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SELECCION in vitro DE MAIZ POR TOLERANCIA AL ESTRES OSMOTICO
Ivonné Castro Montes, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2008

Se estudio la respuesta morfo-fisioldgica al estrés osmoético de brotes obtenidos via
organogénica de lineas de maiz LE-13, LE-14, LE-16 y LE- 46, durante tres
ciclos de seleccién in vitro. El estrés osmético fue inducido con polietilenglicol
(PEG-8000) adicionado al medio basico MS (1962). A partir de plantulas in vitro
se disecaron secciones de coledptilo (explante) y se sembraron en medio sélido. Se
encontraron diferencias significativas entre las lineas con respecto a: longitud de
coleoptilo, altura de plantula y numero de hojas. Durante la inducciéon de
organogénesis, se encontré un efecto significativo del genotipo x pH, posiciéon del
explante, consistencia del medio y del genotipo x periodo de subcultivo. En la
etapa de multiplicacion y alargamiento de brotes el tiempo entre subcultivos (15
d) influyé significativamente en nimero de explantes con brotes (83 %). Estos
brotes desarrollaron mayor altura, nimero de hojas y peso fresco, en comparacion
con LE-16 y LE-46. Durante la multiplicacién bajo estrés osmoético en medio
liquido con PEG durante tres ciclos de seleccion, se observo un efecto significativo
de la interaccion genotipo x PEG sobre altura y ntimero de hojas por brote;
genotipo x ciclo sobre namero de hojas y peso fresco, y PEG x ciclo sobre peso
fresco. En el segundo experimento se observé un efecto significativo de las
variables antes sefnaladas, mas el genotipo x PEG sobre los potenciales hidrico,
osmoético y ajuste osmético total y genotipo x PEG x ciclo de seleccion sobre el
contenido total de proteina soluble. Con base en las variables cuantitativas
evaluadas, las mejores lineas fueron LE-14 y LE-16 debido a que presentaron
mayor ajuste osmoético y caracteristicas morfo-fisiolégicas superiores asociadas
con la acumulacion de polimeros insolubles y prolina en el tejido del brote. Lo cual
muestra que la seleccion in vitro es viable para elegir los mejores genotipos.

Palabras clave: Estrés osmoético, multiplicacion de brotes, PEG, seleccion in

vitro, Zea mays L.
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In vitro SELECTION OF MAIZE BY TOLERANCE TO OSMOTIC STRESS
Ivonné Castro Montes, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2008

The morpho-physiological response to the osmotic stress of shoots obtained via
organogenic of maize lines: LE-13, LE-14, LE-16 and LE- 46, was studied during
three cycles of in vitro selection. Osmotic stress was induced with polyethylene
glycol (PEG-8000) it was added to basic culture medium MS (1962). From in vitro
plantlets sections of coleoptile were dissected (explants) and they were placed in
the solid medium. Significant differences between the lines were found by way of:
length of coleoptile, height of plantlet and number of leaves. During the
organogenesis induction, was a significant effect of genotype x pH, position of the
explants, consistency of medium and genotype x period of subculture. In the stage
of multiplication and elongation of shoots the time between subcultures (15 d)
influenced significantly in number of explants with shoots (83 %). These shoots
developed a greater height, number of leaves and fresh weight, in comparison
with LE-16 and LE-46. During the multiplication under osmotic stress in liquid
medium with PEG through three cycles of selection, a significant effect of the
interaction was observed between genotype x PEG on height and number of
leaves by shoots; genotype x cycle on number of leaves and fresh weight, and PEG
x cycle on fresh weight. In the second experiment a significant effect of the
variables before indicated was observed plus genotype x PEG on the water, and
osmotic potential, and total osmotic adjustment; genotype x PEG x cycle of
selection on the total soluble protein content. Among the quantitative variables
evaluated, the best lines were LE-14 and LE-16 because they presented superior
morpho-physiological characteristics associated with a greater osmotic
adjustment and the insoluble polymer accumulation and proline in the tissue of
the shoots. This shows that the in vitro selection is viable to choose the best
genotypes.

Key words: Osmotic stress, shoots multiplication, PEG, in vitro selection, Zea

mays L.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

El agua es importante para las plantas por su funcién como solvente, como agente
refrigerante, y en el mantenimiento de la turgencia y expansion celular (Banziger

et al., 2000).

El maiz es uno de los mayores cultivos fuente de alimento en el mundo (Jyoti y
Varghese, 1990). Sin embargo, esta expuesto continuamente al estrés por sequia.
La incidencia de este estrés se incrementa debido parcialmente al efecto del
cambio climatico, al desplazamiento del maiz hacia ambientes desfavorables de
bajo potencial productivo por otro mas rentable, a la disminucién de la fertilidad
del suelo, y a la disminucion de la capacidad del suelo para retener humedad
(Banziger et al., 2000).

En zonas de temporal es importante desarrollar una variedad tolerante a la
sequia que permita obtener una mayor produccion. Para desarrollar esta variedad
a través del mejoramiento genético es necesario controlar experimentalmente el
factor sequia en cuanto a los siguientes factores: a) etapa de desarrollo de
incidencia del estrés, b) intensidad del estrés, y c¢) aplicacién uniforme del estrés

en espacio y tiempo (Banziger et al., 2000; Bruce et al., 2002).

