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INTRODUCCION

Ante el reto que representa el aumento sostenido de la poblacién
.mundial, tenemos que responder con mayor produccién de alimentos. A

pesar de gque contamos con cultivares de muy alto rendimiento, 1la
produccién agricola est& fuertemente limitada por factores gque se
agravan dfa con dia. Los principales obstéculos a salvar son la
carencia de tierras cultivables, el estrés ambiental y las
enfermedades o plagas.

En México, s6lo un 15% del territorio nacional tiene suelos
adecuados para la agricultura (43). La disponibilidad de agua es un
problema general (y amenaza con convertirse en el principal problema de
la siguiente década). El régimen de cultivo de temporal sigue siendo
preponderante, por eso el volumen de las cosechas es muy susceptible a
pérdidas ocasionadas por la sequia o el atraso de las lluvias (43).

La lucha contra el hambre se ha librado empleando
una forma de agricultura altamente tecnificada que ha causado mas
problemas de los que ha resuelto. Los altos rendimientos se han pagado
con agrosistemas fuertemente dependientes de los insumos, con suelos
salinizados por el riego y contaminados con fertilizantes y
plaguicidas, y con cuerpos de agua continentales eutréficos. El
cultivo prolongado de variedades muy productivas ha influido en la
desaparicién de especies y ha roto el equilibrio de los ecosistemas,
lo que explica la proliferacién de plagas en forma de malezas,

enfermedades y parésitos.




Este panorama hace prioritarias las investigaciones sobre
especies de importancia alimenticia, tendientes a conservar la
diversidad y a obtener variedades resistentes a las plagas y al estrés
ambiental.

Una especie de interés

La papa (Solanum tuberosum L.) es una de las especies més
importantes para la alimentacién humana, porque presenta dos
caracteristicas notables: excelente valor nutricional y alto
rendimiento por hectérea. Esta planta de fécil digestibilidad y
delicioso sabor, tiene protefnas de muy alta calidad - por su
contenido de aminofcidos esenciales- y alto porcentaje de
carbohidratos. Desde el punto de vista agricola, produce mayor
cantidad de alimento por unidad de superficie que cualquier otro
cultivo (28 , 35).

Todo esto ha hecho de la papa una de las especies mids cultivadas
en el mundo. En el siglo V a.c. ya era consumida por los incas y los
habitantes de Mesoamérica, fue llevada a Europa en el siglo XVI por
los espafiocles y de ahf se distribuyé a todos los continentes. En los
siglos siguientes se convirtié en un cultivo popular y hoy es
considerada como alimento bé&sico en muchos paises desarrollados como
Inglaterra, Holanda, Alemania y Suecia (28).

Biodiversidad

Cuando los hombres empezamos a practicar la agricultura las
plantas que cultivabamos eran doblemente seleccionadas, eran elegidas
por la naturaleza y por el hombre. Este proceso duplicado aumentaba la




diversidad de las especies. Durante muchos afios la variabilidad se
mantuvo porque habfa flujo genético constante entre poblaciones
cultivadas y poblaciones silvestres. Durante los Gltimos cientos de
afios la situacién cambio. La seleccién artificial transformé los
cultivos primitivos en cultivares altamente productivos.

Buscando poblaciones uniformes en la presencia de caracteristicas
muy bien definidas, se hicieron cruzas y se obtuvieron hibridos con
una base genética cada vez mAs pobre. Las précticas culturales también
cambiaron. Ante la presencia de nuevos recursos técnicos se seleccioné
prestando cada vez menos atencién a los factores ambientales, entonces
muchas razas adaptadas a condiciones especificas desaparecieron y
fueron reemplazadas por unos cuantos cultivares altamente productivos.

Précticas como estas son sumamente dafiinas a la larga, porque
una poblacién muy homogénea no tiene capacidad de respuesta a las
presiones del ambiente. La historia de la papa es un ejemplo muy
dramitico de lo inconveniente que resulta mantener un nimero limitado
de genotipos. Los mejoradores de papa en Europa y Bstados Unidos de
América trabajaron con unos cuantos genotipos introducidos en Europa
en los siglos XVI y XVII, la base genética de este material era muy
pobre desde el inicio. Cuando llegaron a estas latitudes organismos
que atacan a la papa, ocasionaron epidemias desastrosas que arrasaron
con todos los cultivos y causaron pérdidas de billones de dolares.
En 1885, en Irlanda murieron 250 000 personas por las hambrunas
derivada; de dichas pérdidas (35).

Los agricultores comprendieron entonces la importancia de la




diversidad. Se pensd en los centros de origen y los mejoradores
recibieron materiales provenientes de Sudamérica y México. Mediante
cruzas controladas pronto obtuvieron variedades muy eficientes que
tenian ademfs muy alta diversidad genética. Estas variedades fueron
introducidas en todo el planeta y causaron graves pérdidas de
cultivares primitivos que se encontraban en desventaja ante ellas. Los
botdnicos y mejoradores dieron la voz de alarma, era imprescindible
conservar la variabilidad genética (35).

La solucién a este problema fue el establecimiento de
sistemas para conservar la biodiversidad. El Centro Internacional de
la Papa tiene por objeto conservar la diversidad de esta especie,en
é€l, las distintas variedades de papa son evaluadas y conservadas en
bancos de germoplasma donde permanecen disponibles para los
agricultores de todo el mundo.

Conservar adecuadamente los recursos genéticos de la papa se
convirtié en el problema inmediato a resolver en estos bancos de
germoplasma. La propagacién por semilla fue descartada porque el hacer
pasar a las plantas por el ciclo sexual puede resultar en segregacién
de caracteres deseables y destruir asi una combinacién especifica de
caracteristicas que hacen importante a una variedad. En consecuencia,
se opté por la forma de propagacién vegetativa tradicional en esta
especie , la propagacién por tubérculos (4, 20, 46).

El cultivo en el campo presentaba varios inconvenientes, el
primero de los cuales, era la necesidad de grandes extensiones de

suelos; otro, era el riesgo de exponer a las plantas a los factores




estresantes del ambiente, tanto abiéticos como biéticos y otro més,
era la posibilidad de que los cultivos sufrieran el ataque de
patégenos y parésitos durante el ciclo vegetativo. En relacién con
este Gltimo inconveniente surgia un problema adicional: la
distribuci6én e intercambio de material genético se vefan restringidos
por leyes fitosanitarias, ya que para transportar era necesario tener
la certeza de que el material estaba completamente sano. La solucién a
todos estos problemas se encontré en una ciencia préictica que se
inicié en las primeras décadas de este siglo y que tuvo un desarrollo
muy acelerado: el cultivo de tejidos vegetales (46).

Biotecnologia vegetal

El cultivo de tejidos vegetales es una disciplina dedicada a 1la
reproduccién de un tejido, célula u érgano vegetal bajo condiciones
artificiales y asépticas. Si se cultiva una pequefia porcién de planta
en el medio nutritivo adecuado y bajo condiciones fisicas
convenientes, puede lograrse el desarrollo de una planta completa,
haciendo asi posible la obtencién de una gran cantidad de plantas a
partir de una sola. Esta capacidad de incremento masivo ha abierto una
amplia gama de posibilidades en el estudio y propagacién de las
plantas (27).

El cultivo in vitro de celulas vegetales da a las plantas muchas
ventajas antes restringidas a los microorganismos: la disponibilidad
de material celular homogéneo de diversas poblaciones, con tiempos de
generacién cortos, en sistemas de cultivo reproducibles gque ocupan

poco espacio. Por ello, las plantas se han convertido en excelentes




modelos para investigacién béasica, y en el A&rea aplicativa, esta
forma de cultivo se ha revelado como una poderosa herramienta.

El potencial de esta novedosa técnica se ha mostrade muy
ampliamente en la conservacién de la biodiversidad. Los bancos de
germoplasma se volvieron funcionales sélo cuando adoptaron como forma
de propagacién el cultivo aséptico. Rsi lograron: minimizar pérdidas
causadas en el campo por patégenos, cambios climiticos y desastres
naturales; disminuir requerimientos de espacio a pequefias A&reas;
propagar un amplio rango de genotipos; cultivar en condiciones 6ptimas
controladas; transferir adecuadamente plantas del cultivo in vitro al
suelo y transportar material valioso a otros programas o ciudades, sin
riesgo de diseminar enfermedades (4, 20, 46).

Sin embargo, estamos todavia muy lejos de tener todo resuelto.
Mantener cientos de genotipos en condiciones gque garanticen su
viabilidad y estabilidad, no resulta sencillo.

En un medio de crecimiento normal, las plantas cultivadas in
vitro tienen que ser constantemente transferidas a medio fresco, esto
implica un alto costo de mantenimiento, pues la conservacién.con esta
técnica requiere gran cantidad de reactivos y muchas horas de mano de
obra. Por eso se han estudiado e implementado distintas formas de
reducir la tasa de crecimiento. Se ha experimentado: agregando al
medio de cultivo sustancias inhibidoras, reduciendo 1la energia
radiante, incubando en bajas temperaturas y aplicando estrés osmético.

En la papa se obtienen buenos resultados bajando la temperatura y

con estrés osmético. Pero para extender el tiempo de transferencia de




2 a 18 6 24 meses, se emplean estrategias combinadas de estrés
osmético, bajas temperaturas, iluminacién pobre y fotoperiodos muy
largos. Sélo asi se han podido mantener colecciones de 1400 cultivares
y de todos modos los costos de operacién son muy altos (20).

Quiza el principal inconveniente del cultive aséptico se
encuentra en la estabilidad de los genotipos, ya que esta forma de
propagacién vegetativa produce variacién genética -durante el cultivo
ocurren rearreglos cromosémicos-. En efecto, se ha comprobado que
existe relacién directa entre el tiempo que el material vegetal crecié
como callo y la probabilidad de encontrar cambios cromosémicos (20).
Ademfs, este sistema de cultivo sufre presiones de seleccién muy
distintas de las que act@ian sobre las plantas desarrolladas en el
suelo.Las presiones de seleccién son todavia mids divergentes en las
condiciones de cultivo que impone la necesidad de crecimiento lento.
Como esto puede estar causando cambios indeseables en las variedades
cultivadas, se esta trabajando intensamente en la biasqueda de
alternativas (20).

En este entendido se usan brotes axilares, para no pasar por la
fase de callo y reducir asi la probabilidad de variacién genética. De
cualquier manera hay cambios morfolégicos detectables como: pérdida de
vigor, disminucién en la talla de las hojas y etiolacién; resultado de
la accién prolongada de los factores estresantes del medio de cultivo
y el ambiente sobre las células vegetales.

La forma natural de conservacién de la papa durante la estacién

desfavorable es la formacién de tubérculos, por eso se pensé en la




induccién de tubérculos in vitro como una alternativa viables. Aungue
resulté sencillo obtener tubérculos en cultivo asépticc (35), éstos no
resultaron propigulos adecuados, su relacién superficie-volumen es muy
grande, lo que impide prolongados periodos de almacenamiento, pues se
secan ripidamente y pierden en corto tiempo su capacidad morfogenética
(4).

La mejor opcién con que contamos para conservar germoplasma
durante largos periodos de tiempo es la criopreservacién
almacenamiento en temperaturas muy bajas, (-196 o C), pero este método
no es aplicable todavia para colecciones grandes de material vegetal.

La alternativa que buscamos para el mantenimiento de germoplasma
de papa, tiene gque ser una forma de propagacién vegetativa, para
evitar el riesgo de cambios genotipicos; es necesario también que sea
una forma de propagacién in vitro, para contar con las ventajas del
cultivo controlado y se requiere una forma de propagacién gque soporte
largos periodos de tiempo de almacenamiento en seco. Lo que
necesitamos entonces, es una semilla asexual obtenida en condiciones
asépticas y controladas. Estas espectativas son cubiertas ampliamente
por una de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales: la formacién
de embriones somédticos (1, 11, 33, 38, 40).

En este trabajo dimos los primeros pasos es este sentido,
estableciendo la metodologfia para la obtencién de embriones somaticos

de papa en las primeras fases de desarrollo.
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REVISIORN BIBLIOGRAFICA

EMBRIOGENESIS SOMATICA

Se conoce como embriogénesis somdtica al proceso mediante el
cual, células somdticas en cultivo forman embriones adventicios que
presentan los mismos estados de desarrollo caracteristicos de los
embriones cigéticos.

La eventual germinacién de los embriones obtenidos mediante este
proceso lleva a la formacién de una planta completa.

Steward en 1958 y Reinert en 1959, observaron que células de
zanahoria crecidas en un cultivo de callos en suspensidén, tenian
habilidad de formar unidades estructurales discretas con una forma de
desarrollo similar a la que presentan los embriones cigdticos. §Si
estos embriones se ponian en las condiciones adecuadas, germinaban ¥y
producian plantas completas. Ellos llamaron a estos propagulos
embriones somdticos (11).

Se reconocié de inmediato la importancia potencial de la
embriogénesis somadtica como forma de multiplicacién clonal. Este
descubrimiento fue el inicio de una serie de investigaciones
tendientes a probar el método en otros grupos de plantas y a definir
el proceso en términos biogquimicos. En los afios siguientes se
consiquié inducir embriogénesis somidtica por métodos empiricos -en
sistemas sélidos y mds ampliamente en sistemas liquidos- en una larga
lista de plantas. Hoy sabemos que el fenémeno es comin y ocurre

probablemente en toudas las familias de plantas, porgue en todos los




vegetales permanecen en la vida adulta células indiferenciadas (3,
40).

