos. En base a esta propiedad han
sido utilizados en forma individual o en combinaciones para
evitar la contaminacién durante el establecimiento de culti-
vos 4in vditho de tejides y Organos vegetales, principalmente
en el caso de contaminaciones sistémicas donde el uso de
estos compuestos es necesario para controlar la contamina-
cién y asegurar el &xito de los cultivos, o bien en ciertos
materiales como el pélen ¢ las semillas de algunas especies
en las que no es recomendable efectuar la desinfeccidn con
sustancias como el hipoclorito de sodio dado que se altera

la viabilidad de las mismas.
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Dado gue el uso de los antibidticos y el NaCl tiende a
incrementarse en los cultivos (n vitro se réquiere por lo
tanto detorminar los efectos colaterales de estas sustan-
cias en los procesos como: Divisibn celular y morfogénesis,
para hacer un uso mds racional de dichas sustancias y ase-
gurar los resultados que se propone obtener un investigador

en este campo.

Zamcki y Umiel (1978} demostraron que ciertas concen-
traciones de estreptomicina inhiben la formacién de los pig
mentos verdes y el crecimiento de las células desdiferencia
das de N.lcotilana tabacum (Tabaco) y gue esto se debibé a que
la estreptomicina al igual gue la kanamicina inhiben la sfn
tesis de proteinas en cloroplastos vy mitocondrias de las
células de eucariotes de manera similar como ocurre en las
cé&lulas de procariotes, Sin embargo, Owens en 1979 indicé
gque en cultivos de Paucus carota (Zanahoria) y N. tabacum
concentraciones relativamente bajas de kanamicina promueven
la expresidn del potencial morfogenético. La exposicidn
prolongada de las células o tejidos en presencia del antibig
tico puede dar como resultado el desarrollo de lineas celu-
lares resistentes a estas drogas. Existen Lrabajos (Cella
et al., 1984, 1987; Schimke, 1980; Scott et al., 1986; Stark,
1984) gue intentan explicar los mecanismos mediante los cua-
les las células somdticas adquieren resistencia a los anti-
bibticos, especificamente en el caso de la resistencia a
metotrexato se han descrito tres posibles mecanismos. El

primero consiste en una mutacidén que modifica a la protefna



membranal modificando el transporterdel compuesto hacia el
interior de la célula. El segundo esté& relacionado con una
mutacidén gue reduce el grado de afinidad de la enzima dihi-
drofolato reductasa por el compuesto. El (ltimo mecanismo,
propone el incremento de esta enzima en la c&lula para con-
trarestar a las moléculas de metotrexato gue s¢ encuentren
asociadas a la enzima, como resultado de un proceso de am-

plificacién de genes.

Con frecuencia se utilizan azdcares como el manitol y
el sorbitol o sales como el KC1l y NaCl en el cultivo de c@
lulas y de manera especial, en el cultivo de protoplastos
de c&lulas vegetales, para mantener el eguilibrio osmStico
gue permite la integridad de estas células sin pared. Si
bien los azfcares mencionados son mds utilizados gue las sa
les, el NaCl ha sido empleado para provocar tensidn en la
célula y obtener asf{ mediante procesos de seleccidén, lineas

celulares resistentes a dicha sal.

Debido al uso de antibibticos y sales en los medios de
cultivo cada vez mds generalizado, e$ necesario determinar
los efectos colaterales de estas sustancias en las células
vegetales, por lo que en el presente trabajo se plantearon

log siguientes objetivos:

a)Estudiar el efecto de kanamicinay delNaCl en la produccibén
de biomasa en cultivos estdticos in vdtro de Lycopersicon
esculentum (Jitomate) y Saccharum officinarum (Cafia de

azQicar) .



b)

cl

Determinar el efecto de kanamicinaiytdel NaCl eén el pro-
ceso de la obtenci6n de pléntulas i vitho a partir de

células desdiferenciadas de S. o{§fLcinarum.

Estudiar el efecto de kanamicina y del NaCl en el desa-
rrollo de plédntulas a partir de §pices de los tallos de

L. escudentum,



[T, ANTECEDENTES

2.1, Lycopersicon spp.

El jitomate pertenece al génerc Lycopexrdicon de la fa-
milia de las Solandceas. Este género incluye las especies
L. cheesomandd, L. chdilense, L. chmicfewshdd, L. esculentum,
L. hirsantum, L. pennelid, L. pervvianum, L. pimpineflijolium,
(Warnock, 1988). TLas especies silvestres son originsorias de
Sudamérica, mas concretamente de la reqgién andina (Kut el uf.,
1983, Rich, 1978}, aungue posteriormente fueron llevadas por
los distintos pobladores de un lugar a otro extendiendosc
por todo el continente. La domesticacidn del cultivo pare-
ce haberse iniciado en México. Esta idea se apoya en estu-
dios enzimdticos los cuales indican que existe una mayor
relaci6n entre los antiguos cultivares Eurcpeos y los culti

vares primitivos de México y Centro América (Rick, 1978).

Su nombre deriva de la lengua ndhuatl de México, donde

se le llamaba tomatl.

La planta fue cultivada durante mucho tiempo en Europa
como ornamental, dado que se le creia venenosa, por su rela
cién con plantas de la familia de las Solan&ceas tales como
el beleno, belladona y otras. El alcaloide causante de la
pretendida toxicidad en el jitomate es la tomatina, gue se

encuentra principalmente en las hojas y el fruto verde, pero



que se degrada al maduiér,(Rdariguezvet al., 1984). Supe-
rada esta idea y debido a que es una planta qﬁe se édapta a
una gran variedad de climas, con excepcidn de aquellos.cn
que se producen heladas, se cultiva en diferentes regiones

del mundo.

En México se cultiva principalmente en los estados de
Campeche, Chihuahua, Durango, Guanajuato, Michoscén, Oaxaca,

Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa y Sonora.

El jitomate forma parte de la alimentacidén en varios
paises por lo que tiene importancia econfmica para los pai-
ses productores (Brasil, China, Egipto, Espafa, Grecia, Ita
lia, México, URSS) dado gue la mayor parte de la produccién

se exporta (Kut et af., 1983).

2.1,1, Descripci6én de la planta

El tallo es erecto durante los primeros estadfos del
desarrollo, pero pasteriormente se tuerce a concecuenciadel
peso, puede medir hasta dos metros de longitud. Su superfi
‘cie es angulosa y esta provista de pelos y gléndulas produc
toras de la sustancia llamada tomatina (Rodriguez et al.,

1984) .,

Las hojas son compuestas y alternas. El limbo se divi

de en siete, nueve y hasta once foliolos.

Las flores se encuentran formando inflorecencias que

puaeden ser de cuatro tipos: Racimo simple, cima unfpora,



cima bipara, cima multipara, puéiengo llegar a tenef hagté
50 flores por inflorecencia. La flor estd formada por'un
pedlinculo corto, el cédliz es gamosépalo y la corola gamopé-
tala. El androceo esta constituido de cinco o més estambres
unidos a la corola. El gineceo presenta de dos a treinta

carpelos.

El fruto es una baya de color rosado o rojo debido a
la presencia de licopinas y carotinas. Pueden ser redondos,

achatados o en forma de pera y de tamano wvariable.

Las semillas son griséceas, de forma oval, aplanada y

miden de 2 a 3 mm de difmetro,

El sistema radical estd constituido por una rafz prin-
cipal gue puede alcanzar hasta 60 cm de profundidad, simul-
taneamente se desarrollan rafces adventicias (Rodriguez et

al,, 1984),

2.1.2. Reproducciéh

El jitomate es una especie autfgama gue se reproduce
por semilla (reproduccién sexual), bajo condiciones de inver -
nadero o al aire libre, La aplicacidén de las técnicas demejo
ramiento genético han permitido obtener un mayor rendimien-

to y calidad de este cultivo.



2.2. Saecharum spp

La ‘cafia de azficar es un miembro del géneroc Sacchaium
de la tribu Andropogoneae, familia Gramineae. Las especies
de Saccharum son generalmente poliploides, no se conocen di
ploides. La variabilidad interespecifica del nfinero de cro
mosomas y mantenimiento de aneuploidias son caracteristicas
de la cafa de azfcar, Este gfnero incluye las especies
S. barberi, S. ofpgdeinarum, S. acobustum, S. sinense, S.

sdpontanewn (Liu, 1983).

Todas las variedades comerciales de cafia de azficar, co
nocidas como nobles, pertenecen a la especie S. o{fficinarum

y su nfmero cromosSmico es 2n = 80 (Clemens, 1980).

El género Sdccharum es originario de las regiones tré-
picales de la Melanesia. Su 4rea de dispersidn primitiva
abarcé la Polinesia y el sureste del Continente Asidtico

(Clemens, 1980; Sanchez, 1972).

Se considera a la India como el pais de origen de la
cafia de azficar y el lugar donde el azdcar fue producida des
de épocas muy remotas. Bn un principio, la cafla de azfcar
se utilizd para mascar o producir un material sélido llama-
do Gur, resultante deladeshidratacién por ebullicién del ju

go cbtenido de su molienda.