El mejoramiento genético convencional, ha sido importante en la produccién de
variedades superiores, pero este tipo de mejoramiento necesita mucho tiempo (10
o mas anos) (Jauhar, 2006). Ademas, en campo la aplicacién uniforme del estrés
deseado es dificil y los recursos invertidos son mayores. En tal caso las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales in vitro, pueden ser una herramienta eficiente para el
fitomejorador al lograr una seleccién rapida de los genotipos deseados (Nabors,
1992). Ademas, los métodos de evaluacion y seleccion in vitro poseen ventajas
importantes con respecto a los equivalentes in vivo, ya se pueden aplicar en

cualquier época del afo, permiten mantener un control de las condiciones
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ambientales, evitan varios riesgos comunes en campo o en invernadero, y pueden

reducir la cantidad de espacio ocupado por cada ensayo (Gunn y Day, 1986).

La seleccion in vitro implica aplicar un agente selectivo (patégeno, tratamiento
quimico o fisico) directamente al explante cultivado, para obtener la tolerancia en
las plantas regeneradas (Gunn y Day, 1986). Sin embargo, es factible seleccionar
in vitro sin necesidad de regeneracioén, bajo la hipdtesis de que las plantas
donadoras de los explantes se comportaran de la misma forma en presencia del
agente selectivo. En algunos casos la regeneraciéon no ha sido posible o se han
conseguido materiales de poco interés; en otros casos la tolerancia no se expresa

en la planta regenerada (Cubero, 2003).

La ausencia de un protocolo estandarizado de regeneraciéon in vitro, via
embriogénesis somatica, es una limitacion para la transformacion genética de
varios cereales, debido a que la eficiencia de la regeneracion varia entre especies
y aun entre variedades de la misma especie (Jauhar, 2006). Particularmente, el
maiz es uno de los cereales mas dificiles en su propagacion in vitro. Las fallas
para lograr un crecimiento rapido y abundante de los callos y la regeneracion de
plantulas completas a partir de ellos, son un serio problema para la explotacion
de las técnicas de cultivo de tejidos in vitro en los programas de mejoramiento del
maiz (Jyoti y Varghese, 1990). Para el establecimiento del cultivo aséptico in vitro
de esta especie se han usado diferentes tejidos como explantes, como: embriones
maduros e inmaduros, espigas, anteras, microsporas, mesocotilos, nudos
coleoptilares, glumas de la espiguilla, partes basales de las hojas (Li et al., 2002 ),
jilotes, meristemo apical del vastago y yemas axilares (Walden et al., 1989).

Investigaciones desarrolladas en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola del
Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad, se ha demostrado que es
factible el empleo de la técnica de cultivo de tejidos vegetales para la seleccion in
vitro de maiz (Proyecto CONACYT 31968-B); sin embargo, aiin es necesario

reducir los ciclos de seleccion, establecer nuevos criterios de seleccién in vitro,
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evaluar el agente estresante Polietilenglicol (PEG) para simular el estrés
osmoético y lograr mayor entendimiento de los factores que inciden en el desarrollo
de los brotes reproductivos porque éstos no son capaces de regenerar una planta

completa.

1.1 OBJETIVOS GENERALES

1) Evaluar la respuesta organogénica de genotipos de maiz sometidos a estrés

osmoético in vitro.

2) Seleccionar brotes de maiz por tolerancia a estrés osmotico durante su
multiplicacion in vitro.

3) Cuantificar caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas en los brotes
seleccionados in vitro por tolerancia al estrés osmético.

4) Cuantificar los contenidos de proteinas y prolina totales por ciclo de seleccion.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar la influencia de la posicién del explante, de la consistencia fisica del
medio de cultivo y del pH, sobre la capacidad de brotacién, tipo crecimiento y

diferenciacion de brotes.

2) Evaluar la influencia del intervalo entre subcultivos durante la multiplicacion
de brotes.

3) Evaluar varios niveles de estrés osmético inducidos con Polietilenglicol durante
la multiplicacion de brotes

4) Evaluar la respuesta morfolégica y fisiologica de brotes seleccionados por
tolerancia al estrés osmético.

5) Enraizar clones tolerantes al estrés osmético.

5 8
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1.3 HIPOTESIS GENERAL

Es posible detectar genotipos tolerantes al estrés osmoético inducido con
Polietilenglicol durante la multiplicacién in vitro de brotes via organogénesis, y
lograr ganancias en tolerancia a dicho estrés mediante selecciéon recurrente in

vitro.
1.4 HIPOTESIS ESPECIFICAS

1) Las caracteristicas del medio de cultivo influyen en la capacidad organogénica

de los explantes.

2) Existen diferencias genotipicas en las respuestas morfolégicas y fisiolégicas al

estrés osmotico.

3) Hay diferencias en las respuestas morfolégicas y fisiolégicas entre brotes
seleccionados bajo estrés osmoético con respecto a los brotes seleccionados sin

estrés.



Revision de Literatura

II. REVISION DE LITERATURA
2.1Generalidades del maiz

En México el maiz tiene una importancia primordial, ya que se ha considerado
como uno de los primeros centros de domesticacion de esta graminea
(Wellhausen, 1981; Garcia, 2001). La informacién de tipo orografico, hidrografico,
edafico, climatolégico, citolégico, arqueolégico, histérico y agroastronémico, indica
que la domesticacion del maiz se inicio hace mas de 10,000 afios en la regién del
Bajio y Occidente de México, lugar considerado como el centro primario de su
domesticacion; posteriormente, de este centro el maiz domesticado se difundié6 por

otras zonas de Centroamérica, Sudamérica y el Caribe (Miranda, 1998).

