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1. RESUMEN GENERAL

La regeneracion de plantas completas a partir de! cultivo de células y tejidos
resulta un requerimiento indispensable para la aplicacion y el aprovechamiento de
diversas herramientas de tipo biotecnolégico y sobre todo, aguellas que tienden a
buscar el mejoramientc de las especies vegetales a partir de su transformacion
genética. Entre las diversas especies fropicales, los estudios sobre la
regeneracion in vitro de plantas ha sido muy importante, en Citrus se ha realizado
a través de la organogénesis directa, promoviendo la obtencién de plantas a partir
de células y tejidos cultivados in vitro o al inducir la embriogénesis somatica ya
sea de manera directa o indirecta (formacion de callo). Estas respuestas son
frecuentemente observadas en diferentes tipos de explantes entre los que se
incluyen tejidos nucelares, embrionarios, endospérmicos, epicotilos, ovulos
Inmaduros y hasta lamina foliar. En los callos de tipc embriogénico aumentan en
forma masiva los embriones cuando se emplean diferentes medios de cultivo,
donde se incluyen las sales inorganicas y destacan para estas respuestas los
niveles de amonio y de nitratos, fuentes de carbohidratos, vitaminas y
particularmente los coadyuvantes de la embriogénesis, como el extracto de malta,
el glicerol y |la galactosa, y también algunos reguladores del crecimiento comeo el
acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D). Esto se ha venido explorando en diversos

genotipos de Citrus, basicamente para la micropropagacion, obtencion de plantas



libres de patégenos y su manejo incluye el estudio de diferentes factores
especificos. Actualmente la regeneracion in vitro de plantas, es incluida en las
estrategias de tipo biotecnoldgico que se estan aplicando con las iécnicas de
transformacion genética del ADN para el mejoramiento genético de las plantas,
que incluye, en algunos casos, la incorporaciéon de diversas fuentes genéticas de
resistencia. A través de las técnicas del ADN recombinante o de la ingenieria
genética, la transformacion genética busca incluir la resistencia a virus y con
diversas estrategias incorporar el gen de la proteina de la capside {(PC), este
fenomeno de proteccion cruzada a nivel molecular esta caracterizado por la
capacidad que tiene de una raza suave viral para proteger a las plantas contra la
infeccion de razas severas de un mismo virus. La resistencia mediante la
incorporacion del gen de la proteina de la capside actua como un mecanismo de
proteccion cruzada contra virus que estan relacionados o dei cual que se derivo el
gen de [a PC. Esto se ha venido ensayando para diversas especies con algunos
resultados muy prometedores. Con el objeto de llevar a caboc este tipo de
investigaciones es indispensable al menos contar con sistemas apropiados que
permitan garantizar el éxito de la transformacion, primerc uno que facilite de
manera eficiente la insercidn, ia integracion y la expresion de genes y segundo el
contar con un protocolo de regeneracion in vitro de plantas a partir de células y
tejidos transformados. En {2 presente investigacion se mantuvo como objetivo la
evaluacidon de las respuestas de regeneracion in vifro de diferentes cultivares de
Citrus de acuerde con su capacidad embriogénica, es decir la formacion de
embriones en forma directa y a partir de ia formacion de callos (indirecta)

empleando como explante el tejido nucelar de semillas colectadas en diferentes



fechas después de haber llevado a cabo su floracién, probando como estrategias
de manejo in vitro diferentes medios de cultivo, constituyentes amonio-nitratos,
coadyuvantes y reguladores del crecimiento. La investigacion incluyd pruebas de
transformacion genética de callos nucelares, de mandaring cultivar Monica Cifrus
sinensis X C. reticufata, caracterizados por su alta capacidad embriogénica, co-
cultivados con una cepa de la bactena Agrobacterium rhizogenes, el objetivo
basico fue evaluar en ljas células transformadas, la eficiencia de la expresicn del
gen Gus utilizando para su andlisis histoguimico dos substratos 5-bromo-4-
3indolil-g-D-glucuronido  (x-glu-azul) y 5-bromo-6-cloro-3-indolit--D-glucuranido
{magenta), asi como observar su crecimiento y estabilidad después de varios

ciclos de seleccidon con kanamicina.

1.1. RESUMEN SOBRE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DIRECTA

La capacidad embriocgénica de once cultivares de citrus fue evaluada empleando
el tejido nucelar de semillas colectadas en diferentes fechas a partir de su
floracion. Las respuestas hacia los diversos constituyentes y medios de cultivo, de
acuerdo con los porcentajes de embriones somaticos obtenidos, fue afectada por
el genctipo, la edad de |as semillas, |la presencia coadyuvante de! extracto de
malta y la disponibilidad de las fuentes de nitratos y amonio.

El tejido nucelar de seis cultivares desarrollé respuestas embriogénicas en un
medio de cultivo caon las sales Murashige y Skoog (1962) MS al 100%, agregando

5 vitaminas, 500 mg/l. de extracto de malta (EM) y adicionando 600 mg/l. de nitrato



de sodio (NaNQ,), destacando asi los genotipos de naturaieza poliembridnica
como el cultivar "Chata" C sinensis con 53% y fa mandarina "Moénica" C. sinensis x
C reticulata, con 42 % de repuestas.

Cuatro cultivares produjeron embriones somaticos, cuando se utilizo el medio de
Murashige y Skoog (1962) (MS) con 500 mg/L. de EM y disminuyendo hasta 200%
los niveles de amonio y nitratos, el cultivar "Ménica” C. sinensis x C. reficulata
destaco al lade de los otros cultivares presentando hasta 60% de respuestas hacia
la formacion de embriones. El tejido nucelar tomado de las semillas de toronjas C.
paradisi, con una madurez de 22.2 semanas no presento respuesta en los medics
de culfive y los constituyentes empleados.

Finaimente el medio con las sales MS con 0.1 mg/L de acido indolacético (AlA),
0.1 mg/l_ de cinetina y 0.1 mg/l. de acido giberélico (AG: ) y otro con las sales MS
y 500 mg/L de EM promovieron la germinacidon de embriones nucelares con un

diametro de 5 a 6 mm, en 6 semanas de cultivo.

1.2. RESUMEN SOBRE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA INDIRECTA

Los coadyuvantes de la embriogénesis somatica en Citrus como el EM y el glicerol
promovieron la formacion de estructuras embriogénicas a partir de callos
nucelares del cultivar Jaffa C. sinensis hasta en 50% después de 6 semanas de
cultivo, ios callos fueron obtenidos en un medio con las sales MS, mas 1.0 mg/L
de 2,4-diclorofenoxiacético {2,4-D), y en combinacion con 0.1 mg/L de cinetina,

despues de 8 semanas.



La estrategia de incorporar los coadyuvantes y disminuir las fuentes de amonio y
de nitratos en el medio, también fueron ensayadas en el cultive in vitro de callos
de diferentes cultivares de Citrus, combinando tratamientos de L-prolina y
glutamina, los callos subcultivados del cultivar valencia tardia C. sinensis
mostraron respuestas embriogénicas favorables en los tratamientos de 150 mg/L
de prolina con la fuente de amonio disminuida al 75% y las sales de MS al 100% y
también cuando disminuyeron al 50%.

Los tratamientos con las sales y con el amonio en los diferentes tratamientos con
glutamina promevieron la formacién de estructuras embriogenicas a partir de los
callos de los cultivares "Parson brawn" C. sinensis L. Osbeck, "Jaffa” C. sinensis y
"Valencia tardia" C. sinensis Osbeck .

En el cultivo de células en suspension se destacaron las respuestas abservadas
en los callos dei cultivar de naturaleza poliembridnica "Monica" C. sinensis X C.
reticulata después de 8 semanas, desarrollaron estructurasr embriogénicas de tipo
globular y embriones verdes en los medics liquidos donde su utilizarén las sales
de MS y como coadyuvantes de la embriogénesis 46 g/b de galactosa y 28 mi/L de
glicerol y 500 mg/L de extracto de malta. No hubo respuesta de células en los

medios de cultivo donde se emplearcn el acido abscicico y la L-prolina.



1.3. RESUMEN SOBRE TRANSFORMACION GENETICA DE CALLOS

EMBRIOGENICOS DE Citrus MEDIANTE Agrobacterium rhizogenes

Empleando medios de cuitivo tanto en forma liquida como sdlida, se explord un
sistemna de transformacion genética en callos embriogénicos de mandarina cv.
“Monica” Citrus sinensis x C. reticulata mediante la infeccion con Agrobacterium
rhizogenes las caracteristicas de la cepa empleada es A4 tipo agropina que
contiene un plasmido silvestre pRiA4 que lleva los genes rol y como vector binario
el plasmido pESC 4 con el gen nptll que confiere resistencia a la kanamicina.

Para contabilizar las células fue necesario disgregar a los calios con gotas de
citasa, observando con un microscopio optico y un objetive 100x, Los niveles
alcanzados de transformacion en los calios embriogénicos con la expresion
histoquimica del gen Gus fue observada en células transformadas en 80% y 90%
en dos substratos (x-glu) y {magenta-glucuro-CHA salt) ambos de Inalco
pharmaceutical 8. Luis Obispo. CA.

Entre 4 y & semanas despues del cocultivo con A. rhizogenes los callos
embriogeénicos, en medios de cultivo sin la presencia de reguladores vy
conteniendo como coadyuvantes de Ia embriogénesis los niveles de 28 mi/L de
glicerol y 46 g/l de galactosa las ceélulas transformadas mantuvieron su
crecimiento en medios de seleccién con kanamicina (100 mg/L ) y expresaron
actividad hacia Gus, en forma estable.

Palabras clave: Susceptibilidad, infeccion, embricgénesis, poliembridnico, gen,

dicotiledonea.



1. GENERAL ABSTRACT

The ability to regenerate complete plants from the cultivation in vitro of cell and
tissue is an unavoidable requirement for the application of diverse biotechnological
tools of biotechnologies mainly those used for the improvement of the crop species
starting from their genetic transformation. Within of severals tropical species the
studies about in vitro regeneration has been very important. In Citrus, the studies
on regeneration in vitro has been realizated following the organogenesis, that
promote the plant regeneration through the induction or the stimulation of cells and
tissues cultivated in vitro through direct or indirect (calluses) induction of somatic
embryogenesis these responses are frecuently observed in explants among which
are nucelar, embryonary and endospermatic tissues, epycotyls, ovules and even
segments of leaf. The obtention of embryos in massive form increases with the use
of embryogenic calluses, using several cultures medium containing inorganic salts,
being outstanding the levels of nitrates and ammonium, type of carbohydrates,
vitamins and particutarly the use of coadyuvants of the embryocgenesis and growth
regulators for their induction. These responses have been explored both for the
micropropagation, obtention of plants free of pathogens in diverses genotypes of
citrus. The regeneration in vitro of plants actually ia a biotechnological strategy In
to genetically inprove the plants via the introduction of resistance to viruses and
with diverse strategies to incorporate the gene of the protein capside. This
phenomenon of crossed protection at molecular level has been explored with some
very promising results. To make research on this topic, its is necesary to have an

appropiate system that guarantees the succes of the genetic transformation. There



must exist one which permits the efficient insert, integration, and expression of
genes, and there must be a reliable protocol of regeneration in vitro of piants
derived from transformed cells or tissues. In this research like objectives were 10
evaluate the responses of regeneration in vitro of several cultivars of citrus
according to their embryogenic capacity, thats is, in other words, the formation of
embryos in direct form and starting from the formation of caliuses (indirect form),
using the nuceliar tissue of seeds colected several weeks after having carried out
their flowering and sowed in severals mediums of culture and testing diverse
strategies of handling in vitro studying the effects of different constituents,
coadyuvants and growth regulators. This research includes tests of genetic
transformation of nucellar embryogenic calluses of mandarin cultivar monica Citrus
sinensis X C. reticulata mediated Agrobacterium rhizogenes cocultivated,
considering first the preliminary stages for evaluating the efficient system of the
histochemical expression of the reporter gene gus, using two substrates, x-giu, and
magenta, and evaluated the growth of cells transformated in mediums of selection

with kanamicin.

1.1. ABSTRACT OF EMBRYOGENESIS SOMATIC DIRECT

The embryogenic capacity of 11 cultivars of citrus was evaluated using the nuceliar
tissue isolated from seeds sampled several weeks after folwering. The responses
to the different constituens and culture mediums according to the percentages of
obtained somatic embryos was affected by the genotype characteristics, the age of

the seeds, presence in the medium of extract malt cocadyuvant and disponibility of



ammonium and nitrates. The nucellar tissue of six cultivars produced embryogenic
responses in a medium with the MS at 100%, adding 5 vitamins, 500 mg/L of malt
extract (EM), and adding to the levels of nitrates 600 ma.I' of sodiun nitrate
{(NaNQ3) the best responses were obtained in the cultivars of polyembrionic
sources such as "Chata  Cifrus sinensis with 53% of formation of embryos
responses, and "monica” cultivars with 42% of the responses. four cultivars
produced somatic embryos with the medium MS 500 mg.!" of malt extract and
diminishing 200%the percentage the levels of ammonium and nitrates in these
conditions. The cultivar "'monica” Citrus. sinensis X C. reticulata produced 60% of
the embryogenic responses in the cultivated nucellar tissues. Nucellar tissue of
seeds with maturaty of 22.2 weeks in grape fruits C paradisidid not show
embryogenic responses. Finally, the medium with the MS salts adding 0.1 mg/L of
giberellic ac.(GAs ), and other with MS salts and 500 mg/L of the malt exirac
promoted the germination of embryos selected with a diameter of 5-6 mm,

cultivated during 6 weeks.

1.2. ABSTRACT OF EMBRYOGENESIS SOMATIC INDIRECT

The coadyuvants of soratic embryogenesis in citrus like malt extract and glycerol
promoted 50% the responses in the formation of embryogenic structures in
nucellar calluses from cultivar “jaffa’ Citrus sinensis cultivated during 6 weeks in
MS medium adding 0.1 mg/l. of dichlorofenoxiacetic ac. (2,4-D) and combined with
0.1 mg/L of kinetin during 8 weeks. The strategy in vitro of the incorporation of

coadyuvants and diminishing the sources of ammonium and nitrates in the medium
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was assayed in the culture of Ealluses in different cuitivars of citrus, combinig
treatments of aminoacid L-proline and giutamine. The subcultivated calluses of
citrus of the orange valencia late cultivar showed favorable embryogenic
responses to the medium with L-prolina 150 mg/L and decresed of 75% and 50%
the ammonium and nitrates levels. The treatments that involved glutamine
promoted the formation of embryogenic structures in the “parson brown™ Cifrus
sinensis and “jaffa” C. sinensis and orange “valencia late” cultivars when were
incorporated the MS salts 100%,and 500 mg/L of malt extract in giutamine 200
mgiL . When the salt were dimished 50% only the cultivar "valencia late promoted
embryogenic structures of globular form. In the cell suspension cuiture the best
embriogenic responses were observed when the calluses of poliembrionic source
of the monica Citrus sinensis X C. reticulata cultivar were cultivated into salt MS
medium containing galactose 46.g/L, glycerol 28 mi/L, and malt extract 500 mg/L
The calluses promoted de formation of green globular structures from callus
cultivated during 8 weeks. The effects of abscicic ac.and L-proiine in suspension

cells culture produced poor embryogenic responses.
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1.3. ABSTRACT OF Agrobacterium rhizogenes MEDIATED GENETIC

TRANSFORMATION OF EMBRYOGENIC CALLUSES IN CITRUS.