El cultivo de la cafa de azficaxr fue introducido a Mé~
xico en el ano de 1525, en el cantén de Santiago Tuxtla,

hoy. conocido como San Andrés Tuxtla, en el estado de Vera-



El tallo estd formado por“uné'ﬁucési&n altefﬁa de nu-
dos y entrenudos, Los nudos estéh limitados por una zona
de color més claro y generalmente poseen un didmetro dife-
rente al del entrenudo, en cada nudo se inserta una hoja y

una yema (Sanchez, 1972).

Las hojas son alternas y estén constituidas por el lim
bo y la vaina o parte inferior de la hoja que est@ pegada
al tallo en el nudo. Los entrenudos de la regifn apical del
tallo presentan un gran nlmero de hoias aglomeradas que for

man un penacho o cogollo.

Las flores se encuentran formando inflorescencias del

tipo panicula o flecha,

La cafla de azflicar produce semillas del tipo cariospide
las cuales a diferencia de los otros cereales tiene un alto
ygrado de heterocigocidad por lo cual no se utilizan comer-

cialmente (Clements, 1980).

2.2.2, Reproduccibn

La cana de azQcar se propaga mediante reproduccién se-
xual o asexual. Debido a que las variedades cultivadas son
altamente heterocigotas, en el cultivo comercial de la cafia
se prefiere recurrir a la reproduccién asexual ya que este
tipo de reproduccién permite conservar las caracteristicas

de las variedades a través del tiempo.

El cultivo generalmente se propaga por estacas o frac



—
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ciones de tallos que tengan una o mis yemas, generalmente
se usa como "semilla" cafia j6ven de 6 a 9 meses de edad

(Humbert, 1984).

2.3. Cultivo de tejidos y aplicaciones

La técnica de cultivo de tejidos se refiere al desarrg
llo de c&lulas vegetales en diferentes estados de organiza-
cién, en un medio nutritivo apropiade y bajo condiciones
ambientales controladas. Esta técnica se ha empleado para
realizar estudios fisioldgicos (Binzel ¢ al., 1985; Bressan
et af., 1982; Epstein, 1980; Flowers cit al., 1986; Handa et
afl., 1982), Citolbgicos (Carrillo ¢t al., 1986; Nilsson,
1986), bioguimicos (Ishida cof «f., 1971; 1973; Rawal et al.,
1985) , patoldgicos (Schaffner, 1979; Shields ct al., 1984)

y otros; asf como para la propagacidén y mejoramiento de es-
pecies agrondmicamente importantes (Thorpe, 1981, Evans cit

af,, 1983; Chen e af., 1982; Ojeda y Carrillo, 1980).

La regeneraci6én de pléntulas {n vi{tno es posible median
te los procesos de organogénesis y de embriogénesis sométi-

ca, explicados a continuvacifn:

2.4, Organogénesis

En cultivos de tejidos la organogénesis se refiere a la
iniciaci6n de estructuras organizadas a partir de tejidos no
diferenciados (Dodds y Roberts, 1985). La organogénesis se

manifiesta primordialmente con la formacién de meristemoi-



- des los'cuélésHﬁqsferiormente“dar&n,o;igén a“brotes o raf-
ces (Torrey, 1966).

La*organogénésis_depende del tipo de explante utiliza-
do, asi como de la seleccibén apropiada del medio de cultivo

y el control del medio ambiente fisico (Thorpe, 1980).

Mediante este sistema se han regenerado plantulas de
N. tabacum, P. innexia, L. esculentum, Petundia hybadda,
Meddicage sativa, Phascelus vulgardis, Picea abies, CLtrus
Limettoides, Solanum tubenroswnm, Browalli viscesa, Arabidops.is

thatianay otras especies (Flick et al., 1983),

2.5, Embriogénesis

Es el proceso de inicacién y desarrollo de un embrién

a partir de un cigoto.

La embriogénesis somética se refiere a la formacif&n de
estructuras semejantes a embriones (embroide) a partir de
células somfticas (Dodds y Roberts, 1985). El embrién so-
mdtico presenta bipolaridad al igual que el sembrién cigd-
tico. 8Su desarrollo y germinacién se lleva a cabo mediante
los mismos eventos que ocurren en el desarrollo de los em-

briones sexuales,

La embriogénesis asexual puede ser directa si en el iné
culo existen c&lulas pre~embriogénicas o indirecta cuando se
requiere de la proliferacifn de cé&lulas no diferenciadas para

posteriormente inducir la formacién de embriones mediante la
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manipulaci6n. del medio de cultivo (Dodds y Roberts, 1985;
Tisserat, 1985}, o L o

Las primeras observaciones sobré la embriogénesis so-
mética se realizaron en P. caroia (Wetherell, 1963; Steward
et al., 1958)., La regeneracifn de pldntulas mediante este
procesc se ha observado en Asparagus ofiicinalds, Thcecobroma
cacao, Cofgea arabica, C. canephora, Gossypium klotzschianum,
Citrus ednensis (Bvans et al., 1981}, Zca mays (Rapela, 1985),
Medicago sativa L. (Brown, 1988). S. ofgicinarum L. (Ho y

vasil, 1983), y otras especies.

2.6, Uso de los antibibéticos-

Los .antibiéticos son productos microbianos de bajo pe-
so molecular gue especificamente interfieren con el desarro
llo de los microorganismos ( Aharonowitz y Cohen, 1981). Su
sitio de accién es muy diverso abarcando casi todos los pro
cesos importantes en el desarrollo de una bacteria. Los an
tibi6ticos betalactam, interfieren con la sintesis de la
pared celular bacteriana. Las bicomicinas y antraciclinas
impiden la replicacidén del ADN mientras que las rifemicinas
inhiben la transcripci&n del ADN a ARNm. Los aminoglicési-
dos (kanamicina, estreptomicina, gentamicina y otros), se
unen a la subunidad 305 de los ribosomas de las células pro
cariotas e inhiben la sintesis de proteinas provocando una
lectura errdnea de los tripletes del c6digo gendtico (leh-

fingexr, 1982),
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Zuzuki y Kunimoli, (citados por Pestka; 1971), demos-
‘trarqn gue 1arkanamicina impide que los ribosomas se muevan
a lo largo del ARNm mediante la inhibicién de la sintesis
del enlace peptidico. El mecanismo de inhibicién de la ka-
namicina hace que sea considerado como un bactericida (ac-
cién irreversible) y no como bacteriostdtico ( inhibicién

reversible).

Por su mecanismo de accién los antibifticos se han uti
lizado como una alternativa para controlar la contaminacién
en el establecimiento de cultivos {n vitro de tejidos y Sr-
ganos vegetales o bien en el caso del pélen (Ferndndez ed
al., 1981) o las semillas (Carlson et al, 1983) de algunas
especies no es recomendable efectuar un tratamiento asépti-
co superficial, debido a gque puede alterarse la viabilidad

de dicho material,

Tebricamente los problemas de contaminacién pueden so-
lucionarse con la incorporacifn de uno o mas antibibticos
al medio de cultivo., Desafortunadamente los tejidos vegeta
les son sensibles a los antibifticos y muestran diferentes

respuestas.

Existen muy pocos trabajos sobre el efecto de los anti
bidticos en las células vegetales, Gautheret en 1959 y Bu-
tenko en 1964 (citados por Dodas Yy Roberts, 1985) fueron
los primeros en sefialar gque estos compuestos pueden alterar
el crecimiento y el desarrollo de las células vegetales cul
tivadas 4n vitro, Posteriormente se encontrd gue el cloran

fenicol (10 ug/ml) inhibi6 el crecimiento de callos y la



‘iniciacién de tallos em cultivos celulares de Nicotidnaspp,
{Maliga e% af., 1980).  Este mismo fenfmeno se observd en
cultivos en suspensidn de N. plumbaginifolia pero a una do~

sis de 1 pg/ml (Pollock ot al., 1983).

También se ha observado que las clorotetraciclinas en
dosis de 5 pg/ml inhiben la germinacifin de semillas de Pisum

sati{ivum [(Pollock et af., 1983).

Umiel v Goldnexr, (1876) menclonan que en cultivos de
N. tabacum la estreptomicina (0.5 mg/ml} interfirié con la
formacién de los pigmentos verdes y con el crecimiento de la
masa celular desdiferenciada, lo cual se ha atribuido a que
la estreptomicina, al igual gue la kanamicina, inhibe la
sintesis de proteinas en cloroplastos y mitocondrias de las
células vegetales de manera similar a lo gue ocurre en las
células de procariotes. Sin embargo, en cultivos de D. caxroia
y N. tabaeum la kanamicina (2.5 ug/ml) incrementd la dife-

renciaciébn de tallos (Owens, 1979),

Pollock et al,, (1983}, ha demostrado que las penicili~-
nas v cefalosporinas en dosis de 100 ug/ml no causan efectos
negativos en cé&lulas de N.plumbagindifolia, Asimismo, se ha
observado gque la bacitricina (50-100 ppm), griseoflavina
{2.5~5 ppm) y la estreptomicina (2.5 ppm o menos) no son t6
xicos para los cultivos de Carantus rosecus {Carew y Patter—

son, 1970}.