Las células indiferenciadas son totipotenciales, es decir, tienen
toda la informacién que se requiere para producir un organismo
multicelular completo y pueden expresar esta informacién. La
realizacién de 1la totipotencialidad por embriogénesis somitica,
requiere de estas células libres de restricciones fisicas y quimicas
impuestas por la planta madre (3). Para transitar del estado
quiescente al estado regenerativo, necesitan estimulos adecuados. Se
han reconocido los pasos involucrados en la induccién, desarrollo y
maduracién de embriones a partir de células somiticas, pero nuestro
conocimiento de la regulacién de 1la embriogénesis somdtica es
incompleto y es mucho todavia lo que tenemos que definir sobre este
proceso (3, 17, 38, 41, 50).

La induccién de embriogénesis somitica es un proceso complejo
dirigido por mecanismos miltiples, ya que estd requlado por estimulos
hormonales y factores no hormonales, tales como: azficares, compuestos
nitrogenados reducidos y osméticos agregados al medio nutritivo;
efectos fisicos como luz, temperatura, humedad relativa y consistencia
del medio; el tipo de tejidos empleados y sus caracteristicas; tasa de
crecimiento de las células; e incluso, interacciones especificas
célula-célula para la formacién de microambientes adecuados (11, 22,
38, 40).

HBay dos formas de produccién de embriones somAticos:
embriogénesis directa y embriogénesis indirecta. La embriogénesis




directa consiste en la formacién de embriones asexuales derivados de
células individuales o grupos de células de alguna parte del tejido
usado como explante, sin que antes participe una etapa de callo (10).
Esta forma de induccién es la menos empleada.

La embriogénesis indirecta involucra el establecimiento en
cultivo de un explante, subsecuente proliferacién de callo e
iniciacién de proembriones; transferencia de callo a un medio
nutritivo adecuado para el desarrollo de embriones bipolares a partir
de los proembriones iniciales y cambic de los embriones a un medio de
maduracién (11).

En aras de hacer més sencilla la explicacién del proceso lo
dividiremos en dos etapas: embriogénesis temprana y embriogénesis
avanzada.

Embriogénesis Temprana.- La embriogénesis temprana ocurre en dos
pasos: el primero, es la induccién y el segundo, es el desarrolle o
expresién de la embriogénesis. Los requerimientos de la induccién y el
desarrolloc de embriones difieren y por lo tanto, a menudo se usan
medios separados para cada paso. Nos referiremos primero a la
induccién.

Para la induccién de embriones somfiticos se emplea un medio
nutritivo con wuna férmula de sales que contenga altos niveles de
nitrégeno en forma de nitrato de amonio. En la mayorfa de 1los casos
(70%) los explantes se cultivan en medio Murashige-Skoog 1962 (MS) o
en una modificacién de &1 (1,41).

Los eventos ontogénicos y fisiolégicos que ocurren durante 1la




induccién son muy complicados. Mediante un estimulo hormonal adecuado
se promueve crecimiento celular desorganizado, formidndose callo ¥y
estructuras embriogénicas iniciales. Las auxinas parecen ser un factor
limitante, se emplea generalmente 2,4-D solo o en combinacién con una
citocinina como cinetina (1,22,40). Una vez que se establece este
patrén de crecimiento sigue un perfiodo de intensa proliferacién
celular que va de 3 a 8 semanas.

La iniciacién de crecimiento es mucho mis rédpida en medio
semisélido. Cuando se tiene la suficiente masa celular, el callo se
extrae, se fracciona y se transfiere a un medio liquido con la misma
composicién usada en el medio iniciador. Se cambia a cultivoe en
suspensién porque éste ofrece algunas ventajas sobre el cultivo
estacionario. Las células crecidas en un medio liquido estén siempre
expuestas a las mismas concentraciones de nutrientes y requladores de
crecimiento, esto permite una mejor manipulacién del medio de cultivo
y con ello un mayor control del crecimiento y desarrollo celulares
(41).

Para establecer un cultivo en suspensién de células .vegetales
suelen emplearse matraces Erlenmeyer convencionales colocados en
agitadores orbitales de flujo laminar. Tipicamente se inoculan de 2-4
g de callo en 50 ml de medio de crecimiento contenidos en matraces de
250 ml. La velocidad de agitacién varia entre 100-160 rpm (1).

Puede generarse callo usando muchos tipos de explantes: segmentos
de tallo, peciolos, mesdfilo de hojas, Apices de raiz, hipocotilo,

mesocotilo y pericarpo. S6lo un pequefio porcentaje de las células de




un explante contribuyen a la formacién de callo, usualmente son
células epidermales o células en contacto con el medio nutritivo.
Entre estas células se establece un proceso de seleccién, algunas se
dividen mAs répido que otras; el tipo celular predominante depende de
las condiciones de cultivo. A pesar de esto, los callos son masas
heterogéneas compuestas por diversos tipos de células, entre otras,
células proembriones iniciales, que pueden ser células aisladas o
grupos multicelulares (38).

Puede distinguirse a las células embriogénicas por su apariencia,
son células pequefias y densas con nficleo y nucleclo grandes, alta
densidad de ribosomas y proliferacién de reticulo endoplésmico. Los
callos embriogénicos, es decir, aquellos que tienen células
proembriones iniciales predominantes, son cafés y compactos, debido
tal vez, a la alta cohesién de estas células indiferenciadas; tienen
también, alto contenido relativo de agua y potencial hidrico elevado
(12).

Ocasionalmente se producen algunos embriones asexuales en el
medio de induccién de callo (11), pero en la gran mayorfia de los
casos, para producir diferenciacién es necesario transferir el tejido
a otro medio nutritivo.

La expresién de la embriogénesis requiere un medic nutritiveo
adecuado, los parédmetros ambientales como luz y temperatura, parecen
ser de importancia secundaria si se conocen las concentraciones
6ptimas de los reguladores y las sustancias nutritivas del medio de

cultivo (40). El medio de desarrollo varfa con la especie, puede ser




sin reguladores; con los mismos requladores empleados en la inducciédn,
pero en menor concentracién; un medio sin requladores y con una
sustancia osmética como manitol o glicerol (aunque la exposicién
prolongada a una sustancia osmética puede ser inhibitoria); o bien, un
medio adicionado con Acido abscisico (ABA). En cualquier caso, se
agrega al medio una forma de nitrégeno reducido. El medio de
desarrollo puede ser liquido o s8délido, suelen obtenerse mejores
resultados en medios liquidos (3, 6, 7, 13, 34, 42, 44). La variacién
en la respuesta puede explicarse porque la capacidad embriogénica estéa
relacionada con la adquisicién de un estado hormonal determinado por
un balance especifico entre diferentes hormonas endégenas. La
presencia en el medio de cultivo de diferentes requladores exégenocs y
otras sustancias como TDZ (Thidiazuron), tienen efecto inductor
probablemente porque actuan modificando los niveles endégenos de &cido
indolacético (RAIA) y 4&cido abscisico (ABA) de diversas formas:
activando o inhibiendo 1la sintesis, activando o inhibiendo el
transporte, activando a estas hormonas o promoviendo su degradacién
(13,45).

En las nuevas condiciones de cultivo se inician una serie de
cambios acelerados. Las células proembriones del callo tramsitan al
estado embriogénico, cambian el arreglo de los microtibulos, aumentan
la velocidad de la divisidén celular e incrementan de forma perceptible
la sintesis de poliaminas (11,30). Los proembriones, que eran acidmulos
de dos a cuatro células, se dividen; cuando alcanzan la talla de 31 a

47 um (3 a 10 células), se establece el patrém morfolégico de 1la
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embriogénesis y puede considerarse a los agregados,embriones en estado
globular (ver figura 1); después hay cambio de crecimiento
isodiamétrico a expansién longitudinal, con lo cual se establece el
estado oblongo; la emergencia de cotiledones marca el inicio del
estado de corazén; cuando la diferenciaciém inicia el embrién se
encuentra en la fase de torpedo, en este estado empieza la
organizacién de los tejidos, aparecen los meristemos, se diferencian
las células del xilema y surgen compartimentos para el almacenamiento
de sustancias de reserva. Al término del proceso se tiene un embridén
en estado cotiledomnario (11, 15, 38).

La habilidad de las células somiAticas de generar embriones pone
en evidencia un potencial genético muy amplio. Estudios sobre la
regulacién genética de este potencial, muestran que la mayoria de los
genes expresados durante la embriogénesis son activos en la planta
madura, solamente un pequefio nimero de ellos son especificos de esta
etapa o se encuentran mis activos en este periodo de desarrollo (17).
Los paquetes de genes especificos son expresados en diferentes
estadios del desarrollo de la semilla y cada paquete tiene sefiales
regulatorias que pueden intervenir em procesos transcripcionales o
posttranscripcionales. La requlacién se da incluso a nivel de
interaccién célula-célula. Se han encontrado proteinas componentes de
la matriz extracelular y de la membrana plasmética de zanahoria vy
otras especies (9, 16, 25), que se éomportan como mensajeros entre las
células. Estas protefnas son controladas a su vez por las fitohormonas

(49).
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Los embriones cotiledonarios pueden madurar, germinar y originar
una planta completa, o pasar por un proceso de reinduccién y formar
otra generacién de embriones.

Embriogénesis Avanzada.- Esta etapa del desarrollo de la semilla
es la mejor conocida y comprende la embriogénesis tardia y el inicio
de la germinaciénm.

Para tener germinacién y desarrollo posterior vigoroso, los
embriones deben pasar por una etapa de maduracién. Este estadio del
embrién se caracteriza por la diferenciacién celular acentuada que se
evidencia en los siguientes eventos ontogénicos y fisioldgicos: los
compartimentos de almacen diferenciados en la etapa anterior, son
llenados por acumulacién de sustancias de reserva que son sintetizadas
intensamente; mientras esto ocurre, los embriones crecen  por
expansién, llegando a su talla mixima y también cambian, se tornan
opacos, los cotiledones se vuelven blancos y los embriones axilares
adquieren una coloracién amarilla (7). Poco después, se prepara al
embrién para la latencia reduciendo los procesos metabdlicos ¥y
eliminando agua de la semilla (15, 17).

En forma natural estos eventos ocurren para la mayorfia de las
dicotiledoneas en cinco estados secuenciados:

1) Estado de maduracién.- Este es el pericdo de acumulacién de
reservas, definido por 1la alta abundancia de RNAs mensajeros que
codifican para las proteinas de almacenamiento. Los embriones alcanzan
su talla méxima y el peso fresco mids grande. Hacia la segunda mitad de

este estado, el potencial hidrico empieza a declinar y 1la
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concentracién de acido abscisico es muy alta.

2) Estado de postabscisién.- Es una fase sin crecimiento o con
tazas de crecimiento minimas. Ocurre la abscisién de conexiones
vasculares que comunican al embrién con el évulo. Este estado se
define en el nivel molecular por la declinacién de los RNAs mensajeros
especificos de 1la maduracién y el rdpido incremento de los RHNAs
mensajeros especificos de postabscisién.

3) Estado de predesecacién.- La ilinica caracteristica de esta
etapa es la terminacién de la transcripcién.

4) Estado de desecacién.- Este es un periodo de rédpida
declinacién del contenido de agua de las células del embrién, hasta
llegar a niveles cercanos a 110 g/kg de tejido.

5) Embrién maduro.- Embriones quiescentes.

A menudo los autores se refieren al proceso de embriogénesis como
si se tratara de un proceso monolitico y llaman maduracién a
cualquiera de los estados antes mencionados. Para acabar con esta
situacién que afecta la comunicacién, interpretacién y evaluacién de
los experimentos, ha sido indispensable establecer una nomenclatura
apropiada, reconocida por todos, tanto para los estadios embriocnarios
como para los marcadores genéticos de estas etapas (15).

Llamamos COT al estado cotiledonario, MAT al estado de
maduracién, ABA al periodo de altas concentraciones de &cido abscisico
y declinacién del potencial hidrico, el estado de postabscisién es PA
Yy GRM la germinacién temprana, que comprende 1-2 dias después de la

imbibicién. La nomenclatura de los RNAs mensajeros de cada una de




estas etapas es: Mat (MAT), Lea (PA) y Grm (GRM).

El uso de esta nomenclatura ha mejorado mucho la
comunicacién, lo que nos ha ayudado a comprender mejor el papel que
desempefian el &cido abscisico, el &dcido indolacético y los osméticos
en la regulacién genética de la embriogénesis.

En el medio de desarrollo el ABA actida como inductor,
probablemente porque su adicién al medio de cultivo causa  disminucién
del ABA endégeno y la capacidad de embriogénesis est&, tal vez
asociada, con importante metabolizacién del ABA (12, 42,44). Durante
la etapa de desarrollo las auxinas en altas concentraciones inhiben la
embriogénesis. Se lleqé a pensar que era por estimulacién de la
sintesis de etileno (30, 40), pero se comprobé que inhibidores de 1la
biosintesis de etileno o de su accién (AVG, AOA, A&cido salicilico,
Co2+, Ag+) no revierten inhibicién por 2,4-D. En cambio, la
embriogénesis se inhibe con una sustancia que bloquea el transporte
de auxinas - 2,3,5 &cido triiodobenzoico - (34). Los trabajos de
Etienne, et al. (1993), sugieren que la disminucién del AIA exégeno en
el medio de desarrollo resulta en incremento de 1las concentraciones
endégenas del AIA, lo cual parece inducir el proceso de embriogénesis.