Using culture medium in liquid and solid form, the genetic transformation of
embryogénic callus derived from the nucellar tissue in a cultivar of poliembrionic
nature ‘monica’ Citrus sinensis X C. reticulata was explored. The infection was
made with Agrabacterium rhizogenes cocultivated using stump A4 agropine type
containing a wild plasmid pRiA4 that carries the rol genes and as the binary vector
the plasmid p ESC 4 with the gene nptll that confers resistance to kanamicine. To
determine the number of transformed cells it was necesary to use a citogenetic
process to separate the caliuses with drops of citasa, and to use a microscopic and
100x an ocular. The levels of transformation in the cells with the histochemical
expressian of the gus gene in the x-glu and magenta substrates were of 80% and
90%. After seven cycles of selection with kanamicin and four and six weeks
cocuitivated with A. rhizogenes the transformated cells in cuiture medium without
growth regulators, but containing glycerol 28 ml/L and galactose 46 g/L mantained
their growth in selection medium with 100 mg/L of kanamicine and expressed
stable activity toward reporier gene gus.

Key words: Infection, embryogenesis, polyembrionics, gene, dycotiledon co-

culture.
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2. INTRODUCCION

En el género Citrus uno de los mecanismos frecuentemente utlizado para la
micropropagacién de plantas, ha sido el de la embriogénesis somatica, este
sistema ademas de acelerar las tasas de multiplicacidn cional, permite disponer de
plantas libres de patdgenos. Para |a obtencidén de embriones somaticos in vitro se
han empleando diversas fuentes de explante, como epicdlilos, tejidos
endospérmicos, ovulos inmaduros, y tejido nucelar de semillas.

Diversos trabajos describen en Citrus la promocion de la embriogénesis in vitro
gvaluando la participacién de diversos factores que van a permitir la induccion, el
mantenimiento y la germinacion de los embriones hasta lograr plantas completas.
Para diversos genctipos se han valorado los tipos de explantes. |a influencia de
reguladores del crecimiento, la adicidn de coadyuvantes, las fuentes de
carbohidratos, la fisiologia de las plantas, asi como otras condiciones fisicas del
medio de cultivo.

También se han venido ensayando en forma indirecta otros aspectos de la
embriogénesis somatica en Cifrus, induciendo previamente la formacion de
embriones y |a de callos en diversos explantes cultivadcs in vitro, estableciéndose
que para algunos genotipos esta caracteristica puede resultar muy efectiva para la
proliferacion de células con alta capacidad embriogénica. pero para otros, este tipo
de respuestas pueden ser muy limitadas, por lo que en muchas ocasiones el
maneio in vitro adquiere un papel muy relevante, incluyendo la presencia de
distintos coadyuvantes y reqguladores de crecimiento en diferentes medios de

cultivo. Por otra parte el manejo de celulas somaticas derivadas de calios ofrece



una excelente oportunidad para la regeneracion masiva de plantas o mediante el
aislamiento y la manipulacién de protoplastos se obtienen nuevos hibridos y asi se
aprovecha desde el punto de vista del mejoramiento genético, la variacion
somaclonal que presente.

Actuaimente el desarrollo biotecnoldgico en plantas permite la aplicacion de
diferentes métodos para su transformacion genética. Existen iécnicas que se
emplean ya sea de manera directa o indirecta y sus resultados o
aprovechamiento, se han asociado exitosamente con los esquemas de
regeneracion de plantas & partir de células y tejidos transformados, de tal manera
gue muchos de los principales esfuerzos se han dirigide a optimizar tanto ia
introduccian como la expresion de la informacion genética incorporada. Se han
establecido protocolos que permiten la regeneraciéon de plantas transformadas,
Justificando particularmente el usc en un momento de las células embriogénicas
como vehiculo importante para facilitar la introduccién de nueva informacién
geneética asi como para la regeneracion de plantas transformadas.

En la actualidad algunas técnicas usadas para el mejoramiento genético de los
citricos se han aprovechado para la exploracion de diversas herramientas de tipo
biotecnoldgico entre las que se han destacado, la propagacion masiva de plantas
in vitro, la regeneracion de plantas libres de patdgenos, la creacion de nuevos
hibridos somaticos in vitro a partir de la fusion somética de protoplastos, la
manipulacion de los niveles de ploidia mediante la obtencién de nuevos materiales
triploides originados de tejidos endospérmicos y recientemente el mejoramiento
genético mediante su transformacién genética a través de las técnicas del ADN

recombinante 0 de la ingenieria genética, con la posibilidad de incorporar nueva
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informacion genética hacia el interior de su genoma. Aqui es donde la habilidad
para regenerar plantas completas a partir del manejo in vitro de células y de
tejidos transformados adquiere un papel relevante, ya que muchas veces se
requieren los protocolos de regeneracion in vitro y ia caracterizacion de respuestas
en materiales en forma anticipada a la aplicacion de cuaiquier biotecnologia que

conlleve su modificacion genética

2.1. LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

Maheshwari y Rangan-Swami en 1958 fueron los primeros en informar sobre la
obtencion de embriones somdticos en Citrus a partir del cultive in vifro de Gvuios.
Actualmente la embriogénesis somatica es una técnica gue puede ser aplicada
exitosamente, ya sea para conseguir en forma masiva plantulas identicas vy
uniformes desde su punto de vista constitutive (Nitc e lwamasa, 1990, Carimi ef
al.,1994). Por ofra parte este sistema resulta también una excelente altemnativa
para regenerar plantas libres de virus (De Pasquale ef a/.,1994). La embriogénesis
somatica es un proceso gque se ha venido mejorando, una vez que s& han
caracterizado diferentes cultivares con caracteristicas poliembrionicas (Koltunow
et al,1996). Algunos pretratamientos temporales sumergiendo diversos explantes
y tejidos dentro de soluciones nutritivas han incrementando hasta en 60% tla
formacidon de embriones somaticos con caracteristicas simitares a los embriones
de origen cigbtico, este sistema de estimulo a tejidos presenta la limitante de

impedir ia acumulacion suficiente de aimiddn en los embriones y tampoco define
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meristemos de tipo caulinar y, aunado a la ausencia de proteinas de reserva,
explica los bajos niveles de germinacién (Cabasson et a/.,1997).

Existen diversos estudios que han destacado el potencial embriogénico de los
callos derivados del cultivo in vitro del tejido nucelar, estc como un fenémeno
natural o intrinseco de este tipo de tejidos en las plantas (Litz ef a/,1985). Hay
datos que demuestran que sin la participacién de reguladores del crecimiento los
callos embriogenicos pueden ser mantenidos in vitro por aproximadamente 10
anos (Kochba et a/.,1978). Por su parte Grosser y Gmitter (1990) y Gmitter ef al.
(1992), han reportado también cultivando ovulos inmaduros in vitro la obtencion de
callos con la capacidad para formar embriones en medios de cultive durante
muchos anos sin el empleo de reguladores.

Existen muchos reportes acerca de la obtencion dé plantulas indirectamente del
cultivo in vitro de calios (Kochba et af., 1872), de células en suspension (Hidaka y
Omura 1989), de protoplastos (Grosser y Gmitter, 1990), asi como a partir de
células aisladas (Butfton y Botha 1975). Una cantidad elevada de embriones
somaticos pueden ser producidos bajo sistemas de cultivo en suspension, lo cual
hace a esta técnica ideal para una micropropagacion de plantas a gran escala de
plantas sanas siendo posible trabajar incluso en forma automatizada { Cabasson
el al., 1997).

La embriogénesis somatica ha sido observada en tasas altas también en medios
de cultivo en forma sdlida conteniendo galactosa (Cabasson et a/,,1995), aungue
por otra parte, también se comenta, gue el crecimiento continuo de células en
medios de cultive en forma liquida limita posteriormente el desarrollc de

embriones.
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Con relacion a las caracteristicas de los callos de tipo embriogenico, Gill et al.
(1995), sefalan que en la mandarina Citrus reticulata "lLocal sangtra’ los mejores
fueron los obtenidos a partir de segmentos del epicétilo, utilizando en el medic de
cultivo las sales de MS con 10 mg/L de ANA y 0.5 mg/L de cinetina, destacando la
influencia de las vitaminas en la embriogenesis y reportaron hasta un 83% de
respuesta en catllos derivados del epicdtilo. La limitante observada durante la
germinacion de embricnes fue que de aigunos solamente derivaron tallos y no

formaron raices.

2.2 LA TRANSFORMACION GENETICA

En la actualidad se reconoce gue hay un énfasis particular para usar estos
sistemas para su manipulacion genética, utilizando a las células somaticas como
vehiculos recepiores de nueva informacion genética que permita mejorar a ios
cultivares de Citrus existentes, de tal forma que se han venido realizando
innumerables esfuerzos dirigidos al mejoramiento genético convencional con la
ayuda y la aplicacion de herramientas de tipo molecular y se ha destacado el
hecho de contar con protocolos eficientes de regeneracion in vitro. El uso del
cultivo de calios embriogénicos como sistema de regeneracion ha sido ensayado
en especie de Citrus como: C. grandis (L) Osb. C. aurantifolia (Christm) Swingle.
C. medica L., C. sinensis (L)} Osb. C. madurensis L., C. paradisi Maef. C. reficulata
Blanco y C. fimén, demostrando que las diferentes respuestas dependieron del
medio de cultivo y frecuentemente hacia 10s genctipos especificos (Gill ef al.,

1994).



Los callos de origen nucelar de mandarina Cifrus deliciosa Tan. formaron
embriones cuando en el medio de cultivo se substituyd la sacarosa por la
galactosa en una concentracion de 0.15 M (Cabasson et af., 1995). Otros estudios
han ubicade a las fuentes de carbono, sorbitol y maltosa, como elementos
indispensables para promover el desarrollo de embriones en zanahoria (Kinnersley
y Henderson, 1988), sorbitol y manitol en Vigna aconitifolia (Kumar Jet al.,1988),
fructosa y galactosa en "musk melon" {Oridate y Yazawa, 1990), glicerol en citrus
(Ben-Hayyin y Neuman, 1983}, Por su parte, Hidaka y Omura (1889), encontraron
que la galactosa indujo la embriogénesis en varias especies de Cifrus y gue la
sacarosa propicio la formacion de callos, destacandose el papel del glicerol como
agente sincronizador de las respuestas embriogénicas durante ef cultivo de células
en C. sinensis, de tal manera gue el cultivo de células es un sistema gque ain se
mantiene viable para el aislamiento de protoplastos (Kobayashi et a/.,1985), para
la regeneracion de plantas en forma masiva y dltimamente para la trasferencia de
genes en forma directa {Hidaka et a/, 1990).

Aungue la transformacion genética mediante el sistema Agrobacterium, ha sido
establecido de manera eficiente para manipular muchas especies dicotiledoneas,
en Citrus, la susceptibilidad ha sido descrita como menos efectiva. Moore et al.
(1992) comentaron que la fimitacidn de las respuestas de transfeccion es debida a
la poca transferencia de ADN ya gque en forma eficiente sdlo reportaron del 4 al 8%
de transformacion en tallos inoculados y en manzano los niveles de eficiencia
alcanzaron hasta 80% ( Yao ef al,1995),

Por lo anterior, se justifica explorar otros sistemas de transferencia de ADN ya sea

en forma directa o indirecta en diferentes cultivares de Citrus. Los sistemas de
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transformacian con el uso de Agrobacterium rhizogenes se ha venido ensayando
con éxito en la generacion de raices vy plantas transgenicas del limén mexicano
Cifrus aurantifolia, expresando diferentes genes del virus de la tristeza de los
citricos (Pérez-Moiphe-Baich y Ochoa, 1998).

Diversas técnicas de transformacion usando la embriogénesis somatica, buscan la
produccion de mayor numero de piantas transformadas y menos de tipo quimérico,
que pueden ser resultado del efecto de la transformacion mediante el bombardeo
de particulas en tejidos meristematicos (Christou, 1930, Gambiey ef af., 1993). Los
citricos comparados con otros frutales, pueden caracterizarse por responder a ia
embriogénesis somatica in vitro en forma rutinaria, 10 que puede ofrecer un
sisterna adecuado para favorecer la transformacion genética de manera directa o
indirecta y puede resuitar una estrategia manipulando células o tejidos de

materiales poliembridnicos derivados del tejido nucelar.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS
3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar en diferentes cuitivares de Citrus su capacidad embriogénica directa
observada en tejidos nucelares y en cailos, después de haber llevado a cabo su

transformacion mediante Agrobacterium rhizogenes.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Determinar el mejor medic de cultive que permita inducir en ios distintos
cultivares la obtencion de embriones somaticos, asi como el que promueva su

germinacion hasta la regeneracion de plantas completas

B. Evaluar el empleo de coadyuvantes de la embriogénesis somatica in vifro asi
como el empleo de reguladores del crecimiento, en medics de cultivo tanto de tipo

liquido como solido.

C. Caracterizar el cultivar de Cifrus con la respuesta embriogénica optima tanto
en forma directa a partir del cultivo in vitro de tejido nucelar, como de manera

indirecta en callos.
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4. MATERIALES Y METODOS

A continuacidn se presentan las metodologias que se empiearon de acuerdc con
la secuencia en que se realizaron los diferentes experimentos, para cada una de

las etapas contempladas en la presente investigacion.

4.1 EMBRIOGENESIS SOMATICA DIRECTA

Los experimentos para evaluar desde las respuestas en la induccion de la
embriogénesis scmatica hasta la germinacion de embriones se realizaron en
forma directa a partir del cuitivo in vitro de tejide nucelar en frutos de once
genotipos de Citrus colectados en e} poblado de Cazones, Veracruz, México, en
diferentes semanas después de haber lievado a cabo su floracién (SDF). Los
cultivares fueron los siguientes: "Valencia tardia" (Citrus sinensis} (17.2 SDF),
Naranja "Valencia Temprana” (C. sinensis } ( 15.6 SDF), Mandarina "Mdénica"

(C. sinensis x C. reficulata) (15.6 SDF) "Reyna" (C. reficulata) (15.6 SDF), Tangelo
"Mineola" (C. paradisi x C. reticulata) ( 15.6 SDF ), "Chata"(C. sinensis) (17.2
SDF), "Tangerina” ( C. reticulata ) (15.6) "Naranja agria” (C. asurantium) {13.0
SOF), "Toronja blanca" (C. paradisi) (22.2 SDF), "Toronja rosada” (C. paradisi )
(22.2 SDF), "Teronja deble roja" (C. Paradisi ) (22.2 SDF).

L.os frutos de los diversos cultivares de Citrus fueron colocados en recipientes para
ser lavados con agua y detergente, en cada genotipo se procedio a abrir los frutos
con navaja para aislar las semillas sin dafarlas, posteriormente, se pusieron en

agitacion durante 20 minutos en 500 ml de agua con detergente (agregando gotas



del surfactante Tween 20 ) y se depositaron en alcohol diluido al 15 % durante 3
minuios, se enjuagaron con agua estéril, se les dio un tratamiento con hipoclorito
de sodio (Cloralex ® ) al 3% durante 15 minutos y se enjuagaren tres veces con
agua destilada esténl.