Por otro lado se ha encontrado que la rifampicina a
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50 ug/ml es efectiva contra los microorganismos en cultivos
de Helianthus tuberosus sin afectar el desarrollo de las cé

lulas vegetales (Phillips et af,, 1981).

Los antibifticos tambi&n se han utilizado con fines de
seleccién, dado que son marcadores genéticos que pueden ser
detectados con relativa facilidad. Debido a esto, las 1i-
neas celulares resistentes a estas drogas se han empleado
como marcadores selectivos en hibridacién somética y técni-
cas de transformacidn para introducir nueva informacién ge-

ndtica en las células vegetales.

La resistencia a antibidticos en plantas se ha analiza
do m&s extensamente gue cualgquier otro mutante aislado i
vitrno, especialmente en las lineas de N. Zabacwnm aisladas
y caracterizadas por Maliga et af,, (1973), muchos antibib~
@icos como la estreptomicina, kanamicina y cloranfenicol in
terfieren con la sintesis de proteinas en procariotes y eu-~
cariotes. La estreptomicina y kanamicina son activas en los
ribosomas de los procariotes, estos ribosomas también se en
cuentran en los cloroplastos y mitocondrias de los organis-
mos eucariotes, De agul que la resistencia a estos compues
tos puede ser heredada como un caracter citoplasmético (Ma

liga e4 af., 1973; 1975).

Se han logrado obtener cultivos celulares de P, hybrida
(Binding ef al,, 1970) y N, fabacum (Maliga, 1973; Umiel y
Goldner, 1976; Umiel, 1979), resistentes a 0,5 mg/ml de es~

treptomicina, Debido a gue la estreptomicina inhibe la for
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macidén de los pigmentos verdes y el desarrollo de la masa
‘celular desdiferenciada, los autores tomaron como clones re
sistentes aquellos gque presentaban color verde en presencia
del antibidtico y los de color blanco gue exibian un mayor
crecimiento en comparacidn con los otreos clones. En estu-
dios de ultraestructura (Zamski v Umiel, 1978} se encontrd
que los cloroplastos y mitocondrias son afectados por la es
treptomicina pero gue {inicamente los cloroplastos mostraron

evidencias estructurales de resistencia.

Por otra parte se han aislado lineas celulares de N.
tebacum resistentes a 150 uM de kanamicina. Sin embargo,
las plantas regeneradas fueron parcialmente estériles {Owens,

1981).

2.7. Estudios con NaCl (n vitho

Con frecuencia en el medio de cultivo de células vege-
tales y especialmente en el cultivo de protoplastos, se uti
lizan azficares como el manitol, sorbitol, glucosa o algunas
sales como el KCl y NaCl para mantener el equilibrio osméti
co (Eriksson ¢t al.,, 1978: Jefferies, 1980), el cual juega
un papel muy importante en la estabilidad, viabilidad y fu-
turo crecimiento de las cé&lulas cultivadas, Si bien las
azficares mencionadas son més utilizadas gue las sales, el
NaCl ha sido empleado para provocar tensidn en las c&lulas
y obtener mediante procesos de seleccién, lineas celulares

resistentes a dicha sal,
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Los efectos pérjudiciales de la sal en las células ve-
getales se deben a la influencia de los iones en el medio
externo, lo cual afecta el balance del agua en la planta
y/o al efecto directo de los ilones en las funciones fisio-
18gicas y bioguimicas de la célula (Flowers et al., 1977).
El NaCl puede interferir con la permeabilidad de la membra-
na celular o la actividad enzimdtica, inhibir el crecimien-
to y la fotosintesis. Tambien puede causa deficiencia nu-
tricional y deshidrataciGn (Hasegawa ¢t af., 1986; Tal,

1983},

Entre las primeras investigaciones sobre el efecto del
NaCl en cultivos {in v.i¥ro se encuentran las de Babaeva et
al,, 1968 en cultivos de U. carola. En los que se observd
que el NaCl (1%} inhibid el crecimiento de la masa celular

desdiferenciada y el proceso de diferenciacidn.

En otro trabajo (Goldner ¢t al., 1977) se determind el
efecto de diferentes sales orgénicas en comparacién con el
efecto del agua de mar asi como el del manitol sobre el
crecimiento y coloracifn de callos P. caxrota. En este expe
rimento los autores concluyeron gue el crecimientoc se inhi-
bibé principalmente por el incremento en el potencial osmé-
tico, mientras gue la inhibicién, de los pigmentos verdes y
la necrosis de la masa celular se debié a la toxicidad de

la sal.

Por otra parte el analizar el crecimiento de callos de
rivados de una planta halofita (Suaeda maxsifima L.) en me-

dios sin o con NaCl, se encontr6 gue los callos pueden cre-
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cer en un medio sin sal, pero que su crecimiento. se incre-
menta. notablemente al afiadir sal al medio de cultivo (Von=-

Hendenstrom y Breckle, 1974).

En cultivos de Brassica campestais desarrollados en me
dio sin y con NaCl (43, 86, 171 mM) se encontrd que los ca-
llos presentaban una coloracidén més verde en el medio con
NaCl, lo cual se debif a un incremento de la concentracién
de clorifila en todos los casos con excepcién del tratamien
to con 171 mM de NaCl. También se observd gue en presencia
de la sal se incrementd el nivel de prolina (Paek ¢t al.,

1988) .

Kurtz en 1982 indicé que en cultivos celulares de L.
escufentum el crecimiento de la masa celular se inhibid en
forma gradual a medida que se incrementd la dosis de NaCl,
inhibiéndose por completo a una concentracitn de 1.5% de

NaCl,

La regeneracién de plantula a partir de células de
S. offiednarum NCO-310 adaptadas a 1.5% de NaCl se inhibié

drésticamente (Yasuda et af., 1982).

En un estudio comparativo entre el establecimiento de
callos y dpices de tallos de L. csculentum se encontrd que
los Gltimos tienen una mayor capacidad adaptativa para desa

rrolarse en medio salino (Bourgeais et af,, 1987).

El exceso de sales en el suelo limita el crecimiento

de muchas especies vegetales., El desarrollo de plantas con
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la expansidn de la agricultura a las regiones.afectadas por

la sal. Ademds de las ténicas tradicionales de fitomejora-

miento se he propuesto como un método alternativo; utilizar
la té&cnica de cultivo de tejidos para producir plantas tole

rantes a sal (BEvans at al,, 1983; Garciglia et al., 1985).

Mediante la té&cnica de cultivo de tejidos se han selec
cionado lineas celulares tolerantes a sal de diferentes es-
pecies vegetales. Lineas celulares de Onryza satdiva (Croug-
han et al., 1981) y M. safiva respectivamente crecieron en
presencia de 1 y 2% de NaCl. En cultivos celulares de Ipomoca
batata se encontré gue las células retienen su tolerancia a
sal (1% de NaCl) despues de varios subcultivos en un medio
sin NaCl (Garciglia ¢t afl,, 1985). En cultivos de N. syfuestrnis
(Dix y Street, 1975) y C. sinendds {Hayyin y Kochba, 1982) se
méntiene el caracter de resistencia a sal (1%, 0.2M de NacCl)
durante tres subcultivos en ausencia del NaCl. Este mismo
fenémeno se observd en lineas celulares de N. tabacum var.
Grossii adaptadas a 500 mM de NaCl (wWatad ¢ af., 1985). Sin
embargo, en células seleccionadas de N. labacum var. Wiscon-
si~38 a 1% de NaCl, se encontrd que el caracter de resisten-~
cia se pierde cuando se transfieren a un medio sin NaCl

(Hasegawa et al., 1980}

La caracteristica de resistencia a sal no solamente se
ha manifestado a nivel celular, sino que también se ha trang
mitido a subsecuentes generaciones a través de la regenera-

cibn de plantas,



Se ha observado que en las plantas regeneradas de 1f-
neas celulares de N. tabacum tolerantes a 0.64% de NaCl, la
caracteristica de resistencia se transmite a dos subsecuen-
tes generaciones y que la mayoria de estas plintulas sobrevi
ven cuando se irrigan con una solucidn salina al 3,34% {(Nabors

et al., 1980).

Por otra parte, se menciona que el 543 de las pl&ntu-
las de Sacchaxrum spp regeneradas .1t vitie, a una concentra=-
cién de 1.5% de NaCl, sobrevivieron cuande fueron transferi-

das a suelo salino(Maribona ¢t al,, 1986).

