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APREVIATURAS Y DEFINICION DE TERMINOS EMPLEADOS EN
ESTE TRABAJC.

ANA dcido naftalen acético

2,4-D dcido 2,4-diclorofenoxiacético
AIA dcido indolacético

AIB dcido indolbutirico

2,4,5-T dcido 2,4, 5-triclorofenoxiacético
6-BAP 6-bencil amino purina

DPU sym—-difenil urea

2-BTOA dcido benzotiozil-2-oxiacético
ppm partes por millon

DEDIFERENCIACION.- Proceso por medio del cual se ob-
tiene tejido vegetal no diferenciado (callo) a partir de teji

do vegetal diferenciado.



EQUIVALENCIA DE ppm a MOLARIDAD

2,4-D

ppm

10

1076
1076
1070
1076
1072
10

1073

Kinetina

10

M
4.6 x 1077
2.3 X 1076
4.6 X 1076
9.2 x 1076
1.38 X 1073
2.3 X 1075

4.6 X 1073




I _OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo és encontrar el me-
dio de cultivo, las fitohormonas y la concentracién de las -
mismas mds adecuados para la obtencién de células no diferen
ciadas dertrigo y ;enteno, el tejido formado por células no-
diferenciadas, en términos generales titopotenciales, es co-
nocido como callo.

Ademds de ser pocos los trabaﬁos realizados sobre es
te tema, los diferentes autores emplean medios, tejidos ini-
ciales, tipo y concentracién de fitohormonas diferentes, por
lo que se considerd necesario realizar estudios que unifica-~
ran el criterio sobre este tema.

Para lograr la obtencién de callos de monocotiledo——
neas, en especial de cereales, es necesario utilizar: altas-
concentraciones de auxina en el medio, tejido homogéneo y -=
una fuente de carbohidratos, de lo contrario resulta muy di-
fiéil su obtencidn. (1)

Para la obtencién de callos de estos cereales se usa
ron semillas y embriones debido a que estos tejidos son me--
nos diferenciados y mas homogeneos.

La obtencién de los callos de trigo y centeno resul-

ta importante ya que con estos cereales es posible efectuar-

estudios en varios tampos como son:



- GENETICA.- El estudio citolbgico del trigo y cente
no ha mostrado que estos cereales presentan variantes de —--
gran interés tales como monosomia, nuli-tetrasomfa, monotri=-
somfa, etc., los cuales facilitan la identificacién de cromo
somas o segmentos responsables de cada evento del desarrolio,
(2) ademds el estudio genético de estos cereales puede condu
cir a la obtencidén de hibridos (triticale} o variedades con-
mayor contenido de éarbohidratos y proteinas de consumc huma
no.

- BIOQUIMICA.- Los callos de estos cereales son un -
material muy atractivo y adecuado para efectuar estudios re-
lacionados con el metabolismo y regulacibén de procesos como-
diferenciacién celular y ontogénesis.

- FITOPATOLOGIA.- Es ‘posible estudiar la relacién —=-
huésped-patégeno (especialmente hongos) usando callos.

- PRODUCTOS NATURALES.~ Existen estudios encaminados
a la obtencién de substancias fisi&légicamente activas a par
tir de mutantes de callos o usando estos como medio para el-

cultivo de microorganismos que produzcan dichas sustancias.



II INTRODUCCION

.. ANTECEDENTES

Existen pocos estudios dirigidos a la obtencién de ca-
llos de trigo y centeno, los cuales presentan diferencias con
respecto a las condiciones recomendadas como 6ptimas para di-
cho fin. (3-10)

Son 5 los factores necesarios para la obtencién de ca-
llos:

- Tejido inicial.- Es recomendable para la iniciacién
de callos el uso de tejido lo menos diferenciado posible, ya-
que, de }o contrario, el proceso de dediferenciacién resulta-
més lento, sin embargo, casi todos los autores usan tejido -
muy diferenciado como raices de varias edades, diversas par--
tes del tallo de diferentes edades (brotes, &areas nodales, --
parte basal, rachis) y endospermo. (3-10)

Solo Warick (3) utiliza semillas de trigo y Carew (4)-

.
embriones de centeno, que es tejido menos diferenciado.

- Medio de cultivo.- Otro aspecto fundamental para la-
obtencién de los callos es el medio de cultivo, ya que é&ste-
deber§ contengr las concentraciones de macronutrientes, micr_o_.
nutrientes, vitaminas y fuente de carbono que sean adecuadas-

para la conservacién y el crecimiento del tejido.



Han sido probados una serie de medios de diferente com
posicién que llevan el nombre de su autor tales como: Heller, --
White, Lismainer-Skoog, Bg, Schenk-Hilderbrant, Hilderbrant, -
RikerlmDuggar, Nistch, Straus, Nostog, Pelet et al, Torrey--—-
Reiner, T, Smith, PRL-4, Knop, a casi todos estos medios se -
les han efectuado modificaciones que van desde afiadir sustan-
cias como vitaminas, estracto de levadura, leche de coco, --
agua de maiz y DPU, hasta cambiar la concentracién de macro -
y micronutriente, y vitaminas.

Algunos de estos medios y los medios modificados a los
que se les afiade por ejemplo agua de coco, estracto de levadu
ra, hidrolizado de caseina etc. son medios de composicién gqui
mica desconocida ya que estas sustancias estén formadas por -
una serie de compuestos no muy bien definidos y que se encuen
tran en concentraciones muy variables, sobre todo con el mgua-
de coco, por lo que el uso de estas sustancias para modificar
los medios no resulta muy recomendable ya que, aGn en el ca-
so de estimulacién de la induccién de callos es imposible sa-
ber a que se debib6 esta, y la reproductibilidad de los experi-
mentos es muy defectuosa.

Las modificaciones de la concentracién de vitaminas y-
de los macro y micronutrientes resultan informativas, ya que-
en este caso es posible conocer con exactitud si las modifica

ciones efectuadas resultan positivas o negativas para la in--



duccién y el crecimiento de los callos.

Los medios reportados como m&s adecuados para centeno-
son: Heller (modificado) y Lismainer-Skoog (modificado). ---
(4,5)

Los medios reportados como convenientes para la induc-
ciétn de callos de trigo son: Hiderbrant "D", T, Smith (modifi
cado), PRL-4, Knop, White, Lismainer-Skoog. (3,5-10)

-~ Fitohormonas.- El tipo, concentracién y combinacién-
de fitohormonas tiene un papel determinante en el éxito de la
obtencién de callos, ya que son éstas las que inician el pro-
ceso de dediferenciacifn y mantienen al tejido sin diferen---
ciar.

Las fitohormonas probadas por los diferentes investi--
gadores han sido: 2,4-D, AIA, ANA, 1,3 difenil urea, kineti--
na, &cido giberélico, 6 bencil aminopurina, Zeatina, dicamba,
benazolin, 2,4,5-T, Banvel y 2-BTOA, en diferentes concentra-
ciones. (3-10)

Los resultados encontrados con respecto a la concentra
cibén adecuada de fitohormonas para la induccién de callos de-
pende del tejido utilizado.

Los callos de centeno se lograron obtener con 2,4-D en
una concentracién de 2 ppm a partir de tallo y embriones, con
una porcién de scutelum. (4,5)

Los callos de trigo se lograron obtener con 2,4-D en-



un rango de concentraciém de 2 a 10 ppm, a partir de raiz-ta-
1lo, segmentos de raices, brotes, semillas y tallos, (3,6-9)-

2 M (1800-3600 ppm)

con AIA en concentracién de 1072 - 2 x 10
a partir de segmentos de rices (9), y con ANA en una concen--
tracién de 1 a 5 ppm, a partir de segmentos de semillas germi
nadas. (10)

Las otras fitohormonas probadas muestran resultados --
contradictorios con respecto a su accién scbre la induccién -
de callos de trigo y centeno.

El sulfato de adenina, kinetina y &cido giberélicoc no-
estimulan la inducciémn de callos en centeno, cuando se parte-
de embriones, &reas nodales de tallos jévenes y endospermo. -
(4)

En trigo es posible inducir callos a partir de segmen-
tos de raices y brotes de raices germinadas utilizando 2,4,5-T,
benzolin, dicamba, banvel D. (6)

La kinetina, benziladenina y zeatina son inhibitorias-
o no muestran ningtin efecto en la induccibén o crecimiento de-
los callos a partir de segmentos de raices o tallo de semi-—-—
llas germinadas y trozos de tallo maduro de trigo (6,8,10).

- Carbohidratos.- Los carbohidratos de que disponga =--
el tejido vegetal para metabolizar y obtener energia son muy-
importantes, sin embargo, los reportes existentes en trigo y-

centeno no mencionan haber probado diferentes carbohidratos -



para la induccién de callos. Con excepcién de Carew (4), -—-
quien prueba dos concentraciones de sacarosa y recomienda co-
mo 6ptimo 2% para induccibtn de callos de centeno, ningGn re--
porte indica que se probaran diferentes concentraciones de sa
carosa, sin embargo es utilizada al 3% . (3,5-10)

- Condiciones de cultivo.- Las condiciones de cultivo-
tales como: temperatura, iluminacién y humedad, deben estar -
de acuerdo con la variedad de la que se desean obtener los ca
llos. .