Después se colocaron en cajas de Petri y con ayuda de pinzas y bisturies con
navajas del No. 11, se procedid a eliminar las cubiertas de las semillas
observandose con un microscopio estereoscopico Wild TYP 308700 Heerbugg,
Switzerland. Lente Pian 1 Xy 10 x 121. Ya expuestos los cotiledones y tomando
en cuenta la regidon embrionaria, fueron separados los embriones de origen
cigotico, dejandc para su cultivo a los tejidos nucelares y a los cotiledones,
tomando en cuenta al sembrarlos in vitro la posicidn de la calaza y del micrapilo
como o sugieren Navarro ef a/. (1984).

En los medios de cultivo se emplearon como base las sales inorgdnicas de
Murashige y Skoog (1962) (MS), suplementandolas con 3% de sacarosa, 100
mg/L de mio-inositol, solidificandolos al incorporar 10 g de bacto agar, ajustando el
pH & 5.7 + 0.1 con soluciones de HCL 1N y NaOH 1 N. Los experimentos se
realizaron con fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, a temperatura de
26 + 2°C durante el dig y 24 £ 2°C °C durante la noche con intensidad luminica
de 1700 a 2100 grados iux con {&mparas de |uz fluorescente "flurotest SLIMLINE"
de 75W. Cabe mencionar que de los once materiales de Citrus utilizados varios
son de naturaleza poliembridnica, como es el caso de la mandarina "Mdnica" que
se ofigint de la cruza de dos genotipos poliembridnicos Citrus sinensis con C.

reticulata, Otros genotipos como algunas toronjas C. paradisi, tuvieron escasez de



semillas en los frutos colectados, caracteristica que limité su manejo estadistico y

para sus respuestas se calcularon los porcentajes para las diferentes variables:

contaminacién, oxidacidn, formacion de embriones, presencia de callos, tejidos

con respuesta y en algunos casos ia germinacion. La evaluacion se efectud

después de doce semanas de cultivo in vitro.

Cuadro 1. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS PARA LA OBTENCION DE

EMBRIONES SOMATICOS EN FORMA DIRECTA A PARTIR DEL CULTIVO in

vitro DE TEJIDO NUCELAR.

Medio Fuentes de Nitrogeno Suplementos
mg/L mg/L
N Las de MS al 100% tiamina HCL 0.2,
piridoxina HCL 1.0, Acido
nicotinico 1.0, glicina 4.0,
mic-inositol 100, extracto de
maita 500. Sacarosa 5%
R NH, NOs; 1650 tiamina HCL 0.2, piridoxina
KNQO3; 1900 HCL 1.0, Acido nicotinico 1.0

Ca (NOs); 1000
NaNO, 600

glicina 4.0, mio-inositol 100,

extracto de malia 500.

A NH4NOz 0.8 (10uM) tiamina. HCL 0.2, piridoxina
KNOs  0.5(5 uM) HCL 1.0, Acido nicotinico 1.0,
Ca (NO3),0.4 (3 uM) giicina 4.0, mio-inositol 100,
extracto de malta 500.
C Las de MS al 100% Sin suplementos




4.1 1. Germinacion in vitro de embriones somaticos

Los embriones somaticos obienidos de diferentes genctipos de Cifrus, se aislaron
y separaron en tres grupos, de acuerdo con su didmetro para determinar el estado
optima en que llevan a cabo su germinacion. El primer grupe, que incluyd
embriones menores o iguales a 1 mm de diametro, el segundo grupo constituido
por embriones de 2 2 3 mm y el tercero por embriones de 5 a 6 mm, que fueron
sembrados en cuatre medios de cultivo sdlidos (Cuadro 2), colocando en promedio
entre 30 y 40 en cada medio con 20 repeticiones. La evaluacion se efectud a las ©

semanas despueés de haber iniciado su cultive in vitro.

CUADRO 2. MEDIOS DE CULTIVO USADOS PARA LA GERMINACION DE

EMBRIONES SOMATICOS DE 11 CULTIVARES DE Citrus.

Medio M3 Suplementos Reguiadores
(%) mg/L mg/L

G1 100  tiamina- HCL 100 cinetina 2.0
mio-inositol 100
caseina hidrolizada
sacarosa 3%

G2 100  tiamina- HCL 0.4 cinetina 0.1
mio-inositol 100 AlA 0.1
caseina hidrolizada 400 AG3 1.0
sacarosa 3%

G3 50 Sin suplementos benciladenina 5.0
sacarosa 3%

G4 100  tamina- HCL 04
mio-inositol 100

caseina hidrolizada 400
extracto de malta 500
sacarpsa 3%
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4.2 EMBRIOGENESIS SOMATICA INDIRECTA

4.2.1 Obtencion de callos embriogénicos

Se utilizaron semillas de 5 materiales de Citrus con edades entre 8 y 11 semanas
después de la polinizacidn de los cultivares Naranja "Parson brown" Citrus
sinensis, Naranja "Jaffa" C. sinensis, mandarina "Cleopatra" C. sinensis reshni
Tan, "Valencia tardia", C. sinensis y Mandarina "Rangpure" C. /imonia,
provenientes del campo experimental de General Teheran, Nuevo Ledn, Meéxico.

Las semilias exponiendo el tejido nucelar fueron sembradas in vifro y derivaron
callos en un medio basico MS (1962), suplementado con 3% de sacarosa. 0.4
mg/l. de tiamina-HCL, 100 mg/L mioc-inositol y 500 mg/L de extracto de malta,
utitzando dos tratamientos con 1.0 mg/L de 2,4-D y combinando 0.1 mg/L de
cinetina mas 1.0 mg/L de 2,4-D. La incubacion fue bajo una intensidad luminosa
de 3000 [ux, con {amparas de luz fluorescente SLIMLINE de 75W, con (26° C) 16

horas luz y {24° C) 8 horas de oscuridad.

4.2.2 Diferenciacion y cuantificacion de estructuras globujares o proembriones

Con el propositc de inducir ia formacion de embriones somaticos de manera
indirecta en los callos, se utilizaron las semillas que en los medios de cultivo con
2.4-D y cinetina, produjeron callos y estos posteriormente fueron transferidos a un
medio con las sales MS con vitaminas, 3% de sacarosa, 10 mifL de glicerol y 500

mg/L de extracto de malta. La diferenciacibn de estructuras globulares, ©



proembriones, fue cuaniificada utilizando un microscopio estereoscopico WILD
TYP 308700 Heembrugg, Switzeriand con un lente Plan Ix y 10x/21, asignandoles

un porcentaje de valor observable de acuerdo con su frecuencia en los calios.
4.2.3 influencia de L-prolina y de glutamina sobre la embriogénesis indirecta

La diferenciacion de estructura embriogénicas o proembriogénicas a partir de
calios embriogénicos de los cinco materiales de Cifrus, se observaron en los callos
gue se subcultivaron en ios medios siguientes:

A.100% de las sales inorganicas de MS (1962), disminuyendo dnicamente el 75%
la fuente de amonio (NH, ) y utilizando como tratamientos de L-prolina 0.0, 150,

250, 350 mg/l.

B. Disminuyendo las sales de MS al 50% con los tratamientos de L-prolina 0.0,

150, 250, 350 mg/L.

C. Las sales de MS (1962) al 100%, disminuyendo e! 75% la fuente de amonio y

empleando como tratamiento de glutamina 0.0, 200, 400, 600 mg/L.

D. Las sales de MS diluidas al 50% con los tratamientos de glutamina 0.0, 200,

400, 600 mg/L..

Los suplementos ufilizados en los cuatro medios de cultivo, fueron 5% de
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sacarosa, 10 mg/L de tiamina -HCL, 100 mg/L de mio-incsitol, 5.0 mg/L de ac.
nicotinico, 10 mg/L de pridoxina, 10 mg/L de piridoxina , 10 mg/L de glicina, 500
mg/L de extracto de malta y 10 mg/L de glicerol, ajustandolc a un pH de 5.6 0.1

con NaOH y HCL-IN y gelificandolo con Difco Bacto Agar al 0.8%.

En todos los experimentos se hicieron 20 repeticiones por tratamiento y como
variables las frecuencias observables sobre necrosomiento (oxidacion) de callos,
la formacion de estructuras proembrionarias de tipo glubular y de embricnes. Para
el analisis estadistico se empled el programa MSTAT-P, Michigan State University
"Statistical Package" y como modelo blogues compietamente al azar "Three

Randomised complete Block Design'.

4.2.4 Cultivo de células en suspension

‘Para inducir {a formaciéon de embriones a partir del cultivo de células en forma
liquida, se tomaron callos con un peso fresco aproximado de 600 mg de diferentes
materiales de Citrus, colocandolos para su disgregacion en tres medics de cultivo
liquido elaborados con distintos constituyentes y distribuidos en frascos de tipo
Gerber, se colocaron en un equipo LAB-LINE Shaker Melrose Park ILL. No. 03590

Orbit empleando una velocidad de agitacion de 80 rpm.

4.2.4.1 Medio S, : conteniendo las sales del medio de Nisch { N-1969 ) sin
reguiadores y suplementado con 100 mg/L de mio-inositoi, 100 mg/L de acido

nicotinico, 0.5 mg/L piridoxina-HCL, 0.5 mg/L de tiamina-HCL, 2.0 mg/L de glicina,
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0.5 acido félico, 0.05% de biotina, probando el efecto de 12 uM de prolina, 50 uM,

de acido. abscicico (ABA), 6% de sacarosz y 1.0 mg/L de 2 4-D.

4.2.4.2 Medio S,: Constituido con las sales de MS (1962), agregandoles 46 g/l de

galactosa, 30 :M, de acido giberélico y 500 mg/L de exiracto de malta.

4.2.4.3 Medio S; ; Utllizando las sales de MS al 100% adicionandoles 30 mg/L de
glicerol, 30 uM de acido giberélico {AGs ) y empleande 500 mg/L de extracto de

malta.

Los cultivas en suspension se mantuvieron por 16 horas a intensidad luminica de
1000 lux y 8 horas de oscuridad, con ung temperatura constante de incubacion de
24° C. Las variables a cuantificar fueron color de callos y formacion de estructuras
globulares, embriones completos, porcentajes de contaminacion y de oxidacion

por cada medic de cultive empleado y cultivar.

4.2.5 Histologia

En los cortes de callos embriogénicos de Citrus, se realizd una tincidon combinada
de safranina al 1% durante 30 minutos y verde rapido, 2 minutos, y solucion

alcohadlica al 50%.



4.3 TRANSFORMAGION GENETICA DE CALLOS EMBRIOGENICOS

4.3.1 Medios y condiciones de cultivo

El tejido nucelar tomado de semillas de ia mandarina cv. "Monica" Citrus sinensis x
C. reticulata con 15 semanas después de su floracion, formé callos embriogénicos
cuando se cultivaron en medios de cultivo conteniendo las sales inorganicas de
MS, al 100%, 0.1 mg/L de cinetina, 0.1 mg/L de acido giberélico (AG; ) y 500 mg/L
de extracto de malta.

Los callos nucelares caracterizados por una elevada capacidad embriogénica
fueron ubicados, cuando se subcultivaron, en medios de cultive conteniendo las
sales inorganicas de MS, sin la adiciébn de reguladores del crecimiento vy
substituyendo a la sacarosa (3%), por diferentes niveles de galactosa 1.4, 14.0,
28.0, 46.0 g/L y de glicerol 1.4, 14.0, 28.0, y 46.0 g/L.

Este tipo de respuestas fue experimentada previamente tanto en medios liquidos
como en solidos, en la etapa de esta investigacion cuande se indujo la formacion
de callos en los cultivares de Citrus a partir de tejido nucelar y donde se observo la

influencia determinante en la obtencién de embriones de estos dos coadyuvantes.

4.3.2 Caracteristicas de la cepa de Agrobacterium rhizogenes.

Para la transformacion de los callos embriogénicos, se utilizd el cocuitivo con la
bacteria A rhizogenes cepa A4 tipo Agropina, que contiene el piasmido silvestre

pRiA4 que confiere el genctipo de rajces pilosas{ Figura 1). En adicion, esta cepa
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lieva el plasmido pESC4, con los genes rol, que hacen a los tejidos mas sensibles
a los reguladores del crecimiento (Figura 2). Ademas actya como vector binario,
levando el gen nptll que da resistencia a kanamicina, y el gen Gus. Este ultimo
estd bajo controi del promotor cab, es inducible por luz y en menor medida por
citocininas. Este plasmido fue construido por los Drs. June Simpson y Luis Herrera
Estrella en el CINVESTAV frapuato-IPN. El promotor cab, normalmente sélo se
expresa en tejidos verdes por lo que en teoria, las pruebas histoquimicas ne
podrian facilitar ia expresion del gen GUS en los callos infectados, aun cuando
estuvieran transformados, por lo que una estrategia para evaluar |a eficiencia de la
transformacion fue aumentar los niveles de citocininas.

Este plasmido fue introducido en la bacteria mediante electroporacion de acuerdo
con el método de Singh et al. (1992). La cepa se mantuvo bajo subcuitivo durante
60 dias en el medio YM sdlido (Hooykaas et al., 1977), adicionando 50 mg/L de

rifampicinay 50 mg/L de kanamicina.

Este medio esta constituido por manitol 10 g/L, sulfato de magnesio 2 g/L. fosfato
dibasico de potasio 0.5 g/L, extracto de levadura 0.4 g/L., cloruro de sodio 0.1 g/L vy
agar 12 g/L. Para obtener las suspensiones bacterianas para el cocultivo, se
inoculé una colonia en medio YM liquido con los mismaos antibidticos vy se incubd

por 72 h a temperatura ambiente con agitacion orbital 120 (rpm).
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Figura 1 Plasmido silvestre pRiA4 de Agrobacterium rhizogenes. Los genes rof se

encuentran en et ADNE.

Sall 0535“ Barnhl
7] st}

BL

Pnos-nptI-Tnps 2500

Hindit

PEsc4 |
~17.2 Kb PABBO

. 5000
Pslt

Sall 7500
Figura 2.Plasmido pESC4 (Tomado de Jofre-Garfias ef al.,1997)



4.3.3 Protocolo de transformacion.

Se tomé una colonia de la bacteria y se inoculd en el medic YM liguido con 50
mg/L de rifampicina y 50 mg/L de kanamicina. Se incubaron en agitacién de 100 a
120 rpm, a 28°C por 48 a 72 horas (o hasta obtener una buena densidad
bacteriana). Las bacterias se diluyen 1:10 con medio MS liquido adicionade con
100 pM de acetosirigona. El tejido que se va a transformar se coloca en un frasco
con la suspension bacteriana al menos 45 minutos. Durante este tiempo se aplica
vacio por 30 segundos (para facilitar la penetracion de la bacteria). El tgjido
impregnado con la bacteria se coloca en medio sdlido (ef medio depende de la
etapa de diferenciacion del tejido), sin antibidticos. Se le da un tiempo de cocultivo
de 72 a 96 horas. Una vez terminado este, el tejido se transfiere a un medio con
300 mg/L de clafloran, 300 mg/L carbencilina y 80 mg/L de kanamicina. Los dos

primeros antibidticos matan a la bacteria y el terceroc se utiliza para seleccionar a

las células transformadas.