La regulacién en la embriogenesis avanzada siempre se
correlacioné con la presencia de ABA, primero se pensé que actuaba por
inhibicién de crecimiento incontrolado (40). Después, en miltiples
trabajos se demostré que el ABA mantiene el estado embriogénico,
suprime la germinacién precoz, interviene en el almacenamiento ¥y

distribucién de sustancias de resc-va y aumenta resistencia a la




desecacién (3, 6, 43).

A la presencia de osméticos como sacarosa, manitol, PEG vy
glicerol, se le asignd un papel similar al del ABA e incluso se
sugirié que el bajo potencial hidrico que estas sustancias ocasionan,
es mAs importante que el ABA en la regulacién de la transcripcién
durante la maduracién (43).

Estudios especificos de cada estado de la embriogénesis avanzada,
usando como marcadores genéticos los RNAs mensajeros de cada etapa
(15), apuntan hacia la requlacién desde el COT hasta la germinacidn
temprana por cinco factores temporales que activan el desarrollo de
tres programas genéticos. El programa MAT es mantenido por un factor
enddgenc requlado por algin agente vascular materno; el programa PA es
inducido durante la abscisién - la expresién continua de este programa
inhibe germinacién y desarrollo de la semilla-, la terminacién del
programa PA parece estar autorrequlada por una concentracién critica
de las proteinas que él mismo codifica; la expresién del programa GRM
requiere solamente imbibicién.

Estos estudios muestran que el ABA parece ser requerido para la
iniciacién del estado de maduracién y los eventos subsecuentes de la
embriogénesis tardia, por su accién sobre el potencial hidrico que
sirve para prevenir germinacién, pero puede no ser necesario para el
mantenimiento. Queda claro que la abscisién juega un papel central en
el desarrollo tardio, terminacién de la maduracién y preparacién del
embrién para la desecacién y los eventos tempranos de la germinacién.

Al parecer, la desecacién por si misma no tiene un papel determinado
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en el proceso (15).

Aplicaciones de la Embriogénesis Somatica

La embriogénesis somdtica tiene algunas ventajas sobre otras
formas de propagacién vegetativa. Como los embriones tienen las dos
regiones meristemiticas, requieren menos manipulacién manual, ya que
no es necesario inducir primero brotes y después raiz; los
embriones son muy pequefios (menos de 1 mm) y por ello, son menos
sensibles al dafio fisico; ademéAs, los embriones tienen alto potencial
de desarrollo en procesos automiticos de propagacién (38).

Por estas caracteristicas se pueden producir semillas
artificiales a través de embriogénesis somdtica. Para hacer esto
posible se estd trabajando en el desarrollo de técnicas eficientes que
den embriones vigorosos y maduros (11, 38,). La embriogénesis
adventicia puede ser también un medio de produccién de sustancias
normalmente asociadas con el cigoto, embrién o semilla, como es el

caso de los lipidos del cacao (38).




ANTECEDENTES DE EMBRIOGENESIS EN PAPA.

Tal vez por ser la papa una planta que se  propaga
fundamentalmente por tubérculos, no ha surgido interés entre los
boténicos en producir embriones somAticos de papa. Los inicos trabajos
reportados sobre embriogénesis en esta especie, se refieren al
desarrollo de embriones a partir de anteras para obtencién de lineas
celulares haploides (50).

Aunque la embriogénesis somdtica y la embriogénesis de anteras
muestran el mismo patrén de desarrollo, no requieren los mismos medios
de cultivo. Las anteras son células reproductivas, no es necesario
inducir el crecimiento de callos de cierto tipo celular, las células
espermdticas ya tienen las caracteristicas requeridas y para obtener
embriones es suficiente con sumergir los granos de polen en un solo
medio, donde se cambie el programa gametofitico por el programa
genético de la embriogénesis.

Por lo anterior, los trabajos sobre androgénesis en papa pueden
servirnos de guia sélo en la compoeicién de los medios para expresién
de embriogénesis somitica. Y en realidad, la ayuda que pueden
brindarnos es muy poca porque los reguladores requeridos para la
induccién de embriogenesis en anteras varian mucho.

Se ha encontrado efecto estimulante empleando una auxina (3.5
mg/l de AIA o 2 mg/l de 2,4-D), una citocinina (1 6 3 mg/l de BAP) o
combinando sustancias de ambos grupos (BA 1 mg/l y 2 mg/l de cinetina,
BAP 1 mg/l y 0.1 mg/l de AIA). El ABA induce embriogénesis en altas

concentraciones (4 mg/l), pero es menos eficiente que las auxinas vy




citocininas. Hay una variacidén muy grande de respuesta entre
cultivares haploides y tetraploides. La respuesta es también muy
cambiante en las distintas variedades (32, 50).

Existen muchos medios para induccién de callo de papa reportados
en la literatura (4, 11, 20), pero siempre el destino y las
caracteristicas esperadas de la masa celular son otras. E1 callo se
produce como paso preliminar al crecimiento de brotes, raices o
cultivo de células en suspensién para otros fines.

Se emplean como explantes con buenos resultados: secciones de
tallo, hojas y porciones de tubérculos. En todos los casos se usa el
medio MS (1962). Las variaciones importantes se encuentran en los
requladores utilizados: una o dos auxinas (2,4-D y NAA), solas o
acompafiadas de una citocinina (BAP, BA o cinetina), e incluso de
Acido giberélico (GA3). En alqunos casos, se aqgregan ademas nutrientes
complejos como agua de coco o hidrolizados de caseina ( 20 ). Entre
esta diversidad encontramos, por fortuna, coincidencia en las
concentraciones ocupadas. La concentracién total de auxinas siempre es
de 3 mg/l , la relacién que guardan las concentraciones de auxinas y
citocininas es de 10:1 y cuando se adiciona GA3, su concentracién es
de 0.4 mg/l.

Para cubrir la necesidad de semillas asexuales de papa obtenidas
en condiciones asépticas y controladas, resulta necesario iniciar la
investigacién de embriogénesis adventicia en esta planta. El propésito
del presente estudio fue encontrar por métodos empiricos los medios

de cultive mis eficientes para la obtencién de embriones somaticos
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en papa (Solanum tuberosom L. var alfa) por embriogénesis indirecta.

Con los objetivos especificos que a continuacidén se anotan.




OBJETIVOS

GENERAL:

-Implementar una metodologia para la induccién de embriogénesis en

papa (Solanum tuberosum L. variedad alpha)

ESPECIFICOS:

-Estandarizacién de un medio nutritivo para induccién de callo

embriogénico en papa.

-Obtencién de cultivo de células en suspensién de papa.

-Probar el efectc de 2,4-D, cinetina y &cido abscisico en la

expresién de embriogénesis somitica en papa.

-Estandarizacién de un medio de cultivo 6ptimo para el desarrollo de

embriogénesis somdtica en papa.
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CONCLUSIONES DE LA REVISION BIBLIOGRAFICA

1.~ La induccién de embriogénesis somdtica es un proceso complejo,
dirigido por  mecanismos miltiples: hormonales, nutricionales,
ambientales y genéticos.

2.- Los pardmetros ambientales son de importancia secundaria si se
conoce la composicién Sptima del medio de cultivo.

3.- El medio mis empleado en embriogénesis somitica es el MS (1962).
4.~ Hay dos formas de produccién de embriones somiticos: embriogénesis
directa y embriogénesis indirecta.

5.- La embriogénesis indirecta incluye una etapa de formacién de
callo.

6.- La embriogénesis somdtica se divide en dos etapas: embriogénesis
temprana y embriogénesis avanzada.

7.- La embriogénesis temprana incluye dos pasos: induccién y expresién
de embriogénesis.

8.- Se emplean medios distintos para la induccién y expresién de
embriogénesis somitica.

9.- Puede generarse callo empleando muchos tipos de explantes. En papa
se utilizan porciones de callo, hoja y tubérculos.

10.- La iniciacién de crecimiento de callo se hace en medio
semisélido, la proliferacién celular en medio liquido.

1l.- Las auxinas parecen ser un factor limitante en la induccién de
embriogénesis somidtica.

12.- En la mayoria de los casos la auxina empleada es 2,4-D.

13.- Para induccién de callo en papa se emplean: una o dos auxinas,
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solas o acompafiadas de una citocinina y en algunos casos de A&cido
giberélico. La concentracién total de auxinas es de 3 mg/l; los radios
utilizados de auxinas-citocininas son 10:1; cuando se adiciona &cido
giberélico su concentracién es de: 0.4 mg/l.
14.- Para establecer un cultivo en suspensién, se emplean entre 2 y 4
g de callo en 50ml de medio de cultivo.
15.- Los medios de expresidén de embriogénesis somitica presentan las
siguientes variantes:
a) Medic bésico sin reguladores.
b) Medio basico con una concentracién menor de los medios empleados
en la etapa de induccién.
c) Medio bdsico sin reguladores y con altas concentraciones de una
sustancia osmética.
d) Medio basico con ABA.
e) Medio basico con ABA y con una concentracién menor de los
requladores de crecimiento usados en la etapa de induccién.
16.- Se obtienen mejores respuestas en medios de expresién de
embriogénesis liquidos.
17.- La embriogénesis avanzada comprende tanto la embriogénesis tardia
como el inicio de la germinacién.
18.- La embriogénesis avanzada ocurre en cinco estados secuenciados:

maduracién, postabscisién, predesecacién, desecacién y embrién maduro.
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METODOLOGIA

Material Vegetal

Este =trabajo se desarrolld con tubérculos de papa (Sclanum
tuberosum L. variedad alpha), obtenidos en el Programa CCDAGEM

INIFAP), Metepec, Edo. de Mexico. Los tubérculos fueron plantados ern

macetas con suelo arenoso para inducir brotes. Cinco semanas después,
cuando las plantas alcanzaron aproximadamente 25 cm. de altura, se
cortardén secciones de tallc de 2 cm de largo con entrenudos y hojas
enceras.
Desinfestaciodn

Los tejidos se lavaron con agua corriente y se sumergieron en
stanol al 96% durante 60 segundos, después se introdujeron durante 20
minutos en una solucién de Tritén 80 al 0.05% e hipoclorito de sodio
al 1.5% para las hojas y al 3% para los tallos. Em una campana de
flujo laminar se removid la sclucion; con ayuda de unas pinzas se
pasarcn los explantes a un vaso de precipitados estéril y se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Con un bisturi se
removieron los extremos de los tallos y se cortaron las hojas en
secciones de 1.0 x 1.5 cm. Por tltimo, los inéculos se pasaron a una
caja petri estéril. El material vegetal quedd asi 1listo para ser

sembrado en el medio de induccién de callo.

Medio Basico
El proceso de induccién de embriogénesis somatica se efectud en

p etapas: induccién de callo embriogénico Yy desarrollo de
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smbricgénesis. En las dos etapas se usd® un medio basico gue contenia:
micro ¥ macro-nutrientes Murashige y Skoog (1962), glicina (1 mg/l)

tiamina-HCl1 (1 mg/l), piridoxina-HCl (1 mg/l), &cido nicotinico (1
mg/l), sacarosa (20 g/1), Na EDTA (19 mg/l), FeSO - 7 HO (14 mg,/1:,
mioinositel (100 mg/l) y soio para el medio de i:duccioi de callo,
agar-agar (7 g/l). Se ajustd el pH del medio a 6.0 con HCl y KOH 1N

o
se esterilizé en autoclave durante 15 minutos a 120 C.

3

Induccién de Callo Embriogénico

El experimento inicial consisti¢é en la estandarizacién del
medio para induccién de callo embriogénico. En medio semisélido ==
probarén 4 tratamientos que consistieron en medio basico con:1) 2 mg/l
de 2,4-D; 2) 3 mg/l de 2,4-D y 0.3 mg/l de cinetina; 3) 3 mg/l de 2,4-
D, 0.3 mg/l de cinetina y 0.4 mg/l de Acido giberélico; y 4) 1 mg. 1 de
2,4- y 1 mg/l de cinetina (Ver tabla 1). Cada tratamiento se aplics
tanto a fracciones de tallc como a porciones de hojas. Los explantes
se colocarén en frascos de 150 ml gue contenian 25 ml de medic

o
semistdlido en las siguientes condiciones de cultivo: 20-25 C,

fotoperiodo corto ( B8 h luz / 16 h oscuridad ), bajo lamparas
fluorescentes con una radiacidén luminosa de 25 pE/m2 S. Se manejaron
5 repeticiones por tratamiento.

Después de cuatro semanas en tratamiento en medic semisélido
para induccién de callo, se observé la apariencia del material
celular (color y friabilidad), se tomé peso fresco por tratamiento, se

hicieron cortes histolégicos en fresco y se observaron al microscopio.

Se fraccionaron los callos restantes y se transplantaron para




IHEDID R E G U L A D OMRE S

g 2,40 3 g/

2 2,40 3 mg/1, Cinetina 0.3 mg/|

- 2,40 3 /1, Cinetina 0.3 mg/I. GA_ 9.4 ng/al

a 2.4-D 3 my/1, Cinetina 3 g/

TABLA 1.- CONCEWTRACIOMES DE REGULADORES DE CRECIMIEN-
TO EMPLEADAS EN LOS MEDIOS PARA INDUCCION DE CALLO, TANTO LI-
QUIDOS COMC SEMISOLIDOS.
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obtener mayor volumen de <ailo por volumen de ctejido. ELI callo
contenido en un frasco se transplantd a dos frascos con medio frescc.
282 dias mas tarde se contaba con material suficiente para establecsr

los cultivos en suspensién.