Sin embargo, la regeneracibén de pléantulas a partir de
células tolerantes a sal ha sido limitada.  En muchos casos
por el tiempo en gque se hace la seleccién dado que muchas cé
lulas pierden su capacidad regenerativa con el tiempo (Méndez

y Carrillo, 1986) y por factores intrinsecos de cada especie.
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[11. MATERIALES Y METODOS

3.1, Reactivos

Los reactivos utilizados en el presente trabajo fusron
de grado quimicamente puro, adquiridos en: Sales inorgénicas
(Merck, J.T. Kaber, Técnicas Quimicas, $. A.); amino&cidos
(Eastman Kodak. Co., Merck); vitaminas (Eastman Kodack. Co.
y Pharmaceutical ICN}; hormonas {Nakaris Chimical ©LTD., Sig-
ma y Nutrional Bioguimicals. Co.}; meso-inositol, sacarosa y

agar (Mevck); kanamicina (Bristol}.

3.2. Material bioldgico

Como material bioldégico se utilizaron semillas de L.
esculentum (jitomate) de la variedad floradade v plantas de
S. vfgicinanum (Cana de azlicar} variedad ZMéx. 55-32 de en-
tre ocho y diez meses de edad en el ciclo plantilla, propor
cionadas por el Campo de Investigaciones Forestales Agrope-

cuarias de Morelos (CIFAP-MOR}.

3.3, Medios de cultivo

Se emplearon los medios de cultivo de Murashige y Skoog
(1962 ) y Cresswell y Nitsch (1975}, modificados de acuerdo. a

las indicaciones que a continuacién se presentan.
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b}

<)

d)

e)

)

g)

h)
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5MG (contiene las sales inorgénicas del medio de Murashi-
ge y Skoog, meso-inositol, 5.5 x 10_4M;»tiamina, 2.9 %

5

107%; 2, 4-p, 2.2 ¥ 1077M; L-cistefna, 2.8 x 107 M; ac.

ascbrbico, 5.67 x 10—4M; agua de coco, 18% v/v).
5MS s/h (fue el medio 5MS sin 2, 4-D).

5MS-K (fue el medio 5MS conteniendo kanamicina de 25 a

100 ug/ml segln lo indica el subindice).

5MS-S (fue el medic 5MS conteniendo NaCl de 0.8% a 1.2%

p/v segln lo indica el subindice).

5MS s/h~k (fue el medio 5MS s/h conteniendo kanamicina de

25 a 100 ug/nl segfin lo indica el subindice).

5MS s/h-s (fue el medio 5MS s/h conteniendo NaCl de 0.5%

a 1.2% p/v seglin lo indica el subindice).

6MS (contiene las sales inorgénicas del medio de Murashi-

ge y Skoog, meso-inositol, 5.52 x 10-4M; glicina, 2.6 x

5

107°M; tiamina, 1.48 x 107 °M; biotina, 1 x 107 ’M; pirido-

6

xina-HCL, 2.30 x 10 °M; ac. nicotinico, 4.06 x 10—5M; ac-.

f6lico, 1 x 10—6M; ac, ascbrbico, 5.67 x 10—4M; L-glutg-
nico, 7 x 10-3M; L-arginina, 5.74 x 1074y, L-metionina,

4 6

3,35 x 10 u; L-cistefna, 2.85 x 10 °'M; ANA, 5 x 10 "M;

6BAP, 7.90 x 10™°M).

6MS~K (fue el medio 6MS conteniendo kanamicina de 6 a 25

vg/mr] segln lo indica el subindice).
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i) . 6MS~S .{fue el medio 6MS conteniendO'NaCl de 0.5% a 1.2%

p/v segin lo indica el subindice)-
j} CN (Cresswell y Nitsch).

k) CN-K {fue el CN conteniendo kanamicina de 6 a 26 ug/m~

segfin lo indica el subindice).

1} CN~S (fue el CK contenido NaCl de 0.5% a 1.2% p/v segln

lo indica el subkindice).

La composicidn quimica de los medios se indica en el

apéndice (Carrillo, 1978).

Los medios de cultivo se prepararon a partir de solu-
ciones concentradas preparadas con agua bidestilada (ver
apéndice). A un volumen de agua bidestilada equivalente al
50% del total del medio que se desea preparar se ahadjeron
las cantidades necesarias de cada una de las soluciones inor
ganicas concentradas, asi como los constituyentes orginicos
y el agua de coco cuando fue el caso y se ajustd el pH del
medio a 5.8 con NaCl o HC1l 1IN en un potenciémetro Sargent
Welch. A continuacidn se aford el vollmen final con agua
bidestilada, se agregd el agar y el medio se licud con la
ayuda de una parrilla eléctrica con agitaci6én. Posterior=
mente se sirvieron 10 ml de medio con ayuda de una pipeta,
en frascos de vidrio de 30 ml de capacidad y tapdn de ros-
ca, esterilizdndose en autoclave de vapor a una presién de

1.05 kg/cm2 durante 15 minutos.
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Cuando los medios contenian kanamicina, &sta se agregd
después de esterilizar dichos medios (debido a gue se degra
da con la temperatura), mezclando bien y posteriormente se
sirvieron bajo condicicnes asdpticas, en la misma forma que
la descrita en el caso anterior, La solucién de kanamicina
se esterilizé con membranas "Millipore" de 0.45 umen sopor-—
te de vidrio de 250 ml de capacidad de la misma marca, con

la ayuda de una bomba de vacio.

3.4. Seleccidén del material vegetativo

Para el establecimiento de los cultivos de células des
diferenciadas de L. escufentum se utilizaron las hojas ma-
duras de plantas de entre 20 a 30 dias de edad y en la in-

duccién de morfogénesis se tomaron los &dpices de tallo.

En el establecimiento de los cultivos de células desdiferen
ciadas de S. offdicinarum se utilizaron segmentos de la por
cién apical del tallo gue comprendfa desde el entrenudo -1
hasta la zona meristemdtica apical del tallo (ver Esquema
1), Estos segmentos se obtuvieron retirando las vainas de
las hojas maduras de cada planta, hasta descrubir el entre-
nudo uno y a la altura de este se efectud un corte para eli
minar la parte basal del tallo y aproximadamente a los 10
cm de este corte, se realizd otro con la finalidad de elimi
nar la parte terminal del cogollo. Los extremos de los seg
mentos obtenidos se sellaron con parafina para posteriormen

te desinfectarlos.



Esquema 1. Ilustracién gue muestra las principales partes
del extremo vegetativo del tallo de una planta
de cana de azficar (a) entrenudos; (b) hojas;
(c) vaina; (d) regidn meristem&tica (Clemens,
1980).

26
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3.5. Desinfeccién del material vegetative

En todos los cesos se siguid el mismo tratamiento de
desinfeccidn. £l material vegetativo se coloc en un fras-
co de vidrio y se lav6é varias veces con agua corriente. EI
proceso de la desinfeccidn superficial se realizé primero
sumergiendo 21 material en alcohol al 70% v/v durante 3§ se
qundos, se retird el alconol ¥ se adiciondé una solucién de
hipoclorito de celcio ai 3% /v y dos gotas ce Tween 20

{agente humectante), mezclandose bien v manteniendose en

[

ella durante 33 minutos, después de &sto el materxial, bajo
condiciones asépticas, se enjuvagd cuatro veces con agua desg

tilada estéril,

w

. 6. Establecimiento de los culiivos

A partir del material bioldgico previamente desinfecta
do, frente a2 un mechero, se obtuvieron los fragmentosde te-—
jido vegetal utilizando pinzas y bisturi previamente flamea
dos, en el caso e las hojas, éstas se colocaron en cajas

3 3
de Petri de widrio (100 x 15 mm) y se seccionaron en frag-—
. 2, .
mentos de aproximadamente 1 cm”, se tomaron con las pinzas
y se transfirieron al medio (628} de cultivo, flameando la
boca del frasco antes y despu&s de insertar el explante en

el medio, conservando su polaridad como en la planta cuidan

do de hacerlo siempre ¢e esta forma,

De los segmentos apicales de los tallos se aislaron los

&pices e aproximadamente 5 mm de largo, los cuales se sem-



braron en'medio CN de la misma manera que los fragmentas de

hoja.

En la siembra de cafa de azlicar el segmento se colocét
en una caja de petri, se cortaron los extremos cubiertos con
parafina. Posteriormente se transfirieron a otra caja don-
de se retirdé la hoja cero {(hoja externa gue envuclve a las
més jévenes) y a partir del extremo donde se encientra el nu
do, se cortaron de 3 a 4 rodajas de aproximadamente 3 mm de
grueso, las cuales se sembraron en el medio 5MS, en la mis-

ma forma que en el caso anterior.

3.7. Incubaci6n

Los cultivos de jitomate (&pices y cé&lulas desdiferen-
ciadas) se incubaron a 26 + 2°C, con fotoperiodo de 16 horas

de luz y 8 de obscuridad,

El material de cana de azficar se incubd en medio 5MS a
26 + 2°C, bajo condiciones de obscuridad, por periodos de
20 dias al cabo de los cuales, se tranfirieron a un nuevo
medio, Para la regeneracién de pléntulas los cultivos des-
diferenciados, se transfirieron a un medio para rediferencia
cién (5MS s/h), despues del tercer perfodo de crecimiento y
se incubaron a las mismas condiciones que los cultivos de

jitomate.