En México hay gran diversidad de variedades de maiz, las cuales se han
coleccionado, estudiado y clasificado en razas (Wellhausen, 1981). Actualmente, el
maiz es cultivado en las 17 regiones agricolas del pais y en todos los tipos de
clima, salvo en altitudes superiores a los 3200 metros sobre el nivel del mar

(Granados y Loépez, 1996).

En México la superficie sembrada de maiz ha variado a través de los anos, asi en
el periodo de 1940 a 1944 se sembraron un promedio de 3,405,850 ha; de 1965 a
1969 se establecieron 7,679,118 ha; para 1997 oscilé entre 7 y 8 millones de
hectareas; en 1999 fue de 8.2 millones de ha, de las cuales el 85 % se establecio
bajo condiciones de temporal y el restante 15 % bajo condiciones de riego
(Rodriguez, 1981; Morales, 1997; Garcia, 1999). En 2003 la superficie cultivada

con maiz fue de 8 millones de ha (Lépez, 2003).

De la superficie total sembrada con maiz que abarca la regién centro-norte de
México, el 27 % no produce grano por efecto de la sequia, principalmente por su
incidencia durante la floracion y el llenado de grano. Ademas, las causas

principales por las que en ocasiones no se cosecha grano son: inicio tardio de
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lluvias, el inicio temprano de heladas, el corto periodo de lluvias y la siembra de
variedades de ciclos mas largos del requerido. Asi, el objetivo del fitomejorador
del maiz en esa region es formar variedades con ciclo vital adaptado a las
condiciones regionales, tolerantes a la sequia, resistentes al acame, resistentes a
enfermedades; con ello, se pueden disminuir las pérdidas por sequia y heladas

(Luna y Gutiérrez, 1998).

Por otra parte, el rendimiento promedio nacional de grano de maiz se incrementoé
significativamente en la segunda mitad del siglo pasado, asi para 1940 se reporta
un promedio de 0.941 ton ha -1, en tanto que, para 1980 fue de 1.78 ton ha-ly en
1999 se ubico en 2.1 ton ha-1 (Rodriguez, 1981; Morales, 1997; Garcia, 1999).

Como resultado del aumento de la superficie sembrada y del rendimiento por
unidad de area, la produccion nacional se ha incrementado de 1907 a 1999 de
1.088 millones de toneladas de grano a 17.5 millones. Esto ultimo representa
apenas el 7.6 % de la producciéon de los Estados Unidos de Norte América (E.U.A.)
(Ovalle y Lopez, 1997).

A pesar del panorama econémico del maiz en México, el consumo per capita
promedio fue de 100.3 kg durante el periodo de 1940 a 1944, mientras que en
2010 se espera que alcance cifras superiores a los 178 kg. De esta manera, de
1970 a 1991 México tuvo un déficit anual de 2.1 M ton (millones de toneladas) de
grano (Turrent y Aveldafio, 1997). Por otra parte, el consumo nacional en 1999
fue distribuido asi: 13.22 M ton (54.06 %) para consumo humano; 5.23 M ton
(21.39 %) en actividades agropecuarias; 3 M ton (12.26 %) a la industria como
almidon, jarabes y frituras; 1.2 M ton (4.90 %) a la industria aceitera y se
mantuvo como reserva nacional 1.8 M ton (7.36 %) (Garcia, 1999). Por otra parte,
en ese mismo ano (1999) se consumieron 24.46 M ton de grano, demanda que se
estimaba sucediera hasta el 2010 (Hibon et al., 1992), por lo que al restarle la
produccion se tiene un déficit anual de 6.95 M ton. Estas cifras se acercan a lo

afirmado por Millan (1999) y Mata (2001) de que anualmente México requiere
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cerca de 24 M ton de maiz para satisfacer la demanda derivada del consumo
humano, del sector pecuario y la industria procesadora; mientras que la
produccion nacional a partir de 1993 se ha situado entre 17 y 18 M ton. Para 2003
la produccion aproximada de maiz se ubicé en 19 M ton, mientras que la demanda
del grano fue de 26 M ton, sobresaliendo un déficit de 7 M ton en el pais (Lépez,
2003). Se observa en la Figura 1 que la importacion de maiz en México donde se

observa que va en aumento ya que el consumo es mayor que la produccién de

grano (FAS-USDA, 2007).
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Figura 1. Dinamica de la produccion, el consumo y de la importacion de
grano de maiz en México. Fuente: Foreign Agricultural Service-
United States Department of Agriculture (2007).

Dada la escasez de nuevas superficies de suelo en que se podria introducir la
produccion de maiz, los rendimientos mas altos son la tinica fuente probable para

incrementar la produccién y satisfacer la demanda creciente que necesita el pais

(Lépez y Lopez, 1996).
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2.2, Aspectos generales de la tolerancia a sequia en plantas
2.2.1. Resistencia a sequia

La definicién mas practica de estrés en biologia es: aquella fuerza adversa o una
condicién que inhibe el funcionamiento normal de un sistema biolégico, como las

plantas (Mahajan y Tuteja, 2005).

El estrés hidrico se puede concebir de cualquier forma: por una insuficiente o una
excesiva disponibilidad del agua en el ambiente de la planta. El primer caso se
denomina estrés por déficit hidrico (Levitt, 1980). El déficit hidrico se manifiesta
cuando el contenido de agua en los tejidos es menor al contenido de agua que se

presenta en el estado de mayor hidratacion (Taiz y Zeiger, 2006).