Cultive en Suspensién

Se subcultivaron porciones de callo de 1-2 g (intentando agregar
s6tlo callo) dentro de matraces Erlenmeyer de 125 ml que contenian
50 ml del mismo medio en el cual fue inducido el callo, perc sin agar-
agar. Los matraces se mantuvieron en las mismas condicicnes de cultive
antes descritas, durante cuatro semanas, en un agitador orbital d=
flujo laminar a 100, 120 y 150 rpm. Se manejaron dos repeticiones por
tratamiento. Para cada cultivo se elaboré una cinetica de crecimisnto
celular, estimada en base a volumen de paquete celular rslacionadc con
peso fresco. El paquete celular se determiné en tubos Ependorff con 1
ml de cultivo centrifugade a 15 000 rpm., durante ic IR
La respuesta en esta primera fase experimental se evalud: por La
apariencia del callo a simple vista -color y grade de friab:ilidad-,
peso fresco de tallo por tratamiento, presencia de células
proembrionarias en cortes histolégicos y en los cultivos en suspensisn
y por la cinética de crecimiento en los medios liguidos.

Los callos en suspension de la mejor respuesta, se subcultivaron
usando wuna dilucién de proporcién 1:1, reemplazando la mitad del
volumen del medio nutritivo con medioc fresco; transcurridas 2 semanas
-cuando se encontraban en la fase exponencial- velvieron a

subcultivarse wusando nuevamente una dilucién de proporcién 1:1. Los




cultivos se mantuvieron en las mismas condiciones de iluminacién vy
temperatura, en un agitador orbital (LAB - LINE INSTRUMENTS, Inc.) a
120 rpm. Después de dos semanas se contd con material vegetal
suficiente para continuar con la segunda fase experimental de este

trabajo.

Desarrollo de Embriogénesis Somatica

Las ceélulas en suspensién del tratamiento 2 se filtraron en
~allas de acero inoxidable, 200 mesh (Haver & Boecker), bajo
cordiciones estériles, para retirar el medio de induccién; se lavaron
—rss weces con agua destilada estéril y se transplantaron a matraces
Erlenmeyer de 125 ml que contenian 50 ml de medio de desarrollo. Se
inoculé en cada matraz de 1 a 1.5 g de células para lograr una
concentracién inicial de 20 a 30 mg/ml. Los matraces se mantuvieron en
_as condiciones ambientales antes mencionadas, en agitador orbital a
120 rpm. En todos 1los casos se manejaron dos repeticiones por
—ratamiento.

Primer experimento.- Inicialmente se probaron cuatro medios para
ds=sarrollo de embriogénesis: A) Medio basico (MB) sin reguladores; B)
MB con 1.5 mg/l de 2,4-D y 0.15 mg/l de cinetina; C) MB con 28 wg/1 de
RBA; y D, MB con 1.5 mg/l de 2,4-D, 0.15 mg/l de cinetina y 28 ug/l de
REL (Ver tabla 2). A todos los medios se 1les adiciondé ademas,
glicina 16 uM como fuente de extra de nitrogeno reducido.
Transcurridas cinco semanas se evalud la respuesta por la presencia o
ausencia de zmbriones en el medio de cultivo.

Segundo experimento.- La ausencia de embriones en los cuatro
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MEDIO C O M P O S I C I ON
& &
" B, 2,4D1.58/1, Cinetina 0.15 ng/l
- B, ABA 28,9/1
o | 2.40 1.5 a1, Cinetina 0.15 mg/1. ABA 28,¢/1

TABLA 2.- COMPOSICION DE LOS MEDIOS USADOS EN EL PRIMER
EXPERIMENTO DE DESARROLLO DE EMBRIOGENESIS SOMATICA.
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tratamientos empleados hizo necesario probar con otras
concentracicnes de reguladores. Para facilitar el disemo se decidis
trabajar primero solamente con 2,4-D y cinetina. Se  disminuy®
ligeramente la relacién de auxina-citocinina de 10:1 a 6:1 y se
manejaron tres concentraciones menores : I) 1 mg/l de 2,4-D y 0.15
mg/l de cinetina; II) 0.5 mg/l de 2,4-D y 0.08 mg/l de cinetina; vy
III) 0.25 mg/l de 2,4-D y 0.04 mg/l de cinetina. Se decidi¢ probar
también con la relacién invertida de 1los reguladores: citocinina-
auxina 6:1, en las mismas concentraciones: IV)1 mg/l de cinetina y
.15 mg/l de 2,4-D; V) 0.5 mg/l de cinetina y 0.08 mg/l de 2,4-D; vy
VI) 0.25 mg/l de cinetina y 0.04 mg/l de 2,4-D ( Ver tabla 3 ).Para
probar el efecto de 1los reguladores sobre la morfologia de las
ceélulas, se hizo una caracterizacién del cultivo celular. Las
fotografias de las células se tomaron en un microscopio Nikon
fAutophot). &= «califico en relacién con la abundancia de ceélulas
embriogénicas, después de cinco semanas de tratamiento.

Tercer experimento.- También se trabajo con los elementos no
normonales del medio.Con la mejor respuesta del experimento anterior
- V -, probamos 21 efecto de: la concentracién de las sales minerales,
_a gresencia de osmodticos y la concentracioén de nitroégeno reducido,
s=cbre la morfologia de las celulas en suspensién. Probamos también el

fecto combinado de 1los factores antes mencionados con otros

13

reguladores de crecimiento (AIA, BAP). Para lo cual se manejaron los
siguientes medios: R1) MB; R2)ME con 0.5 mg/l de cinetina y 0.08 mg/l

de 2,4-D, R3) 1/2 de las sales MS con y vitaminas MS; R4) 1/2 de 1las
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R EOGUL ADORETS
Luan:c

2,4-D mg/i | CINETINA mg~/|

g 1.0 015

Iz 05 0.08

IIX 0235 0.4

Y 015 1.0

@ 0.8 0.5

- (X7 025

TABLA 3.~ MEDIOS EMPLEADOS EN EL SEGUMDO EXPERIMENTO
PARA LOGRAR EL DESARROLLO DE EMBRIOMES SOMATICOS EN PAPA. A TO-
DOS LOS MEDIOS SE LES AGREGO ADEMAS, GLICINA 16 oM COMO FUENTE
ADICIONAL DE NITROGENO REDUCIDO.




sales MS, vitaminas MS, 2.5 mg/ de cinetina y 0.08 mg/ de 2,4-D; 5R)
MB con maltosa 6%; R6) 1/2 de las sales MS, vitaminas MS y maltosa 6%;
R7) 1/2 de las sales MS con tiamina*HCl 1 mg/l, maltosa 6%, BAP 1 mg/l
y AIA 0.1 mg/l (ver tabla 4). A todos los medios se les adiciond
ademAs: sacarosa 6%, 400 mg/l de NH NO y 750 mg/l de glutamina. La
respuesta se midié, con base en 4913 inventario celular, por la
abundancia de células embriogénicas.

Cuarto experimento.- La ausencia de embriones hizo necesario
probar con otras concentraciones de reguladores. Realizamos un
experimento con disemo factorial completamente al azar (ver tabla 5),
empleando los factores no hormonales que dieron la mejor respuesta en
el experimento anterior - R5 -. Con tal proposito se aplicaron los
doce tratamientos que a continuacién se describen: T1) 1 mg/l de
cinetina; T2) 2 mg/l de cinetina; T3) 3 mg/l; de cinetina; T4) 1 mg/l
de cinetina y 1mg/l de de 2,4-D; T5) 2 mg/l de cinetina y 1 mg/l de
2,4-D; T6) 3 mg/l de cinetina y 1 mg/l1 de 2,4-D; T7} 1 wmg/l de
cinetina y 2 mg/l de 2,4-D; T8) 2 mg/l de cinetina y 2 mg/l de 2,4-D;
T9) 3 mg/l de cinetina y 2 mg/l de 2,4-D; T10) 1 mg/l de cinetina y 3
mg/l de 2,4-D; T11l) 2 mg/l de cinetina y 3 mg/l de 2,4-D; T12) 3 mg/l
de cinetina y 3 mg/l de 2,4-D. El efecto se evalud por abundancia de
celulas embriogénicas en los cultivos, después de cuatro semanas de

tratamiento.




COMPOSICION DEL MEDIO

MEDIO o e =
s 1= wo ] mm, [0 g 171

R1 + - - + + - -
R2 + - + + + -1 -

R3 - + - + + - -

R4 - + + + + - -

R5 + - + + + + -

R6 - + + + + +]| -
R7 - + - + + + | +
TABLA 4.- COMPOSICION DE LOS WEDIOS EMPLEADOS EN EL TERCER EXPERIMENTO PARA

EL DESARROLLO DE

EMBRIONES SOMATICOS EW PAPA.

0.5 mg/l Y 2,4-D 9.08 mg/1.

TODOS LOS MEDIOS COMTEWIAM:

CINETINA




CINETINA
mg/s|
1 2 3
S
0 CIR =1 CIN :2 CIn 3
2.4-D:0 2.4D:0 2.4-D:0
z T4 Iz‘ 6
1 CIn 1 cim :2 can =3
2,4-0:1 2,4D:0 2,4P:1
4 ” h ™
z cim :1 cim :2 cm =3
2.40:2 2,4D:2 2.4-D:2
D L ST B U
3 cim = cIm =2 CIN :3
2.40:3 2.49:3 2.40:3

TABLA 5.- DISENO FACTORIAL COMPLETAMENTE AL AZAR
COM EL QUE SE EFECTUO EL CUARTO EXPERIMENTO PARA EL DESA-
RROLLO DE EMBRIONES SOMATICOS DE PAPA. SE MUESTRAN LAS
COMCENTRACIONES DE REGULADORES EMPLEADAS EN CADA TRATA-
MIENTO. EN TODOS LOS CASOS SE UTILIZO: 1/2 DE LAS COMCEN-

TRACIONES DE M8, NH MO, 400 mo/I,
SACAROSA 6% Y MALTOSA 6I.

L-GLUTAMINA 750 mg/1,




A -y

FIG. 2. TECHICA PARA INDUCCION DE EMBRIOGENESIS SOMATICA EN PAPA,
LA SECUENCIA SEGUIDA INCLUYE LOS SIGUIENTES PASOS: 1) PLANTAS
MADURAS DE PAPA PROVEEN HOJAS Y TALLOS COMO EXPLANTES. 2) LOS
EXPLANTES SE DESINFESTAN Y SE INOCULAM EM MEDIO SEMISOLIDO PARA
INDUCCION DE CALLO. 3) DESPUES DE CUATRO SEMANAS SE TRASLADAN LOS
CALLOS A MEDIO FRESCO. 4) LOS CALLOS SE FRACCIONAN Y SE INOCULAN
EN UN MATRAZ CON MEDIO LIQUIDO. 5) DESPUES DE NUEVE SEMANAS LAS
CELULAS SE TRANSFIEREN A UN MEDIO DE DESARROLLO. 6) FINALMENTE SE
GENERAN EMBRIONKES EN ESTADO DE TORPEDO.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Desinfestacién

La formacién de callo empezé a ser evidente a los siete dias
de iniciado el tratamientc,en todos los medios, tanto en los explantes
de hoja como en los de tallo. En los dias sigquientes se manifesté
paulatinamente contaminacién por bacterias en los frascos inoculados
con tallo. En cambio, los frascos con hoja nc presentaron
contaminacidén en ningin caso.

Todos los explantes se desinfestaron al miesmo tiempo y con la
misma solucién (hipoclorito de sodio 1.5 %), esto nos hizo pensar gue
la contaminacién era un problema sistémico del tallo. Probablemente
las bacterias quedaban protegidas del hipoclorito en los entrenudos,
porque la contaminacién tardaba en presentarse alrededor de dos
semanas, tiempo en el cual, pudieron trasladarse desde las regiones
meristemiticas hasta el exterior del implante.

El porcentaje tam alto de tallos contaminados (84 %), hizo
necesario repetir el experimento. En esta ocasidn, el material vegetal
se desinfestdé -siguiendo la técnica explicada en la metodologia-,
utilizande una solucién de hipoclorito de sodio al 3%. Las hojas no
soportarian esta concentracién. Fueron tratadas, igual que en el caso
anterior, con una solucién al 1.5%.

No fue posible sembrar sélo explantes de tallo sin nudos
{aunque la mayoria lo eran), porque los tallos empleados los tenian
muy cercanos Yy el nimero de plantas con que contdbamos - diéz-, no

alcanzaban a cubrir este reguerimiento. El desinfectante empleado en




-esta concentracién dafiaba mucho el extremo de los implantes vy
ocasionaba la pérdida de casi un cm. de material celular. Por eso fue

necesario cortar secciones de aproximadamente 2.5 cm. para consegquir
explantes de alrededor de 1.5 cm. De esta forma logramos abatir la
contaminacién en todos los casos, inclusive cuando se manejaron

porciones de tallo con nudos.

Induccién de callo en medios semisélidos.