Las condiciones utilizadas por diferentes autores para
la obtencién de callos de trigo y centeno son:

- Temperatura.- En un rango de 20 a 27 °C. (3-10)

< Iluminacién.- Fotoperiodo. (5,10)

- Oscuridad.-(3,4,6-9)

Humedad.- 60 a 70% (10)
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2. SUSTANCIAS REGULADORAS DEL CRECIMIENTO

El término hormona es aplicado a ciertas sustancias -
que son sintetizadas en una parte del organismo, las cuales-
actan a muy bajas concentraciones despuéé de ser transloca-
das, produciendo efectos fisioldgicos en otra parte del mis-
mo, este concepto fué originado en la fisiologia animal y la
palabra hormona viene de una raiz griega que significa "exci
tar®. (2)

A las hormonas vegetalesAggiz;;ﬁﬁééé_denominar fito—-
hormonas y son sintetizadas principalmente en el tejido me-—-
ristemtico apical de: hojas jévenes, raices, yemas y flores,
pe;o a diferencia de las harmonas animales, las fitohormonas
pueden existir en cualquier parte de la planta (2,11)

Los términos de hormona y fitohormona se han restrin-
gido a compuestos que son sintetizados en forma natural por-
el organismo.

Existen muchos compuestos que no son sintetizados por
las plantas que tienen la caracteristica de producir en és--
tas los mismos efectos que las fitohormonas, a dichas sustan
cias se les denomina reguladores del crecimiento.

Las fitohormonas y sustancias reguladoras del creci--
miento se han clasificado en tres grupos fundamentales que -

son: auxinas, citoquininas y giberilinas. (12)
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Estos 3 grupos de fitohormonas y sustancias regulado-
ras del crecimiento se encuentran involucrados en procesos -
tales como: la divisién, elongacién y diferenciacién celular.

A continuacibén se encuentra un cuadro en el que se pue
de ver el efecto de las auxinas, citoquininas y gibelinas en-

los procesos antes mencionados.



DIVISION

CELULAR

ELONGACION
CELULAR

DIFERENCIACION
CELULAR

EFECTO A NIVEL
MOLECULAR EN -
CELULAS

AUXINAS

Crecimiento de callos,
proliferacién celular,
formacién de celulas -
cambium, crecimiento -
del fruto e inhibicidn
del crecimiento de ta-
llos laterales.

Crecimiento del tallo-
crecimiento de flores-
laterales, crecimiento-
del fruto.

Formacidén de raices en
tallos cortados
formacién de brotes de
muchos tejidos diferen
ciacidén de celulas cam
bium expresidén del se-
XO0.

Promocidén de corrientes
en el altoplasma.

(r2)

GIBERILINAS

Divisién celular en api=
ces, desarrollo de celu-
las cambium, crecimiento
del fruto rompimiento de
la dormancia.

Crecimiento de hojas y -

raices en varios tipos -

de plantas, induccidn de-
tallos laterales, creci--

miento de pétalos de floc—
res, crecimiento del fru-
to rompimiento de la dorman
cia en semillas.

Formacidén de flores en --
plantas de dia largo for-
macién de brotes inhibi--
cién de la formacién ex--
presién del sexo formacién
de organos sexuales en he-

lecho.

Sintesis de carbocilasa en
la capa de alenrona de ce-
reales.

CITOQUININA

AUXINAS

CRECIMIENTO.

CITOQUINIAS

Promocidn de divisidn celular en
celulas cultivadas, crecimiento-
de tallos laterales, crecimiento

del fruto, rompimiento
mancia en varios tipos

de la dor
de plantas.

Crecimiento de tallos en varias -

tipos de plantas

Crecimiento de fragmentos de hojas
Rompimiento de la dormancia en va-

rios tipos de plantas.

Induccién de formacién
y tallos en cultivo de

tabaco K C raices
A
K
A C Tallos

Induccién de formacién
en diferentes plantas.

de raices -
celulas de-

de tallos -

Inhibicidén de la derradacién de la
clorofila y proteinas acumulacién-

de metapolitos y agua.

BIBLIOGRAFIA (12)
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2.1 Auxinas
Las auxinas son sustancias reguladoraé que actGan como
_ promotores de la elongacibn, divisién y diferenciacidn celu--
lar en diferentes 6rganos de las plantas.

Se conocen algunas sustancias con actividad de auxina-
que pueden ser extraidas de las plantas, a estas sustancias -
se les conoce con el nombre de auxinas naturales.

De las auxinas naturales unicamente ha sido posible de
mostrar que el &cido indolacético es sintetizado por las plan
tas a partir del amino&cido triptofano y que el precursor in-
mediato de éste es el indol - 3 - acetaldehido. (13,14)

Se han encontrado dos rutas metabbélicas generales para
la sintesis del &cido indol-acético, la primera tiene como in
termediario el &cido indol—pi&ﬁvico y la segunda a la tripta-
mina. (15, 16)

Se conocen otras 2 rutas metabblicas para la sintesis-
del Acido indol-acético, sin embargo, estas vias se han des--
crito solamente en un nGmero muy reducido de plantas, una es-—
conocida como la via del indolacetaldoxina-indolacetonitrilo,
(17), y de la otra existen evidencias de que el triptofano es
buen precursor del &cido indol-l&actico y de triptofol (18,19)
y el triptofol puede ser convertido en &4cido indolacético. Fi
gura I (p&ag. 19 )

Por otra parte se ha demostrado que las plantas se en-
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cuentran parasitadas por muchas especies de bacterias capaces
de metabolizar al triptofano y convertirlo en &cido indolacé-
tico. (20,21)

La oxidacién del &cido indolacético in vivo estd carac
terizada por isoenzimas de la peroxidasa y da lugar a varios-
compuestos siendo el més importante el metilen oxindol. (22)

Las reacciones de oxidacién del &cido indolacético son
importantes en el control de la actividad de éste, ya que es-
tas reacciones destruyen o producen la forma activa del &cido
indolacético. (23,24)

Un gran nGmero de compuestos que no son sintetizados -
en las plantas, tienen la misma accién del &cido indolacético
y son llamados auxinas sintéticas.

Las auxinas m&s conocidas son: ANA, AIA y 2,4,-D.

A continuacién se expresan sus formulas. (2,11)



AIA

15

i O'CHZ-COOH

cl

Ccl
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La comparacién de las formulas estructurales de los -
compuestos que tienen actividad de auxina muestran rasgos —-—
comunes, por lo general todos son portadores de una cadena -
lateral con un grupo carboxilo (grupo carboxilo o un grupo -
carboxilo potencial unido a un nGcleo no saturado plano (ben
ceno, indol o naftaleno) al menos con un doble enlace y una-
relacidén estérica entre el anillo y el carboxilo o el grupo-
carboxilo potencial). (2,11)

Las auxinas pueden ser inhibidas por degradacién enzi
mética o por la accién de componentes conocidos como antiau-
xinas (25), las cuales presentan dos formas de accién que ——
son:

a) Por ser quimicamente similares a las auxinas ac——-
tuan a través de una inhibicién competitiva, como ejemplo te
nemos el caso del &cido 2,6-diclorofenoxiacético que es la -
antiauxina del &cido 2,4 - Diclorofenoxiacético y del &cido-
indol 3 acético; Otro caso interesanté es el del &4cido  ——-
trans-cinémico que inhibe la accién de su isémeré el &cido -
cis-cinfmico que es una auxina. (26)

b) Otro mecanismo de accién de 155 antiauxinas es por
inhibicién de la translocacién (emigracién de una sustancia-,
de raiz a tallo, de tallo a hoja, etc.) de las auxinas, como
ejemplo de esto tenemos el &cido abscisico, el cual inhibe -

la translocacién del &cido indolacético. (27, 28)
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La multiplicidad de procesos en los cuales intervie--
nen las auxinas es su caracteristica fundamental; entre di--
chos procesos los m&s conocidos que podemos mencionar son: -
elongacién de células y 6rganos, induccién de yemas, hojas -
y raices, fototropismo, geotropismo, dominancia apical, par-
tenocarpia, abscisibn, activacién de células cambium inicia-
cién floral, determinacién del sexo y otros. (2,11)

Los procesos mencionados anteriormente dependen de la
concentracién de auxinas es decir, ésta es diferente para la
realizacién de cada uno de ellos (atn no esti bien definida-
para todos), ademis en casi todos los casos las auxinas no -
son por si solas las causantes de estos fenbémenos, sino que-
éstos son producidos por la combinacién de ellas con vitami-
nas y/u otras fitohormonas siendo importantes las citoquini-
nas.

Es un hecho notable observar que las auxinas intervie
nen no solo durante los procesos mencionados, sino también -
en la dediferenciacién celular; cuando se aplican altas con-
centraciones de auxinas se presenta un efecto téxico o le~---
tal, como en el caso del 2,4-D que es usado como herbicida -
(29), pero si la concentracién de auxina aplicada no es sufi
ciente para que sea letal ni tan baja que actfie como fitohor
mona y se coloca sobre una seccibén fresca del tallo, produce

répidamente una callosidad cuyo corte transversal revela que
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la diferenciacién ha sido fuertemente alterada sobre todo en
los teiidos ccnductores, esta metistasis se distingue tam---
bién del tejido normal porque su estructura est& desorganiza

da. (2,11)
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TRIPTOFANO
ACIDO
INDOLACTICO
1t
() a d
Iy
N
I
ACIDO
INDOL TRIPTAMINA INDOLACETALDOXIMA
PIRUVICO
e
£
b
INDOLACETALDEHIDO INDOLACETONITRILO
i DESTIOGLUCOBRASIN
TRIPTOFOL h
GLUCOBRASIN
o g
ACIDO
INDOLACETICO

= Triptofano amino transferasa;

i

Acido indol piruvico descarboxilasa;
Indolacetaldehido deshigrogenasa u oxidasa;
Triptofano descarboxilasa;

Triptamina oxidasa;

Indolacetaldoxima hidro-liasa;

Nitrilasa;

Mirosinasa;

Triptofol deshidrogenasa u oxidasa.