En todos los casos el material se transfirié cada 20

dias a un medio de cultivo fresco para su conservacién,

U ——S -
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- 3.8. Efecto del NaCl y kanamicina en el crecimiento de célu

las de L. csculentum y S. ofgicinarum

Para determinar el crecimiento de los cultivus celula-
res de L. escufentum y S. officinarum se establecieron ciné
ticas de crecimiento de las dos poblaciones, evaluando los
incrementos de biomasa en peso fresco cada cinco dfas. En
el caso de L, escufenfum se utilizd el medio 6MS y en S.
ofgLcinarum el 5MS, medios en que los cultivos alcanzan su

médximo desarrollo.

El efecto del antibidtico y del NaCl en el crecimiento
de L, esculentum y S. ogflcinarum se evalud durante tres
periodos consecutivos de 20 dias cada uno, en los medios
6MS y 5MS respectivamente, suplementados con el antibi6tico
o con NaCl., Se utilizaron diez cultivos por tratamiento, la
evaluacién se realizd tomando en cuenta el peso inicial y fi
nal del inb6culo, ésto se hizo al final de cada perfodo de in
cubacifén de 20 dfas. En forma cualitativa se vié la consis-~
tencia y la apariencia (pigméntacién, escarchamiento) de la

masa celular.

3.8.1, Efecto del NaCl y kanamicina en el procesc de

rediferenciacién de S. o{filcinarum.

En este caso se utilizaron cultivos celulares de 60
dfias de incubacibn, los cuales se tranfirieron al medio que
induce el proceso de rediferenciacién {5MS s/h), suplemen-

tando con kanamicina ¢ NaCl, Se realizaron tres experimen-
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tos, con un total de 10 muestras por tratamiento. Para eva
luar el efecto se tomaron como criterios la diferenciacién
de raices o tallos, el tamafio y la pigmentacién de las plén
tulas regeneradas. En forma cuantitativa se determiné el
porcentaje de explantes gue mostraron algun tipo de diferen

ciacibn,

3.8.2. Bfecto del NaCl y kanamicina en el desarrollo

de &pices de tallos de L, escufentum

Para evaluar el efecto de estas sustancias, los &pices
se sembraron directamente en el medio CN suplementanto con
kanamicina o NaCl, el tamahio de la muestra fue de 10 culti-
vos por tratamiento y se realizaron 4 experimentos. La eva

luacidn se hizo en la misma forma que en el caso anterior.



IV, RESULTADOS

4.1. Determinacién de las cinéticas de crecimiento de culti

vos estdticos de L. esculentum y S. off-Lcinarum.

El primer objetivo de este trabajo, fue establecer las
cinéticas de la produccidén de biomasa, en los cultivos celu
lares de L. esculentum y S, offlcinarum, para lo que se rea
lizaron las cinéticas de crecimiento de las dos poblaciones
celulares, evaluando los incrementos de biomasa en peso fres
co cada cinco dfas en los medios 6MS y 5MS respectivamente.
En la figura 1 se muestran las diferentes fases de la ciné-
tica de crecimiento de los cultivos de L. escufentum, en
donde puede apreciarse una fase lag entre los 0-5 de incu-
bacién, seguida de un crecimiento exponencial hasta los 10
dfas de cultivo con una pendiente de 60 la cual se determi-
né mediante la ecuacién m=.§f—f—§%, entre los 10 y 12 dias
se observé una fase de desaceleracibn, la cual es seguida
de una fase estacionaria. Al inicic de la fase estaciona-
ria se obtuvo la mayor produccibdn de biomasa. En este caso
el peso del inéculo se increment6 hasta 5 veces. En los
cultivos de S, officinarum (figura 2) se observé una fase
lag entre los0a 4 dfas de incubacitn, seguida de una fase
exponencial hasta los 17 dfas de cultivo con una pendiente
de 40 la cual se definié de la misma manera que en el caso

anterior, entre los 17 a 22 dfas se puede apreciar una fase
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_ deé desaceleracibn’ la cuales presedida de una fase estacio-
naria. Al inicio de la fase estacionaria se notd la mayor
produccifdn de biomasa. En este caso el peso del inéculo, se

incrementd aproximadamente 8 veces.

4.2. Efecto del antibidtico kanamicina en la produccién de

biomasa.

El conocimiente de la naturaleza de la cin&tica de cre
cimiento nos indic6 el tiempo minimo en gue puede obtenerse
la mdxima produccifn de biomasa. A continuacién se procedif
a determinar el efecto de kanamicina en el desarrollo de
las dos poblaciones celulares, durante tres perfiodos conse-
cutivos de 20 dias cada uno. En el caso de L. esculenum
se utilizd el medio 6MS y en S, c¢{jicenarum el 5MS, En la
figura 3 se muestra gue en presencia de 25 ug/ml de kanami-
cina el peso de la biomasa de L. esculentum disminuyd en re
lacién al testigo en 45%, 70% y 80%, durante el primer, se-
gundo y tercer perfodo de incubacibn respectivamente. EIl
mismo patrén de desarrollo se observé en los otros cultivos
a las concentraciones de 6 ug/ml y 12 pg/ml de kanamicina,
aunque al mismo nivel de reduccibn lo que implico més efec-

to de la concentracifén de la kanamicina.

En la figura 4 puede apreciarse gue en presencia de
100 ug/ml de kanamicina el peso de la biomasa de S. offictnaun
disminuy6é con respecto al testigo en 50%, 80% y 80% durante
el primero, segundo y tercer periodo de incubacibn respecti-
vamente. Esta misma tendencia se observé en los otros cul-

tivos a las concentraciones de 25 ug/ml y 50 ug/ml de kana-
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micina. Sin embargo, durante el texcer periodo de incuba-
ci6én, se notd que en los cultivos con 25 ug/ml de kanamici-
na, el peso de la biomasa en los lotes experimentales se ig
crementd en un 20% en relacién al segundo periodo de incu-
bacién mientras gue en aquellos con concentraciones més al-

tas no se observaron diferencias.

Los tratamientos fueron seleccionados en base a expe-

rimentos previos sobre este aspecto.

4,3, Efecto del NaCl en la produccién de biomasa

El efecto del NaCl en el desarrollo de las dos pobla-
ciones celulares se determind en la misma forma que en el
caso anterior. En la figura 5 se observa gue el peso de
la biomasa de L., edcufentum durante un primer perfodo de in
cubacibn en presencia de 1.2% de NaCl disminuyd 80% con res
pecto al testigo, Durante el primero y segundo periodo hubo
una recuperacién de los cultivos al alcanzar crecimientos de
46% y 70% con respecto al testigo, Este mismo patrén de desa
rrollo se observd en los cultives a concentraciones menores
de NaCl, Ademds se not6 que a medida que se incrementé la
concentracibén de NaCl, se increment®& la intensidad de los
pigmentos verdes y la friabilidad (facilidad de disgrega-
ci6n de la biomasa) de la masa de c&lulas desdiferenciadas
mientras que los cultivos libres de NaCl no se observ6 la
formacién de tales pigmentos y las masas de células desdi-

ferenciadas fueron muy compactas (figura 6).
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En la figuré 7 se muestra que el peso de la biomasa de
S. ofidicinatun en presencia de 1.2% de NaCl disminuyé en 503
77% y 100% con respecto al testigo en el primero, segundc y
tercer periodo de incubacién respectivamente. Este mismo fe
némeno se observé en los otros cultivos a las concentracio-
nes de $.8% y 1.03% de NaCi. Durante el tercer periodoc de
incubacidn puede apreclarse gque en presencia de 0.8% de NaCl
2l nivel de inhibicibn fue igual al del primer periodo de
incubacidn, mientras <gue 2n los medios con concentraciones
mids altas el desarrciloc de la biomasa se inhibid wor comple
to. Por otra parte pudo observarse que en los medins suple
mentados con NaCl las masas celulares desdiferenciadas ad-
quirieron una coloracién café la cual se incrementd en relg
cidn a la concentracidn de NaCl, siendo este efecto més dris

tico en 1.2% de waCl donde el tejido se necrosé y posterior-

i

mente murid. En los cultivos desarrollados en ausencia 4o

\Y

NaCl se observd una coleracidn cremz. Los resultados zac

muestran en la figura 8.

4.4, Efecto de kanamicina sobre el proceso de reditferenc. -

ci6n celular de S. efglcincriun.

Para evaluar este efecto se utilizaron cultivos celu-
lares desdiferenciados de 60 dias de incubacibn, los cuales
fueron transferidos al medio gue induce el proceso de redi-
ferenciacién, suplementande con kanamicina (0 a 106 ug/mi}.
En el Cuadro 1 se observa gue e¢n el medio 5MS s/h el 72% de

los cultivos desarrollaron plantulas, mientras gue en los
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Cuadro 1. Efecto de kanamicina en el proceso de redif clen—
ciacidn de callos de segmentos de tallc S
vy gdedinarum. Los cultivos se incubaron =n
SMS S/h a 26 + 2°C, por un perfodo de 30 dias.