La sequia meteorolégica es una condiciéon atmosférica caracterizada por un déficit
en la cantidad de precipitacion pluvial que normalmente se presenta en una
region y en un periodo de tiempo dado. Cuando este déficit de precipitacion se
asocia con alta temperatura, baja humedad relativa y con la radiacién solar, se
incrementa la evapotranspiracion y en consecuencia se acentua el déficit de
humedad en el suelo impidiendo o limitando el desarrollo de los cultivos; esta
etapa es la sequia agricola, que puede durar de uno a varios meses (Nunez et al.,

2007).

El estrés por déficit hidrico también ocurre en ausencia de sequia, por las razones
siguientes: excesiva transpiraciéon, inhibiciéon de la absorcién de agua por las
propiedades del suelo, un exceso de sales en la solucion del suelo, aireacion

deficiente o dafio en el sistema radical (Kramer, 1980).

La disminuciéon de la temperatura, la sequia y la salinidad son estresores
ambientales que causan las mayores pérdidas econémicas en la agricultura (Beck
et al., 2007). En México la agricultura de temporal es una de las actividades

econémicas mas afectadas por la sequia. En el periodo de 1994 a 2003 la
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superficie agricola siniestrada por la sequia oscil6 entre 37 % y 41% (Nunez et al.,

2007).

2.2.2 Clasificacion de resistencia a la sequia

Se ha definido la resistencia a la sequia como la habilidad que tienen las plantas
para producir satisfactoriamente en areas donde la humedad del suelo esta

limitada por condiciones climaticas (Turner, 1980).

La resistencia a la sequia ha sido clasificada de diversas maneras, asi Levitt
(1980) propone que existen dos tipos de resistencia: a) esquivacion al estrés,
donde la planta puede prevenir o disminuir la influencia del estrés en sus tejidos.
Con ello evita el equilibrio termodindmico con el estrés, parcial o totalmente, ya
sea por medio de barreras fisicas en las células o por medio de alguna barrera
quimica o metabdlica. La esquivacion permite a la planta sobrevivir metabolizar,
desarrollar y completar su ciclo de vida, estando expuesta al estrés. b) tolerancia
al estrés, donde la planta puede resistir aun bajo la influencia del estrés en sus
tejidos, pero disminuyendo o eliminando las tensiones; es decir, la tolerancia
permite a la planta solamente sobrevivir mientras transcurre el estrés, para
después reiniciar su metabolismo y desarrollo normales. Se llega a un equilibrio
termodinamico con el estrés sin sufrir dafios.

Recientemente Taiz y Zeiger (2006) distinguen dos tipos de resistencia a la
sequia: 1) oposicion a la desecacion, donde la planta tiene la capacidad de
mantener sus tejidos hidratados, y 2) tolerancia a la desecacion, con la cual la
planta funciona mientras se deshidrata. Adicionalmente, tales autores no
reconocen a la esquivacion como un tipo de resistencia puesto que precisan que
ninguna planta realmente esquiva la sequia, mas bien todas las plantas que

sobreviven la toleran.

Por otro lado, se reconoce como estrés osmoético a la inhibicion del proceso de

absorcion de agua por la planta en presencia de iones en soluciéon en el medio
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(Marcum, 2002), fenémeno factible de simularse in vitro usando como agente
estresante el polietilenglicol (PEG) permitiendo asi el andlisis de las relaciones
hidricas en plantas cultivadas (Pandey y Agarwal, 1998). A diferencia, el estrés
por sales causa estrés osmoético y estrés ionico. El estrés osmético es activado por
un exceso de sales en el suelo, mientras que el estrés i6nico es causado por la
sobre acumulacion de iones dentro de las células. Estos tipos de estrés tienen

diferentes efectos sobre el estado fisiolégico de las plantas (Ueda et al., 2004).
2.2.3. Potencial hidrico y sus componentes

El agua es un elemento indispensable para la planta y la cantidad que se requiere
para el proceso fotosintético es de aproximadamente 0.01 % de la cantidad total
utilizada; asi, la mayoria de las funciones en las cuales participa son de

naturaleza fisica (Sanchez y Aguirreolea, 2000).

El potencial quimico del agua es una expresion cuantitativa de la energia libre
asociada a sus propiedades. En termodindmica la energia libre representa el
potencial para desarrollar un trabajo. Asi, el potencial quimico es una cantidad
relativa y se expresa como la diferencia entre el potencial de una sustancia en un
estado dado y el potencial de la misma sustancia en un estado estandar. La
unidad de medida para el potencial quimico es la energia por mol de sustancia (J
mol-1). En fisiologia de plantas, el potencial hidrico se define como el potencial
quimico del agua dividido por el volumen parcial molal del agua (18 x 10-¢ m3 mol-
1), lo cual es una medicién de la energia libre del agua por unidad de volumen (J
m-3). Estas unidades son equivalentes a las unidades de presion tales como el
Pascal, que comtinmente es la unidad de medicién comin del potencial hidrico
(Taiz y Zeiger, 2006).

Salisbury y Ross (1994) definieron al potencial hidrico como el potencial quimico

del agua en un sistema de interés, expresado en unidades de presion, comparado
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con el potencial quimico del agua pura, a la misma presiéon atmosférica y

p—u

temperatura. Esta definicién se puede expresar de la siguiente manera: y =~ —
1%

Donde:

v = potencial hidrico

u = potencial quimico del agua en el sistema considerado
i’ = potencial quimico del agua pura

V = volumen molar parcial del agua.

Los factores mayores que tienen influencia en el potencial hidrico de las plantas
son la concentracién, la presion y la gravedad. El potencial hidrico puede dividirse
en sus componentes individuales, usualmente escribiéndose como la siguiente

suma (Taiz y Zeiger, 2006):
Y=¥ +¥, 6 +¥,

Los componentes denotan el efecto de los solutos, presiéon y gravedad,

respectivamente, sobre la energia libre del agua.