Figura I.- ESQUEMA DE LAS RUTAS METABOLICAS DE SINTESIS
DEL ACIDO INDOLACETICO. (30)
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2.2. Citogquininas.

El primer compuesto con actividad de citoquinina fué-
aislado por Skoog a partir de preparados de &cidos nucleicos
de origen diverso y lo denominé Kinetina (6 - furfurilamino-
purina) (2), la cual probablemente no sea una fitohormona na
tural; tiempo después se aisl6é la zeatina de granos de maiz-
y posteriormente también de otras plantas. (31-34)

Las citoquininas tienen una estructura bésica de ani-
llo de purina.

Se ha demostrado que un gran nGmero de otros compues-
tos con un nficleo de adenina se sintetizan en las plantas y-
presentan actividad de citoquinina, adem&s se han aislado de
animales y otros, se han sintetizado por el hombre.

A continuacién se expresan las formulas de las cito--

quininas més conocidas. (11)



NUCLEO FUNDAMENTAL

SUSTITUYENTES:
R = -CH,, / \
KINETINA
o
R=.cHz 6-Benzilaminopurina
R=-CH CH_-OH
2 2
\c — c/ ZEATINA
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Las citoquininas se definen como fitohormonas de mul-
tiplicacibn celular. Su sintesis aparentemente se lleva a ca
bo en meristemos apicales de raiz, inflorescencias y frutos-
en desarrollo y posteriormente son translocadas al resto de-—
la planta. (2,11)

Estas hormonas se encuentran adem&s involucradas en -
los procesos de iniciacién y proliferacién de brotes, alar-
gamiento y elongacién celular, retardo del envejecimiento, -
rompimiento de la dormancia de semillas, partenocarpia y flo
racién. (2,11)

El efecto més caracteristico de las citoquininas en -
cultivo de tejidos es su influencia en la proliferacién celu
lar. Skoog encontrd que la Kinetina es un factor necesario -
para la citoquinesis y la mitssis. (35, 36)

Utilizando cultivo de tejidos ha sido posible aislar-
e identificar dos citoquininas y sus rib&sidos (6—A;2—isopgg
tilaminopurina y zeatina) de bases libres, nuclebésidos y RNA
de transferencia, lo cual demuestra que las celulas en culti
VO san capaces de sintetizar citoquininas. (37,38)

Se ha observado que durante la mitosis de células de-
tabaco cultivadas en un medio que no contiene citoquininas, -
la metafase se prolonga y la profase no es afectada, esto su
giere que las citoquininas estimulan la sintesis de proteinas

especificas que est&n involucradas en la metafase. (39)
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Las citoguininas afectan también la elongacién celu--
lar ya que incrementan la sintesis de lignina en cultivos de
callos de tabaco. (40)

Un efecto caracteristico de las citoquininas en la di
ferenciacién celular es la induccién de tilacoides v la for-
maci6n de grana en pléstidos. (41) Asi mismo, se ha demostra
do en cloroplastos de tabaco, que la Kinetina incrementa la-
incorporacién de 14C—leucina en las proteinas, pero no pro——
longa la sintesis de protinas. (42)

Las auxinas estimulan la formacién de polisomas y la-
sintesis de RNA mensajero, las citoquininas en contraste, no
tienen este efecto, pero combinadas con las auxinas incremen
tan el éfecto de éstas. (43,44) Por otra parte se ha demos—-
trado que la citoquinina se une especificamente a los riboso
mas por medio de un receptor de naturaleza proteica que se -
encuentra asociado a estos ribosomas. (45-47), por lo que --
tal vez tengan accién en los procesos de translacién.

No se conocen afin las vias metab6licas de sintesis —-
Yy degradacién de las citoquininas naturales,pero por sus se-
mejanzas con las purinas es probable que.sean sintetizadas -
y degradadas por vias metabblicas semejantes a las de las --.

purinas.
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2.3. Vitaminas

Existen otras substancias clasificadas como vitaminas
en la fisiclogia animal; sin embargo, las plantas, a diferen
cia de los animales, son capaces de sintetizar todas las vi-
taminas necesarias para mantener sus procesos metab&licos, -
sin que esto quiera decir que cualquier tejido vegetal pueda
sintetizarlas en cantidades adecuadas. (2)

El hecho de que cultivos de raices, tallos, hojas o -
embriones aislados, requieran de vitaminas en los medios dé-
cultivo para poder continuar su crecimiento indica la impor-
tancia de las vitaminas en estos procesos.

Entre las vitaminas m&s importantes encontramos: tiz-
mina (vitamina B;), riboflavina (vitamina B,), &cido pantoté
nico, biotina, y &cido félico. Los cuales en su mayoria ac--

tGan como grupos prostéticos o coenzimas de las enzimas impor

tantes para el metabolismo vegetal. (2,11)
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2.4, Elementos esenciales.

Constituyentes minerales de las células vegetales.

Los progresos técnicos de anilisis de elementcs han -
permitido reconocer hasta la fecha 18 elementos que pueden -
ser considerados como escenciales para el funcionamiento &p-
timo de las plantas. (2)

Resulta posible efectuar una divisiém de estos 18 ele
mentos en funcibén de la cantidad requerida por las plantas.-
Aquellos elementos que son necesarios en mayor cantidad se -
les denomina "macronutrientes” y los que son requeridos en -
menor cantidad se les denomina "micronutrientes". (2)

Los macronutrientes son: carbono, hidrégeno, oxigeno,
azufre, fbésforo, calcio, magnesio y potasio.

Los micronutrientes son: hierro, manganeso, cobre, --
zinc, boro, cloro, cobalto, molibdeno y vanadio.

Los macronutrientes en su mayoria entran en la consti
tucién de macromoléculas por lo que sus funciones son mGlti-
ples y manifiestas. Cuando se encuentran formando sales o en
forma de iones tienen funciones de gran -importancia como son:
Regulacién de la presibén osmbética, pH celular, efectos ~--
iénicos, poder de imbibicién del citoplasma etc.

Los micronutrientes, por otra parte, act@an en su ma-
yoria, como elementos cataliticos en las relaciones metabdli

cas de Oxido-reducci6n de las plantas. (2)
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Las plantas no tienen capacidad para obtener estos -
elementos en cualquier forma que se les presenten, es necesa
rio que ellos se encuentren como sales solubles en el medio-
y a cancentraciones que sean adecuadas y no téxicas para el-
desarrollo de la planta.

Existe antagonismo entre varios pares de elementos co
mo Mg++/Mn++, K+/Ca++,Mg,++ etc., sin que haya sido posible
elucidar el por que. (2)

Los callos como tejido vegetal requieren de los ele--—
mentos esenciales; por lo que se han probado una gran varie-
dad de medios con diferentes concentraciones de estos elemen
tos esenciales para poder establecer cual es la concentracidn

6ptima para su crecimiento.
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3. HISTORIA DEL CUTIVO DE TEJIDOS

El campo del cultivo de tejidos in vitro se inici6 -

a principics de este siglo y muy recientemente se han hecho
progresos rapidamente en esta &rea del conocimiento; a tal-
punto que actualmente se ha convertido en una nueva rama de
la Biologia.

Una técnica del cultivo de tejidos, anterior aésta -
fué el uso de técnicas semejantes en agricultura pr&ctica -
durante muchos afios, por ejemplo, en fruticultura los injer
tos y el estacado de plantas, que tienen como fin cultivar-
una parte de las plantas a fin de propagarlas o mejorarlas.

.Casi paralelamente a las técnicas de cultivo de teji
dos in vitro, se han desarrollado estudios destinados a la
obtencién de tejido vegetal no diferenciado (callo) en con-
diciones esteriles.

Existen una gran semejanza entre el cultivo de teji-
dos y la obtencién de callos, debido a que las técnicas em-
pleadas son similares y la finalidad en ambos casos es lo—
grar cultivar in vitro el tejido vegetal.

La diferencia fundamental que existe entre el culti-
vo de tejidos y la obtencién de callos estriba en que el —-
primer caso se trata de cultivar tejido vegetal que se man-

tenga diferenciado y en el segundo caso la finalidad es lo-



28

grar, por medio de la aplicacibén de auxinas al medio de cul-
tivo, la obtencién de células sin diferenciaciém (callos).

Existen muchisimos autores que han trabajado en el --
campo de cultivo de tejidos y obtenciémn de callos; a conti--
nuacién serén mencionados aquellos trabajos que tengan un pa
pel relevante en los estudios de la obtencién de callos.