Tipo de desarrollo Pléntulas
Kanamicina Pléntulas Plantulas Callo Long. Color
(1ug/ml) C/raiz 8/raiz cm.
(%)

0.0 72.00 0.00 28.00 <] Verde
25,00 0.00 11.00 88.90 1 Blanco
50.00 0.00 16.60 83.40 6.5 3lanco

100.00 0.00 11.10 88,90 0.5 Blanco

~

Cada valor representa el promedio de 3 repeticiones, con 10

cultivos por tratamiento.



a

medios que contenlan kanamicina solamente se obtuvieron plian
tuias‘sin:raizk(ll%) en presencia de 25 y 100 pg/ml de kana-
micina. . En las pléntulas desarrolladas en presencia de kana
micina se notd una disminucidn gradual en los prigmentos ver
des y en el tamafio del tallo al aumentar la concentracidn del

antibidtico en el medic. El aspaecto de las pléntulas se ob-

serva en la Figura 9A.

Plgﬁra 9a. Aspéctolde las pléntulas regeneradas a partir de
células desdiferenciadas de S. ¢jilcinasrum. Los

cultivos, se incubaron a 26 + 2°C 2n medio 5MS
s/h suplementando con kanamicina.
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4.5. Efecto.del NaCl sobre el proceso de rediferenciacidn

¢celular de S. ofélcinarum.

El efecto del NalCl se determiné baje las miswmas condi-
ciones experimentales del caso anterior. Bn el Cuadro 2
puede observarsc que en el medio libre de NaCl el 72% de los
cultivos desarrollaron plantulas, valor que disminuy® a 44%
y 28% en los medics que contenian 0.5% y 0.3% de NaCl respec
tivamente. En la concentracifn de 1.2% no hubo formacidén de
rafces. Sin embargo, en un 44% de los cuitivos se  observsd
la regeneracidn de tallos. (Figura 9B).

4.6, Efecto de kanamicina en el desarrollo de apices v yemas

axilares de tallos de L. csculeafum.

Otro de los objetivos plantocados 2n €l trabajo fue es-
tudiar el desarrollo de pléantulas a partir de Gplees o yo-
mas axilares en presencia de kanamlcina. Fara evaluar tal
efecto los &pices o yemas 5¢ sembraron en el medio CN suple
mentando con kKanamicina. En el Cuadre 3 3¢ muestra gu2 en
el medio CN el 8%% de los cultivos regeneraron pléntulas,
mientras que en presencia de Kanamlcina oin todce 103 casos
se inhibié la formacidn de ralces. El desarrclio de talles

los cultivos en  presencia

=S
el
o3}
©

se pbservd en un- 32%, 16% ¥

de 6, 12 vy 25 pg/ml de kanamicina respectivamente.



Cuadro 2. Efecto de NaCl en el proceso de rediferenciacida

de callos de segmentos de tallo de S, ¢jfdednarum,

Los cultivos se incubaron en medio 3M8 s/h a 26

+ 2°C, por un periodo de 30 dias.

Tipo de desarrollo Pl@8ntulas
NaCl Plantulas Plantulas Callo Long. Color
C/rafz S/ralz cm.
(G

0.00 72.00 0.00 28.00 & Verde
0.50 44, 40 0.00 55.60 3 Verde
0.80 27.70 0.00 72.30 1 Verde
1.20 0.00 44. 40 55.60 0.5 Amarillo

Cada valor representa el promedio de 3 repeticiones, <con 10

cultivos por tratamiento,
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Figura 9B. Aspecto de las pléntulas regeneradas a partir
de células desdiferenciadas de 3. officinarum.
Los cultivos se incubaron a 26 + 2°C en medio
5MS s/h suplementando con NaCl.
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Cuadro 3. -Efecto de kanamicina en el desarrollo dpices y ye
mas axilares de tallos de L. escufentum. Los cul-
tivos se incubaron en medio CN a 26 #+ 2°C, por un
periodo de 30 dias.

Tipo de desarrollo

Kanamicina Plantulas Pléantulas Raices Total

(1g/ml) c/raiz S/raiz
(%)

0.00 85.00 0.00 15.00 100.00

6.00 0.00 32.00 3.00 32.00

12.00 5,00 16.00 0.00 16.00

25.00 0.00 4.60 0.00 4.60

Cada valor representa el promedio de 3 repeticiones con 140

cultivos por tratamiento.
4,7, Efecto de NaCl en el desarrollc de dpices y yemas axi-

lares de tallos de [. escufenfum.

Para evaluar 21 efecto de NaCl los apices y yemas axzi-
lares se sembraron 2n el medio CN suplementando con NaCl.
En el Cuadro 4 puede apgreciarse gue con 1.2% de NaCl no se
observ6 ningun tipo de desarrollo. En el medio CN el 85%
de los cultivos desarrollaron plintulas vy un 15% (nicamente
rajices mientras gue cow 0.5% y §.8% de NaCl =i desarrollo
de plé&ntulas fue de 55% y 5% respectivamente. También con
0.5%, 0.8% de NaCl se observd el desarrcollo de tallos en

15% y 10% de los cultivos respectivamente. 2Zn la figura 10

se observa el desarrollo de los &

sl
e
9]
0
w0
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Cuadro 4. Efecto de NaCl en el desarrollo de dpices vy yemas

axilares de tallos de L.
se incubaron en medio CN

do de 30 dias.

esculentfum,

Los cultivos

26 + 2°C, por un perio-

Tipo de desarrollo

NacC! Plantulas Plantulas Raices Total
c/raiz s/raiz

0.00 85.00 0.00 15.00 100.00

0.50 56.00 15.00 10.00 81.00

0.80 5.00 10.00 10.00 25.00

1.20 G.a0 0.00 0.00 0.00

-2ada valor representa =l promedio de

cultivos por tratamiento,

repeticiones con 10
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V. DISCUSION

5.1, Efecto del NaCl en células de L. escufentum y S.

0fficinarum en tres cstados de organizacidn.

Generalmente el NaCl, se ha utilizado en la seleccidn
de lineas celulares resistentes y a partir de estas lograr
la obtencifn de plantas que podrian manifestar la caracteris
tica de resistencia a salinidad (Nabors, et af., 1980; Bar-
lass y Skene, 1981; Dix, 1980; Liu y Yeh, 1982; Ochoa y
Lopez, 1987; Tal ¢t af., 19278}). En ocasiunes, la concentra-
ci6n de sal presente en el medio de seleccibn de lineas ce-
lulares es la misma gue toleran las plantas regeneradas.
También es reconocido el hecho de gue al seleccionar la se
milla en base a su capacidad de germinacién en medio alta-
mente salino (comunicacién pexrsonal del Dr. Guillermo Ca-
rrillo Castaheda), las plantas obtenidas no toleran los
mismos niveles de salinidad a lo largo de su desarrollo on-
togénico, es decir que en los diferentes estadfos del desa=~
rrollo de la plénta presentan diferentes grados de suscepti

bilidad o tolerancia.

El proceso de seleccibn de lfneas celulares resistentes
a salinidad, consiste generalmente en crecer las cé&lulas en
un medio que contiene una concentracién de sal relativamen-

te baja y se incrementa gradualmente hasta los limites desea



dos. Sin embargo, mediante este sistema de seleccibn se jsle]
dria correr el riesgo de perder los cultivos, dado gue en
cada incremento, se elimina gran parte de la pohklacidn celu
lar y en ocasiones altas concentraciones de sal pueden ser
letales. Otro aspecto que hay que considerar, es gue madian
te este proceso de seleccifn se requiere de mucho tiempo para
obtener lineas celulares resistentes a altas concentraciones
de sal. Si bién este es el método mds frecuentemente utili-
zado, en el presente trabajo se us6 un sistema de seleccibn
diferente el cual consistif en crecer la masa de cé&lulas des
diferenciadas en un medio a la concentracién de NaCl que per
mitié inicialmente un desarrollo equivalente al 50% del ob-
servado en los cultivos libres de NaCl y a partir de este
cultivo se hicieron varios subcultivos manteniendo en el me-
dio la misma cantidad de NaCl. Mediante este sistema exis-~
te mayor seguridad de conservar el material y se demuestra
que es posible la obtenciébn de pobalciones celulares resis-
tentes a NaCl, pues en los bioensayos realizados con célu-
las de L. esculentum y S, officinazum se encontré que, a
través de tres subcultiyos en presencia de NaCl, hubo incre
mentos en 1a produccibn de biomasa (Figuras 5 y 7). Es po-
sible que el incremento en la producci6n de biomasa, se de-
ba ya sea a la seleccibn de tipos celulares resistentes o a
un fendmeno de adaptacifn de la cé&lula que permiti6 el desa
rrollo de la poblacifn celular en diferentes niveles de sa-

linidad en términos de produccién de biomasa.
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Al analiiai'lﬁs fésuitad6s>de 1as'Fighf&§;5;y:7;‘se ve
querel NaClrgfeét6 ﬁés drésgicaﬁenﬁe el creéimiento de la
poblacifn celular de S. off§icinaktum, dado que Gnicamente hu
bo un aumento en la produccibn de biomasa en los cultivos
desarrollados en el medio con la concentracibn mds baja de
NaCl. Estos resultados muestran que las células de L.
esculentum y 8. ¢fficinarum tienen diferente grado de sus-
ceptibilidad al WaCl, Sin cmbargo, se esperaba una mayor

e

resistencia en los cultivos de S. e gfgicdinarum, dado gue se
cree que la poliploidia y la distribucién de mosaicos en
esta especie favorece el mecanismo de amplificacién de ge-

nes, lo cual podrfa explicar su alta adaptabilidad y . varia-

cidn fisioldgica (Maribona, et af,, 1986).