1. El potencial hidrico de la planta (y) permite expresar el estado
energético del agua en sus células y tejidos mediante sus componentes (Sanchez y
Aguirreolea, 2000).

2. Potencial osmético (y, o ys). Esta determinado por la concentraciéon de
sustancias osmoéticamente activas en las vacuolas y es idéntico a la presion
osmotica de este organelo. En las células vegetales el y, siempre posee valores
negativos, que varian con el volumen celular (Sanchez y Aguirreolea, 2000).

3. El potencial osmético también llamado potencial de solutos representa
el efecto de los solutos disueltos sobre el potencial hidrico. Los solutos reducen la
energia libre por dilucién del agua. Esto es principalmente un efecto de entropia;
es decir, con la mezcla de solutos y agua se incrementa el desorden del sistema y
por consecuencia disminuye la energia libre. Esto significa que el potencial

osmoético es independiente de la naturaleza del soluto (Taiz y Zeiger, 2006).
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4. Potencial de presion (yp). Cuando el agua entra en la célula, aumenta
el volumen de las vacuolas ejerciendo una presion de turgencia sobre las paredes
celulares. Al mismo tiempo, se desarrolla en direccion opuesta una presion de
igual magnitud a la de turgencia. El potencial de presiéon adquiere valores
positivos, siempre que las vacuolas ejerzan una presion sobre las paredes
circundantes; pero a medida que se pierde agua en la célula, la vacuola se contrae
y baja el valor del potencial hasta cero (plasmdlisis incipiente) (Sanchez y
Aguirreolea, 2000).

5. El potencial de presion también indica la presién hidrostatica de una
solucion. Las presiones positivas incrementan el potencial hidrico, mientras que
las presiones negativas lo reducen. La presién hidrostatica dentro de las células
es referida como presion de turgencia. Los valores de este potencial también
pueden ser negativos, como en el caso del xilema y de las paredes entre las
células, donde una tension o presion hidrostatica negativa puede expresarse (Taiz
y Zeiger, 2006).

6. Potencial gravitacional (yg). En el transporte de agua a nivel celular, el
componente gravitacional generalmente se omite porque es insignificante
comparado al efecto del potencial osmético y la presiéon hidrostatica (Taiz y
Zeiger, 2006).

7. Potencial matricial (ym). Es el resultado de fuerzas que retienen
moléculas de agua por capilaridad, adsorcion e hidratacién, basicamente en la
pared celular y el citoplasma (Sanchez y Aguirreolea, 2000). Se presenta en los
tejidos con bajo contenido de agua, como las semillas, donde el agua se ubica como
una capa ultra delgada rodeando las superficies sélidas por interacciones

electrostaticas (Taiz y Zeiger, 2006).

Debido a que los componentes del potencial hidrico tienen en efecto aditivo y en

muchos tejidos el potencial matricial y el gravitacional son insignificativos, el
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potencial hidrico se puede expresar asi (Sanchez y Aguirreolea, 2000; Taiz y

Zeiger, 2006): ¥ =Y -V

El concepto de potencial hidrico tiene dos usos principales: primero, este potencial
gobierna el transporte a través de las membranas celulares; segundo, es 1util para
medir el estado hidrico de una planta. Debido a la pérdida de agua por
transpiraciéon hacia la atmoésfera, las plantas requieren hidratacion continua.
Durante los periodos de sequia, ellas sufren de un déficit hidrico que inhibe el
crecimiento de la planta y la fotosintesis, entre otros procesos fisiolégicos (Taiz y
Zeiger, 2006).

El grado de estrés por déficit hidrico en la planta, depende de la magnitud en la
cual el potencial hidrico y la turgencia de las células se reducen mas alla de los
valores 6ptimos (Kramer, 1980). A medida que un suelo se seca, y su potencial
hidrico va tomando valores cada vez mas bajos, las plantas disminuyen mas su
potencial hidrico (y) con el fin de mantener el gradiente de potencial necesario
para la absorcion de agua. Cuando ese potencial del suelo desciende por debajo de
un nivel critico [-2.750 megapascales (Mpa)] cesa la absorcién y la planta muere
(Sanchez y Aguirreolea, 2000).

El proceso mas afectado por el déficit hidrico es la expansiéon celular. La
capacidad para mantener la actividad fisiolégica disminuye conforme el agua es
menos disponible, e implica la acumulaciéon de solutos para mantener la presiéon
de turgencia el uso de energia en 6rganos no fotosintéticos como las raices para
incrementar la capacidad de absorber agua, o en la construcciéon de estructuras
capaces de soportar una gran presion negativa en el apoplasto (Taiz y Zeiger,
2006).

La pérdida de agua celular, principalmente de la vacuola, conduce a la
contraccion de toda la célula, no sé6lo del protoplasto sino también de los poros de
la pared celular, resultando un mayor potencial matrico. La pérdida de agua

conduce al punto de la perdida de turgencia (presiéon = cero), en consecuencia el
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potencial de presion muestra valores negativos (tension) forzando la pared celular
a contraerse y con ello el potencial hidrico tiende a cero (Figura 2). De este modo
la pared celular contribuye a la retencién de agua en la célula, en mayor medida

que el potencial osmético por si solo (Beck et al., 2007).