Los primeros trabajos realizados en este campo se de-
ben a Sacks (1860) y Knops (1861) quienes prepararon una so-
lucién nutritiva a base de sales inorgénicas para‘el desarro
1lo de las células in vitro , 'ya que éstas eran los princi-
pales nutrientes de las plantas. Esta solucién ha sido utili
zada posteriormente por muchos investigadores para lograr la
obtencién de callos de diferentes plantas.

El primer investigador‘que tratdé de cultivar células-
in vitro fué el fisiblogo vegetal, Haberlandt (1902), quien-
encontr6 una fitohormona a la cual denominé traumatina, la -
cual producia una masa amorfa de células sobre la superficie
cortada de tuberculos de papa y a esta masa le llamé "callo”

Goebel (1902), sugiribé que todas las celulas som&ti-
cas jbvenes podian tener capacidad de producir una planta --
nueva, es decir, que una célula somitica puede ser totipoten
cial. Posteriormente se sugirié que las celulas de callo eran
totipotenciales y trabajos posteriores confirmaron esta hipd

tesis. (48,49)
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Knudson (1919), Robbins (1922), White (1933) y otros se es—-—
forzaron por mejorar la composicién de los medios de culti--
vo.

White (1933), después de lograr crecimiento de primor
dios florales y observar la divisién celular de fragmentos -
de meristemo por un largo tiempo, mediante transplantes en -
el medio de Uspenskaia (1925) y Uspenski (1925) pensé que --
los tejidos vegetales en cultivo podian vivir normalmente —-
in vitro sin que lleguen a diferenciarse.

Nobecourt (1937-1938) enfatiz6 la necesidad de trans-
plantar el tejido producido de novo a medio fresco, con el -
fin de obtener crecimiento del par&nquima de zanahoria o pa-
pa por tiempo ilimitado.

Actualmente el transplantar un tejido es un método --
usado para mantener los callos vivos por largos perfiodos de-
tiempo.

Desde 1935, cuando se conocieran las condiciones del-
crecimiento ilimitado de celulas homogéneas, ap#recieron nu-
merosos reportes en los que se buscd mejorar condiciones pa-
ra una rapida divisién celular y mayor Qelocidad de creci---
miento, debido a que la obtencién de callos resulta adecuada
para estudiar fenémenos biolégicos in vitro.

Con el fin de lograr los medios de cultivo para la --

obtencién de callos se ha probado: agua de coco, extractos -
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de diversas plantas, etc., y diferentes concentraciones de -
fitohormonas, vitaminas, carbohidratos, micro y macronutrien
tes.

Como resultado del esfuerzo de muchos investigadores,
se conocen hoy las candiciones en que las celulas de diferen
tes tejidos vegetales pueden dividirse sin formacién de brga
nos. Por otra parte, en algunos casos, también es posible --
que cambiando las condiciones se obtengan a partir de éstos-
callos plantas completas. (48,49)

Los trabajos realizados con el fin de lograr la obten
cibén de callos de monocotiledéneas, especialmente las de ce-
reales, son relativamente pocos, debido a la gran dificultad
de obtener de éstos un tejido homogéneo.

Struis y Larme (1954), Iniciaron hace 22 afios la in--
duccién de callos y el mantenimiento de cultivo de cereales-

in vitro , usando endospermo de maiz jéven; posteriormente, -

en 1958, Carew y Schwart (4) obtuvieron callos de centeno a-
partir de embriones.

Pero la solucién del problema de obtencién de callos-
de cereales no se inicié hasta 1967 con la utilizacién de -
altas concentraciones de auxinas en el medio de cultivo.

En lo que respecta a cultivo de tejidos de trigo no -
se lograron obtener callos hasta 1968 por Trique et al, usan

do areas nodales de tallos jé6venes. (2)
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Existen unicamente 2 reportes de obtencién de callos-
de centeno (4,5) y 7 de la obtencién de calios de trigo. -—-
(3,5-10)

Las técnicas del cultivo de células (callos o teji-—-
dos) estén siendo aplicadas a diversos campos como: Genéti--
ca, Morfogénesis, Fisiologia, Bioquimica, Fitopatologia, Far
macologia y Enzimologia, tanto en ciencia pura como aplica--
da.

BEn el futuro estos métodos podr&n ser utilizados en -
los mas variados campos de la ciencia y ser aplicados ademés
a industrias, como ejemplo de ésto tenemos las investigacio-
nes realizadas en Japbn, donde las compafiias productoras de-
tabaco 'han logrado produccién masiva de celulas de tabaco y-
compafiias farmaceGticas trabajan actualmente en la cbtencién
en g?an escala de células de plantas que producen sustancias

con actividad farmacolégica. (50)
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Existen unicamente 2 reportes de obtencién de callos-
de centeno {4,5) y 7 de la obtencién de calios de trigo. ---—
(3,5-10)

Las técnicas del cultivo de células (callos o teji---
dos) estén siendo aplicadas a diversos campos como: Genéti—-
ca, Morfogénesis, Fisiologia, Bioquimica, Fitopatologia, Far
macologia y Enzimologia, tanto en ciencia pura como aplica--
da.

En el futuro estos métodos podr&n ser utilizados en -
los m&s variados campos de la ciencia y ser aplicados ademés
a industrias, como ejemplo de ésto tenemos las investigacio-
nes realizadas en Japbn, donde las compafiias productoras de-
tabaco 'han logrado produccién masiva de celulas de tabaco y-
compafiias farmaceGticas trabajan actualmente en la obtencifn
en gran escala de c€lulas de plantas que producen sustancias

con actividad farmacolbégica. (50)



32

III MATERIAL Y METODOS
1) MATERIAL BIOLOGICO: TRIGO POTAMO PROPORCIONADO POR PRONASE
(SAG) CENTENO SNOOPY PROPORCIONADO POR EL CIMMYT.

2) PREPARACION DE SOLUCIONES DE SALES INORGANICAS CONCENTRADAS

a) MEDIO MS (51)

a.l) M/S solucidén A: CaCl,.2H0 (MERK) 44 g/1
a.2) M/S solucidn B: NH4NO3 (MERK) 16.5 g/1
KNO3 (MERK) 19 g/1
a.3) M/S solucidn C: KI (MERK) 83 mg/l1
CoCly.6H,0 (MERK) 2.5 mg/1
a.4) M/S solucidn D: KH,PO, (MERK) 17 g/1
H3BO3 (TECNICA QUIMICA) 0.62 g/1
NayMoOg4.2H0 (MERK) 25 mg/1
a.5) M/S solucibn E: MgSO4.7H20 (MERK) 37 g/1
MnSO,4.4H,0 (MERK) 1.7 g/1
CuSO4.5H50 (MERK) 2.5 mg/1
ZnS04. 7H20 (MERK) 0.66 g/1
a.6) M/S solucidn F: FeSO4.7H,0 (MERK) 5.57 g/l
Na,EDTA (MERK) 7.45 g/1

b) MEDIO TMS (52)
b.1l) TMS solucidn A: MgS0O4.7H,0 123 mg/1
(MENOR) KH,POy 51 mg/1

MnSO 4. 4Hp0 2.23 g/1



c.l)

c.2)

c.4)

dod)

d.2)

SH solucidn A:
( MAYOR)

SH solucidn Aj:
(MAYOR)

SH solucidn B:

(MENOR)

SH solucidén C:

.

SH solucidén C}

Smith solucidn A:

Smith solucidn
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ZnSOg4. 4H,0
KI
CuS04.5H,0

CoS04.7H,0 (BAKER ANALYSES)

c) MEDIO SH (53)
KNO3
MgSO4.7320

caClj.2H0

MnSOg4.4H,0
H3BO3

Zns04. 7TH,0
KI
CuS04.5H0
Na,MoO4.2H0
CoCl,.6H50
FeS04.7H;0

Na,EDTA

d) MEDIO SMITH (54)

Ca(NO3) 5.4H,0

KNO3

860 mg/1
83 mg/1
2.5 mg/1

3 mg/1

50 g/1
8 g/1

4 g/1

200 mg/1
100 mg/1
20 mg/1
20 mg/1
4 mg/1
2 mg/1
2 mg/1
15 g/1

20 g/1

7.11 g/1

4.05 g/1
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d.3) Smith solucidbn C:

NaCl 600 mg/1

ZnClo 6.2 mg/1

MnCl, 4.9 mg/1

CuCl, 2.7 mg/1
d.4) Smith solucidén D:

KH,PO4 700 mg/1

H3BO3 5.7 mg/1

Na,MoOy4. 2H,0 2.5 mg/1
d.5) smith solucién E:

MgS0O4. 7H0 2.45 g/1
d.6) Smith solucidn F:

Na,EDTA 373 mg/l

FeSOg4. 7H,0 278 mg/1

3) PREPARACION DE SOLUCIONES DE SUSTANCIAS ORGANICAS CONCENTRA-
DAS.