Encontramos formacién de tejido desorganizado en los cuatro
medios semisdlidos usados para induccién de callo. Los callos que
resultaron en cada tratamiento presentaron variacién en rendimiento
(peso fresco), color, consistencia y tipos celulares presentes. (Ver
Tablas 6A y 6B).

En todos 1los tratamientos, la presencia de nudos resulté en
el desarrollo, primero de brotes y mAs tarde de raices. Aungue
siempre se formé también callo, éste presenté un crecimiento menor gque
el de los frascos inoculados con tallo libre de nudos, porgue tenia
gue competir por los nutrientes y el espacio con las formas de

crecimiento organizado.

Si bien, no hubo diferencia en aspecto y color entre los callos
obtenidos a partir de tallo y de hoja, no ocurrié lo mismo con los
rendimientos. La eficiencia de formacién de callo es mucho mayor
cuando se emplean segmentos de tallo como explantes. No pudimos
comparar los cortes histolégicos porque con la técnica convencional de
parafina, el tejido desorganizado se desprende, resulté muy blando

para el criotomo y los callos de hoja, fueron demasiadc delgados para




MEDIO | COLOR | CONSISTENCIA
[TRANSPARENTE
[~ TALLO Jeon zowas MUY FRIABLE Y ESPONJOSO 1.4 g/frasco
; BLAQUECINAS.
BLANCO
HOJA WUY FRIABLE Y ESPONJOSO 0.2 g/frasco
] TRANSPARENTER
TRANSPARENTE
= TALLO ¥ VERDOSO
ABUNDANTES FRIABLE 1.5 g/frasco-
ZOMAS BLAM
QUECTMAS.
2
v 8.8 g/f
FRIABLE .8 g/frasco
L HOJA  Rraansearente
= PARDO Y CRECIMIENTO EN REGIONES
TALLO 2.3 g/frasco
VERDOSO CIRCULARES. COMPACTO.
3
CAFE Y YER-§ CRECIMIENTO EN PEQUENAS
HOJA ®.6 g/frasco
- DOS0, OPACO. §ZONAS CIRCULARES. COMPACTO.
& e CRECIMIENTO ESCASD EN 70
L] Al =
[ TALLO S0 Y BLAN- 1.6 g/frasco
NAS CIRCULARES.WUY COMPACTOR
ECINO.
4
YERDE, PARDO]
CRECIMIENTO EN LA ORILLA
L hoga [ TRansea- 9.4 g/frasco
L DE LAS HOJAS. MUY COMPACTO.
RENTE

TABLA 6A.- RESPUESTA DE LOS EXPLANTES DE HOJA Y TALLO A LOS
CALLO EMBRIOGENICO DESPUES DE 30 DIAS DE
TRATAMIENTO. EL EFECTO SE EVALUO POR: APARIENCIA DEL CALLO (COLOR Y CONM-
SISTENCIA) Y COM PESO FRESCO POR TRATAMIENTO._A conSISTEMCIA REFORTADA

CUATRO MEDIOS DE INDUCCION OE

SE PRESENTO

INVARIABLEMENTE EN TODOS LOS TRATAMIEMTOS.

ANOTAN TODAS LAS COLORACIOMES OBTEMIDAS.

EM CADA CASO SE




GRUPOS DE CELULASA GRAN-
= TALLO CALLO DE PERENQUIMA WUY
B DES Y YACUOLADAS, OTROS DE
ESPONJOSO, Z0MAS BLANCAS %
= CELULAS PEQUENAS. ABUNDAN-
1 COM CELULAS PEQUENAS
TES CELULAS LIBRES WUY
POCO ABUNDANTES.
L houn GRANDES, DE DIVERSAS FOR-
- WAS.
CALLO WUY DIVERSO.GRAN GRAN CANTIDAD DE CELU-
[ TALLO ) 0esorcANIZACION DESPUES || LAS LIBRES:GRANDES Y CHI-
DEL CILINDRG CENTRAL.HAY | CAS:REDONDAS. LARGAS ¥ O-
2 %
CELULAS DE PARENQUIMA,XI-J VALADAS. CELULAS PEQUENAS
HOJA LEMA Y CELULAS PEQUEWAS | Y COMPACTAS,MENOS ABUNDAN-
B CON MUCLEOS MUY GRANDES. § TES, AGRUPADAS.
GRAN DIVERSIDAD CELU- CELULAS GRANDES, REDON-
[~ TALLO LAR.CALLOS FORMADOS POR || DAS, OVALADAS, TRIAMGULA-
CELULAS DE PAREMQUIMA, RES, DE FORMAS EXTRANAS,
EY
XILEMA, FLOEMA Y COLEN- § COM EVAGINACIONES. SOK
HOJA QUIMA Y ABUNDANTES CELU- § WUY GRAMDES Y VACUOLADAS.
- LAS MERISTEMATICAS.
EN LAS IOMAS CON CALLD
= T.M.LG MUY POCAS CELULAS ER
HAY GRAN DIVERSIDAD CELU-
SUSPENSION. LAS QUE HAY
LAR. PERO LA MAYOR PARTE i
4 SOM PEQUENAS Y REDONDAS
DE LA MASA CELULAR LA O-
WUY TRUGENTES. ABUNDANTES
HOIA CUPA CRECIMIENTO DE TEJi-
L RESTOS DE CELULAS ROTAS.
DO ORGANIZADG.

TABLA 6B.- RESPUESTA DE LOS EXPLANTES DE HOJA Y TALLO A LOS
CUATRO MEDIOS DE INDUCCION DE CALLO EMBRIOGENICO. EL EFECTO SE EVALUO
FOR: LOS TIPOS CELULARES ENCOMTRADOS EN LOS CORTES HISTOLOGICOS DE CALLO
Y POR LAS CELULAS PRESENTES EN EL CULTIVO EN SUSPENSION DESPUES DE CUA-
TRO SEMANAS DE ESTABLECICOC.




los cortes en fresco.

En las plantas dicotiledoneas existen zonas meristemidticas tanto
en hojas como en tallos, la diferencia de respuesta no puede
explicarse por este factor. En el explante, las zonas donde se forma
callo suelen ser las que estédn en contacto directo con el medio de
cultivo. Por presentar mayor superficie de exposicién al medic se
pensaria que las hojas tendrian ventaja sobre los tallos. No ocurrié
asi, seguramente por la accién de otro factor, que tal vez sea el
mayor nimero y diametrc de los tejidos de conduccién en los tallos;
que puedan estar determinando mayor velocidad de nutrientes ¥y
requladores de crecimiento en el tejido.

En los tratamientos 3 y 4 el callo resulté compacto y oscuro,
esta era la morfologia que estabamos esperando. En practicamente toda
la 1literatura consultada se reporta que los callos embriogénicos
presentan esta caracteristica. Por desgracia, el crecimiento era
muy escaso, en pequefias zonas circulares. En los dos casos, los cortes
histolégicos mostraron gran diversidad celular : células de
parénquima, xilema, floema y colénquima y algunos grupos de células
pequeflias y compactas.

Como caso opuesto se presentd el del tratamiento 1. El callo era
sumamente esponjoso y friable, con regiones blanquecinas escasas,
donde se apretaban grupos de células pequefias y densas. En los cortes
histolégicos se aprecié que la gran mayoria de la masa celular 1la
componian células de parénquima muy vacucladas y grandes en extremo.

Una respuesta intermedia se encontrd con el callo desarrolladc
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en el medio 2. Era transparente, con frecuentes zonas blanquecinas
-probablemente meristemidticas-; su consistencia, muy buena,
friable,pero manejable; con tejido , muy diverso, rico en células
parenquimdticas, de xilema y floema; las células pequefias con nlcleos
muy grandes y coloreados eran mis abundantes en este tratamiento.

Se encontré mayor rendimiento de peso fresco en el medio 3, en
el caso de los tnlios y en el medio 2, en el de 1las hojas. Esta
medicién se hizo con toda la masa celular que se encontraba en las
unidades experimentales después de 30 dias de tratamiento y no
solamente con los tejidos desorganizados, por dos razones: en primer
lugar, hubiera sido muy dificil separar los callos del tejido
organizado porque no habia limites identificables; ademés, ibamos a
usarlos para el cultivo en suspensién y con tanto manejo se hubieran
contaminado.

A la semana de iniciado el cultive habfia ya presencia de
tumoraciones. La respuesta mis lenta se dié en el medio 1, alrededor
del doceavo dia de tratamiento, cuvando el callo era ya abundante en
los otros medios. Pero una vez presente, crecidé mucho mis rédpide que
los demés, de tal manera que al cumplirse 30 dias era el més
voluminoso de todos. Este era también el callc més esponjoso, por eso
el peso fresco no da una idea muy clara de su abundancia. Otro caso
donde no se refleja muy bien la abundancia de callo por el peso fresco
es el del medio 3. Los explantes cultivados en é1, experimentaron en
los primeros dfas del cultivo (al mismo tiempo que se desarrollaba

callo), crecimiento acelerado del tejido organizado, que duplicéd, e




incluso triplicé su volumen - sobre todo en el caso de los tallos-.
Este crecimiento acelerado puede explicarse por la presencia en el
medio de cultivo de GA3 .

Esperabamos encontrar callos en todos los tratamientos porque
habidn sido empleados con este fin en otras investigaciones, de
cualquier forma sorprende gque haya respuesta lo mismo en medios donde
se encuentra la auxina sola, o su relacién con la citocinina es diez
veces mayor (medios 1,2 y 3), gque en un medio donde se encuentra en la
misma proporcién que la citocinina. Lo que da una idea del range tan
amplio de condiciones en que se puede inducir un proceso. Esto
puede explicarse de dos formas: la papa como respuesta a un corte,
reacciona esponténeamente formando callo, o bien, el proceso se
desencadena con una concentracién alta de auxinas en el medio de
cultivo, independientemente de la presencia de otros reguladores de
crecimiento. También resulta sorprendente que en un explante colocado
en las mismas condiciones haya respuestas tan distintas (brotes,
rafces y callo). La accién de los requladores sobre el explante esta
variando de forma sustancial en los distintos tipos celulares que
presenta. Estas dos situaciones muestran porque es tan dificil obtener
un resultade deseado en el cultive de tejidos, los niveles tan
empiricos en los que nos movemos y lo mucho que nos hace falta conocer

para hacer estos sistemas un poco més predecibles.

La necesidad de auxinas para el desarrollo de callos a partir de
un explante es generalizada para casi todos las plantas, aungue en

algunos casos ee posible inducir callo con ecitocininas solas. La




concentracién de 2,4-D utilizada parece ser adecuada.

La presencia de citocininas en los medios de cultivo (medios 2,3
y 4), aparentemente ocasiona mayor diversidad celular en los callos.
En el medio 1, donde se adicioné solamente 2,4-D el parénquima es
casi la fnica especie celular presente. La presencia de 4&cido
giberélico no parece afectar ni la abundancia ni la composicién del
callo, en cambio, hace crecer en extremo a los tejidos organizados vy
retarda la respuesta. Ademids la presencia de este tipo de hormona
vegetal parece ser perjudicial en la etapa de desarrollo de

embriogénesis somitica.

Establecimiento de cultivos en suspensién de callo

Hicimos un ensayo preliminar de dos dias, con tres diferentes
velocidades de agitacién: 100, 120 y 150 rpm. En el primer caso
prdcticamente no hubo dispersién celular en los medios liquidos. Con
la velocidad de agitacién mayor, las células se dispersaban muy répido
en la fase liquida, pero no soportaban las fuerzas de corte generadas,
se reventaban y de iqual manera no se establecia el cultivo. Con 120
rpm, 8se conseguia una velocidad razonable de dispersién sin causar
dafioc a las células. Este pardmetro no se pudo medir con el callo del
medio cuatro porque no conseguimos establecer el cultivo en suspensién
con ninguna de las velocidades de agitacién probadas.

En el casc de las hojas, para contar con la cantidad requerida
de material vegetal (2-4 g por frasco), fue necesario ocupar todos los
callos con que contdbamoe y de cualquier forma el establecimiento fue

muy tardado e ineficiente. Se empezaron a observar células en




suspensién hasta el final de la tercera semana y la concentracién fue
siempre tan baja que resulté imposible elaborar cinéticas de
crecimiento.

Runque no tanto como en hojas, la eficiencia de los callos de
tallo para el establecimiento del cultivo en suspensién fue baja.
Después de dos semanas en cultivo liquido habia células aisladas, pero
el mayor crecimiento se didé alrededor de los trozos de callo que
agregamos.

Para poder evaluar la respuesta era necesario un cultivo mucho
mids abundante. A pesar de que adicionamos la cantidad de tejido que
especificaba la técnica, ésta correspondia mids al peso del tejido
organizado que al del callo. Esta situacién se agravaba en el casoc de
los callos de hojas, donde el crecimiento se circunscribia a una
pequefia regidén alrededor de la epidermie. Decidimos intentarlo de
nuevo, pero ahora sdélo con tallos.

Probamos  transplantande el callo a medio  fresco (medic
semis6lido), después de cuatro semanas de tratamiento. Al hacerlo,
cortamos las masas celulares en segmentos de 0.5 x 0.5 cm. y colocamos
dos segmentos por frasco. Los callos crecieron aceleradamente en todos
los casos y después de doe semanas, habia material suficiente para
iniciar los cultivos en suspensién.