4.3.4 Prueba histoquimica de GUS.

Para las pruebas de expresion histoquimica para la §-Glucuronidasa se emplearon
se emplearon como soluciones de reaccion (Cuadro 3) y como substratos tanto el
3-bromo-4-cloro-3indolil-B-D-glucuronido {x-glu) para detectar la expresion del gen
reportero Gus que es frecuentemente el mas usado en el desarrollo de plantas

transgenicas, esta técnica fue descrita por Jefferson et al, (1987) y substrato 5-



bromo-6-cloro-3indolil-p-D-glucuronido

(Magenta-glucuro-CHA  salt) ambos

substratos de inalco Pharmaceutical 870 Marsh Street S. Luis Obispo CA.

CUADRO 3. ENSAYO HISTOQUIMICO PARA LA B-GLUCURONIDASA (GUS)

SOLUCION DE REACCION:

Amortiguador de fosfatos 1M \ 100 pL 100 mM
EDTAQ.25M | 40 pL 10 mM
Ferrocianuro de potasio 5 mM 100 uL 0.5mM
Triton 10% 10 pL 0.1%
X-glucuronidasa 40 mM 50 uL 2.0mM
Agua destilada 600 ul

Total 1000 ul.

Cubrir el tejido e incubar 37° C hasta que aparezca el precipitado azul

CUADRO 4. PREPARACION DE AMORTIGUADOR DE FOSFATOS.

[AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 1M

T
!

Fosfato monobasico de Na

12.0 g/ 100 mi

Fosfato dibasico de Na

14.2 g/ 100 mi

Anadir el primero al segundo hasta
alcanzarun pH de 7 EDTA 0.25M

0.465 g/50 mi de amortiguador fosfatos
100 mM pH 7 Ferrocianuro de potasio 5
mM

82.5 mg/50 m} de amontiguador fosfatos
100 mM pH 7 X- glucuronidasa 40 mM.

5.2 mg/ 250 ul de dimetilformamida




Las pruebas de transformacién se realizaron en los callos provenientes tanto de
medios de cultivo en forma sdlida como liquida, aplicando las soluciones
bacterianas en los callos usando pipetas de 200 ul, manteniéndose la infeccion,
bajo cocultivo durante 8 semanas en la solucion de x-glu y magenta sometiéndose
a una temperatura de 20 a 25°C en la oscuridad durante 12 horas.

4 3.5 Cantidad de células transformadas

Con el propdsito de buscar la disgregacion de los callos y obtener la uniformidad
visible de células transformadas, se empled un procedimiento descrito por
Fabergé (1945), quién recomienda un complejo de enzimas o citasa como medio
para la maceracidn de tejidos vegetales y en ambos casos las células son
facilmente separadas, el complejo enzimatico se obtiene facilmente del estdmago
del caracol de jardin (Hefix spp). Los callos cocuftivadeos con la bacteria A
rhizogenes provenientes de los medios de cultivo sdlidos y liquidos, en los
diferentes tratamientos de regeneracion embricgénica fueron puestos en cajas de
Pefri con papel humedecido y en un portaobjetos se les colocd una o dos gotas de
citasa dejandolos durante 15 minutos, posteriormente se inicid su observacion
aplicandoles el cubreabjetos y con la ayuda de un microscopio Polyvar American
Optical, utilizando como objetivos 100x X 10 X 1.25 = (1250) aumentos, se
tomaron como datos numéricos el total de células, el porcentaje de transformadas
(tefidas), su promedio y su desviacion estandar considerando cinco campos

oculares de! microscopic y veinte repeticiones por tratamiento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 EFECTO DEL EXTRACTO DE MALTA Y DISPONIBILIDAD DE NITRATOS -
AMONIO EN LA OBTENCION in vitro DE EMBRIONES SOMATICOS EN ONCE

GENOTIPOS DE Citrus

Actualmente diversos autores han mostrado un especial interés en el estudic de
los factores que controlan la capacidad de ¢élulas y tejidos para regenerar plantas

in vitro, como reguerimiento previo a la aplicacién de cualquier técnica
biotecnolégica. En el mejoramiento genético del género Citrus, se han venido
explorande diversas técnicas de tipo biotecnologico entre las que destacan las del
ADN recombinante o ingenieria genética, basicamente para la obtencidn de
plantas resistentes a virus (Moore et al., 1992 ). Uno de fos mecanismos mas
estudiados para la obtencién y la multiplicacidn de plantas Citrus ha sido fa
embriogenesis somatica directa o indirectamente a partir del cuitivo in vitro de
tejido nucelar de diferentes cultivares, en donde se ha considerado el efecto de
diferentes factores que promueven la induccion, el mantenimienio y la
germinacion in vifro de embriones somaticos, hasta obtener plantas completas

(Wann 1988).

En los estudios recientes sobre la embriogénesis en Citrus se han experimentado
diferentes aspectos incluyendo histologia, herencia, vanacion, fisiologia y bioquimica

¥ hasta ahora los resultados indican que la regulacion génica dei desarrollo de
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embriones nucelares in vitro es la clave para resolver los mecanismos de la
embriogénesis in vifro y que diferentes cultivares pueden tener variacion en aspecto
aunado a las condiciones de su manejo experimental, por elio se pueden encontrar
varias respuestas con base en el estudio de la expresion de genes que controlan la
poliembrionia en diferentes cultivares (Zheng y Chen, 1994),

Otras evidencias demuestran que las células en este tipo de tejidos, pueden
encontrarse en un estado predeterminado o proembicgenico, por ello para formar
embriones se requiere poca o nula participacidon de reguladores de crecimiento en
forma exdgena, en ocasiones ia participacién de estos en los medios de cultivo,
limitan las respuestas in vifro (Sim et al, 1988). Las investigaciones sobre |a
embriogénesis somatica en Cifrus han demostradoc que las respuestas son
influenciadas por el genotipo y la participacion de coadyuvantes en el medio de
cultivo como el extracto de malta y Ia caseina hidrolizada ( Parthasarathy y Nagaraju,
1994).

Ademas de la embriogénesis, el mantenimiento, {a madurez y el tamafo de los
embriones soméaticos desarrollados in vitro, son aspectos importantes que influyen en
la germinacién hasta obtener plantas completas. El presente trabajo tuvo como
objetivo fundamental evaluar las respuestas embriogénicas de diferentes genotipos
de Citrus, con el proposito de identificar ias mejores y asi presentar un sistema de

regeneracion directa de embriones a pariir del tejido nucelar.



5.1.1 influencia del extracto de malta (EM} y de las vitaminas en la obfencion de

embriones somaticos directamente del tejido nucelar

La produccién de embriones somaticos de tejidos nucelar de los genotipos de
Citrus fue practicamente nula en el medio C (cuadro 1), que incluyo unicamente
las sales del medio MS sin supiementos vitaminicos, coadyuvantes o fuentes de
carbono. La adicién de 500 mg/L del extracto de malta a las sales del medio MS,
suplementadas con vitaminas y sin la adicion de reguladores de crecimiento
medio N (cuadro 1), produjo hasta 50% de respuesta en la obtencidn de
embriones a partir del tejide nucelar cultivado in vitro en el cultivar "Monica"

(Citrus sinensis x C. reticulata) colectado 15.6 semanas después de su floracion.
Por otra parte, con este mismo medio, la produccion in vitro de embriones
somaticos se observé en 10% en los cultivares Naranja " Valencia" temprana { C.
sinensis ) con 15.6 SDF, "Reyna" ( C. reticulata ), 15.6 SDF y "Toronja doble roja"
(C. paradisi ) de 22.2 SDF. Los porcentajes de respuesta logrados con la adicién
del extracto de malta (figura 1) también han sido obtenidos por diversos autores,
quienes en Ciftrus la ubican como uno de los mejores coadyuvantes de
embriogénesis somatica, evitando et empleo de reguladores de crecimiento

(Kobayashi ef af., 1984, Spiegel- Roy y Vardi, 1984; Moore, 1985)
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5.1.2 Relacién nifratos - amonio

La mayor cantidad de cultivares de Citrus formaron embriones somaticos en el
medio R, que incluye las sales inorganicas de MS con suplementos, vitaminas y
con varios niveles de nitratos (cuadro 1), destacando "Chata" ( C. sinensis ) que
produjo 53% de embriones en los tejidos nucelares sembrados, el cultivar
“Ménica" presentd en 42% de los tejidos sembrados, mientras que
aproximadamente 20% en los cultivares "Reyng”, "Chata" y "Valencia tardia"
formaron embriones, respuesta y que disminuyd el 10% en el cultivar "Valencia
temprana”, cuando decrecieren los niveles de nitraios y de amonio hasta en 200
%. Con las sales inorganicas de MS medio A las respuestas para la obtencion de
embriones se observd en cuatro cultivares destacando la mandarina "Mdnica" de
naturaleza poliembrionica con una respuesta de hasta 60%, seguida por el
cultivar "Reyna” 20% vy ios cultivares "Valencia Tardia" y "Chata", que tuvieron
s6l0 10% de respuestas (Fig. 3).

La formacion de embriones en Citrus, frecuentemente se observa a partir de las
celulas de tejidos nuceiares, ligadas al area micropilar al final del saco
embrionario. Muchas veces {as semillas bajo cultivo in vifro exponiendo a los
tejidos nucelares permiten que se obtengan embriones somaticos de origen
nucelar, cuando endogenamente se le suministran los nutrientes del endospermo
0 bien exdgenamente, balanceando los suministros que les permitan su induccion
y desarrollo, tanto ia obtencidon como el cultivo de embriones somaticos, puede

ser utilizado para la propagacion clonal de diversas especies vegetales.
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Los porcentajes obtenidos en la embriogénesis somatica en los cultivares de
citrus, estuvo fuertemente influenciada por la presencia del extracto de malta
como coadyuvante, pero sobre todo por la disponibilidad de amonio y nitratos en
el medio de cultivo,en las semillas al momento de su siembra, lo anterior coincide
con investigaciones, en donde se reporta que para algunas cultivares |a
embriogénesis se incrementa cuando disminuyen sustancialmente |os niveles de
estos constituyentes (Nel, 1987, Song ef al, 1981}, aungue exjsten otros estudios
que han demostrado que |a disponibilidad adecuada de amonio (NH.), y nitratos
(NO3)) entre los constituyentes basicos del medio de cultivo, tienen mucha
influencia para promover las respuestas embriogénicas, de hecho para ciertos
cuitivares de Citrys, resulta muy importante precisar esta relacion (Niedz, 1994).

La embriogénesis somatica a partir del cultivo de {ejidos nucelar fue
practicamente nula en los cultivares de " Naranja Agria " con 13 semanas después
de su floracion y en los cultivares de toronja, con una madurez de |la semilla de
22.2 semanas, por lo que se comprueba lo sefialado por Grosser (1994) y Gmitter
et al. (1990) quienes comentan gue semillas con periddos mayores a los 16 y 18
semanas después de su floracion, no resultan odptimas para inducir |a
embriogénesis somatica jn vifro. Lo anterior se observa en la figura 3, ya que ias
mejores respuestas se lograron en los genotipos cuya madurez oscito entre 14 y

15 semanas despues de su floracion.
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Figura 3. Porcentajes de embriones somaticos obtenidos a partir del cultivo in vitro
de tejido nucelar de semillas de once cultivares de Citrus, empleando 4 medios de
cultivo: Medio N Sales MS bajo la influencia de 500 mg.1"" de extracto de malta. C.
Sales MS sin la presencia de reqguladores ni coadyuvantes. R. Sales MS con
fuentes de nitratos y amonio completos y A. Sales MS con las fuentes de amonio y

nitratos diluidos un 200% SDF (Semanas después de floracion ).
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5.1.3 Germinacion in vitro de embriones somaticos

Se observd que las mejores respuestas hacia la formacion de raices y talios
(germinacion ) se obtuvieron a las 6 semanas en los embriones de 5 a 6 mm de
diametro en un medio con |as sales MS, suplementado con |as vitaminas normales
y agregando 0.1 mg/L de AIA, 1.0 mg/L de AGs y 0.1 mg/L ,de cinetina, legando
obtener hasta 40% de germinacion. En este medio los embriones de 1 a 3 mm se
mantuvieron como estructuras verdes sin llegar a germinar. La adicion de 500
mg/L de extracto de malta en el medio con las sales MS y suplementos, estimulé
la germinacion en 60% de embriones con didmetros de 5 a 6 mm; los embriones
del 1 a 3 mm aumentaron de tamafio, sin lograr su germinacion.

En algunos casos la obtencion de plantas completas a iravés de estos esquemas,
ha sido un factor critico aun cuando se tenga la reproduccion de gran numero de
embriones somaticos pues se han encontrado bajos porcentajes de conversion
haciendo muy dificil y practicamente nula la recuperacion de plantas. La adicion
de 400 mg/L de caseina hidrolizada y 2.0 mg/L de cinetina en el medio basico de
MS (Medio G, ) produjeron el desarrollo de raices y tallos en cuatro semanas en
"tangerina” (figura 4), esta respuesta lograda con el empleo de caseina
hidrolizada ha sido reconocida para lograr tanto la madurez como la germinacion

de embriones somaticos (Trigiano et al., 1988).
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Figura 4. Germinacion de embriones nucelares obtenidos /n vitro en seis cultivares
de Citrus, en medio de cultivo con las sales inorganicas de MS, suplementado ¢con

2.0 mg/L de cinetina y 400 mg/L de caseina hidrolizada (Medio G4).

La proliferacién abundante de ralces y poco desarrolio de brotes durante la
germinacion de los embriones (Fig. 5 ) se observé a ias 4 semanas de cultivo, en
los cuitivares "Reyna” C. reficulata, "Monica” C. sinensis x C. reficulata y
"Tangerina” C. reticulafa cuando a las sales inorganicas de MS se adicioné 0.1

mg/L. de cinetina, 0.1 mg/L de AlA y 1.0 mg/L de AG; { Medio G, ).
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Figura 5. Germinacion in vitro de embriones nucelares de seis cultivares de Cifrus
empleando un medio con sales de (MS) (1862 ) al 100% con 0.1 mg/L. de cinetina,

0.1 mg/L de AlA y 1.0 mg/L de AG3 ( Medio G ).

Estas respuestas coincidieron con algunas logradas con los genotipos
pofiembridnicos ( C. reticufata y C. sinensis ), asi como {a accion debida al AGs
como efecto primario para estimular el enraizamiento in vitro de embriones
somaticos en Citrus ( Moore, 1985 ). Las sales inorganicas MS, diluidas al 50%
con la incorporacién de 5.0 mg/L de bencilaminopurina (BAP) ( Medio Gj ),
promovié la formacién de callos en los embriones cultivados in vitro. Esto coincide
con Gmitter et a/. (1990 )} quienes mencionan que la ufilizacién de los niveles
elevados de citocininas 0 de auxinas promueven el establecimiento de callos en
muchos de los explantes cultivados in vitro.

En los experimentos realizados, la adicién de 500 mg/L. de extracto de malta al
meadio con las sales MS y suplementos ( Medio G, ) participé como uno de los

principales coadyuvantes de ta embriogenesis somatica en los genotipos de Citrus
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estudiados. Asi mismo, su presencia promovid la germinacidén in vitro de
embriones, destacando las respuestas encontradas en "Tangetina", "Valencia

tardia" "Chata" y "Reyna". No hubo germinacion del cultivar "Mdnica “ (Figura 6 ).
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Figura 6, Germinacion in vitro de embriones nucelares de 6 cultivares de Cifrus,
empleando un medio conteniendo las sales inorganicas de MS ( 1962 }al 100% y

500 mg/L de extracto de malta { G, ).