2.1) Piridoxina HCl1l (MERK) 10 mg/100 ml

2.2) Tiamina HC1 (MATHERSON COLEMAN AND BEIL) 10 mg/100 ml

2.3) Acido nicotinido (MERK) 10 mg/100
2.4) Meso-inositol (MERK) 1 g/100 ml
2.5) Glicine (NBC) 100 mg/100 ml
2.6) Edamin (SIGMA) 1 g/100 ml
2.7) Difenilurea (SIGMA) 10 mg/100 ml

2.8) p-clorofenilalanina (SIGMA) 100 mg/10C ml
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2.9) Fenitalanina (CALBIOCHEM) 100 mg/100 ml

2.10) Acido 1 naftalenacético (ANA)
(BPH CHEMICAIL LTD)

2.11) 6-benzilaminopurina (SIGMA) 50 mg/100 ml
2.12) Kinetina (SIGMA) 10 mg/100 ml
2.13) Acido 2,4-diclorofenoxiacético (MERK) 10 mg/100 ml
NOTA.- El 2,4-D y el ANA requieren NaOH para poder disolverlos

mientras que la 6 BAP y la kinetina requieren HCl con -
el mismo fin.

4) PREPARACION DE SOLUCIONES GENERALES

3.1) Hipoclorito de calcio al 10¥% y 4%

3.2) Hidroxido de sodio IN (APROXIMADAMENTE)

3.3) Acido clorhidrico IN (APROXIMADAMENTE)

3.4) Esterilizacidén de agua destilada y desionizada en autocla

ve a 120°C y 151b durante 15 min.

NOTA: Como las soluciones de HCl y NaOH se usan unicamente pa-
ra ajustar el pH de los medios y 'disolver las fitohormo-
nas no es necesario valorarlas por lo que son aproxima--
das.

5) PREPARACION DE LOS MEDIOS .SIN FITOHORMONAS

El procedimiento a séguir estd dado a continuacidn para
cada medio, afiadiendo la cantidad de solucidn sacarosa mencio-=
nada, ajustandé al pH indicado y aforando.

Es recomendable hacer el medio en un vaso en el que se afia
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dird previamente agua destilada, con el fin de que al afiadir -
las soluciones del medio de cultivo, no precipiten las sales -
que las forman; con el mismo fin, es recomendable tener agita-

cién continua.

a) PREPARACION DEL MEDIO MS (51)
{sin fitohormonas)

MS solucidén A 10 ml
MS solucién B 100 ml
MS solucidn C 10 ml
MS solucidn D 10 ml
MS solucidn E 10 ml
MS .solucién F 5 ml
Glicina 2 ml
Inositol ’ | 10 ml
Acido nicotinico 5 ml
Piridoxina HCl 5 ml
Tiamina HC1 1 ml
Sacarosa 30 g
pH 5.8
Aforar 1 litro

b) PREPARACION DEL MEDIO TMS #5249
(sin fitohormonas)

MS solucidén A 5 ml

MS solucién B ; 50 ml
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MS solucidn D

MS solucidn F

TMS solucidén A (menor)

Inositol

Tiamina HC1l

Sacarosa

PH

Aforar

SH

SH

SH

SH

SH

SH

solucidn
solucién
soluoidn
solucidn
solucidn

solucién

c) PREPARACION DEL MEDIO SH (53)
(sin fitohormonas)

A (mayor)
Ay (mayor)
A, (mayor)
B (menor)
(2]

C1

Paraclorofenilalanina o fenilalanina

Tiamina HC1l

Acido nicotinico

Piridoxina HC1l

Inositol

Sacarosa

PH

Aforar

10 ml
5 ml

10 ml
10 ml
10 ml

10 g

1 litro

50 ml
50 ml
50 ml

50 ml

1 ml
2 ml
50 ml

50 ml

100 ml

568

1 litro



38

d) PREPARACION DEL MEDIO SMITH (54)
(sin fitohormonas)

Smith solucién A 100 ml
Smith solucidén B 100 ml
Smith solucién C 100 ml
Smith solucidén D 100 ml
smith solucién E 100 ml
Smith solucidén F 100 ml
Tiamina 10 ml
Piridoxina HCl 10 ml
Acido nicotinico 50 ml
Glicina 30 ml
Edémin 100 ml
Inositol 10 ml
Sacarosa 20 g
PH 6
Aforar 1 1t.

6) PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO CON FITOHORMONAS
Se efectua la preparacién del medio sin fitohormonas y
antes de ajustar el pH se afiaden las fitohormonas, a las con-

centraciones que se desean probar.

7) PREPARACION DE LOS MEDIOS PARA SEMBRAR

a) Una vez aforado el medio (con o sin fitohormonas) -



b)

c)

a)

e)
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se pasa éste a un matraz erlenmeyer gue tenga el --
agar necesario para obtenerlo al 0.65%.
Poner a disolver el agar en bafio maria

Con el medio ain caliente se procede a agregar 8 -—-

" ml en cada tubo de siembra.

Tapar con papel aluminio cada uno de los tubos.
Esterilizar en autoclave por 15 min a 15 1lb de pre-

sidén y 120°C.

8) METODOS DE OBTENCION DE EMBRIONES DE TRIGO Y CENTENO

a)

b)

Cortar uno por uno con navaja

a.l) Tomar la semilla con las pinzas

a.2) Poner el embrion hacia arriba

a.3) Con una navaja efectuar un corte transversal,-
de modo que se obtenga el embrion con la menor
cantidad de almiddn posible.

Moler las semillas

b.1l) Medir 300 ml de semillas

b.2) Ponerlas en la licuadora

b.3) Moler 5 seg. a baja velocidad

b.4) Pasar la molienda por una malla de los nimeros
10,016, 25,

b.5) La parte que no pasa lamalla #10 se regresa a-

la licuadora y se repite el proceso.
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b.6) La parte que pasa la malla del # 16 perc no la-
del # 25 son embriones, pedazos de almiddén y --
cascara.

b.7) Para quitar la ciscara se pasan a un vaso de --
500 ml y se sopla.

b.8) Después que se eliminaron las c&scaras se revi-
san con un microscopio de disecciones separandoc
Gnicamente los embriones enteros.

7) METODO PARA ESTERILIZACION DE LAS SEMILLAS Y EMBRIORES DE -
TRIGO Y CENTENO
a) Poner las semillas o los embriones en etanol 96%
b) Sacarlos inmediatamente
c) Ponerlos en hipoclorito de calcio a la concentracidn
y tiempo dado en la Tabla I (Pag. 57 )
d) Sacarlos
e) Ponerlos en etanol al 96%
f) Sacarlos inmediatamente
g) Enjuagar con agua destilada esteril, 3 veces.
h) Pasarlos a una caja petri estéril
10) METODO PARA SEMBRAR LAS SEMILLAS Y LOS EMBRIONES DE TRIGO
Y CENTENO EN LOS TUBOS CON MEDIO DE CULTIVO
La siembra de las semillas y embriones se efectGa en con
diciones de esterilidad.

Se sembraron una semilla o dos embriones por tubo.
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IV_RESULTADOS Y DISCUSION

Al revisar los resultados de diversos autores (3-10).
en relacién a la formacién de callos de trigo y centeno, se-
encontrd gque no existe informacién suficiente acerca de que-
parte del tejido de la planta presenta mds ventajas para la-
induccién de callos, cudl es el medio con la concentracién -
de sales mds adecuada para la induccién, cudl o cudles son -
las fitohormonas que inducen mejor la produccién de callos y
en que concentracién deben encontrarse éstas para que dicha-
induccién sea éptima. Por lo tanto, para realizar este estu-
dio, se decidié usar semillas y embriones de trigo y centeno,
ya que el embridn es un tejido menos diferenciado que las ho
jas, tallos, endospermo y raices, utilizadas por dichos autg
res, ademds gue el cotileddn proporciona al embridn sustan——
cias necesarias para su desarrollo (55), las cuales podrian-
contribuir a un mejor crecimiento del callo.

La utilizacibén de semillas y émbriones para la obten
cidén de callos presenta la ventaja de qué, laboratorios sin-
recursos adecuados para el mantenimiento de plantas, pueden-
usar semillas y embriones, sin embargo, presenta la desventa
ja de que una semilla produce un solo callo, en tanto que, =—
fragmento una planta existe la posibilidad de obtener varios

callos.
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El primer experimento que se efectuo se hizo a fin -
de conocer las fitohormonas y los medios que resultaron mejo
res para la induccién de callos a partir de semillas de tri-
go y centeno. Para este fin se probaron 7 medios los cuales-—
difieren tanto en las sales como en las fitohormonas usadas.

Los medios usados fueron: MS;,MS;,TMS,TMS;,SH.SH,, ¥
Smith; la concentracién y el tipo de fitohormonas que contie
ne cada uno se puede ver en la Tabla II (pig. 57)-.

La evaluacién de la induccién de callos por los dife
rentes medios probados en el presente trabajo se efectud de-
dos formas:

la.- Evaluacién visual enla cual. se le dié al tejido
valores relativos expresados en cruces, calificando, en el ca
so de semillas, con +++ los callos de un didmetro entre 3 y -
10 mm, ++ los callos de didmetro entre 5 y 7 mm y con + los =
callos con difmetro entre 2 y 4 mm.

2a.- Evaluacién por peso fresco.

Las evaluaciones de la eficiencia de estos medios pa
ra inducir callos se efectuaron a los 24 dfas, cabe mencio--
nar que se observa la formacién de callos a partir del 4o. =~
dfa, la Grédfica I (p&g. 60) muestra los resultados obtenidos
para trigo y la II (pdg.6l1l) para centeno.