Antes de ser agregados al medio liguideo, los callos se
fraccionaron cuidadosamente, intentando separarlos del otro material
vegetal; cuando teniamos sélo callo, lo cortamos en porciones lo mis

pequeiias posible. De esta manera conseguimos establecer el cultive en




suspensién en dos o tres dias y el crecimiento fue tan acelerado,
que dos semanas mAs tarde, fue necesario transplantar a medio fresco
(con excepcién del tratamiento 4, que permanecié cuatro semanas en los
mismos matraces).

En los cultivos en suspensién de los medios 1, 2y 3 , eran
predominantes: células parenquimatosas extremadamente grandes Y
vacuoladas, de muy diversas formas -redondas, ovaladas, triangulares e
irregulares-. En el medio 1, ésta era casi toda la poblacién celular,
aunque habia otras células pequeiflas y densas que se encontraban en
grupos muy escasos. En los medios 2 y 3 habia ademi&s muchas células
de xilema y floema muy largas y células deformes con evaginaciones y
crecimientos diversos. Estas células eran muy frecuentes en el medio
3, donde las deformaciones se presentaban en todos los tipos celulares
presentes.

Después de cuatro semanas en el medio liquido, el callo del
tratamiento 4, se disgregd muy poco, la mayoria de las células que
se liberaron se habian colapsado ; las que afin permanecian en
suspensién, eran redondas, pequefias y muy turgentes. En cambio los
callos que fueron inoculados experimentaron crecimiento abundante en
la superficie. Como no se consiguié nunca una concentracién celular
adecuada, no fue posible efectuar la cinética de crecimiento para este
tratamiento.

Para medir la cinética de crecimiento es necesario que el
cultivo permanezca todo el tiempo de medicién en el mismo recipiente,

86lo asi se pueden detectar las diferentes velocidades de reproduccién




que son resultado de la adaptacién de las células a las condiciones
del medio. Para conseguir menores tasas de crecimiento, se redujo la
cantidad de inéculo (1-1.5 g/frasco) y se fraccioné menos. En el medio
cuatro se siguié utilizando la concentracién celular anterior.

El cultivo de células en suspensién de los tratamientos 2 y 3
tuvieron la misma cinética de crecimiento. Con el medio, 1, el cultivo
en suspensién presenté mayor productividad que en los casos restantes:
0.130 g/1 en 32 dias contra 0.096 g/1 en 32 dias, en los otros dos
tratamientos (Ver Figs. 3 y 3A). Las velocidades de crecimiento
calculadas para la fase de exponencial son muy similares: 0.00625 g de
células/l dia, en el medio 1 y 0.00675 g de células /1l dfa, en los
medios 2 y 3. Lo que da tiempos de duplicacién de 111 y 103 dias
respectivamente. La fase lag (fase de adaptacién), es menos prolongada
en el medio 1, el crecimiento exponencial se alcanza alrededor del dia
20 de cultivo, mientras en el otro caso se alcanza después de 28 dias.

La similitud de velocidades de crecimiento, pone en evidencia
que en realidad, en todos los casos el cultivo de células de papa se
estd comportando igual, las diferencias en rendimientos y en la fase
lag, se deben més al tamafio del inéculo que al efecto del medio sobre
las células. Puede notarse que con pequefios incrementos la
productividad es mucho mayor, pero también el medio se satura mucho
mas rapido; porgue en el medio 1, para el dia 32, tenemos ya fase
estacionaria. Por lo anterior, la cinética de crecimiento no fue un
parfmetro a utilizar en la eleccién del mejor medio para inducccién de

callo embriogénico, de cualquier forma nos resulté util pues indicé
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el rango de dias de cultivo en que era adecuado hacer un transplante.
Con todos los pardmetros que se mencionan arriba, la eleccidn del
medio que deberiamos utilizar en la fase siquiente no resulté dificil.
El medio 4 se descartd porque no es posible establecer cultivo en
suspensién, en el medio 1, habia pocas células meristemiticas y en el
medio 3, la presencia de acido giberélico parecia causar gran nimero
de células deformes. Por eso nos decidimos por el medio 2, que tenia
un rendimiento aceptable, la mayor proporcién de células
meristemdticas y presentaba suficiente grado de friabilidad (el

cultivo en suspensién se establecia en dos dias).

Desarrollo de embriogénesis somidtica.

Para esta fase de nuestro trabajo era primordial garantizar que
las células utilizadas no llevaran restos del medio anterior. Con el
método de centrifugado, tuvimos varios problemas, el primero fue que
las células se danaban, el segundo, que se contaminaban por tanto
manejo. Optamos por fabricar pequefias coladeras de malla de acero
inoxidable de 200 mesh. Con esta técnica no tuvimos mds problemas de
contaminacién y las células no se dafiaban.

Después de permanecer 28 dias en los medios de desarrolloc de
embriogénesis somatica A, B, C y D (Ver tabla 2), no se encontraron
embriones somAticos en ningin medio, ni se detectaron cambios en la
morfologia de las células. Un efecté observado en los cuatro medios
= y por eso mAs bien adjudicable a un mayor tiempc en un cultivo
liquido que a la nueva composicién de reguladores de crecimiento, o a

su ausencia, en el medio A - fue una mayor proporcién de células




libres que formaron en algunos casos pequefios callos, compuestos por
un solo tipo celular. Un cuidadoso examen al microscopio no reveléd
ningin otro cambioc morfolégico ni en este tiempo de cultivo, ni
transcurrido otro mes de tratamiento. El medioc B, que empleaba la
mitad de la concentracién de reguladores usada en el medio de
induccién de callo, acelerd la velocidad de crecimiento celular, de
tal forma que transcurridas dos semanas de cultivo, las células
ocupaban préacticamente todo el volumen del liguido y estaban muy
oxidadas.

En papa no se ha reportado ninguna investigacién de
embriogénesis soméAtica y en el disefio inicial de este trabajo, nos
guiamos por los medios que han tenido efecto en otras plantas en la
fase de desarrollo. Con los cuatro medios usados, cubrimos casi todas
las opciones reportadas. En todc caso habria que probar con
concentraciones més pequefias de auxinas y citocininas. En algunos
casos, en la fase de desarrollo de embriogénesis se utiliza una
concentracién menor de los reguladores empleados en la induccidén de
callo. Aunque la concentracidén suele reducirse a la mitad, era posible
gue las cantidades gue estabamos usando estuvieran sobradas, porque en
el medic B habia crecimiento muy activo. E1 ABA se utiliza para
realzar una tasa de desarrollo ya conocida y aunque tiene efecto
positivo en algunas plantas, en la mayoria de los trabajos de
desarrolc de embricgenesis somética, si se usan reguladores son
auxinas y citocininas. Decidimos probar otros medios para desarrollo

de embriogénesis, empleando solamente 2,4-D y cinetina, por lo antes




expuesto y porque simplificaba el disefio y nos ponia en posicién de ir
descartando elementos. Otra posibilidad que nos quedaba era variar los
componentes no hormonales del medio nutritivo, pero preferimos hacerloc
después de tener resultados con los reguladores.

El sequndo experimento con medios de expresién de embriogénesis
somitica (Tab. 3) lo evaluamos después de cinco semanas de
tratamiento. En ninglin caso obtuvimos embriones, pero si variacidén de
la morfologia celular. Para aprovechar esto e intentar ir sacando
conclusiones que nos acercaran a la obtencién de embriones sométicos,
realizamos un inventario morfolégico de las células presentes en todos
los tratamientos manejados. Inventario que se describe en la Tab. 7.
Las graficas aparecen en la Fig. 4.

Los resultados de este experimento en relacién con la
caracterizacién celular pueden verse en la tabla 8. En todos los
tratamientos, las células j son las mds abundantes , era de esperar
porque a nuestro parecer, los demds tipos celulares se diferencian a
partir de ellas. Esto lo pensamos porque observamos que se dividen
constantemente (Fig. 4). Le sigue en importancia el grupo e, células
ovaladas que pueden llegar a alcanzar tallas increiblemente grandes.
si hubiera sido posible cuantificar volumen ocupado por tipo celular
ellas serian indiscutibles ganadoras. Aparecié en los tratamiento V vy
VI, un tipo celular que no habiamos visto antes (g). Estas células
presentaban todas las caracteristicas que estabamos buscando: eran muy
pequefias, con nicleo y nucleolo muy grandes y tefiidos y presentaban

evidencias de una gran actividad metabélica (se wveian corrientes
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TIPO CELULAR MORFOLOGIA
CELULAS DE SISTEMA CONDUCTOR, MUY LARGAS Y CON
= LOS EXTREMOS PLANOS.
CELULAS DE CUALQUIER ORIGEN CELULAR QUE PRESENTAN
2 DEFORMACIONES EN FORMA DE EVAGINACIONES.
CELULAS COMPLETAMENTE CIRCULARES, CON NUCLEQO PEQUE-
= NO Y CITOPLASMA MUY TRANSPARENTE Y VACUOLADO.
CELULAS OYALADAS, COM NUCLEC REDUCIDO Y GRAN CANTIDAD
- DE ORGANELOS VISIBLES.
CELULAS GRANDES Y MEDIANAS CON CITOPLASMA DENSO Y CON
¥ NUCLEOS PEQUENOS POCO TEWIDOS.
CELULAS MUY PEQUENAS COM NUCLEO WUY GANDE Y OSCURD, EL
bl CLTOPLASHA ES CLARD Y TIENE MUCHOS ORGANELOS VISIBLES.
CELULAS MEDIANAS CHICAS CON CITOPLASMA CLARD MUY
ol YACUOLADC Y MUCLEO MUY YISIBLE DE FORMA VARIABLE.
CELULAS OYALADAS COM GRAN CANTIDAD DE INCLUSIONES COM
L ASPECTO DE CRISTALES DENTRO DEL CITOPLASHA.
_ CELULAS MEDIANAS O CHICAS COM CITOPLASMA MUY TRAWSPA-
= RENTE, CON WUCLEO POCO YISIBLE O SIN MUCLED.
CELULAS OVALADAS O REDONDAS CON EL CITOPLASMA DENSO Y
! CON MUCHOS ORGANELOS VISIBLES Y PARED ENGROSADA
CELULAS CHICAS QUE SE ENCUENTRAN AGRUPADAS FORMANDO
- CALLOS, COM CITOPLASMA DENSC Y OPACO.

TABLA 7.- CARACTERIZACION CELULAR EN BASE A LA MORFOLOG!A OQUE
PRESENTARDN LAS CELULAS DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS PROBADOS. LAS
FOTOGRAFIAS APARECEN EM LA FIGURA 4,




FIG. 4.- DISTINTOS TIPOS CELULARES PRE-
SENTES EN TODOS LOS CULTIVOS EN SUSPENSION

PROBADOS PARA LA INDUCCION Y DESARROLLO DE
EMBRIONES SOMATICOS EN PAPA, LAS FOTOGRA-
FIAS FUERON TOMADAS EN UN MICROSCOPIO DE
CAMPO OSCURO A 102 AUMENTOS. LAS CARACTE-

RISTICAS DE LOS TIPOS CELULARES APARECEN
EN LA TABLA 7.




TIPOS
SRS T R AT AMTIENBNTO S
(%) I II III IV v VI
- & s 7 4 4 4
b 1@ 7 s s & 4
c 2 7 2 3 2 3
e 26 18 29 28 25 3z
£ 3 1 - 3 4 2
& = = = - 26 13
h ] 21 a 7 & 3
i 7 13 2 2 = 4
J 3z 28 47 48 27 3s
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TABLA 8.- RESULTADOS OBTENIDOS EN EL SEGUNDO EXPERIMENTO PARA DE-
SARROLLO DE EMBRIONES SOMATICOS DE PAPA. SE PUEDE APRECIAR EL EFECTO DE LOS DIS-
TINTOS TRATAMIENTOS SOBRE EL PORCENTAJE DE TIPOS CELULARES PRESENTES EN EL CULTIVO
DESPUES DE CINCO SEMAMAS DE TRATAMIENTO.
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citoplasméticas y un gran nimero de organelos en movimiento). Lo cual
nos hizo pensar que se trataba de células embriogénicas. Siempre se
encontraron agrupadas , formando callos de un solo tipo celular, sin
embargo no encontramos ninguna estructura que recordara un embrién.
Las células g eran mAs abundantes en el tratamiento V.

Usando una mayor proporcién de auxinas que de citocininas, no
conseguimos combios significativos en la morfologia celular (medios I,
II y III). Con una proporcién mayor de citocininas 6:1 aparecié la
primera respuesta favorable (medios V y VI). Esto nos sorprendid
porgque suelen ser las auxinas , una mayor proporcién de auxinas, o
bien la ausencia de reguladores lo que desencadena el desarrollo de
embriones; solamente en un artficulo encontramos una respuesta similar
(39 }..

Nos dimos a la tarea de probar con los elementos no hormonales
del cultivo usando como constante la concentracidémn de reguladores del
medio V. En este experimento se mantuvo también invariable la
concentracién de nitrogeno reducido suministrado por dos fuentes:
NH4NO3 y L-glutamina . Como ya se menciond en la revisién
bibliografica, este nutriente aumenta la expresién de embriogénesis en
numerosas especies (1, 11, 33, 38, 40, 41). A pesar de que el medio
usado MB, tiene una concentracién alta de nitrogeno reducido,
agregamos méis al medio porque también aumentamos la concentracién de
sacarosa Yy es muy importante mantener la relacién C:N. Probamos con
otro osmético: la maltosa. Se midio el efecto de otros reguladores e

inclusc se disminuyé a la mitad la concentracién de las sales




minerales. Intentamos asi probar con todos los elementos que suelen
tener efecto sobre los sistemas de desarrollo de embriones sométicos.
Los resultados se detallan en la Tabla 9.