Otras manifestaciones de los cultivos de L., esculfentum
en presencia de NaCl fue: un incremento de la intensidad de
los pigmentos verdes, un mayor grado de friabilidad de la
masa celular desdiferencia&a (Figura 6). Este cambio en la
pigmentacién, probablemente es debido a un incremento en la
concentracion de clorofila. Resultados similares se han ob
servado unicamente en cultivos de 8. campesitris (Paeck, et al,

1988).

Si bien, se han obtenido lineas celulares resisﬁentes
a NaCl aun no se ha establecido el mecanismo mediante el cual
las c&lulas adquieren resistencia al NaCl, ademis se ha en-
contrado que cuando estas lineas celulares se subcultivan,

en ausencia del agente de seleccidn el caracter de resisten
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table o perderse; ¢omo” 1o indican "las inves

En cultivos celulares de N. sylvesiads, C. aurantiud,

cl

cardcter de resistencia se mantiene

después de tres subcultivos en ausencia del agente de selec

cidn ({Dix v Street

, 1975; Hayyin

y Kachba, 1982},

y en

Penndsetun amerccanwn se mantiene después de siete subcul-

tivos (Rangan Yasil, 1983),
también

lulares resistentes al Nacl

2% ad., 1980). Sin embargo, en ¢
sansum el carfcter

sengion

agente de

o

elementos

En

cia observada en

resistencia 2

nzima denidroeoiolato

nuestyro o3so,

élulas de V.

21 carédcter de resistencia,
s¢ ha mantenido en plantas regeneradas de lineas ce
(Mcrughén y Swarts, 1984; Nabors,

tabacum var.

de resistencia se pierde en ausencia del

(Hasegawa, o

senald
metovrexa

I

zxtracromosdénicos,

los cultivos de

se presentd dado gue las células

tivaron despuds en ausencia del NaCl para verificar s

resistencia es est

abie.

Debido

ad,,

tc, se debid a

abhlecer si la

esculgnium y S, ¢

t
[

seleccionadas no se

a

planteado para el presente trabajo.

res5is

que en cultivos de cé&lulas de mami
un incremen-~
reductasa como resultado de un
que la pérdida de resis

gue los genes ampliifiicados se encuentran en

gue no fue un objetivo
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pPor lo géneréirenrvarios trabajos - (Dix, 1980;:Hasegawa,
et al.; 1986; Korneva y Maribona, 19‘3‘4',-5 Kurtz, 1986; Maribo-
na, of ai., 1986; Mathur, el af,, 1980; Mcliughen y Swarté,
1984; Nabors, et al., 1980; Rains, et al., 1980; Yano, o
al., 1982; YaSuda, et at.,'1982) con la idea de mantener una
poblacién celular uniforme. en relacién a la resistencia, el
proceso de diferenciacién se induce en presencia de la sal
y poca atencidn se ha presentado a conocer sus efectos en

el proceso morfogenético.

Al analizar el efecto dsz NaCl, sec encontrd que no sola
mente afectd el patrdn morfogendtico sino que también con
dosis relativamente altas (1.2% NaCl), se inhibi6 la regeng
racién de pldntulas hasta en un 100% (Cuadro 2). Dado que
se conoce gue la morfogénesis estd regulada en gran parte
por el balance entre los reguladores de crecimiento, espe-

cilalmente auxinas y citoclninas u otros factores (Skoog vy

)

Miller, 1957), es posible gueel NaCl cause un deseguilibrio

s

en el balance haormonal, 1o cual puede intibir o cambiav el
patrdén morfogenético ¢ bien interferir con la actividad de

ciertas enzimas, talec come la nitrato reductasa, glutamino

sintetasa, glutamato deshidrogenasa y peroxidasas relaciona
das con el proceso de rediferenciacién (Burgeais et af.,
1987; Dwivedi et al., 1984; Rawal y Mehta, 1982), También

es posible, gue las variaciones en el patrdn morfogen&tico
encontradas en las pldntulas se dehan a una respuesta fisio~
ldgica a altas concentraciones de sal en el medio de culti-

vo. Quedaria por determinar que las plantulas obtenidas, al
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desarrollarse en camp¢ son mds resisténtes a salinidad que

las progenitoras.

El hecho de que el NaCl afecte negativamente el patrén
mox fogenético como queda demostrado an,ei presénte trabajo,
indica gue es necesario realizar estudios para establecer en
qué momento seris més importante no exponer los cultivos ce
lulares al NaC! restableciendolo cuando el proceso de redi-

ferenciacidén se encuentre avanzado.

En los bioensayes realizados con dpices de tallos dec
L. esculentum también se encontrd gue el NaCl afectd el pa-
trén morfegenético e inhibid el desarrolle de los dpices

~

(Cuadro 4 v Figura 19}).

Generalments las plantulas obtenidas de lineas celula-
res resistontes a NaCl son transferidas a suelo ‘salino para
determinar si el cardcter de resistencia es estable. Algu-
nos autores {(Maribona, e¢f af., 1986) han encontrado que de
las plantas de probeta gue logran sobrevivir en campo al
utilizar tejidos de estas para establecer cultivos .({n vitxao
se ha encontrado que estas son resistentes a la sal, lo gue
demuestra que el carfcter de resistencia se ha mantenido.
Nuestros resultados indican que los &pices del tallo de plan
tas de L. e¢sculentum no se desarrollan normalmente en el me-
dio salino y gueda pendiente por demostrar en este caso es-
pecifico, si las gue provienen de plantas seleccionadas co-
mo resistentes tienen un desarrocllo normal en los medios con
NaCl, de ser este el caso, esta prueba podria ser de gran

utilidad en la pré&ctica.
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5.2. Efecto -del antibiético kanamicina en células de

L. esculentum v 8. odilcinatum en tres estados de

organizacidén.

‘Al analizar e. efecto del antibiftico se encontré (Fi-
guras 3 v 4) gue en las dos especies, este compuestc dismi-
nuyd la produccidn de biomasa, acentufndose este efecte du-
rante el segundo y tercer subcultivo en presencia del anti-
bidtico. Resultados similares se han observado con estrep-

tomicina en cultivos de N. faosaccuwn {Umiel, 19278). 21 anti

biftico tambi&n alterd negativamente ol patrdén morfogend

co inhibiendo la regeneracidn de ralices, lo nigmeintacidn

P

verde y el desarrcllc de los &pices Ce tallos {(Figuras 9 y

10). Dado Gue las mivocondrias y los cloroplas

tos tienen 21 tipo bacteriano, &35 posible que la
disminucién en la produccidn de biomasa y la alteracidn en

2l patrdén morfogenético, asi come la disminoecidn del pigmen

to verde se deba a la inhiblcidn de La sintesis de protef-

nas en cloroplasto vy mitocondrias, lo cual ind:

rectamente
puede afectar algunos procesos metabdlicos (Zchatz y !lason,
1974) . Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que

la inhibicidn resulte de la alteracidn de algdn otro mecanis
mo (Obe, 1972). En cultivos de N. tabacum L. ¢v. Havana 38,
la kanamicina también afectd negativamente el patrdn morfo-
gené&tico (Owens, 1981). Sin embargo, en cpltivos de 7.
carofa este antibidtico incrementd la diferenciacidn de ta-

llos {Owens, 1979). Los resultados obtenidos en el presen-

te trabajc cen L. esculentum y 8. offdicinarum indican gue
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estas especies son particularmente sensibles al antibiético,
por lo que se sugiere gue en los diferentes estudios con an
tibidticos se determine la concentracién aproniada de estos
compuestos para cada especie utilizada. Dado que ciertas

concentraciones pueden ser inofensivas para algunas de ellas

mientras que para otras pueden ser letales.