Como se puede observar en los medios Msl,M52 + TMSy ,
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v SH gue contienen kinetina y 2,4-D existe una mejor induc--
cién qgue en los medios T™MS,SH;, ¥ Smith, que contienen fito-
hormonas diferentes y en los cuales se observé muy poca in—-—
duccién de callos.

L.os datos anteriores fueron reproducibles en nuestro
laboratorio y de ellos es posible concluir que las fitohormo
nas necesarias para la induccidn de callos de trigo y cente-
no, son kinetina y 2,4-D y no las otras fitohormonas proba--
das, sin que esto signifique que éstas no inducen callos, ya
que, como se dijo han sido usadas por algunos investigadores
para obtener con éxito, callos de trigo a partir de segmen-—-
tos de semillas germinadas.

‘Con el fin de saber cual es la combinacidén de sales-
mis adecuada en el medio de cultivo se efectud un segundo ex
perimento en el cual se emplearon 3 medios diferentes en —---
cuanto a concentraciones de sales pero la misma concentra--—-
cién de fitohormonas.

Se probaron las sales de los medios MS,TMS y SH con-
las concentraciones de fitohormonas que se expresan en las -
Grdficas III y IV (pdg. 63y 64 ).

La evaluacién de los medios mencionados se efectud -
a los 38 dias, la Grédfica III (p&g.62 ) muestra los resulta-

dos para trigo y la IV (pdg.63 ) para centeno; los resulta--
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dos de peso fresco se muestran en la Tabla III (pdg.58 ).

En base a las Grdficas y la tabla es posible concluir
que la concentracién de sales y vitaminas que contiene el me
dio MS es la que da los mejores resultados tanto para trigo-
como para centeno.

Una vez que se encontré el medio y las fitohormonas-
mds adecuada para la induccién de callos de trigo y centeno,
se procedié a lograr la optimizacién de la concentracién de-
fitohormonas.

En los experimentos realizados anteriormente se pro-
baron medios diferentes con 0.5 ppm de kinetina, peroc no se-
habian probado medios con concentraciones diferentes de esta
fitohormona, Dudits (6) y Shimada (8) reportan gue la kineti
na es inhibitoria del crecimiento, por lo que se pensé que -
si se eliminaba ésta de los medios se obtendria una mejor in
duccidén de callos, sin embargo, no se descarté la posibili--
dad de que solo a las concentraciones que utilizaron la kine
tina fuera inhibitoria de la induccién de callos de trigo y-
centeno y no a otras concentraciones.

Tomando en cuenta estos antecedentes se probd el me-
dio MS con la concentracidén de fitohormonas indicada en las-
Gréficas V, VI, VII y VIII (p&g. 64 a 67). Como se puede ob-

servar se usé 2,4-D en 1 vy 2 ppm, y kinetina en un rango de-
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2 a 10 ppn.

Las evaluaciones del crecimiento del tejido obtenido
en los medios mencionados se efectuaren a los 24 dias. Las -
Gréficas V y VI (pdg.64 y 65) muestran los resultados para -
trigo y las Gréficas VII y VIII (pdg.66 y 67) los resultados
para centeno. Estos resultados son:

Trigo.- Con 2,4-D en concentracién de 1 ppm.la con--
centracién 6éptima de kinetina se encuentra -
entre 0 y 1 ppm y con 2,4-D en concentracién
de 2 ppm la concentracién &éptima de kinetina
se encuentra entre 0 y 1 ppm.

Centeno.- Con 2,4-D en concentracién de 1 ppm la con
centracién 6ptima de kinetina se encuentra
entre 0 y 1 ppm y con 2,4-D en concentra--
cién de 2 ppm, la concentracién Sptima de-
kinetina se encuentra entre O y 1 ppm.

De estos datos podemos concluir que la kinetina a --
una determinada concentracién no resulta inhibitoria sino --
gue parece favorecer la induccién de callos de trigo y cente
no cuando se inicia la induccién a partir de semillas.

Los resultados obtenidos indican que para la induc--
cién de callos de trigo y centeno es muy importante la rela;

cién que existe entre 2,4-D y kinetina, ya que cuando se man
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tiene una de ellas en una concentracibén y la otra se varia, -
existe solo una relacién entre ambas fitohormonas que produ-
ce mayor induccién de callos, es importante hacer hincapié -
en qué, a concentraciones mayores de 1 ppm de kinetina se --
forman raicillas.

Para poder enéontrar la relacién més adecuada de ~--
2,4-D y kinetina se probé el medio MS con la concentracién -
de fitohormonas expresada en las Grédficas IX y X (p4g. 68 -
y 69 ), en la que observamos que se emple§ 2,4-D en un rango
de 0 a 5 ppm y kinetina en un rango de 0 a 2 ppm.

Las evaluaciones de los medios se realizaron a los -
39 dias, las Graficas IX y X (pdg.68 y 69 ) muestran los re
sultados para trigo y las Grdficas XI y XII (pdg.70 y 71 )-
muestran los resultados para centeno, los resultados en peso
fresco de tejido se muestran en la Tabla IV (pdg.58 ).

Los datos anteriores indican la concentracién de fi-
tohormonas éptima para la induccidén de ‘callos a partir de se
millas de trigo y centeno son 2.4-D en 2 ppm y kinetina en -
0.5 ppm.

Con los experimentos anteriores se encontrd el medio,
las fitohormonas y la concentracién 6ptima de éstas para la-
induccidn de callos a partir de semillas de trigo y centeno.

Con el fin de poder estudiar cuales son los requeri-
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mientos hormonales y el medio de cultivo cuando el embrién ~
no tiene la influencia del cotiledén. Se procedib a medir la
velocidad de germinacién de semillas y embriones en forma --
comparativa, sembrando semillas y embriones de trigo y cente
no, en agar al 0.65% con 3% de sacarosa. Las plédntulas produ
cidas por 50 semillas sembradas tenian tallos mas gruesos =--—
que las producidas por el mismo ntimero de embriones, ademds-—
el desarrollo de los embriones fué mas lento comparado con -
el de las semillas. Estos resultados sugieren que el cotile-
dén no estd proporcionando al embrién solamente energia para
su desarrollo sino ademds algunas sustancias como pueden ser
‘ vitaminas, sales y fitohormonas. Es importante notar dque la~-
energia no es la GUnica aportacién fundamental que la semilla
proporciona durante el desarrollo del embribn, ya que, el me
dio en gue fueron sembrados los embriones contenia sacarosa-
en cantidad suficiente para ser una adecuada fuente de ener-
gia, sin que los embriones lograran desarrollar igual que --
los de las semillas completas.

Por otra parte se observé que de los embriones de ==
trigo y centeno sembrados en el agar al 0.65% con 3% de saca
rosa no todos germinaron, por lo que se realizd otro experi-
mento para saber si los métodos de obtencidén de los embrio--—

nes eran adecuados para este fin. Con el fin de saber si --
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las condiciones de cultivo afectaban la viabilidad,se sembra
ron embriones de trigo y centeno cortados con navaja en agar
al 0.65% con 3% de sacarosa, Por ctro lado, Se sembraron em-
briones de trigo y centeno obtenidos por el método de la mo~
lienda en el medio MS sin fitohormonas.

En la Tabla V (p&g. 59 ) se indican los porcentajes-—
de viabilidad, los cuales son comparables en los 2 métodos de
obtencién de embriones utilizados, independientemente de las
condiciones de cultivo por lo que se concluye dque los méto=—-
dos por los cuales se obtuvieron los embriones son los ade--
cuados.

Teniendo los datos que sugieren que la semilla pro--
porciona algunas sustancias al embrién y sabiendo que los mé
todos de obtencién de los mismos son adecuados, se decidié -
hacer los experimentos para la obtencién de callos a partir-
de embriones. Para este fin se efectuaron una serie de expe-
rimentos similares a los que se realizaron para semilla. Los
7 medios probados para embrién fueron MS;,MS,, TMS,TMS;, -=-
SH,SHl y Smith. (Ver Tabla I, pdg. 57 ).

Estos medios fueron probados con el fin de obtener -
datos relaciones con las fitohormonas y la concentracién de-
las mismas necesarias para la obtencién de callos a partir -

de embriones de trigo y centeno, aunque era de esperarse que
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el medio y las fitohormonas adecuados para la induccién de -
callos a partir de embriones fueran los mismos que para semi
llas.

En la evaluacién visual de los embriones, se clasifi
caron con +i++ los callos de un didmetro entre 5 y 6 mm, ++ -
los callos de didmetro entre 3 y 4 mm. y con + los callos -
con un didmetro entre 2 y 1 mm.

Las evaluaciones de los experimentos en que se proba
ron estos medios se efectuaron a los 44 dias, el tiempo de -
incubacién fue mas largo debido a que la induccién de callos
a partir de embridén es mas lenta y el tamafio de los callos -
obtenidos es menor.

'Los resultados se muestran en la Grafica XIII (pag.

72) para trigo y en la XIV (p4g. 73 ) para centeno. De ———
aqui es posible observar que los medios &ptimos para la in--
duccién de callos a partir de embriones son: para trigo, en=-
orden decreciente de capacidad de indhcciGn; TMS,,MS; y SH;-
para centeno en el mismo orden: MS; y SH.

Estos resultados muestran que el medio éptimo para -
obtener callos a partir de embriones de trigo es diferente —
al medio optimo para obtener callos a partir de semillas de—
trigo.