La embriogenesis somatica obtenida a partir del cultivo in vitro de tejido nucelar
puede ser usada para la clonacion de diferentes cultivares de Citrus desde el
punto de vista de la disponibilidad de cultivares libres de patéogenos. Al mismo
tiempo puede emplearse como un sistema que permite identificar genotipos con
alta capacidad embriogénica para explorar en sus tejidos algunas de las técnicas
de transformacién genética y aumentar la posibilidad de obtencién de mayor

cantidad de plantas transformadas.
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Una produccion continua de embriones o embrioides, como se aprecia en la
Figura 7 (A} se puede explicar desde el punto de vista del nimero de divisiones
mitoticas que en forma repetida se puedan presentar en las células individuales,
generaimente localizadas sobre la superficie de los tejidos potenciaimente
embriogenicos. Las células que son destinadas a originar embriones pueden
caracterizarse por la densidad de su citoplasma, grandes nucleos, con elevados
contenidos de plastidios y almidén, asi como densa poblacion de ribosomas vy
esferosomas.

De hecho, existe continuidad citoplasmica con ceélulas vecinas a través de
numerosos plasmodesmos cuyas conexiones desaparecen duranie el desarroiio
de ics embriones {Fig. 7,C3). Las caracteristicas y la habilidad de la conversion
de embriones a plantas, incluye la participacion de diversos factores como
sistemas de cultivo, genotipos balance de reguladores de crecimiento y scbre
todo influencia del control genético, ya que hay investigaciones recientes que
demuestran que en el desarrollo de embriones somaticos y su germinacion (Fig.
8) existe un conirol con base genética, que evidencia la formacion de embriones

nucelares en las diferentes especies y cultivares { Charmet y Bernard, 1684 ).



Figura 7, Respuestas in vitro (ABC), en la obtencién de embriones somaticos a partir de
tejido nucelar . Histologia (a1, bz, ¢3 ) del desarrollo embriogénico célular. Escala= 100 ph.

Hasta conformar embriones soivatcos.~ 200 uM. Mandarina " Monica . Simensiy x (..
reticrlato.
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Figura 8.(A) Proliferacién in vitro de e*nbruones somaticos obtemdos a parlir de Eejldk)
nucclar. {8) Enraizamicnto de embriones sematicos in vitio. (C) Transfcrencna y adaptacion
dec piamaq a suclo det Cultivar Mandarina Monica ¢ itrus sinensis x (. reficalaiq,
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5.2 EFECTO DE COADYUVANTES DE LA EMBRIOGENESIS EN EL
DESARROLLO in vitro DE ESTRUCTURAS EMBRIOGENICAS EN CALLOS DE

Citrus.

El éxito de ios mecanismos de ia transformacidn genética debe basarse en la
regeneracion de plantas completas a través de |a obtencion en forma multiple de
embriones somaticos a partir de los callos transformados. En diferentes géneros
de Citrus los callos con capacidad embriogénica, se obtienen mediante el cultivo
in vitro de diversos tejidos extraidos de la nucela, del endospermo, del epicotilo,
de los segmentes de raiz y de los ovulos inmadures ( Hidaka y Kajiura, 1988., Sim
ef al., 1988., Hidaka y Omura, 1989 ).

Por ofra parte, desde el punto de vista del mejoramientc genético, las plantas
resuftantes de 1a embriogenesis somatica obtenida a partir del tejido
endospermico, pueden salvar barreras sexuales de hibridacion, con la posibilidad
de obtener nuevos hibrides (Gmitter et af,, 1990). En callos, los embriones
somaticos pueden derivarse de manera indirecta a partir de ceéluias
embriogénicas, promoviendo divisiones mitoticas repetidas de células
individuales, generalmente localizadas sobre |la superficie de los callos o de las
céluias periféricas de masas celulares (Rao y Narayanaswamy, 1972).

En cultivo en suspension, la obtencidén de plantas completas a través de este
mecanismo, representa una excelente alternativa para coadyuvar de manera

eficiente con las técnicas de transformacion genética.
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Entre los principales factores que limitan esta respuesta, esta la imposibilidad de
algunos materiales de Citrus para formar callos embriogénicos, asi como la
necesidad de contar con algunos coadyuvantes indispensables como la
galactosa, el extracio de mailta (Moore, 1985) y el glicerol (Starrantino y
Caponetto, 1880). Por otra parte, ia capacidad embriogénica de los callos de
arigen nucelar, se limita muchas veces por la edad de las semillas obtenidas
después de Ia floracion (Pasqual et al, 1988), a ia presencia de 2,4-D en el medio
y acido abscicico (ABA) (Walker y Sato, 1981).

AN cuando existen callos con excelente habilidad para formar embriones, existen
algunas limitantes que contrarrestan la posibilidad de su explotacion, debido a
que en Citrus las células bajo cultivo /n vitro pueden estar expuestas a niveles de
amonio (NH,) y nitratos (NO3) que es posible que resulten toxicos.

Por lo que algunas estrategias empledzss frecuentemente para disminuir su
presencia o substituir al N inorganico, por otras formas reducidas de N, son ia
incorporacion de aminodacidos, de amidas, como asparaginz, glutamina, alaning,
L.-prolina y combinaciones de lisina y treonina destacandose el pape! de la L-
prolina en gramineas, mejorando mediante su regulacion ocsmotica, el crecimiento
de embriones y su calidad y habilidad para convertirios en plantas (Conger et a/,
1983., Armstrong y Green, 1985)

Las respuestas para promover la formacion de estructuras embriogénicas en la
mayoria de los cailos en los 5 cultivares de Citrus, fueron escasamente

promovidas después de que estos fueror obtenidos in vitro utilizando el medio
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Los callos subcultivades en el medio MS al 100%, con la adicion de 10 mifL de
glicerol y 500 mg/L de exiracto de malta, no propicio la diferencia de estructura de
tipo embriogénica y dnicamente se mantuvieron al aumentar la viabilidad, esto se
logré hasta en 40%, en los cultivares Jaffa C. sinensis y mandarina Rangpure C.
limonia y 50% en el cultivar Parson Brown C. sinensis .

Por otfra parte, en la mandarina cultivar "Cleopatra" C. reshni la respuesta en
cuanto al crecimiento de callos fue poco favorable sobre todo, en los que

provenian del fratamiento con el medio MS con 1.0 mg/t de 2,4-D (Fig.9).
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Figura 9.Callos de cinco materiales de Citrus derivados de tejido nucelar expuesto
a 8 semanas a la accion de 2 4-D y de cinetina. Los porcentajes de crecimiento
observado fueron mediante subcultivo en un medic MS (1962), suplementado con
vitaminas, 3% de sacarosa, 10 mi de glicerol y 500 mg/L de exiractc de malta,

después de 6 semanas de cultivo.
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Los callos de Citrus obtenidos con combinaciones de 24-D y cinetina y
subcultivados en un medic MS con glicerol y extracto de maita, mantuvieron
respuestas homogéneas para diferenciar estructuras embriogénicas o
proembriones, de los 5 cultivares evaluados, destacando los cailos provenientes
del medio con 1.0 mg/L de 2,4-D del cultivar "Jaffa” C. sinensis ya que esle
desarrolld 50% de respuesta hacia la formacion de estructuras globulargs o
proembrionarias, otros porcentajes de alrededor del 33% fueron observados en
jos cultivares "Valencia" C. sinensis. En Mandarina "Rangpure” C. reshni no se
presentaron respuestas hacia la formacion de estructuras embriogenicas o de tipo
globular (Fig.10).

tas respuestas embriogénicas esperadas a partir del cultivoc de callos,
incorporando al medio glicerol y extracto de maita no respondieron ya que ei
antecedente previo del uso del 2 4-D limitd las respuestas para estos cultivares,
aunque por otra parte Vardi ef al (1990) reportaron que e efecto de
coadyuvantes como el giicerol para promover ia embriogénesis jn vitro se
restringe a pocos cultivares de Citrus.

Los callos subcultivados de Citrus evaluados utilizando ios medios de cultivo con
glicerol y extracto de maita, después de 8 semanas de cultivo, presentaron fuertes
niveles de oxidacién, lo anterior corrobora lo reportado por Chaleff y Parsons
{1978), con relacidn a fos perjodos largos en {0s que pueden exponer los tgjidos o
las células a la accidn de auxinas como el 2,4.D, cuyos efectos subsecuentes

pueden a la larga limitar las respuestas embriogénicas,
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Figura 10. Formacion de estructuras proembrionarias de tipo globular, en 5
cuitivares de Citrus, en callos originados in vitro del tejido nucelar en medios con
2,4-D y cinetina y subcultivados en un medio MS al 100%, vitaminas, 3% de
sacarosa 10 ml/L de glicerol, y 500 mg/L de extracto de malta, después de 6

semanas.

5.2.1 Influencia de la L- prolina y de la glutamina en la formacion de proembriones

a partir de callos de Citrus

Los diferentes niveles de L-prolina conjuntamente con la participacion de
coadyuvantes como el extracto de malta disminuyendo 75% el amonio (NH,), y
manteniendo el resto de las sales de MS al 100%, después de 8 semanas de
cultivo no estimularon la formacion de proembriones en el cultive in vitro de callos
de los cultivares de Citrus experimentados, de acuerdo con el analisis estadistico
realizado, evaluando por otra parte, tanto el crecimiento de callos y los niveles de
oxidacion unicamente destaco el cultivar "Valencia tardia” C. sinensis que mostrd

diferencias significativas en cuanto al crecimiento de callos y formacion de
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proembriones, aungue también se pudieron observar fuertes niveles de oxidacion
{Cuadro 5)

CUADRO 5 EFECTO DE LAS SALES DE MS (1962) AL 100% MAS
SUPLEMENTOS, AGREGANDO 500 mgi DE EXTRACTO DE MALTA Y
CUATRO NIVELES DE PROLINA 0.0, 150, 250, 350 mg/l. EN 4 Citrus EN LA
FORMACION DE CALLOS, ESTRUCTURAS GLOBULARES (PROEMBRIONES)

Y OXIDACION, DESPUES DE 8 SEMANAS.

Variedades Callos Estructuras Qxidacioén
Gicbulares.
{proembriones)
Parson Brown , 1344 b 1188 be 1.584 b
Citrus sinensis L. Osbeck
Jaffa
Citrus sinensis L. Osbeck 1.344 b 1.406 b 1.844 &

Valencia tardia
Citrus sinensis L. Osbeck 1875a 2.000 & 1.906 a

Mandarina Rangpure
Citrus limonia 1.219b 08692 ¢c 1.813 ab

Utilizando la prueba de D.M.S. con o = 0.05

a,b,c,medias con la misma letra en sentido vertical no presentan diferencias
sighificativas

Por otra parte, en el experimento donde los callos subcultivados se mantuvieron
en jos mismos tratamientos de L-prolina pero con concentracion al 50% las sales
de MS y la adicidn del extracto de malta, los resultados mostraron que las mejores

respuestas desde el punto de vista estadistico se lograron con la naranja

"Valencia tardia" C. sinensis al lado de los otros cultivares, tanto para la formacion
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de callios y diferenciacion de estructuras proembrionarias o de tipo globular, asi
mismo los callos subcultivados presentaron niveles menores de oxidacion
(Cuadro 6).

Asi como algunos autores han destacado que para el cultive de callos en Cifrus,
los niveles de amonio y nitratos pueden jugar un papel importante para promover
las respuestas embriogénicas, la estrategia de incorporar aminoacidos
conjuntamente con la disminucion del amonio y 1a adicion de coadyuvantes como
el extracto de malta tampoco fueron suficientes para estimular la formacion de
estructuras proembrionarias de manera indirecta, en la mayoria de ios cultivares
de Cirus utilizados. Aunque existe reportes de autores como Conger ef al. (1983)
y Armstrong y Green (1985) que substituyen al N inorganico con amidas u
aminoacidos para estimular en |os tejidos o en células la formacién de embriones
somaticos tanto directamente como en forma indirecta. Otras investigaciones,
sefialan diferentes frecuencias de embriogénesis somatica en Cifrus dependiendo
de la disponibilidad del 2,4-D y de la relacion NHNO; y KNO;, siendo mas
frecuente en un 70 a 77% con 0.01 mg/L de 2,4-D y mas con la presencia de

amonio y ausencia de nitratos (Song ef al,, 1991).
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CUADRO 6. EFECTO DEL MEDIO CON LAS SALES DE MS DILUIDAS AL 50%,
MAS SUPLEMENTOS Y 500 mg/L DE EXTRACTO DE MALTA CON CUATRO
NIVELES DE PROLINA 0.0, 150, 250, 350 mg/L. EN 4 Citrus EN LA FORMACION
DE CALLOS, DE ESTRUCTURAS GLOBULARES O PROEMBRIONES Y

NIVELES DE OXIDACION. DESPUES DE 8 SEMANAS.

Variedades Callos Estructuras Oxidacion
Giobulares

Parscn Brown 1.175b 1.060 be 1.825a

Citrus sinensis L. Osbeck

Jaffa 0.800¢ 0.850 ¢ 1775 a

Citrus sinensis I.. Osbeck

Valencia tardia 1.650 a 1.750 a 16800 b

Citrus sinensis L. Osbeck

Mandarina Rangpure 1100 b 1.100 b 1.450 ab

Citrus limonia

Utilizando la prueba D.M.S. a= 0.05
ab,c.medias con la misma letra en sentido vertical no presentan diferencias

significativas.

Los tratamientos de glutamina en callos de cuatro cultivares de Citrus, en el medio
donde disminuyc el amonio (NH;) al 75% y 500 mg/L de extracto de maita,
manteniendo el resio de las sales MS al 100%, tampoco influyeron para promaover
l1a formacidon de proembriones en los callos subcultivados, Gnicamente el cultivar
"Valencia tardia” tuve diferencias estadisticas tanto para la formacion de
proembriones como en el crecimiento de callos, los niveles de oxidacion fueron
estadisticamente menores a lo observado en los otros materigles de Citrus

experimentados (Cuadro 7).




CUADRO 7. EFECTO DEL MEDIO CON LAS SALES DE MS AL 100%, MAS
SUPLEMENTOS Y 500 mg/L. DE EXTRACTO DE MALTA Y CUATRO NIVELES
DE GLUTAMINA 0.0, 200, 400, 600 mg/t EN CUATRO Citrus PARA LAS
RESPUESTAS EN LA FORMACION DE CALLO, DE ESTRUCTURAS

GLOBULARES O PROEMBRIONES Y OXIDACION, DESPUES DE 8 SEMANAS.

Variedades Callos Estructuras Oxidacién
Globulares

Parson Brown 1.750 a 1594 a 1584 0b

Citrus sinensis L.

QOsbeck

Jaffa 1.656 a 1.344 ab 1.938 a

Citrus sinensis L.

Osbeck

Valencia tardia 1281 b 1.281 ab 1.875 a3

Citrus sinensis L.

Osbeck

Mandarina Rangpure 1.344 b 1.031b 1.781 b

Citrus fimonia

Utilizando a prueba D.M.S. con o= 0.05

a,b,cmedias con la misma letra en sentide vertical no presentan diferencias
significativas.