Positivo

Potencial de turgencia
de |3 pared celular (P)

Potencial de turgencia

[ — neqativo de la pared
. [
0 I [
o | Punto de B
1 pérdiad de
7 | turgencia
> e
Potencial R
osmotico
Dafio por
deshidratacion
Negativo

Figura 2. Potenciales hidricos de una hoja de Pachysandra terminalis. El
potencial de presion presenta valores positivos y se revierte a
valores negativos conduciendo a una perdida de turgencia. Fuente:
Beck et al. (2007).

En maiz, las tasas de alargamiento de raices, tallo, hojas, y estilos (inflorescencia
femenina) disminuyen conforme el agua en el suelo se reduce, ya que el y en la
region de la expansion celular disminuye en cada 6rgano. El y requerido para que
el crecimiento frene es de —0.50, -0.75, —1.0 y -1.4 mega pascales (Mpa), para el

tallo, estilo, hojas y raices respectivamente. El y, disminuye en hojas, raices y
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tallos manteniendo la turgencia, mientras que en los estilos, la disminucién es
mayor y la turgencia se pierde. La pérdida de humedad tiene un efecto negativo
sobre el crecimiento y sobre las respuestas de los 6rganos de la planta, alterando
la relacién raiz/vastago, es decir altera la acumulacién de biomasa en la planta
(Westgate y Boyer, 1985). De este modo la tolerancia se ha asociado con un
incremento en la asignacién de biomasa hacia la mazorca durante su desarrollo
bajo sequia, lo cual se refleja en el incremento en el rendimiento (Chapman y

Edmeades, 1999).

La morfologia de la planta cambia por la seleccién de individuos establecidos en
déficit hidrico (Chapman y Edmeades, 1999). Los caracteres morfolégicos
modificados por la selecciéon bajo estrés han sido el namero de mazorcas por
planta, granos por mazorca, peso del grano, altura de la planta, y nimero de

ramas de la espiga (inflorescencia masculina) (Edmeades et al., 1999).
2.2.4. Ajuste osmético

Debido a que las plantas terrestres experimentan constantes fluctuaciones en la
disponibilidad de agua en el suelo, ellas han desarrollado adaptaciones para
buscar y absorber agua a través de su sistema radical en el suelo. Aunque las
plantas estan expuestas a muchos tipos de estrés ambiental, el estrés osmético,
sequia, salinidad o bajas temperaturas, son los mas relevantes en la limitacion
del crecimiento y por lo tanto de su productividad y su distribucién. Las plantas
responden a estos tipos de estrés a nivel morfolégico, anatémico, celular y
molecular. Una respuesta celular comtun al déficit hidrico es el ajuste osmético.
Este concepto se refiere a la disminucién del potencial osmético celular (y,)
debido a la acumulacién de solutos, invirtiendo energia, conforme el potencial

hidrico disminuye (Zhang et al., 1999; Ma et al., 2004).

Cuando las células estan sujetas a estrés osmotico, ocurre el ajuste osmoético

mediante la acumulacion de solutos organicos e inorganicos, representando un
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mecanismo para mantener un potencial de presién de turgencia (V) positivo en
bajos potenciales hidricos, puesto que el mantenimiento de WY, positivo
generalmente es requerido para la apertura estomatica y el crecimiento celular
por expansiéon (Zhang et al., 1999; Moinuddin y Chopra, 2004). Por estas razones
el ajuste osmoético determina parcialmente la tolerancia de la planta al estrés
hidrico (Pérez et al., 1993a).

Las especies y cultivares difieren en el tipo de solutos acumulados, a saber:
aminoacidos (prolina), azdicares (sacarosa y fructanos), poliolos (manitol y pinitol),
aminas cuaternarias (glicina betaina), iones inorganicos (Na, Cl-, K+, Ca2+, Mg2+y
NO-3) y acidos organicos (citrico, pirdvico, malico, succinico y fumarico) (Pérez et

al., 1993a; Zhang et al., 1999).

Ciertas plantas, algas marinas, bacterias y otros organismos acumulan azicares-
alcohol, prolina y compuestos a base de azufre. Estos compuestos se denominan
solutos compatibles porque aun en altas concentraciones no inhiben la actividad
enzimatica (Rathinasabapathi, 2000). Ademas de incrementar la retencién del
agua y mantener la turgencia, la acumulacion de solutos compatibles puede
reemplazar el agua en algunas reacciones bioquimicas y pueden también
asociarse a lipidos o proteinas para prevenir la desintegraciéon de membranas, la
disociaciéon de complejos proteicos y la inactivacion de enzimas (Zhang et al.,
1999).

Aunque muchos solutos confieren protecciéon del estrés (osmoprotectores), su
biosintesis difiere. Se sintetizan en respuesta al estrés y se localizan en el
citoplasma, mientas que los iones como Nat y Cl- se acumulan en la vacuola
(Rathinasabapathi, 2000).

Considerando que la ingenieria metabdlica es el mejoramiento directo de las
propiedades celulares, a través de la modificacion de reacciones bioquimicas
especificas o por la introduccion de nuevas reacciones, con el uso de la tecnologia

genética, algunas de las adaptaciones metabédlicas al estrés se han modificado en
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plantas como tabaco, arroz, Arabidopsis, alfalfa y Brasica (Rathinasabapathi,

2000).