Al comparar el efecto del NaCl y del antibiftico enlos
cultivos de L. esculentum y 8. offlcinarum se encontrd gque
las dos sustancias inhibieron la produccién de bhiomasa y al
teraron negativamente el patrén morfogenético. Sin embargo,
en los cultivos de L. escufcontum durante el segundo y tercer
subcultivo en presencia del NaCl se observd cierto incremen
to gradual en la produccién de biomasa (Figura 5). Si bien
las dos substancias alteraron negativamente el patr6 morfo-
genético, el efecto mids drastico se observé con el antibid-
tico, el cual inhibié por completo la regeneracién de raf-
ces en ambas especies (Cuadro 1 y 3). Los resultados obte-
nidos indican que en los tres estados de organizacién delas
células de L. esculentum y S. officinarum el antibibtico es

més tdxico gue el NacCl.
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VI, CONCLUSIONES

En cultivos celulares desdiferenciados, en presencia de
kanamicina la produccién de biomasa disminuyd en forma
gradual durante los 3 ciclos observados hasta 80% en

ambas especies,

La produccifn de biomasa de L. escufentum en presencia
del 1,2% de NaCl, fue inhibida en 80, 55 y 30% con res-
pecto al testigo en el primero, segqundo y tercer ciclo
consecutivo respectivamente, es decir, la inhibicidn fue
gradualmente menor y esta misma tendencia se observé a
concentraciones menores de NaCl contrastando estos resul
tados con los encontrados en el caso del antibiftico.
Sin embargo, en S. oﬁ5@c£naaum a las concentraciones del
1 y 1.2% de NaCl se inhibid por completo el crecimiento
al tercer ciclo, pero se observ6 cierta recuperacifn en

la concentraci6n de 0.8% de NaCl.

La diferenciacidén de plantas de S. of{{cinarum a partir
de cé&lulas desdiferenciadas en presencia de NaCl se inhi
bi6 en forma gradual a medida gue se incrementd la con-
centracién llegando al m&ximo de inhibicidén (100%) en

1.2% de NaCl.
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La kanamicina inhibiéh el desarrollo de pléntulas a par
tir de los dpices de tallos de [. csculentum mientras
que en medios con 1.2% NaCl no se cbservé ningfn tipo

de desarrollo de los dpices. Sin embargo, en las concen
traciones mds bajas fue posible la regeneracidén de plén
tulas hasta en un 56%, asf{ como el desarrollo de rafces

y tallos en forma independiente,
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VII1,APENDICE



MEDIO 5MS
1. Composicién:*
CaCl,. 2,0 2,992 x 1073 m
NH,NO, . 2.061 x 107
KNO, 1.879 % 107% v
K1 4.900 x 107° x
CoCl,.6H,0 1.000 x 1077 n
KH,PO 1.249 x 1070 M
H,B0, 1.002 x 1074 m
Na,Mo0, 2H,0 1.000 x 107° 1
Mgs0,.7H,0 1.501 % 1077 u
MnSo , 44,0 7.620 x 107° M
Cus0 . 5H,O 1.000 x 1077 ™
2080, 7H,0 2,990 x 107° M
Feso,.7H,0 1.007 x 1074 o
Na,EDTA : 1.002 x 107 m
Meso-inositol 5.550 x 107% M
Tiamina-HC1 2.964 x 10°% u
L-~cisteina 2,840 x 1074 M
Acido ascérbico 5.670 x 107% M
2, 4-D 2.260 x 1070 M
Sacarosa 8.764 x 107° M

* Todas las cantidades estdn dadas por litro de solucibn a

menos gue se indigue otra cosa.



Soluciones:*

Solucidén A
CaC12.2H20
Solucidn B

NH4NO3

KNO3

Solucién C
K1l

COClZ.GHEO
Solucién D

pol
KH2‘04

H3BO3

NazNOO H

.2
4
Solucidén B
MgSO4.7H20

4.4H20

CuSO4.5H20

Mnso

ZnSc,.7H,0

4 2
Solucibn P

FeSOd.7H20

Na2EDTA

(100

(10X)

(100

(100

0

(100

(200

MEDIO SMS

X)

X}

X)

X)

X)

2,992

2.061

1.879

4,999

1.249

1.501
7.622
1.000

2,990

2,003
2.001

P

M

71



Preparacidn:*

Solucidn
Solucidn
Solucién
Solucidn
Solucidn

Solucidn

Tiamina~HC1

Meso-inisitol

L-citeina

Acido ascOrbico

2, 4-D

Sacarosa

Agua de coco

pH

Agar

o

m g 0

F

MEDIO. 5MS

10.00
100.00
10.00
10.00
10.00

100.00
50.00

100.00

30.00

ml
ml
ml
ml
ml
ml
ml
mg
mg
mg

mg

ml
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MEDIO 6MS
1. Composicidn:¥
CaCl, . 28,0 : ' 2.992 x 107° M
NH NO 2.061 x 107% m
KNO,, 1.879 x 107% 1
K1 4.900 % 107 M
CoCl, . 6,0 1.000 x 1077 m
KH,PO, 1.249 % 107° ¥
H,BO, 1.002 x 1074 m
Na,Mo0 , . 2H,0 1.000 x 107°% n
MgS0 . 7H,0 1.501 x 1070 o
MRSO , . 4H,0 7.620 % 107° M
Cuso,, . 5H,0 1.000 x 1077 u
Zn$0,, . 7H,0 2.990 x 107> M
Feso,. 71,0 1.007 % 1074
Na,EDTA 1.002 x 1074
Meso-inositol 5.550 x 1079 m
Glicina , 2,660 x 1077 M
Acido nitotinico 4.060 x 1077 M
Piridoxina-HC1 ' 2.300 x 1078 m
Tiamina-HC1 2.400 x 1078 M
Biotina 1.940 X 1077 M

* fTodas las cantidades estin dadas por litro de solucién a

menos que se indique otra cosa.



Acido félico ) ‘ 1.
L-glutémico ’ 7.
L-arginina 5,
L-metionina 3.
L-cisteina 2.
Acido ascérbico 5.
ANA 5.
6 BAP 7.

Sacarosa 8.7

Soluciones:*

Son las mismas que las del Medio 5MS.

<

747"



MEDIO 6MS

Preparacidn:*

Solucidn A
Solucidn B
Solucién C
Solucidn D
Solucidn E
Solucidn F
Meso-inisitol
Glicina

Acide nicotinico
Piridoxina-HCl
Tiamina-HCl
Biotina

Acido f£6lico
L~glut&mico
L-arginina
L-metionina
L-cisteina
Acido ascbrbico
ANA

6 BAP

10,

100.

16,7

g

ac

00

.00

.94

El
L\\

my
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*

Composicidni*

Ca(NO3)2.4H20

KNO3

KH2P04

4.7H20

FeSO4.7H2O

Na2EDTA

Mg S0

H3EO3

MnSO,.4H.,0

4 2

ZnSO4.7H20

CuSO4.5H20

Na2NoO4.2H20

Glicina

Meso-inositol

Acido nicotinico

Piridoxina-HCl
Tiamina-HC1l
Biotina

Acido £6lico
AIB

Sacarosa

MEDIO CN

Todas las cantidades estan dadas

menos gue se indigue otra cosa.
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2.099 x 1077 M
1.199 x 10 ° M
9.199 x 10 " M
5.099 x 10 M

1.007 x 10 M

W0
[s)
Py
[N
»

=
o
=

9.000 x 10

=

2.660 x 10

=

5.550 x 10 M
4,050 x 10 " M
2.300 x 10 ° M

1.480 x 10

=

1.000 x 10

2z X

1.000 % 10~

9.000 x 10

=

5.980 x 10 “ M

por litro de solucién a



MEDIO CN

Soluciones:*

Solucidén A
Ca(NO3)2.4H

Soluciédn B

hNO3

Solucién C

KH2P04

H3BO3

Na,MoO, . 2H,0

4

Solucidén D

MgS0,. 7H,0

4

Mnsoq.anzo

CuSO4.DH20

ZnSO4.7H20

Solucibn E

FeSO4.7H2O

NazEDTA

O

2

{solucién FM/S)

2.099 x

1.199 x

9.199 =

1.584 =

2.000 x

M

M

M

-
=

-



MEDIO. CN

Preparacitn:*

Solucidn A 10.00 ml
Solucidén B 10.00 ml
Solucién C ‘ 10.00 ml
Solucidn D 16.00 ml
Soluci&n F M/S 5.00 ml
Glicina 2.0C my
Meso-inositol 100.006 my
Acido nicotinice 5.00 mg
Piridoxina~HC1 0.50 mg
Tiamina~-HC1 1.00 mg
Biotina 0.048 my
Acido f6lico 0.48 mg
AIB 0.203 mg
Sacarosa 20.00 g
PH 5.8

Agar o : 4.00 g



Ac.
AIB
ANA

6BAP

ABREVIATURAS

Acido

Ac. Indol-3-Butirico

Ac. l-Naftalenacético
6-Benzilaminopurina
2,4-Diclorofenoxiacetico
Murashige y Skoog

Cresswell y Nitsch

NG
SAUR &2 L4 LisauTECA
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