En el medio de cuitivo donde se ensayaron los mismos niveles de glutamina, en
callos de los cuatro cultivares de Cifrus, disminuyendo las sales inorganicas de
MS al 50%, incluyendo la incorporacion del amonio (NH,) al 75% y los 500 mg/L.
de extracto de malta, mantuvieron al cuitivar "Valencia tardia" con las mejores

respuestas para la formacidn de proembriones a partir de los callos cultivades

despues de las 8 semanas de cuitivo (Cuadro 8).
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CUADRQ 8. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO CON LAS SALES MS AL 50%
CON SUPLEMENTOS Y 500 mg/L DE EXTRACTO DE MALTA'Y 4 NIVELES DE
GLUTAMINA 0.0, 200, 400, 600 mg/L EN CULTIVARES DE Citrus, EN LAS
RESPUESTAS EN LA FORMACION DE ESTRUCTURAS GLOBULARES O

PROEMBRIONES Y OXIDACION, DESPUES DE 8 SEMANAS.

Variedades Estructuras Oxidacion
Globulares

Parson Brown 1.292 bc 1.969 a

Citrus sinensis L. Osbeck

Jaffa 1.500 ab 1719 b

Citrus sinensis L. Osbeck

Valencia tardia 1870 a 1.594 b

Citrus sinensis L. Osbeck

Mandarina Rangpure 1083 ¢ —————

Citrus limonia

Utilizando |a prueba D.M.S con o= 0.05

a,b,c,medias con la misma letra en sentido vertical no presentan diferencias
significativas.

En los niveles de prolina probados para promover la embriogénesis somatica en
forma indirecta, el crecimiento de los callos se mantuve en forma constante para
los cuatro cultivares de Citrus evaluados y estadisticamente la interaccion entre
variedades y medios de cullivo mostraron que las mejores respuestas de

crecimiento de calios fue observada en aquellos que provenian del medio con las

sales de MS y 1.0 mg/L {Cuadro 8).
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CUADRO 9. INTERACCION OBSERVADA DE LOS MEDIOS Y VARIEDADES EN
RESPUESTA HACIA LOS INCREMENTOS DE FORMACION DE CALLO, EN
CUATRO Citrus. PROBANDO CUATRO NIVELES DE PROLINA 0.0, 150, 250,
350 mg/L Y LAS SALES DE MS AL 100%, MAS SUPLEMENTOS Y 500 mg/L. DE

EXTRACTO DE MALTA.

Medio "Parson "Jaffa" "Valencia t" "Mandarina
Brown" Rangspure"
MS 1.0mg/L.2.4-D {1.625ab 1.688 ab 1.688 ab 1,863 b
MS 1.0 mg/L 2,4-D|1.063 c 1.000 ¢ 2.063 a 0875 ¢

+ 0.1 mg/L cinetina

Se utilizd ia prueba DMS con o= 0.05

a,b,c,medias con la misma letra en sentido vertical no presentan diferencias
significativas.

Otras evaluaciones estadisticas permitieron observar que en las interacciones
entre variedades, medios de cultivo y concentraciones de L-prolina, las mejores
respuestas para promover la diferenciacién a partir de callos, la formacion de
estructuras embricgénicas o tipo globular se logroé cuando se emplearon 150 mg/L
de L-prolina y con las sales MS, disminuyendo 75% el amonio (NH,) v el resto de
las sales at 50% de sacarosa y adicionando 500 mg/L. de extracto de malta.

De los cultivares de Cifrus empleados solo los callos del cultivar "Valencia tardia".
C. sinensis fueron los que presentaron diferencias significativas, observando por

otra parte, que el cultivo previo de los callos en medios combinado Gnicamente

1.0 mg/L de 2,4- D y con 0.1 mg/L de cinetina actuaron también en forma poco
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significativa, para promover las respuestas embriogénicas en los callos
subcultivados en io0s distintos niveles de prolina.

Finalmente, la ausencia de glutamina y el nivel de 200 mg/L, promoviercn la mejor
respuesta para la formacion de estructuras embrionicas en los callos

subcultivados del cultivar "Valencia tardia" C. sinensis.

5.2.2 Cultivo de células en suspencién

Los callos de la mandarina "Modnica" C. sinensis x C reficulata fueron puestos bajo
agitacidon y se empiearon 3 medios liguidos de cultivo, no presentaron crecimiento
ni desarrollaron proembriones en el medio de Nitsch (1968) sin presencia de
reguladores, suplementande con vitaminas y 12 uM de prolina, 50 pnM de acido
abscicico (ABA ) y 6% de sacarosa.

El cultivo de células en suspensiéon del cultivar "Ménica", desarrolld respuestas
embriogénicas hasta formar 60% de embriones, cuando se empiearon las sales
MS suplementadas, adicionando 30 uM de acido giberélico (AGs;), 500 mg/l. de
extracto de malta y substituyendo a |la sacarosa por 46 g/l. de galaciosa El
desarrollo del 50% de estructuras embriogénicas y de embriones también se
mostro en el cultivo de células en suspension con las combinaciones de 30 uM de
acide giberélico (AGs;), 30 mgiL de glicerol, y 500 mg/L de extracto de maita con
las sales normales de MS (1962).

De las respuestas logradas bajo el cultivo de suspensitn cabe destacar el papel

del gliceral y de la galactosa, que diversos autores han identificado como
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excelentes promotores de las respuestas embriogénicas en Citrus {Gavish et al,
1991; Singh ef al,, 1992, Vu et a/., 1993).

Finalmente, las células que son destinadas para dar origen a embriones, pueden
ser diferenciadas por su densidad de citoplasma, grandes nucleos, altos
contenidos de plastidios y esferosomas, y con una continuidad citoplasmatica
entre celulas vecinas a través de numerosos plasmodesmos gque como
conexiones desaparecen mas tarde durante el desarrolio de los embriones

(Street y Witters, 1874). (Fig. 11).



Figura. 11 (A) Fiapas preliminares de desarrollo in vifro de estructuras proembrionarias {pe) a
partir de callos del cultivar Valencia tardia C sinensis L. Osbeck. {(B) proliferacién de estructuras
de tipo globular. {C) Histologia de proembriones en etapa globular, (Escala = 200 pM)

~ CRIEY -
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5.3. TRANSFORMACION GENETICA DE CALLOS EMBRIOGENICOS DE
MANDARINA cv. MONICA Citrus sinensis x C. reticulata MEDIANTE

Agrobacterium rhizogenes

En los cultivos vegetales alun cuando actualmente existen diversos sistemas
capaces de introducir nueva informacién genética ¢ ADN, muchos procesos estan
limitados por el rango de especies que pueden ser recuperadas o regeneradas in
vitro a partir de las células o tejidos transformados. La regeneracion de plantas via
fa embriogénesis somatica indirecta in vifro, estéa caracterizada por estimular las
constantes divisiones celulares que deriven la formacion de callos y que anticipan
la obtencién de embriones somaticos, lo que puede considerarse como un sistema
accesible para realizar la tfransformaciéon genetica mediante su cocultivo con
Agrobacterium rhizogenes. El cultivo in vitro de tejidos nucelares o en otros tejidos
como los endospérmicos, ovulos y epicétilos, en cultivares de Citrus de naturaleza
poliembridnica, se puede inducir la proliferacion de calios con alta capacidad
embriogénica o hacia la regeneracién de embriones somaticos y mediante su
germinacion, derivar plantas compietas y su mangjo in vitro posibilita el emplec de
este tipo de estructuras celulares como una alternativa factible de transformacion a
través de su cocultivo, con la seguridad de que su susceptibilidad hacia \a bacteria
puede incrementar los niveles de células y de tejidos manipulados y que éstos a
su vez puedan derivar en un mayor nimera de transgenicos. Otfra ventaja

adicional es que los calios pueden mantener la capacidad de formar embriones
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por mucho tiempo en medio de cuitive exentos de reguladores y mostrar poca
variacion en las plantas regeneradas.

Singh et al. (1892 }, abtuvieron callcs embriogénicos a partir del cultivo /n vitro de
tejido nucelar en Citrus meyeri utilizando el medio de MS, supiementado con
diferentes niveles de lactosa 1.5 a 5.0% y de glicerol 1.0 a 4.0%, observando que
la embriogénesis es muy estimulada por la presencia de glicerol, aungue ios
crecimientos maximos del peso fresco de callos se lograron con la lactosa. Por
otra parte, Jumin (1995) destaca que los callos embriogénicos de seis especies
relacionadas de Citrus, combinando 5.0 mg/L de BA, 2.5 mg/L de 2,4-D y 600
mg/L de extracto de malta, empleando un medio MS y Tuker (19693) sefala que la
sacarosa al 5% resulta efectiva para la induccidn de callos embriogénicos
ubicando posteriormente su habilidad para cesarrollar embriones somaticos.

En el cuitive de células en suspension la embriogénesis sincronizada es muy
eficiente de acuerdo con lo observado para citrus "Sour Orange” donde destacan
los cambics en las fuentes de carbono y substituyendo en el medio a la sacarosa
por el glicerol dieron buenos resultados. El desarrollo de los embriones requirié del
suplemento continuo del glicerol {Gavish et a/ ., 1991). Los calles nucelares con la
presencia de 2 4-D, AIB. cingtina, GA;, ABA vy la glucosa mostraron efectos
inhibidores de la embriogenesis. Mientras que de 3 a 8% de lactosa, de 5 a 7% de
galactosa y de 1 a 5% de glicerol favorecieron la embriogénesis (Deng ef
al.,,1991).

Por su parte, Vu et al.(1993) demostraron intensa actividad enzimatica en tejidos
en presencia del gliceral 1o que estimuld la embriogenesis en callos en crecimiento

cuantificandc los niveles de almidenes y la concentracion de azucares solubles.
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Los callos nucelares de Citrus deliciosa se mantuvieron sin la formacion de
embriones empleando a la sacarosa como unica fuente de carbono en el medio de
cultivo y estimulando la embriogénesis cuando se substituyd por galactosa 0.15
mol (Cabasson ef al, 1995), finalmente el extracto de maita 500 mg/L se ha
reconocido como un excelente coadyuvante de la embriogénesis somatica en
callos de Citrus reshni (Lorenzo et al., 1994 ).

En muchas de fas investigaciones relacionadas con la transformacion genética de
plantas, se ha destacado |la importancia de contar con ja efectividad de un sistema
de transformacion, tanto para la introduccidn, como para la integracion y la
expresion de genes ya sea en las células y en los tejides. Aunado con jo anterior,
también resulta relevante el manejo in vitro de éstos para mantener su capacidad
para regenerar plantas completas con nueva informacion genética.

A través del cocultivo de calios embriogénicos con la bacteria A. rhizogenes es
posible incorporar nueva informacién genética a células individuales haciéndolas
resistentes a antibidlicos o a herbicidas, estas caracteristicas en modelos
experimentales se han utilizado como medio de seleccidn, observando las
respuestas de division y crecimiento en las céiulas que unicamente han adquirido
el gen de la resistencia, reconociendo facilmente a ias que fueron capaces de
sobrevivir a estos factores de aguellas que no pudieron transformarse.

Las plantas regeneradas a partir de células transformadas usando este sistema,
pueden producir asi mismo un namero mayor de transgeénicas, de tal manera que
las células transformadas pueden ser selectivamente multiplicadas, ya sea en
forma de callos, o siguiendo una via embriogénica, es decir obtener embriones y

postenormente mediante su germinacion producir plantas completas. Una ventaja
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de este sistema de transformacion, es que se puede adaptar a los sistemas de
regeneracion a iravés de ia embriogénesis y obtener un gran nuamero de
embriones transformados.

Una limitante, es que las cepas silvestres de |a bacteria Agrobacterium rhizogenes
introduce a las plantas los genes (rol), que aumentan la sensibilidad de los tejidos
cultivados debido a los reguladores incorporados in vitro, que promueve ademas
del enraizamiento algunas alteraciones morfolégicas en las plantas regeneradas
(Perez,Molphe-Balch y Ochoa 1997).

Las investigaciones realizadas hasta ahora con la transformacion genetica de
Citrus, han sido limitadas por el poco éxito de los sistemas que permiten introducir
“secuencias de ADN, asi como por el hecho de no contar con un sistema eficiente
o disponible de regeneracién. Kobayashi y Uchimiya { 1989) transformaron callos
embriongénicos mediante a absorcién de ADN utilizando polietilenglicol en Citrus
sinensis (L) Osb. Con una eficiencia de transformacion estimada en
aproximadamente 1.0 x 10°. Por otra parte, Vardi ef al. (1990), empleando el
mismo procedimiento en protoplastos de Limon rugoso C. Jambhiri Wsh. Lo
obtuvieron nueve clones embriogénicos fransformados y estables, dos de los
cuales regeneraron un numerc no especificade de plantas transformadas y
tampoco mencionan las frecuencias de transformacion. Hidaka et al. (1990), por
su parte, reportaron la transformacion de callos nucelares embriogenicos de C.
sinensis con Agrobacterium y describieron |a regeneracion de al menos una planta

transgénica, la mejor frecuencia de transformacion fue estimada en 7.0 x 107,
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E} método de transformacién antes mencionado puede presentar limitantes, sobre
todo en materiales de Citrus donde sea dificil inducir fa presencia de callos o que
tengan poca capacidad embriogénica, aunado al hecho de gue en genotipos
deseables, se observe una adecuada susceptibilidad a la bacteria (Gmitter y
Moore, 1986). Por su parte Moore ef al (1892), legraron la transformacion
genética de Citrus siguiendc la recuperacidn de plantas a través de la
organogeénesis, el sistema utilizado consistid en emplear entrenudos de tallo co-
cuitivados con Agrobacterium, obteniendo <5% de tallos regenerados en presencia
de 100ug/ ml de kanamicina y con el analisis de PCR y confirmaron que los tallos
contenian t-DNA; ai menos dos plantas se establecieron en suelo y mostraron ser
transgénicas mediante el analisis de "Southern blot".

Este método puede ser efectivo, en plantas cuando se cumpten ambos requisitos
con la bacteria y tienen habilidad para regenerar plantas a partir de los tejidos
cultivados y hasta ahora son pocas las especies que presentan en forma eficiente
ambas respuestas. Por lo que una estrategia seria seleccionar o caracterizar
previamente a las genotipos con la seguridad de llevar a cabo su transformacion y
la recuperacion eficiente de los trasformantes. En Cifrus, en contraste con otros
arboles frutales, es relativamente sencillo desarrollar sistemas de embriogénesis in
vitro, to cual proporciona una oportunidad excelente para establecer cualquiera de
los sistemas de transformacion genética hasta ahora conocidos.

La transformacion de células durante la fase de callo, brinda la oportunidad de
lograr su modificacién en forma anticipada a la diferenciacion de estructuras de

tipo organogénetico o bien a la formacién de embriones somaticos y por lo tanto
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evitar la aparicion de quimeras. Para el caso de la induccion de la embriogénesis,
se pueden establecer los ciclos repetidos paré la fase de callos, llegando a
considerario como un sistema importante mediante el cual se puede obtener un
amplio rango de plantas transgénicas, y es asi mismo posible contribuir al
mejoramiento de los métodos de transformacion para futuras aplicaciones
biotecnoldgicas, el probiema es definir las condiciones que se requieren para un
desarrolio normal y para la maduracién de embriones. La embriogénensis como
sistema de transformacion genética ha sido lilevada a cabo en especies como
alfalfa (Deak et. &/, 1986, Chabaud et al, 1988), algodon (Umbeck ef al., 1987)
girasol (Everett et al., 1987) y papa (Filipponey Lurguin 1979).