Se observd que cuando los embriones de trigo y cente
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no fueron sembrados en el medio MS, el cual contiene 2 ppm -
de 2,4-D y 0.5 ppm de kinetina el tejido se necroso, enbase-
a dichos datos podemos pensar que a concentraciones mayores-
de 1 ppm de 2,4-D éste resulta téxico para los tejidos en de
sarrollo.

Por otro lado se vié que la kinetina en 0.1 ppm com-
binada con 0.5 ppm de 2,4-D producia mejores callos de trigo
y centeno que la relacién de 0.5 ppm de kinetina con 1 ppm -
de 2,4-D que contenia el medio Msl.

A partir de estos resultados podemos concluir que pa
ra los embriones las fitohormonas que inducen mejores callos
son: 2,4-D y kinetina a las concentraciones mencionadas.

Es importante a este punto hacer resaltar que para -
lograr la induccién de callos a partir de embriones,de trigo
y centeno es necesario el uso de 2,4-D en concentracién me-=-
nor de lppmykinetina en 0.1 ppm; mientras que, para indu--
cir callos a partir de semillas, de trigo y centeno es nece-
sario utilizar 2,4-D en concentracién de 2 ppm y kinetina en
0.5 ppm. Estos datos sugieren la posibilidad de que la semi-
lla completa produzca antagonistas de las fitihormonas men--
cionadas.

Con el fin de poder definir cual es el medio de cul-

tivo con la concentracién de sales mds adecuada para la in--
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duccidy de calleos a partir de embriones, se sembraron embrio
nes de trigo y centeno en tres medios diferentes en composi-
cién de sales y vitaminas, pero con concentracién de fitohor
hormonas iguales, poniendo 0.5 ppm de 2,4-D y 0.1 ppm de ki-
netina para los tres medios.

Las evaluaciones de estos medios se efectuaron a los
46 dias, la graficaXV (pdg. 74) muestra los resultados para trigo
y lagrdfica XVI (p&g. 75) los resultados para centeno; los resul-
tados en peso fresco de tejido se muestranen la tabla VI. (pdg. 59)

Los resultados obtenidos en las grdficas difieren de
los obtenidos por peso fresco promedio; esto se debe a que -
la evaluacién visual efectuada a los callps se basa fundamen
talmente en el tamafio, sin tomar en cuenta su consistencia, -
por lo que en algunos casos los callos calificados con +++,-
en la evaluacién por peso fresco pasaban menos que los cali-
ficados con ++, esto nos indica que los callos calificados -
con ++ son mas compactos que los calificados con +++.

Los resultados de peso fresco promedio indican gue -
los callos de trigo producidos en el medio TMSl son mds com-
pactos que los producidos en el medio MSl/2 Yy due los callos
de centeno que se obtienen en el medio MSl/2 son mds compac-
tos que los producidos en el medio SH. -

Estos datos indican que el medio éptimo para la, in-
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duccién de callos a partir de embriones es diferente para ca
da uno de estos cereales, ya que trigo presenta un mejor cre
cimiento en el medio TMS y centeno crece mejor en el medio -
MS.

Es necesario hacer notar que, contrariamente a lo --
que se suponia, el medio ideal para la induccién de callos a
partir de embriones de trigo no resultdé ser el medio MS sino
el medio TMS.

La constitucién de los medios MS y TMS difieren fun-
damentalmente en las concentraciones presentes de fosfatos,-
tiamina y sacarosa; los fosfatos y la tiamina se encuentran-
en mayor concentracién en el medio TMS con respecto al medio
MS. Por otro lado la sacarosa se encuentra al 3% en el medio
MS y al 1% en el medio TMS.

Con el fin de esclarecer si la diferencia que presen
taban los medios MS y TMS para la induccién de callos era de
bida a la fuente de energia, se sembraron embriones de trigo
y centeno en el medio TMS en concentraciones de sacarosa de-
1% y 3%. Las evaluaciones de estos experimentos se efectua--—
ron a los 46 dias, la tabla VII (pdg. 59 ) muestra los resul
tados obtenidos en peso fresco. De estos resultados en donde
se demuestra que no hay diferencia significativa en peso =--

fresco entre 1 y 3% de sacarosa para la induccién de callos-
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a partir de embriones,podemos decir que aparentemente la .—
fuente de ensergia no es un factor determinante en el rango -
utilizado para la induccién de callos de trigo y centeno, -
sin embargo, la diferencia encontrada para trigo, en los re-
sultados gue se muestranen la Tabla VI (pég‘. 59) pueden ser debi-
dos a la concentracién de tialnina y de fosfatos, ya que el medio -
MS contiene una menor concentracién de estos componentes que el -
medioc TMS.

Durante la generacidn de los callos se hicieron algu
nas observaciones con respecto a las diferencias entre los -
callos obtenidos de trigo y centeno a partir, tanto de semi-
llas como de embriones.

Cabe menciona antes gue nada, que los callos produ——
cidos por las semillas son a partir del embrion que se en——
cuentra en estas y no de otro tejido.

Cuando las semillas de trigo o centeno se colocan en

un medio para lograr la induccién de callo; pueden suceder 2
cosas: i

la.~- La semilla germina y produce un tallo, en la paxr
te que corresponde a la raiz se forma un callo, el cual en -
algunas ocasiones (sobre todo en trigo) forma raicillas, las ’

cuales al entrar en contacto con el medio de cultivo forman-

callo nuevamente.
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2a.- La semilla produce un callo en la parte en la -
cual se encuentra el embrién, este callo es generalmente mas
pequefio que cuando la semilla produce también tallo.

Ccon lo que respecta a los embriones de trigo y cente
no que se colocan en un medio para lograr la induccién de ca
l1lo, estos embriones producen un callo el cual en muy pocas-—
ocasiones presenta un pedquefio tallo.

De estas observaciones podemos concluir que los ca--—
1los obtenidos de embriones son mas homogeneos que los obte-
nidos de semillas, ya que los embriones no logran diferen---
ciar tallo y raices.

Los callos obtenidos de semillas de centeno son de =
apariencia mas compacta hﬁmedaly homogenea que los obtenidos
a partir de semillas de trigo.

En lo relativo al color los callos de trigo presen——
tan un color bhlanco lechosc y los de centeno un blanco mas =
cristalino.

Comparando las condiciones recomendadas como Sptimas
por los diferentes autores para la induccién de callos de --
trigo y centeno con las condiciones Sptimas que encontramos,
se ve que existen 5 diferencias fundamentales:

a) - Velocidad de induccién en funcién de tiempo.- -

Cuando se parte de porciones somdticas de semillas germina--
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das, la velocidad de formacién de callos es lenta comparati-
vamente con la de varias plantas dicotiledéneas (9), usando-
secciones de tallos de trigo y centeno se obtienen callos a-
las pocas semanas (5) y utilizando embriones de centeno se -
obtienen callos a los 8 dias (4),. En este trabajo nosotros-
reportamos la formaciédn de callos de trigo y centeno en 5 —-
dias utilizando ya sea semillas o embriones.

Estos datos indican que la dediferenciacién es mds—
rédpida a partir de un tejido menos diferenciado.

b) - Concentracién de 2,4-D.- Las concentraciones de
2,4-D recomendadas como Sptimas dependen del tejido utiliza-
do se requieren de 2 a 10 ppm para obtener callo de trigo a-
partir de rafz-tallo, segmentos de raices, brotes, tallos y-
semillas (3,6-9), en el presente trabajo se reporta la obten
cién de callos de trigo y centeno utilizando 2,4-D en concen
traciones de 2 ppm cuando se parte de semilla y 0.5 ppm cuan
do se utilizan embriones.

Estos datos indican que utilizando®tejidos menos di-
ferenciado la cantidad de auxina necesaria para lograr la de
diferenciacién es menor. ‘

c) - Frecuencia de induccién de callos.- El m&s alto
porcentaje de formacién de callos es de 27.5% cuando se uti

lizan secciones de tallos (5), nuestros datos indican que si
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una semilla o un embridn son viables y se encuentran en un =
medio adecuado producen callo en un 100%.

d) - Utilizacién de citoqguininas.- Kinetina, benzil _
adenipayzeatina no muestran efecto sobre la induccién de ca
llos o resultan inhibitorias del crecimiento a las concentra
ciones utilizadas de estos callos obtenidos a partir de seg-
mentos de raices o tallos de semillas germinadas y trozos de-
tallo maduro (4,6,8,10), en los resultados encontrados por -
nosotros la kinetina a concentraciones muy bajas (0.1 y 0.5 =~
ppn) favorece la formacién de callos a partir de semillas y -
embriones de trigoc y centeno.

e) - Medio de cultivo.- El medio de cultivo no pare=
ce ser un factor limitante en la obtencién de callos de tri-
go y centeno ya que se reporta.su obtencién en medios difes-
rentes (3-10), en el presente trabajo se reporta una diferen
cia entre el medio Sptimo para obtener callos de trigo a pax
tir de embriones y el medio 6ptimo para obtenerios a partir-
de semillas, esta diferencia es debida probablemente a la ca
pacidad de sintesis de la semilla, para producir substancias

necesarias para el desarrollo del embridn.
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V__TABLAS

TABLA I Relaciones de hipoclerite de calcio y tiempo ——
usados para esterilizacidn de semillas y embrio

nes de trigo y centeno.

ca(cl10), tiempo
semillas de trigo 10% 15 min
semillas de centeno 10% 30 min
embriones de trigo (cortados) 4% 10 min
embriones de centeno (cortados) 4% 10 min
embriones de trigo (molienda) 4% 5 min
embriones de centeno (molienda) 4% 5 min

TABLA II Relacidn de fitohormonas usadas para cada uno
de los medios probados para semillas y embrio

nes de trigo y centeno, en ppm.