Puesto que, el ¥, cambia inversamente proporcional al volumen de la célula o
volumen de la soluciéon y directamente proporcional al namero de moléculas del
soluto, se han propuesto varios métodos para cuantificar la capacidad de ajuste
osmoético en planta, los mas comunes son: método de regresion de Morgan, método
de Ludlow, y el método de la rehidratacion. Se ha observado que la capacidad de
ajuste osmoético es heredable, lo cual ha sido demostrado en trigo y sorgo, entre

otros cultivos (Zhang et al., 1999).
2.2.5. Osmorregulacion

La osmorregulacion, se define como la regulacion del potencial osmético dentro de
una célula por medio de la adicién o remocién de solutos de la solucién hasta que
el potencial osmético intracelular es aproximadamente igual al potencial del

medio (Zhang et al., 1999; Ma et al., 2004).
2.3. Polietilenglicol
2.3.1 Definicion

El polietilenglicol (PEG) es un polimero de cadena larga, inerte, no iénico
[HOCH2—(CH2-O-CH2),-CH20H]. De acuerdo a su peso molecular (PM) se
clasifican varios: PEG 1000 (950-1050 PM), PEG 4000 (3000-3700 PM), PEG 6000
(6000-7500 PM), PEG 8000 y PEG 20000 (15000-20000 PM) (Cell Chemical
Company, 2000).

2.3.2. Principales caracteristicas como agente osmotico

Una caracteristica importante de este polimero es que no penetra las células

cuando su peso molecular es alto (Steuter y Mozafar, 1981). Con la adicién de
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PEG en un medio acuoso (g kg! de H2O) disminuye negativamente el potencial
hidrico (¥). Se ha sugerido que el ¥ de la solucién con PEG es resultado de las
fuerzas matriciales (Wm) de las subunidades oxido-etileno del polimero. A mayor
peso molecular, se necesita menor concentracion para lograr cierto valor del¥, y
viceversa; asi que los cambios en el ¥ dependen de la temperatura de la solucion
y de la concentracion de PEG; por ejemplo a 25 °C y 20 % de PEG-6000 o de PEG-
20000 el ¥ ya no presenta valores inferiores a -7 bar (Michel y Kaufmann, 1973;
Steuter y Mozafar, 1981).

2.3.3. Aplicaciones generales

El PEG es efectivo como un solvente no volatil por su alto punto de ebullicion.
Dado que el grado de condensacién es manejable, existe un amplio espectro de
productos, desde soélidos rigidos hasta liquidos. Conforme el grado de
condensacion aumenta, su propiedad higroscépica disminuye (Cell Chemical

Company, 2000).

Tiene baja toxicidad, por lo que no hay dafio en caso de contacto con la piel
humana. Se usa en la elaboracién de esponjas y gomas de latex. Se usa como
suavizante, agente antiestatico, agente limpiador. Tiene un efecto suavizante del
papel. Evita la contraccion y quiebra de la madera. Es usado como base en la
elaboracion de pomadas, shampoos, cremas, lociones. Se usa como aditivo en
pinturas y resinas. Mejora el proceso de molienda y es usado para evitar corrosiéon
y en la limpieza de metales. En medicina es utilizado como acarreador de
proteinas. Es un aditivo para las dietas animales. En la ingenieria genética de

plantas es 1util en un método de transformacién (Jauhar, 2006).
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2.3.4 Usos del polietilenglicol como agente osmotico
2.3.4.1 Respuestas in vivo

Varios estudios, han usado el polietilenglicol (PEG) disuelto en una solucién
nutritiva para simular el estrés osmoético con experimentos in vivo. Otros agentes
osmoéticos como sales, manitol y sorbitol penetran las células y en consecuencia
confunden la respuesta fisiolégica (Ogawa y Yamauchi, 2006a). Segin Hohl y
Schopfer (1991) el manitol es absorbido participando en el ajuste osmético del
tejido por lo que confunde los efectos del estrés osmético y las respuestas
fisiolégicas. Por otra parte, el estrés por salinidad causa tanto estrés iénico como
estrés osmotico, mientras que el PEG solamente tiene un efecto osmoético (Ueda et
al., 2004). En consecuencia el PEG resulta mas apropiado para estudiar las
relaciones hidricas del tejido (Hohl y Schopfer, 1991), procurando que las
soluciones acuosas con PEG se oxigenen para evitar el efecto de hipoxia
(deficiencia de oxigeno) en las raices de las plantas de maiz (Verslues et al., 1998).
Adicionalmente se ha encontrado que el comportamiento de plantulas de especies
monocotiledoneas es diferente al que muestran las dicotiledéneas cuando se
desarrollan en varios niveles de estrés osmoético impuesto con PEG-20000. En
general, las monocotiledéneas resultan mas sensibles al estrés a nivel del sistema

radical, inclusive existen diferencias significativas entre especies (Materechera et

al., 1992).

Por sus caracteristicas el PEG (Cell Chemical Company, 2000), se ha empleado
como agente que induce estrés por déficit hidrico en varias especies de plantas,
como Lycopersicon esculentum (Bressan y Hasegawa, 1981; Handa y Bressan,
1982, Bressan et al., 1982), en Oryza sativa (Yeo y Flowers; 1984, Pandey y
Agarwal, 1998), Capsicum annuum (Santos y Ochoa, 1994), Eleusine coracana
(Uma et al., 1995), Triticum aestivum (Kerepesi y Galiba, 2000; Pauk et al., 2002),
Zea mays (Jia et al., 2001) y en Picea glauca (Stasolla et al., 2003).
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En arroz, el uso de PEG mas NaCl disminuye la toxicidad de la sal en las
plantulas y por lo tanto reduce su tasa de muerte. El PEG tiene efecto al reducir
el transporte de Na+, K+y Cl- hacia el interior del tejido (Yeo y Flowers, 1984). En
ésta misma especie, el estrés inducido por PEG causa la acumulaciéon de prolina
en el vastago y reduce la actividad de la enzima nitrato reductasa en las plantas
(Pandey y Agarwal, 1998).