La tecnica de transformacién incluye el empleo de la bacteria Agrobacterium
rhizogenes, con tejidos en la fase de callos y posteriomente puestos a la
proliferacion de raices y plantas completas a partir de células transformadas. Lo
anterior se ha reportado para pepino {Cucumber sativus) (Trulson et al., 1986 ),
affalfa ( Sukhapinda et al., 1987).

En Citrus ofro sistema para ensayar la transformacion genética es el cultivo de
células en suspension utilizando el canon de microparticulas o pistola de genes,
las microparticulas que pueden ser de oro, plastico o de tungsteno son cubiertas
con plasmidos y secuencias de ADN, que una vez impactadas en células
embriogénicas pueden llevar ei gen vidA que codifica para A-glucuronidasa (Gus),
y el gen nptlf | que confiere resistencia a |la kanaminicina. Jia-Long et al. (1996),
reportaron el logro en Cifrus hasta de 600 transformantes con expresion transitoria
y 15 estables con base en la expresién de Gus, en 1 a B dias despues del

bombarden. Los calles expresarcn resistencia a la kanamicina y hacia la actividad
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de Gus. Posteriormente estos callos derivaron en embriones y plantulas. La
integracion de los genes vidA y nptll al genoma de los Citrus fue confirmada
mediante analisis de PCR y "Southern blot.”

Los resultados obtenidos de la transferencia genética utilizando el sistema de
embriogénesis somatica indirecta para la transformacion genética de callos de
Citrus, utilizando el sistema de A. rhizogenes, permitid observar de manera
eficiente los niveles de expresion del gen reportero Gus en los substratos
empleados azul(x-giu} y magenta, asi como evaluar el crecimiento de células
transformadas después de 7 y B ciclos de seleccién en medios de seleccion
empleando kanamicina. En ios resultados de transformacion obtenidos fue
determinante la fase previa, tanto la seleccién como la caracterizacién de callos
con una alta capacidad embriogénica en los cultivares de citrus explorados. La
capacidad para formar embriones a partir de células en calios cuitivados como
fase previa a su diferenciacion, puede presentarse como un excelente sistema
para lograr su transformacion mediante Agrobacterium. Los niveles alcanzados de
transformacion de células en el cultivar "Monica” Citrus sinensis x C. reticulata | se
explican en parte porgue se requiric de la evaluacion previa de diferentes
cultivares de acuerdo a su capacidad embriogénica in vitro, o que permitid
detectar las mejores respuestas en cultivares y el cultivar "Monica” de naturaleza
poliembrionica, se presentd como uno de los mejores en cuanto a su capacidad
embriogénica nucelar desarroliada tanto de manera directa como indirecta
(formacion de callos y de embriones). Las respuesias en este cultivar se
observaron en los medios de cultive conteniendo las sales inorganica MS

substituyendo los niveles de sacarosa, por 46 g/l de galactosa y 28 mi de glicerol,
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permitiendo observar en los callos una elevada capacidad de respuesta
embriogénica, caracterizéndose ademés por la uniformidad y calidad en lcs
embriones formados, estas respuestas en la diferenciacién in vitro de los callos.
facilitaron su caracterizacion y posteriormente se utilizaron como sistema para
experimentar su transformacion mediante su cocultivo con A. rhizogenes, los
resultados de acuerdo con pruebas de tipo histoquimico mostraron que ios calios
transformados presentaron niveles adecuados de expresion del gen Gus, en los
dos subsiratos empleados (x-glu y magenta) tanto en medios liquidos como
solidos, los porcentajes de expresion obtenidos en células fueron en todos ios
casos superiores al 80% y 90% {Cuadro 10).

Cabe sefialar que todas las céluias absorbieron al gen Gus y su deteccion por
tincion ya sea azul (x-glu) o magenta, dependid del substrato empleado y los
porcentajes encontrados solo muestran el nimero de células que sobrevivieron a
la transformacion utilizando ocho ciclos de seleccion en el medio con
kanamicina.(comunicacidn personal de Perez-Molphe Baich 1899).

La ventaja de la transformacion mediante Agrobacterium en sistemas de
embriogénesis indirecta, es que una vez transformados los callos pueden ser
cultivados continuamente para producir una gran cantidad de embriones, Este
sistema también ha sido reporiado exitosamente en alfalta por D'Halluin ef af.
(1980), y en Cucumis sativus por Sukhapinda et al. (1987). De acuerdo con Parrot
et al. (1988), la unica limitante es caracterizar la especie de planta que resuite
altamente manejable al sistema de Agrobacterium y mantenga su habilidad

embriogénica.
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En Citrus aungue la transformacion genética utilizando el sistema Agrobacterium
se ha realizado a nivel de protoplastos (Hidaka y Onﬁura, 1990) en patrones como
Naranja trifoliada (Kaneyoshi et al.,1884) y Citrange carrizo (Pena et al., 1895), la
eficiencia de la transformacién ha sido muy baja, de tan solo 4 a 8% en segmentos
de tallos inoculados {Moore et al. 1892), por lo que se justifica explorar otros
sistemas adicionales para transferir ADN a otros cultivares de Citrus. En el limén
mexicano Cifrus aurantifolia se han probado diferentes cepas de A. rhizogenes en
inoculos de internodales de talle para, posteriormente, mediante ia organogénesis
obtener brotes y raices transformados reportando una eficiencia de 28y 11% y los

mas bajos de 8 y 8% (Perez Molphe-Baich y Ochoa 1988).
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CUADRO 10. RESULTADOS DE LA TRANSFORMACION GENETICA DE
CALLOS EMBRIOGENICOS CO-CULTIVADOS CON A. rizhogenes EN MEDIOS
SOLIDOS Y LiQUIDOS DE Citrus MANDARINA CULTIVAR MONICA C.sinensis x
C. reticulata. DESPUES DE OCHO CICLOS DE SELECCION EN MEDIOS CON

KANAMICINA .

1. Callos cultivados en medic solido

Numero de células {XI} Substrato azul (x-glu) (%) ok

1480 1255 84.42 1.26

-

Namero de células (F)  Substrato (Magenta)

f 2273 2016 88.8 + 1.08
2. Calios cultivades en medios liquidos
Numero de celulas (XI})  Substrato azul(x-giu) (%) &+
+ 125 |

[ 2037 1843 903

Numero de células (Xl)  Substrato (Magenta)

2211 1889 89.1

I+

2.46
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5.3.1Nivefes de expresion del gen reportero Gus y crecimiento celular

Como se pudo apreciar anieriormente los niveles de transformacion en las céluias
de los callos co-cultivados con A. rhizégenes mantuvieron respuestas adecuadas
en la expresion del gen Gus en los dos substratos empleados (Figura 12 a,b.c}, ¥
en tratamientos con magenta (Figura 13 a,b,c,). Las células transformadas aunque
no fueron llevadas a la diferenciacion de embriones-planta con el empleo de
medios de cultivo en presencia de reguladores del crecimiento, se mantuvieron en
el medio de seleccidon que contenia kanamicina. Estas caracteristicas de
crecimiento y eficiencia, en cuanto a los niveles de expresion de Gus en Cifrus
aurantifolia, ha sido repaortado por Perez Moiphe-Balch y Ochoa (1998} en medios
sin la presencia de reguladores de crecimiento y siguiendo {a organogénesis in
vitro, obtuvieron raices transformadas y regeneracion de brotes con respuestas
favorables hacia la expresion del gen gus. Jiac-long ef a/. (1996), reportaron el
empleo del cafon de particulas para la transformacion de células embriogénicas
de tangelo cuya estabilidad y resistencia a la kanamicina fue observada durante 2
a 3 meses despueés del bombardec, este método permitid la integracidn de genes
como el vidA y nptli siendo posteriormente confirmada fa transformacion mediante

pruebas con la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y el"Southern blot."
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Figura 12{a) Niveles de expresion det gen GUS en callos de origen nucetar de
Citrus. cv. Monica Cifrus sinensis x C. reficuiata, {b) efecto de |a citasa en la
disgregacion de calios (¢) Celulas transformadas con 5-bromo-4chioro-3
indolyl-}}-D-glucuronidasa, después de 24 hrs. de co-cuttiva con A. rhizogenes
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Figura13(a) Niveles de expresion del gen Magenta en calios embricgenicos de
origen nucglar en Citrus cv. Moénica Citrus sinensis X C. reticuiata (b). Efecto
de la citasa en |a disgregacion de callos (¢). Células transformadas con 5-
bromo-6-chiloro-3-indoly!-f-D-glucuronide ( Magenta glucuro CHAsat } Co-
cultivadas con Agrobacternum rhizogenes.
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6. DISCUSION GENERAL
La capacidad para producir embriones somaticos tanto de manera directa como
indirecta en diversos cultivares de Citrus estuva muy influenciada por el genotipo,
la edad de las semillas, la disponibilidad de nitratos y de amonio en los medios de
cultivo, asi como a fa aplicacion in vitro de coadyuvantes como el extracto de
maita, la galactosa y el glicerol.
De las fuentes reportadas para inducir ia embriogénesis, se comprobd que el tejido
nucelar sembrado de las semillas in vitro puede ser un sistema eficiente para
inducir de manera uniforme la produccion de embriones de acuerdo con los
resultados observados en algunos cultivares.
Existen varios antecedentes de embriogénesis somatica en Cifrus que destacan
que durante su manejo in vitro puede presentarse este fendmeno sin Ios
reguiadores del crecimiento, ya que algunos tejidos tienen compo condicidn
predeterminada esta caracteristica, asi mismo, se ha reconocido en algunos casos
que los niveles de sales inoorganicas en diferentes medios de cultive resultan
téxicas, por lo que su dilucidn resuita necesaria para estimular la aparicion de
embriones in vitro.
Otro de los factores que estimularon la embriogénesis in vitro fue el empleo de los
coadyuvantes, destacandose de la galactosa, €l glicerol y el extracto de malia. De
acuerde con los resultados obtenidos se pudo observar que los tejidos nucelares
en |la mayocria de los cultivares de citrus estudiados, presentaron respuestas hacia
la formacion de embricnes con el 2 4-D y cinetina, y que las concentraciones

empleadas de estos reguladores fueron determinantes, no obstante que en las



plantas regeneradas, también su efecto también provocd un desecamiento en las
regiones apicales y por lo tanto limitaron su crecimiento.

La regeneracion de plantas in vitro juega un papel fundamental para cionar
genotipos deseables y su variabilidad in vifro puede o no considerarse un factor
desable, por lo que resulta necesario evaluar el ndmero de ciclos de multplicacion
in vitro, sin que con esic puedan promoverse la aparicion de nuevos cambios
constitutivos en las plantas obtenidas.

La embriogénesis somatica estudiada a pariir del cultivo in vifro del tejido nucelar,
presenta dos alternativas de regeneracion de embriones, una directa, que asegura
la obtencidn de embriones somaticos de calidad, aunque las respuestas en
algunos cuitivares no rebasaron el 40 y 60% adicionaimenie con la ventaja de
aceptar que se puede presentar escasa o nula variacion en los embriones
originados, manteniendo su identidad genética con la planta donadora, por otra
parte las respuestas embriogénicas de manera indirecta, es decir con la formacion
preliminar de callos, facilita el mayor escalamiento en la produccidon de embriones,
aunque se tengan cierias limitantes de respuestas regeneradoras debido al
subcultivo repetido de los calios, asi como la posibilidad de originar por
variabilidad nuevos cambios constitutivos en las plantas resultantes.

De los diferentes cultivares de Citrus evaluados, los monoembrionicos C. paradisi
presentaron escasez de semillas y las mejores respuestas embriogeénicas,
sucedieran en los teiidos nucelares de las semillas de materiales de naturaieza
poliembrionica, la regeneracion in vifro de embriones somaticos tanto de manera
directa como indirecta, en los cultivares Citrus sinensis y una cruza entre este, y el

C. reticulata como el cultivar Monica guardaron una correlacion directa con los
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resultados obtenidos. Este mismo tipo de repuestas se presentd hasta 60% en
forma positiva cuando |a disponibilidad de amonio y de nitratos fue disminuida
hasta 200% en los materiales poliembridnicos, aunque mayor cantidad de
cultivares respondieron mejor cuando las sales MS se incorporaron completas y se
adicioné en forma complementaria 600 mg/L de nitrato de sodio (NaNQ; ).

De acuerdo con lo anterior, el éxito para ia recuperacion de plantas en los trabajos
de transformacion genética es apoyado eficientemente, con el uso de cultivares
poliembrionicos con una amplia capacidad regeneradora o embriogénica ademas
de la determinacion de un medio de cultivo adecuado. Cabe destacar gue ia fase
experimental para ia induccion de la embriogénesis in vitro en Citrus consistio en
probar diversas fuentes de explantes como segmentos de cotiledeones, hoja, raiz y
talios y la influencia de diversos coadyuvantes como la caseina hidrolizada, acido
ascorbico, sulfato de adenina, manitol y extracto de malta.

Cuando se emplearon otros tipos de explantes, muchas respuestas derivaron
principalmente en callos, con incrementos abservados en cuanto a su peso fresco,
su constitucion fisica en algunos tratamientos fue ubicada de acuerdo con sus
caracteristicas de textura y color, sin embargo, la capacidad para regenerar
embriones fue muy limitada o no se alcanzo.

El manejo in vitro de células a partir de callos embriogénicos ofrece una excelente
estrategia para la multiplicacion de plantas en forma masiva o de acuerdo con el
reporte de otros trabajos, aprovechar la variabilidad genética que pueda resultar
de las plantas obtenidas. Basicamente en algunas especies vegetales al aplicar
las técnicas de transformacion genética, se busca la manera eficiente de insertar,

integrar, expresar, y heredar las caracteristicas genéticas incorporadas, ya sea en
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células o tejidos, por lo que |a regeneracion de plantas a partir de éstos, ubica a
estas técnicas como elementos indispensables, que permiten coadyuvar de
manera conjunta la aplicacion eficiente de estos procesos.

El sistema de recuperacion de plantas a través de la embriogénesis soméatica
indirecta permite incrementar los niveles de transformacion a nivel de células, con
la posibilidad de que los transgenes sean incorporados eficientemente y
expresados en las plantas regeneradas posteriormente.

En la embriogénesis somatica obtenida tanto directa como indirectamente se ha
reportado la participacion de innumerables factores, entre 10s que se destacan
para diferentes cultivares de Citrus, diversas fuentes de explante, medios de
cultivo, reguladores y empleo de coadyuvantes. En este tipo de trabajos, se le ha
dado una particular importancia al crecimiento, y a la maduracién de embriones
in vitro, que les permita una germinacion adecuada (conversidn) hasta lograr
plantas completas.

Para algunos cultivares de Citrus se presentan fuertes limitantes tanto para la
obtencion como para la multiplicacion de callos y més aun para que a partir de
estos se obtengan embriones somaticos. Las estrategias de manejo in vitro, desde
el punio de vista de Ia regeneracion de plantas deben involucrar la caraterizacion
genotipica en cuanio a su capacidad de respuesta de tipo organogenico o
embriogenico v debida a esta Ultima si es a través de |a via indirecta, sera
necesario caracterizar a 1os callos desde el punto de vista de su origen y tomando
en cuenta su capacidad para derivar de una manera uniforme la produccion de

embriones.