La presencia de concentraciones mayores de nitrogeno reducido y
de sacarosa (R1), no alteran la abundancia de los tipos celulares
presentes en el medio de cultivo, siguen siendo predominantes las
células j y e, aunque hay una inversién de importancia -las células e
son miAs frecuentes, no ocurrié lo que nos interesaba, la aparicién de
células embriogénicas. Suprimiendo los reguladores del cultivo (R2),
tampoco ocasionamos que reaparecieran células embriogénicas, los
grupos mAs importantes sigquieron siendo el j y el e, pero aparecié una
nueva categoria celular, el 1 (Ver Fig. 41). La disminucién a la mitad
de la concentracién de sales minerales combinada o no con la ausencia
de reguladores de crecimiento (R3 y R4), origina un nuevo tipo
celular, el m (Fig. 4m). La presencia de maltosa, con o sin
regquladores (R5 y R6) aumenta mucho la proporcién en el cultivo de
este dltimo tipo celular. El efecto combinado de la disminucién de
sales minerales, mayor concentracién de nitrogeno reducido y
osmolaridad alta, alteran sustancialmente la morfologia de la células,
los tipos predominantes fueron el h y el m (Ver Fig 4h y 4m), grupos
pequefos y densos, representaban juntos entre el 76 y el 93 porciento
del total. Este resultado sigue siendo el mismo aunque se cambien los
reguladores empleados (R6 y R7).

En ningin caso aparecieron las células embriogénicas gque se

observaron en el experimento anterior, a pesar de que se utilizé la




TIPOS
G LA T RATAMTIENTOS
(%) R1 R2 R3 R4 RS R6 R7
a E 5 s 3 2 - 22
b 19 9 4 7 ) 2 1
c 3 3 s 2 1 - 3
e 34 30 22 19 27 3 2
L 8 7 4 8 4 2 2
- e = 0 = = = =
h 11 9 8 - 4 48 25
i - 3 - = = . <
i 21 34 44 31 3e - 16
i =1 = i = = = 2
m - - 8 30 20 45 51

TABLA 9.-. RESULTADOS DEL TERCER EXPERMENTO PARA EL DESARROLLO DE EMBRIONES
SOMATICOS DE PAPA. SE NOTA EL EFECTO DE LOS SIETE TRATAMIENTOS USADOS SOBRE EL PORCEMTAJE
DE CADA TIPO CELULAR PRESENTE EN LOS CULTIVOS. EL RESULTADO SE EYALUO DESPUES DE CINCO SEMA-
NAS DE TRATAMIENTO.




misma concentracién de reguladores del cultivo en gque fueron més

abundantes. Esto nos hizo pensar que el efecto observado en el medio

V, se debia a otro factor que no estabamos considerando y que en aquel
momento no pudimos precisar.

Los elementos no hormonales del medio no tuvieron por si mismos
efecto directo en la aparicién, ni de células embriogénicas, ni de
algin estado de desarollo embrionario. Sin embargo pueden ser muy
dtiles en la homogeneizacién de los tipos célulares de un cultivo,
paso limitante cuando se quieren hacer estudios biogquimicos o
genéticos de un sistema embriogénico (17, 41, 50, 53 ), o cuando se
utiliza a los embriones con fines préacticos (11, 38).

El dnico camino gque nos quedaba era probar con concentraciones
altas de requladores. En relacién con las hormonas era lo idnico gue no
habiamos probado y aunque resultara atipico, podia mostrarnos como
reaccionaba el cultivo liquido de papa ante estos estimulos en
relacién con la embriogénesis u organogénesis en general. Como no
teniamos ninguna idea de por donde empezar hizimos un disefio factorial
donde se probaron las combinaciones posibles de cinetina 1, 2 y 3 mg/1l
Yy 2,4-D 1, 2, ¥ 3 mg/l. No empleamos auxinas solas porque para la fase
de expresién resultan inhibitorias. Los resultados de esta etapa
aparecen en la Tabla 10.

Cuando las citocininas eran preponderantes en el medio, va sea
que se encuentraran solas o que estuvieran en una proporcién mucho
mayor, originaban el desarrollo de células pequenas y densas (m). Esto

resultaba evidente tanto en este experimento (T2, T3), comoc en el
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TIPOS
CELULARES

T R AT A MI ENT O S

(%) TIRTRYTIQT4RTSQTERT7 § T8 479 fTie gril gri2
- = 3 = 2z2QzzQi2gn gz 6 o] 9 4
b 1983 2 22N 25 g1 7 29 Q14 g 35 419
c 15 § 4 1 26 Q3 g2 Qgragaa3gie g7 paIspgis
a 51 3 2 LN B 42 § 20 g 7 '3 4 36 § 18 § 27
* 1547 2 - = - 42 | 26 § - - -
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TABLA 1@.- RESULTADOS DEL CUARTO EXPERIMENTO PARA EL DESARROLLO DE EM-
BRIONES SOMATICOS DE PAPA. SE MUESTRA EL EFECTO DE LOS MEDIOS UTILIZADOS SOBRE
LA ABUNDAWCIA DE LOS DISTINTOS TIPOS CELULARES EN LOS CULTIYVOS LIQUIDOS.




enterior (R4, R5, R6 y R7). Estas células eran muy parecidas a las
células de tubérculos. La tuberizacién in vitro requiere de
citocininas y de altas concentraciones de sacarosa. Ambas condiciones
se encotraban en los medios antes mencionados y por lo tanto 1la
respuesta parecfia 1légica. En las combinaciones de reguladores
restantes no se puede establecer ninglin patrén. No habia diferencias
entre tratamientos cuando se usan concentraciones iguales de los dos
reguladores o cuando se utilizaba el doble o el triple de alguno de
ellos. Una explicacién para este comportamiento podia ser que la
respuesta en esta especie depende, de una preponderancia clara de
alguno de los dos reguladores y todas las proporciones empleadas
presentaban diferencias muy pequefias.

Durante el tiempo de cultivo no aumenté la masa celular, las
células permanecieron estables, pero no se reprodujeron. Ocurrié esto
también en el experimento anterior, por eso creemos que fue un efecto
provocado por los elementos no hormonales del medio nutritivo.

Hasta aquf algo teniamos claro, en el cultivo en suspensién que
manejdbamos como inéculo habia células meristemAticas, porque el
cultivo crecia activamente y porque de un tipo celular se estaban
origenando varios.

No parecian quedarnos muchas opciones. Estabamos pensando probar
otras concentraciones de requladores, altas pero con proporciones méis
amplias, cuando caimos en la cuenta de que habia otro factor gque
podiamos manejar: el tiempo de exposicién a los tratamientos.

Subcultivébamos células en suspensién a un medio fresco a las




cuatro o cinco semanas, porque en este tiempo las células alcanzaban
la fase de crecimiento exponencial (Fig 3). En el medioc para
crecimiento celular, después de dos transplantes, la fase lag
desaparecia y era necesario hacer subcultivos quincenales con una
proporcién 1:5.

Para abastecer de células en suspensién los experimentos
anteriores, estuvimos haciendo cultivos constantemente -en medio 2- .
Tuvimos cuidado de que las células empleadas no hubieran sido
subcultivadas en medio liquido més de dos veces. Los lotes usados se
revisaban al microscopio antes de utilizarse como semilla, para
garantizar que no estuvieran contaminados. Al hacer esto habiamos
venido observando, con sorpresa, que en ocasiones los callos en
cultivo eran diferentes, tenian una proporcién mayor de callos con
células pequefias. Era sorprendente porque los lotes distintos tenian
el mismo medio nutritivo, esterilizado al mismo tiempo; fueron
inoculados con la misma pieza de callo, mantenidos el mismo tiempo, en
idénticas condiciones ambientales y en el mismo agitador orbital que
los otros. Ademés era la tercera vez que pasaba, de otra forma se
hubiera pensado en contaminacién del matraz. La dnica explicacién que
teniamos era que habfa ocurrido una especie de deriva de células y que
el tipo celular predominante era resultado del azar.

La presencia de células embriogénicas en los tratamientos V vy
VI, podria explicarse si se hubiera ocupado como inéculo alguno de los
lotes variantes. Buscamos en la bitdcora y encontramos que asi habfa

sido.
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Dejar la obtencion de embriones somdticos al azar no resultaba
muy prometedor. Estuvimos buscando una diferencia y la encontramos:
realmente lo finico gque podia haber variado en esos lotes, era la
cantidad de inéculo (1-2 g/ matraz) y su grado de fraccionamiento
(estos parémetros son muy dificiles de controlar). Esto estaba
determinando gran cantidad de cosas. Si se inocula poco callo y apenas
se disgrega, el cultivo en suspensién tarda mucho en establecerse,
unas cuantas células se liberan; la competencia por los nutrientes es
menor y se acumulan menos sustancias de desecho y proteinas secretadas
por otras células, que en algunos casos tienen efecto inhibidor sobre
el desarrollo de embriones somaticos (9,25); las células pueden
permanecer mas tiempo bajo la accién de los reqguladores porque el
medio no se satura en un mes, o quince dias; y las células chocan
menos, no forman masas con otras células y tienden a formar callos de
un solo tipo celular.

Probamos esta hipdtesis midiendc 1la abundancia de tipos
celulares a las cuatro semanas de cultivo y después de de 10 semanas
de tratamiento. Los resultados se observan en la Tabla 11 y en la
Figura 5.

Cambié drasticamente la morfologia celular cuando se aumentd el
tiempo de tratamiento: las formas a, i y £ desaparecieron; y los
tipos celulares b, ¢ y h se mantuvieron en niveles muy bajos. Con
esto, las células grandes, antes predominantes, se eliminan para dejar
en el medio s6lo células meristemdticas j y 1l; y células g,

embriogénicas (Ver Figs 4j,41 y 4g). Las células 1 pueden ser un
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TABLA 11.~ EFECTO DEL TIEWPO DE CULTIVO SOBRE LA A-
BUNDANCIA DE LOS OISTINTOS TIPOS CELULARES CUANDO SE UTILIZA
EL MEDIO 2 PARA INDUCCIOW DE CALLO EWBR!OGENICO.
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Fig. 5. Efecto del tiempo de cultivo sobre la abundancia
de los tipos celulares en el medio 2 para induccion de
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estado intermedio entre las células j y las células embriogénicas por
varias razones: sélo se encontraron en este caso, son metabolicamente
muy activas y forman los grupos proembrionarios que tanto esperdbamos
(PEMs). Las formas embriogénicas eran las células predominantes en
estos cultivos (52%). Estas células no se encontraban libres, formaban
siempre diminutos callos, donde encontramos adheridos embriones en
estado globular y algqunos en estado de corazén (Ver Fig 6). De forma
esporddica podria verse algin embrién libre en estado de corazémn unido
a un suspensor formado de varias células.

La embriogénesis temprana se divide en dos etapas: induccién y
desarrollo de embriogénesis. En la primera, las auxinas parecen ser
indispensables, mientras en la segunda resultan inhibitorias (1, 33,
38, 40). El punto en esta cuestién es en qué momento retirarlas.

Cuando establecimos el cultivo en suspensién el tejido tenia vya
un mes Yy medio de tratamiento en medio semisélido. Las células
permanecian en el matraz cuatro- semanas miAs antes de ser trasladadas a
algin medio de desarrollc. En las técnicas probadas con otras plantas,
la etapa de induccién siempre estaba comprendida entre 4 y 8 semanas
(3, 6, 7, 9, 12, 13, 18, 23, 24, 31, 34 y 36). Nuestras células
permanecian mas de este tiempo en tratamiento, por eso no se nos habia
ocurrido pensar en aumentar el tiempo.

Las lineas celulares embriogénicas suelen evidenciarse por la
presencia de PEMs (1, 38 y 40). En nuestros cultivos (medio 2), las
células meristemdticas siempre formaban grupos de mis de cuatro

células, por eso pensidbamos que eran grupos proembrionarios -el tamafo
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critico de un PEMs, parece estar entre 4 y 10 células-, pero no fue
asi. Esto lo supimos hasta que los observamos en el Gltimo cultivo. En
los PEMs, las células proembrionarias se agrupaban de tal manera que
formaban entidades independientes, perfectamente disernibles. Las
células en suspensién de papa, requieren mayor tiempo para formarlos,
10 semanas en cultivo liquido.

El momento oportuno para eliminar las auxinas de nuestros
cultivos no es, como lo reportan numerosos trabajos (7, 12, 18, 24 y
31) el de la emergencia de los PEMs, sino el estado globular o el de
corazén. Los embriones encontrados detenian su desarrcllo en esta fase
invariablemente. Esto concuerda con los dGltimos trabajos sobre
embriogénesis en plantas superiores (51), donde se reporta que las
auxinas son requeridas para la transicién desde el estado globular al
de corazén, ellas son la sefial que indica el sitio donde deben empezar
a formarse los cotiledones. Los medios de expresiém de embriogénesis
somdtica para papa deben probarse a partir de embriones en estado
globular o de corazén.