MS] MS; TMS TMS; SH ° SH; SMITH

2,4-D 1 2 0.5 0.5
Kinetina 0.5 0.5 0.5 0.5

ANA 3 3 5
6-BAP 2 1

Dif. urea 1



58

TABLA III Resultados en peso fresco promedio de 60 ca—
llos de trigo y centeno obtenidos a partir —-

de semillas, a los 38 dias de crecimiento.

MEDIO PESO PROMEDIO DE PESO PROMEDIO DE
CALLOS DE TRIGO CALLOS DE CENTENO

Ms 0.23 g 0.17 g

TMS 0.22 g 0.13 g

SH 0.17 g 0.09 g

TABLA IV Resultados en peso fresco promedio de 15 callos
de trigo y centeno obtenidos en el medio MS a -

partir de semillas a los 39 dias de crecimiento.

KINETINA 2,4-D PESO PROMEDIO DE PESO PROMEDIO DE
(ppm) (ppm) CALLOS DE TRIGO CALLOS DE CENTENO
0 2 0.236 g 0.298 g
0.5 2 0:327 g 0.502 g
1 2 0.182 g 0.376 g
2 2 0.322 g 0.241 g
0.5 i 0.217 g 0.390 g
05 2 0.327 g 0.502 g
0.5 3 0.243 g 0.275 g
0.5 4 0.286 g 0.226 g

(6355 5 0.058 g 0.290 g
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TANLA ¥ Resultados de la medicién de Viabilidad de los-

embriones de trigo y centeno.

50 EMBRIONES % DE VIABILIDAD
trigo (cortados) 100
centeno (cortados) 99
trigo (metodo molienda) 95
centeno (metodo molienda) 80

TABLA VI Resultados en peso fresco promedio de 50 ca~ -
llos de trigo y centeno obtenidos a partir de -

embriones a los 46 dias de crecimiento.

MEDIO PESO PROMEDIO DE PESO PROMEDIO DE
CALLOS DE TRIGO CALLOS DE CENTENO
MS]/2 0.070 g 0.078 g
™S 0.083 g 0.044 g
SH 0.072 g 0.059 g

TABLA VII Resultados en peso fresco promedio de 50 ca--
llos de .
llos de trigo y centeno obtenidos a partir --

de embriones a los 46 dias de crecimiento.

MEDIO PESO PROMEDIO DE PESO PROMEDIO DE
CALLOS DE TRIGO CALLOS DE CENTENO
TMS1
1% sacarosa) 0.083 g 0.044 g
TMS1

(3% sacarosa) 0.081 g 0.041 g



60

trewom e w.vo®
* mewamey vew v

SN vl

100

SO71v3d 30 %

50 1

i

del crecimiento de los callos de trigo,

Observacidn a los 24 dias,

GRAFICA I.-

[ % de

ca

con un dia-

% de callos

% de callos con un diametro entre 2 y-

o
0
g
@
—
@
W
1)
0}
[0}
O
o
8
[}
E =
0 E
0 E
-

(=]
0 -
he)
cC >
(]

N @

o

— O]
AN
£ P
3 &

e-1
o -
W oE
e
- P
= 0N
BE
[
0 A

T w0
]
TCO

g
(0] o
QEE s
T oo
clc
£ (5]
[V
£ 0P
o~ 0
Q= E

4 mm,



% DE CALLODS

100 1

S 0

AU

1

MS'

v

N

T

7 ANATATARAEERTATANANERRRRARRARRRNERRNNAAY

Gl L
| | :
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GRAFICA VI.- Observacibn a los 24 dias, del crecimiento de los callos de trigo
obtenidos de semilla utilizando 2,4-D en concentracibn des 2 pPpPm, -
Nota.- En 2,3,10 ppm de kinetina se Forman raices; [] % de ca--
llos con un diametro entre 8 y 10 mm,; % de callos,con un dig
metro entre 5 y 7 mm.; % de callos con un diametro entre 2 Yy
4 mm,
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GRAFICA VII.- Observacibn a los 24 dias, del crecimiento de los callos de cente

no, obtenidos de semilla utilizando 2,4~D en concentracién de --
1 ppm. Nota.- En 2 y 10 ppm de ketina se forman raices; [] % de-~
callos con un diametro entre 8 y 10 mm, ; [] % de callos con un-
diametro entre 5 y 7 mm.; [ % de éallos con un diametro entre-
2y 4 mm,

kinetina
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GRAFICA VIII.- Observacibn a los 24 dias del crecimiento de los callos de cen-
teno, obtenidos de semilla utilizando 2,4-0 en concentracibn de
2 ppm Nota.- En 2 y 10 ppm de kinetina se forman raices; [] %
de callos con un diametro entre 8 y 10 mm.; E] % de callos con
un diametro entre S y 7 mm.; PA % de callos con un diametro -
entre 2 y 4 mm,
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GRAFICA IX.- Observacibn a los 39 dias, del crecimiento de los callos de trigo

obtenidos de semilla utilizando kinetina en concentracibn de 0.5-
ppm; [] % de callos con un diametro entre 8 y 10 mm.; [] % de
callos con un diametro entre 5 y 7 mm.; Eﬂ % de callos con un -
diametro entre 2 y 4 mm.
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GRAFICA X.- Observacibn a los 38 dias, del crecimiento de los callos de trigo,
obtenidos de semilla utilizando 2,4-D en concentracién de 2 ppm. ;-

% de callos con un diametro entre 8 y 10 mm.’; % de ca--
1168 con un diametro entre 5 y 7 mm,; % de callos con un dia-
metro entre 2 y 4 mm,
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Observacibn a los 39 dias, del crecimiento de los callas de cente
no, obtenidos de semillas utilizando kinmetina en concentracibn de
0.5 ppm; E] % de callos con un diametro entre 8 y 10 mm, ;

de callos con un diametro entre 5 y 7 mm.; )
un diametro entre 2 y 4 mm.
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GRAFICA XII.-Observaciébn a los 38 dias, del crecimien
no, obtenidos de semilla utilizando 2,4~
pPpm, ; % de callos con un diametro e

de callos con un diametro entre 5 y 7 mm.;

diametro entre 2 y 4 mm.

2 ppm de kinetina

to de los callos de cente
D en concentracibn de 2 -
ntre 8 y 10 mm. ; [] % -
% de callos con un

1L



DE CALLOS

%

100 +

F i 7
f =
50 T f
5 A [ .
' ’ e bk
- 1 | s
‘e ’ o ot
b A | o
o - gt e
i ’ e 2
ZHE 4 | i
’ .. / :. .:
ol _ L_JL - — U ] A L — ki L
- ] i J | ]
e T T T T l
MS MS2 TMS TMS, SH SH, SMITH

GRAFICA XIII.-Observacién a los 44
obtenidos de embrion
callos producidos en

dias, del crecimiento de los callos de trigo
utilizando los medios sefalzdos. Nota.- Los
el medio MS2 presentan un color cafe obscu-

[ol=i] % de callos con un diametro entre 5 y 6 mm.; [] % de -
callos con un diametro entre 3 y 4 mm.; % de callos con un -
diametro entre 1 y 2 mm.
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GRAFICA XIV.-Observaciébn a los 44 dias, del crecimiento de los callos de cents
no, obtenidos de embrion utilizando los medios sefimlados. Nota.--
Los callos producidos en el medio MS2 presentaban un colos cafe -

obscuro; % de callos con un diametro entre 5 y 6 mm.; [] %=
de callos con un diametro entre 3 y 4 mm,; Yl % de callos con -

un dismetro entre 1 y 2 mm,
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GRAFICA XVI.-
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Observacidén a los 46 dias
del crecimiento de los -
callos de centeno, obteni
dos de embrion utilizando
0.1 ppm de kinetina, 0.5
ppm de 2,4-D los medios
sefialados; % de callos
con un diametro entre 5 y
6 mm.; [] % de callos con
un diametro entre 3 y 4 mm
% de c=llos ceon un --
diametro entre 1 y 2 mm.
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VII CONCLUSIONES

El medio de cultivo utilizado tiene un papel determinante -

en la induccidén de callos de trigo y centeno.

Las fitohormonas con las gue se logra una mejor induccidén -

de callos de trigo y centeno son 2,4-D y kinetina.

Existe una relacién de 2,4-D: kinetina diferente para indu-
cir callos a partir de semillas y a partir de embriones de-
trigo y centeno, en la cual la induccidén de callos es mis -

adecuada.

.La semilla completa produce probablemente antagonistas de -

las fitohormonas 2,4-D y kinetina.

El inducir callos a partir de embriones resulta mds adecua-

do debido a que se obtiene tejido m&s homogeneo.

La frecuencia con la que se logra dediferenciar un tejido-
menos diferenciado es més alto y el tiempo en el que se - -
logra ésto mas corto, que cuando se parte de tejido mis di-

ferenciado.
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