BT TS Koo
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Las principales respuestas embriogénicas en callos de origen nucelar en
diferentes materiales de Citrus permitieron precisar el efecto de ia galactosa, del
glicerol y del extracto de malta, para inducir la proliferacion de embriones. El
subcultivo de callos en los medios de cultivo identificados tanto para el crecimiento
comoe para la diferenciacién presentaron limitantes despues de 8 y 12 semanas de
cultivo, aunque hay autores que se refieren a esta caracteristica aprovechable por
mucho tiempo en el cultivo in vitro de células embriogénicas en Cifrus, sin |a
necesidad del empleo de reguladores del crecimiento. L.os callos embriogénicos
de origen nuceiar fueron facilmente disgregados al ser sometidos a cultivo en
suspension y cuando a los medios se les adiciond de manera conjunta la
galactosa, el acido giberelico, y el extracto de maita, en tan sdlo 4 y 6 semanas
éstos se derivaron en estructuras globulares y embriones.

Oftro de los medios de cultivo que premovio este tipo de respuestas en células fue
la adicidn de glicerol, acido giberélico, y ei extracto de malta, por otra parte,
cuando se agregaron aminoacidos como la L-prolina y la glutamina no se
promovid la embriogénesis en el cultivo de células en suspension, tampoco en el
cullivo de callos en medios de cultivo en forma solida. Los callos derivados del
tejido nucelar, mostraron diferencias en cuanto a su capacidad embriogénica y
dependio del medio y de sus constituyentes. Desde la germinacion hasta la
obtencién de plantas no se observd ninguna variante ocasionada por el manejo in
vitro de tejidos o por el genotipo empleado.

La aplicacion de técnicas biotecnologicas novedosas relacionadas con el
mejoramiento mediante la transformacion genética, buscan como estrategia

optimizar la eficiencia de la transformacion en vista de que hasta ahora en muchos
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procedimientos han resultado muy limitada la incorperacion, ia integracign y la
expresion del ADN o las caracteristicas deseables incluidas dentro de los tejidos o
células receptores, por lo que la recuperacion in vitro de plantas completas a partir
de éstos es un aspecto primordial para el avance y ia aplicacion de estas técnicas,
la otra preocupacion es que las caracteristicas incorporadas se maniengan y se
hereden en forma estabie.

Por lo anterior es importante buscar y experimentar otros sistemas que aumenten
la eficiencia de la transformacion genética. La investigacion realizada mantuvo
iniciaimente como estrategia la caracterizacion de cultivares de Cifrus de acuerdo
con su capacidad embriogénica a partir de calios como un sistema para su
transformacion genética por co-cultivo mediante Agrobacterium rhizogenes |, y de
acuerdo con los resultados obtenidos, este sistema de transformacion puede
presentarse comoc una excelente aliernativa para incrementar los niveles de
transformacion a partir de células embriogénicas, ya que permitid la expresion
eficiente dei gen reportero Gus en los dos substratos empleados, asi mismo pudo
apreciarse el crecimiento de células transformadas en medios de seleccién con
kanamicina, sin embargo, sera necesaric continuar con el proceso de
diferenciacion celular hasta obtener plantas completas y realizar en elias las
pruebas correspondientes como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o
"Southern blot", para evaluar la eficiencia de este mecanismo de transformacion.
Es posible concluir que los niveles alcanzados de expresion del gen reportero
GUS en las células embriogénicas de Citrus, no marcan un resuitado que mida la
eficiencia de transformacion, o si esto represente o tenga correlacidn positiva en

este procedimiento, por lo que resulta primordial continuar con los experimentos
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que permitan promover ia diferenciacion hasta obtener plantas completas a partir
de las células transformadas y realizar las pruebas correspondientes que permita

determinar y cuantificar ia eficiencia de este sistema de transformacién.



83

7. CONCLUSIONES GENERALES

De acuedo con las etapas establecidas y los resuitados observados en la presente
investigacion se puede concluir gque el tejido nucelar de semillas de Citrus puede
resultar una alternativa para la formacién de embriones somaticos /n vitro en
diferentes cultivares y a través de la formacidon de callos embriogenicos, esta
caracteristica se puede incrementar ya que las células cultivadas mantienen la
capacidad de formar embriones y su cocultive con A rhizogenes permite
incrementar eficientemente los niveles de su transformacion genética.

La presencia de coadyuvantes y la disponibilidad de amonic y nitratos, asi como la
edad y el genotipo de las semillas jugaron un papel importante en las respuestas
embriogénicas obtenidas en los cultivares evaluados.

En las principales respuestas para la formacion de embriones somaticos obtenidos
tanto de manera directa como indirecta, influyé en forma definitiva la naturaleza
poliembridnica del cultivar y desde el puntc de vista de esta caracteristica, son los
que tendrian mejores posibilidades de obtener mayor cantidad de transformantes.
En el manejo in vitro de células y tejidos en Citrus, se destacd la influencia de los
coadyuvantes de ia embriogénesis como la galactosa, el glicerol y el extracto de
malta. Cuando céiulas y tejidos se cultivaron en tratamientos con 2,4-D, se notd un
efecto inhibidor en las regiones apicales de las plantas obtenidas.

Las respuestas embriogénicas en los dieciseis diferentes cultivares de Citrus de
acuerdo con su manejo in vitro permitieron identificar al cultivar "Ménica" Citrus
sinensis X C. reticulata sobresaliendc en las respuestas para la obtencion de

embriones en células y tejidos cultivados in vitro.
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Ei manejo de callos para inducir la obtencion de embriones con el empieo de
aminodcidos L-prolina y glutamina fue muy limitada en los cinco materiales
evaluados y solo ia naranja valencia tardia C. sinensis respondio favorablemente
a los tratamientos para originar estructuras embrionarias de tipo globular.

L as estrategias biotecnologicas aplicadas en Citrus, hace necesaria la formulacion
de estudios que conlieven la formacién de embriones y de callos embriogenicos a
partir del tejido nucelar o de otras fuentes en cultivares monoembrionicos, cuyo
valor comercial 0 economico puede ser muy importante desde el punto de vista de
buscar su mejoramiento, dando prioridad a su manejo in vitro que permita, a través
de la embriogénesis U organogénesis, asegurar la recuperacion de plantas
completas.

La eficiencia del sistema de transformacion empleade requirié de una evaluacion
previa de materiales de acuerdo con su capacidad regeneradora o embriogénica,
en la agroinfeccidn experimentada mediante Agrobacterium rhizogenes |a
transformacion dependid unicamente de la suceptibilidad de ias células a la
infeccion y de la expresion del gen Gus.

La investigacion continuara evaluando 1a capacidad para recuperar plantas a partir
de células y tejidos transformados. En los resultados logrados se observd el
crecimiento de celulas transformadas en medios de seleccidn con kanamicina y se
mantuvieron en forma estable el gen reportero incorporado, por otra parte, se
sugiere precisar los tiempos de cocultivo, entre células y bacteria, ya que como
pudo observarse los periodos largos, disminuyen las respuestas para regenerar, a
partir de céiulas, embriones y posteriormente plantas. Por otra parte debe de

considerarse ¢! establecimiento de protocolos de regeneracién de plantas de



Citrus a partir de otros explantes potencialmente embriogénicos como Ovulos

inmaduros, segmentos de hoja, epicttilos y endospermo.

7.1 CONCLUSIONES DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DIRECTA

El presente estudio permitid identificar las respuestas embriogénicas obtenidas en
forma directa a partir del cultivo in vitro del iejido nucelar en semillas de los
diferentes cultivares de Citrus empleados, destacandose en cuanto al genotipo los
de naturaleza poliembrionica, asi mismo se pudo apreciar una fuerte
heterogeneidad de respuestas, debido principalmente a la madurez de las
semilias, al genotipo y a la influencia de los coadyuvantes del medio de cultivo.

El balance de nitrato-amonio, vitaminas y extractos de maita suministrados de
acuerdo con la férmula de MS, favorecieron la produccién de embriones somaticos
en mas de 50% de los cultivares, no obstante cuandoe se disminuyd la
disponibilidad de nitrato-amanio, solo cuatro genotipos presentaron respuestas y
destacandose el cuitivar poliembriénico "Mdnica” C. sinensis x C. reticulata con
60% de respuesta. La relacion 2,4-D y cinetina permitié por una parte optimizar las
respuestas embriogénicas en casi 80%, en semillas con tan s6lo 8 semanas
despues de haber llevado su floracion.

Cabe destacar que los medios de cultivo que derivaron callos embriogénicos,
fueron utilizados posteriormente para realizar las pruebas de transformacion
genetica, caracterizando a los cailos de acuerdo con su capacidad regeneradora ©

embriocgenica hasta contemplar la obtencidén de plantas completas.
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7.2 CONCLUSIONES DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA INDIRECTA,

De acuerdo con ios resultados obtenidos se puede concluir, que los tratamientos
previos con 2 4-D y kinetina en el cultivo in vifro de tejido nucelar, influyeron de
manera fundamental limitando en la formacidn y subcultive de calios. Las
respuestas embriogénicas, en medios de cultivo con la presencia de coadyuvantes
de la embriogénesis no promovieron respuestas favorables para la formacion de
embriones en la mayoria de los cultivares de Citrus explorados.

La diferenciacién tanto de esfructuras globulares o proembrionarias asi como
embriones a partir del subcultivo de callos fue muy timitada. Unicamente algunas
respuestas se observaron en el cultivar '"Valencia tardia" C. sinensis Osbeck, tanto
en el desarrollo in vitro de estructuras embriogénicas de tipo globular a partir de
los callos subcultivados, ulitizando medios de cultivo adicionando aminoacidos vy
coadyuvantes.

La estrategia de utilizar en los medios de cultivo los aminoacidos L-prolina v la
glutamina, modificando la presencia de amonio y niveles de sales, conjuntamente
con la adicion de otros coadyuvantes de la embriogénesis somatica de Citrus, no
promovid en la mayoria de los cultivares la proliferacion uniforme de embriones
somaticos y a partir de los callos subcultivados.

La investigacion realizada en diferentes cultivares de Citrus corrobora |os
innumerables reportes que destacan el efecto inhibidor de la embriogénesis
somatica, la presencia in vifro y la accion de reguladores como el 24-
Diclorofenoxiacetico (2,4-D). el acido indolbutirico {AIB), la cinetina, el acido

giberélico (AG3;) y el écido abscicico (ABA) (Deng et al.,, 1991).



Los medios de cultivo ensayados en forma liguida promovieron la formacion de
embriones y calios con alta capacidad regeneradora, destacando entre los
cultivares la naturaleza poliembridnica de la mandarina "Monica" Cifrus.sinensis x
C. reticulata, e identificando en el subcultivo de callos tanto al glicerol y a la

galactosa como excelentes promotores de la embriogenesis somatica in vitro.

7.3 CONCLUSIONES SOBRE LA TRANSFORMACION GENETICA DE CALLOS

Ei trabajo realizado con relacidon a la transformacidon genetica de callos
embriogénicas obtenidos del tejido nucelar de Citrus, utilizando el mecanismo de
cocultivo con A. rizhogenes, propiciéd la expresion del gen Gus en células,
empleando los dos substratos tanto medios de cultivo en forma sdélida como en

liquida (suspensidn).

De acuedo con las pruebas histoquimicas, {a cantidad de células transformadas en
los dos substratos empleados azul (x-glu) y Magenta superaron el 80% y 90% (con
expresion del gen Gus), las lineas celulares mantuvieron en forma estable estas
caracteristicas al gen y su crecimiento después de 7 y 8 ciclos de seleccion en
medios con kanamicina.

Los tiempos de cocultivo limitaron la diferenciacion de embriones a partir de las
celulas transformadas, por lo que tampoco se observd la regeneracion de plantas,
aun cuando fue posible observar el crecimiento de células transformadas en

medios de seleccion con kanamigina.
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Este sistema de transformacion puede ser aplicado posteriormente & otros
cultivares de Citrus, en la medida de que se establezcan adecuadamente lcs
tiempos de cocultivo (bacteria-células) y en la medida en que los diferentes
genotipos puedan caracterizarse previamente por sus elevadas respuestas
embriogénicas o regenerativas. Sobre esto Ultimo considerando la calidad y la
uniformidad en cuanto al desarrollo de embriones in vifro, asi como a partir de
estos recuperar plantas completas.

Finalmente, ha sido muy importante observar, que recientemente dentro del
avance tecnoidgico que se ha tenido sobre el uso de diferentes técnicas para
ilevar a cabo la transformacion genética tratando de incorporar en plantas nuevos
€ novedosos caracteres asociados a sistemas o fuentes de resistencia hacia
factores de tipo bictico como abidtico, ilegéndoss a establecer por investigadores
diversos puntos de vista y preoccupaciones al momento de liberar estas plantas al
medio como organismos modificados genéticamente, sobre todo por su impactc y
riesgo que pudiera significar para la salud humana, animal o ecoldgico. De hecho,
estas preocupaciones han sido motivo de amplias discusiones y analisis en
diversos foros regionales e internacionaies y parten del hecho de que aln en estos
momentos se desconoce, como van a incidir varios factores involucrados al
momento de llevar acabo fa manipulacion genética o que resultados podemos
esperar en l0s organismos cuyo intercambio genético se haya efectuado con
informacion a fin o no biolégicamente. Asi como por ejemplo existen dudas sobre:
la cantidad y el lugar donde el ADN foraneo se inserta dentro del genoma del
organismo recipiente, asi como su estabilidad y herencia, en las plantas u

organismos resultantes. De hecho, en plantas manipuladas se han manifestado
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serias dudas sobre si el transgen incorporado pueda llegar a provocar 0 no
alteraciones de tipo constitutivo ya sea tanto en sus caracteristicas organolepticas,
fisiologicas, o morfoiogicas. Sobre lo anterior un aspecto particularmente
importante resulta sobre 1o que pudiera liegar a preseniarse, con el emplec de ia
ingenieria genética de plantas para introducir fuentes de resistencia a virus, se
cree primero, que el riesgo se pudiera presentar ante la imposibilidad de mantener
o alterar la relacion biclogica natural entre huésped y patcgeno, esto propiciaria
que el agente infeccioso (el virus) pudiera llegar a modificar su estructura come umn
mecanismo natural de sobrevivencia, haciendo posible con esto crear nuevas
razas o formas quizds mucho mas virulentas o mas agresivas, © por otra parte,
que modifique su capacidad infecciosa hacia otros cultivos o hacia otras regiones
geograficas. Lo que si podemos observar y reconocer es el avance alcanzado
dentro del desarrollo biotecnolégico en muchas areas del conocimiento y sobre
todo en el vegetal, o al que tiene que ver con las plantas, que es el que
ultimamente ha venido evolucionando en forma rdpida y constante tanto para la
produccion de semillas o alimentos, es por ello que estos avances nos hacen
suponer que en el futuro cercano, 10 que ahora pudiera representar un riesgo o
una preocupacion, mas adelante con la aplicacion de aiguna tecnolegia novedosa
se pueda superar o corregir y con ello, contribuir con los satisfactores que

demande la humanidad.
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