Una gran dificultad en esta investigacién fue trabajar con
métodos empiricos. Ciertamente gque no teniamos otra opcién, los
marcadores moleculares -bioguimicos y genéticos- para embriogénesis en
plantas apenas se estan desarrollando (17, 50, 51, 52 y 53) y su
generacién estd condicionada a contar con sitemas de embriogénesis
somdtica muy bien conocidos (zanahoria, alfalfa, Aravidopsis). Estos
marcadores seguro van a generar avances importantes sobre el

conocimiento de la embriogénesis en plantas. Conocimiento que estamos




necesitando.

La estandarizacién de los medios de desarrollo de embriogénesis,
utilizando como explantes embriones globulares, hubiera requerido mas
material celular y tiempo adicional, con los que no contdbamos, por
eso decidimos dejar la estandarizacién de esa etapa para trabajos
futuros.

De cualquier forma, es mucho lo que se consiguié si se toma en
cuenta que este es el primer trabajo sobre embriogénesis somdtica en
esta especie. Indujimos el desarrollo de embriones somaticos en papa,
estandarizamos un medioc nutritivo para obtencién de callo embriogénico
en papa, establecimos un cultivo en suspensién de callo embriogénico,
probamos el efecto de 2,4-D, cinetina y &cido abscisico sobre la
expresién de embriogénesis somidtica en papa y determinamos los
pardmetros de cultivo necesarios para obtener embriones somdticos de
papa en estado de corazén. El finico objetivo que no se alcanzé fue la
estandarizacién de un medic de cultivo para el desarrollo de embriones
somdticos, pero creemos que los experimentos que hicimos con células

en suspensién pueden servir como guia para trabajos posteriores.




CONCLUSIONES

1.- Puede formarse callo de papa con todas las concentraciones de
requladores de crecimiento probadas.

2.- En la papa, hay un rango muy amplio de respuesta a las
proporciones de requladores para la formacién de callo.

3.- La presencia de las citocininas en el medio nutritivo para la
formacién de callo, resulta en el desarrollo de un callo muy diverso
en tipos celulares.

4.- Bl &cido giberélico no tiene efecto sobre la produccién de callo
en papa.

5.- La combinacién de requladores que resulta en la formacién de callo
embriogénico es: 2,4-D 3 mg/l y cinetina 0.3 mg/l.

6.- El callo debe transplantarse a medic fresco antes de ser usado
como inéculo para cultivo en suspension,

7.= El cultivo en suspensién de callo embriogénico debe establecerse
con 1-1.5 g de callo fraccionado por matraz.

8.- La mejor velocidad de agitacidn para los cultives en suspensién
fue de 120 rpm.

9.~ Cuando se desea crecimiento celular, el tiempo de transplante de
las células en suspensién es de 4 semanas en el primer subcultiveo y de
2 semanas en el segundo.

10.- En el cultivo de células en suspensién, cuando se disminuye a 1la
mitad la concentracién de reguladores empleados (2,4-D 1.5 mg/l vy
cinetina 0.15 mg/l) se acelera mucho el crecimiento celular.

11.- E1 ABA en la concentracién probada, no tiene efecto en el




desarrollo de embriones somdticos a partir de cultivo en suspensién de
papa.

12.- La presencia de una proporcién alta de cinetina en el medio de
cultivo, causa el desarrollo de células pequefias y con citoplasma
denso y opaco, en cultivo de células en suspensién de papa.

13.- Un medio muy osmético, rico en nitrégeno reductor y pobre en
sales minerales, puede eliminar la presencia en el cultivo en
suspensién de células grandes y vacucladas, pero disminuye la tasa de
reproduccién celular.

14.- Las concentraciones altas de 2,4-D y cinetina con proporciones
1:1, 1:2, 1:3, 2:3, 2:1, 3:1 y 3:2, no tienen efecto en el desarrollo
de embriones somiAticos de papa.

15.- El1 tiempo de subcultivo de un medio con células en suspensién
para induccién de embriones somdticos en papa, debe ser de 10 semanas.
16.~ Para el desarrollo de embriones somiticos de papa en estado
cotiledonario es necesario utilizar como explantes para el medio de
expresién, embriones en estado globular o de corazén.

17.- En este trabajo se estandarizaron las técnicas para obtencién de
embriones somdticos de papa, solamente hasta la primera fase de la
embriogénesis somdtica temprana, la de induccién.

18.~ Queda pendiente la estandarizacién de un medio de cultiveo para el

desarrollo de embriones somaticos en estado cotiledonario de papa.
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CONSIDERACIONES FINALES

La obtencién de embriones somidticos maduros de papa tendria un impacto
muy favorable en los bancos de germoplasma de esta especie
vegetal. Creemos que las investigaciones con este objetivo deben
continuarse, por esto y porque la papa es una de las plantas mas
estudiadas y seria un excelente modelo para la investigacién de la
embriogénesis y los procesos de diferenciacién celular que ésta
involucra. Bstudiar la formacidén de la semillas es estratégico porque
en gran medida la alimentacién humana tiene que ver con este proceso y
porque el dia gque comprendamos cémo las células se diferencian
abriremos una amplisima gama de posibilidades tecnolégicas.

Para obtener embriones somdticos de papa itiles, seria necesario
trabajar la embriogénesis temprana y la avanzada. En este estudio se
consiguieron embriones somdticos hasta las primeras etapas de
desarrollo, con 1lo cual se cubre solamente la primera fase de la
embriogénesis temprana. Resultan indispensables embriones con
cotiledones bien desarrollados para proseguir con estudios de
maduracién y germinacién. La estandarizacién de un medio de desarrollo
involucraria irremediablemente un trabajo empirico pero los idltimos
descubrimientos sobre el papel de las auxinas en la embriogénesis
resultarian de gran ayuda (ver discusién).

Aunque desarrollamos una técnica confiable para la obtencién de
embriones somdticos en etapas iniciales de desarrollo, no creemos gque
sea la optima. Resultaria interesante probar en la étapa de induccién

con un medio nutritivo libre de cinetina, atendiendo por supuesto a
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las observaciones que hacemos en la discusién sobre la importancia del
tiempo de cultivo y la concentracién inicial del implante en el medio
liquido.

Con base en nuestros resultados creemos que es muy probable que
se encuentre una respuesta favorable en un medio de desarrollo libre
de reguladores de crecimiento.

Una investigacién sobre embriogénesis tardia de papa seguramente
involucraria experimentos con ABA y algin agente osmético como
polietilénglicol; asi como estudios sobre proteinas de reserva,
agentes secantes y capacidad de germinacién correlacionada con
potencial hidrico.

Cualquier avance en el conocimiento fino (bioguimico y
molecular) de la embriogénesis en este vegetal, esta subordinado a
contar con un sistema de produccién de embriones maduros confiable.
Con cualquier planta que se pretenda utilizar como modelo, una buena
parte de trabajo empirico es ineludible, porque siempre hay que
estandarizar a condiciones particulares cualquier sistema. Un primer
intento en este sentido vale la pepa si se quieren respuestas.

Hay muchas interrogantes por abordar: el papel de las auxinas,
la posible presencia de mensajeros secundarios, los receptores de
éstas hormonas, las rutas metabdlicas involucradas y el efecto de los
componentes del medio de cultivo sobre ellas, los mensajeros
extracelulares, los inhibidores, los genes involucrados, etétera.

La complejidad del problema es mucha, por eso sigue siendo uno

de los grandes enigmas que tenemos que resolver.
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APENDICE 1

MEDIOS DE CULTIVO

REGULADORES DE CRECIMIENTO

MEDIO 1 2,4-D 3 mg/|
MEDIO 2 2,4-D 3 mg/!, CINETINA 6.3 mg/|

MEDIO 3  2.4-D 3 mg/I, CINKETINA 0.3 mg/l, GA, 0.4 mg/|
4 2,4-D 3 mg/l, CINETINA 3 mg/|

MEDIO A -----o=  mmeeeee
MEDIO B 2.4-D 1.5 mg/|, CIMETINA ©.15 mg/|
MEDID € —=mmws=  eeeeee ABA

MEDIO D 2.4-D 1.5 mg/), CIRETIMA .15 mg/|, ABA

MEDIOS I-vI'
MEDIOS R 2,4-D .98 mg/i, CINETINA 2.5 mg/l.
MEDIOS TF

CONSTITUYENTES ADICIONALES

MEDIOS A, B, C, D: L-GLICIMA
HEDIOS R® : SACAROSA 61°. WH MO, 400 mg/|. L-GLUTAMINA 750 mg/|

MEDIOS T : SACAROSA 61° , MALTOSA 6%, FH HO_480 mg/L,
L=GLUTAMINA 750 mg/|

[

]

-

LAS CONCENTRACIONES DE REGULADORES UTILIZADOS EN CADA MEDIO APA-
RECEM EN LA TABLA # 3.

LAS CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE LOS MEDIOS T, SE MUESTRAN
EN LA TABLA ¥ 5.

OTROS CONSTITUYENTES ADICIONALES DE LOS MECIOS R, SE PUEDEN 0B-
SERVAR EN LA TABLA # 4.

ESTA ES LA  CONCENTRACION TOTAL DE SACAROSA EMPLEADA EN EL
CULTIVO.




MEDTIO

APENDICE

BASICO

1

MACRONUTRIENTES

MICRONUTRIENTES

SALES mg /s | SALES mg-s |
MH MO, ........ 1650 HBO . ........ 6.2
L 1984 MnSO, # 4H.0.. 22.3
CaCl, = 2H,0... 442 InS0, * 44,0 8.6
Mg50 = TH,O... Te | 3 SR .83
KHPO, . ....... i7e Ha_MoD = 2 H_ O .25
Ma EDTA....... 37.3% Cuso, ® 5 H,0. 0.025

2
FeSO ® 7H,O... 27.8 CoCl, = 6 H,0. 9.925

CONSTITUYENT

ES ORGANICOS

SACAROSA ............. 20 g/1 § L-GLICINA ............ 1 ma/l
MO s deaitmainn 7 g/l TIAMINA # HCI ........ T mg/l
MIOIMOSITOL .......... 199 mg/l PIRIDOXIMA ® HCI...... 1 =g/l

ACIDO WICOTIMICO ..... 1 mg/l
PH AJUSTADC A 6.9 CON KOH Y HCI 1IN,

5 mi/l DE UNA SOLUCION STOCK QUE CONWTIENE

7.45 g de Na_EDTA POR LITRO DE

SOLUCION.

5.57 g FeS0,® 7 H O ¥

P

iee}



MEDICION DE CRECIMIENTO CELULAR EN CULTIVOS VEGETALES EN SUSPENSION

Se pueden obtener cultivos vegetales liguidos tanto de tejidos
organizados (tallos y raices), como de tejidos desorganizados. La
cuantificacidon del crecimiento celular sélo puede efectuarse en estos
dltimos.

Como en todas las poblaciones en crecimiento, en los vegetales se
presenta una curva con forma de campana invertida en la cual, pueden
apreciarse seis etapas: fase lag, fase de aceleracidén, crecimiento
exponencial, fase de desaceleracién, fase estacionaria y fase de
decremento. Para fines précticos se concideran solamente tres, la
etapa lag, la exponencial y la estacionaria.

Tanto para fines biotecnolégicos como para investigacién, es
deseable mantener a las células en su fase metabélica més activa, la
fase de crecimiento exponencial. Ademds, cuando el cultive es
transferide con frecuencia y las concentraciones del inéculoc son
suficientes, las fase lag puede ser muy corta o indistinguible. Por
esto, la mayoria de los modelos matemAticos se circunscriben al
periodo de crecimiento activo.

El cultivo de células en suspensién puede ser monitoreado por la
medida de unc o méAs de los siquientes pardmetros.

1) Volumen de paquete celular. Se centrifugan a la misma velocidad
y por el mismo tiempo, muestras del cultivo a diferentes tiempos y se
registran los volumenes ocupados por el sedimento.

2) Nimero de células contadas con hematocitémetro.

3) Peso fresco o seco.




4) Contenido de proteinas y/o DNA.
5) Medicién de conductividad.

Los métodos mds utilizados por su simplicidad y rapidez, sobre
todo en procesos industriales, son: la medicién de paquete celular y
el decaimiento de conductividad eléctrica.

Las tasas de crecimiento, asi como las otras tasas metabdlicas,
generalmente dependen de las condiciones nutricionales que las células
experimentan y de la influencia de los paradmetros ambientales.

La apreciacién de esta dinémica, estd condicionada en ocasiones
al método de medicién de crecimiento elegido. Los cultivos de células
en suspensién suelen experimentar periodos de divisién celular activa,
en los cuales, el tamafic de las células permanece constante;
alternados con etapas de elongacién celular, donde el nimerc de
células es constante y aumentan las tallas celulares. Esta ultima fase
puede ser llamada fase exponencial o estacionaria dependiendo de qué
mide la técnica, nimeroc de células o masa celular. Para evitar
problemas como este se prefieren las mediciones de masa celular.

El modelo matemdtico méds utilizado para establecer cinéticas de
crecimiento de células en cultivo es el modelo de Monott, que a

continuacién se anota.

rx= px

In x = u(t-to)
Xo




td= Iln2 = 0.693
B B

Indice de crecimiento= x
x0
Donde:
rx= tasa de crecimiento.
p = velocidad de crecimiento.
x = poblacién final.

xo= poblacién inicial.

td= tiempo de duplicacién.
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