Existe mayor frecuencia de estudios in vivo que consideran a la fotosintesis como
proceso metabdlico mas afectado por el estrés osmético, dependiendo del grado de
tolerancia del genotipo.

Considerando que la sequia es la combinaciéon de factores estresantes como alta
intensidad luminica, alta temperatura y déficit hidrico, Jagtap et al. (1998)
estudiaron las respuestas fisiologicas del sorgo a cada factor por separado.
Determinaron que cada factor tiene efectos diferentes sobre las plantas, pero el
estrés por déficit hidrico simulado con PEG-6000 (7.5 %), adicionado a la soluciéon
nutritiva tuvo los efectos mas detrimentales sobre la acumulaciéon de biomasa,
contenido de clorofila, eficiencia del fotosistema II, actividad de la enzima
PEPcarboxilasa y sobre la producciéon de oxigeno fotosintético. Tales efectos
fueron menos drasticos en la variedad tolerante a la sequia. Por otra parte,
Bhargava y Paranjpe (2004) evaluaron plantulas del mismo cultivo pero
incrementando gradualmente el contenido de PEG-6000 en la solucién nutritiva
de 5% hasta 25 % durante una semana. Al intensificar el estrés osmético las hojas
mostraron menor contenido relativo de agua, baja tasa fotosintética, reducida
conductancia estomatica y menor eficiencia del transporte de electrones hacia el
fotosistema II, principalmente en las variedades susceptibles. Sin embargo, la
concentracion intercelular de CO2 incrementé con el estrés indicando que la
inhibicién de la actividad fotosintética se debié a factores metabdélicos.

Cultivos hidropénicos de plantulas de trigo fueron sometidos a estrés hidrico con
PEG. Los genotipos tolerantes acumularon carbohidratos reductores (sacarosa y

fructuosa) en mayor cantidad con respecto a los genotipos sensibles. Esta
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acumulacion de carbohidratos solubles en el tallo se sugiri6 como marcador para
seleccionar aquellos materiales mas tolerantes (Kerepesi y Galiba, 2000).

Una serie de trabajos efectuados en trigo bajo estrés osmoético indican que con una
concentracion de 21 % de PEG-4000, adicionado a la solucién nutritiva durante 7
d, disminuy6 la conductancia estomatica, la fotosintesis neta, y el contenido de
agua; pero aumento la eficiencia en el uso del agua y el contenido de acido
abscisico, principalmente en la variedad tolerante Kobomugi (Nagy y Galiba,
1995). Usando esta variedad tolerante de trigo y PEG-6000, Gallé et al. (2002)
encontraron una disminucion del crecimiento relativo de la planta, del potencial
hidrico foliar, del potencial osmético foliar y el rendimiento cuantico del
fotosistema II pero, con mayor énfasis en la variedad susceptible. Los resultados
indicaron que la variedad Kobomigi conservé mayor agua en sus tejidos por el
rapido cierre de estomas, manteniendo tanto el potencial osmoético como la
actividad fotosintética sin cambios significantes. En forma similar Liu et al.,
(2004) detectaron en plantulas de trigo estresadas con PEG-6000 (-0.55 MPa) una
disminucioén del contenido de agua en las hojas, menor tasa de crecimiento de la
planta y baja actividad de las enzimas H+-ATPasa y H+-PPasa del tonoplasto de
vacuolas de la raiz, principalmente en la variedad susceptible. En la variedad
tolerante se incremento el contenido de espermidina y putrescina en el tonoplasto
en comparacion con la variedad susceptible en respuesta al estrés osmético.

Para estudios del estrés por déficit hidrico en maiz, se ha empleado el PEG al 20
%, y se produjo un incremento significativo de ABA en raiz y hoja. La
acumulacion de ABA, se relacioné més con la pérdida de peso en el tejido que con
el potencial osmético. Los resultados indican que el inicio de la acumulacién de

ABA esta relacionada con cambios en el volumen celular (Jia et al., 2001).

En plantulas de maiz de 13 d de edad, cultivadas bajo estrés osmoético (-1.4 MPa)
con sorbitol durante 24 h en macetas, el contenido relativo de agua en las hojas
disminuy¢ significativamente (de 99.2 % a 73.0 %) (Valentovic et al., 2006). El

menor contenido de agua en plantulas de maiz de 4 a 6 semanas de edad bajo
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estrés osmoético (-0.35 MPa) con PEG (16.23 %) por 48 h se explic6 por la
reduccién en la tasa de absorcion de agua, la cual recuperé su ritmo normal al

retirar las plantulas del estrés (Van der Weerd et al., 2001).
2.3.4.2 Respuestas in vitro

La seleccion in vitro para tolerancia a la sequia se ha logrado adicionando al
medio de cultivo moléculas no penetrantes, de alto peso molecular y
osmoéticamente activas, tales como PEG-4000 o PEG-6000. Puesto que el
incremento en la tolerancia a la sequia esta comtinmente asociada al incremento
a la tolerancia a la salinidad, las plantas obtenidas de cultivos in vitro tolerantes
a la sal (NaCl), podrian también ser candidatos para su evaluacién en resistencia
a la sequia (Nabors, 1992). Los estudios de las respuestas al estrés, usando PEG y
NaCl, han demostrado que es factible detectar variaciéon genotipica a nivel de
plantula. Con ambas sustancias se han detectado fenotipos de tomate y maiz
tolerante y susceptible, incluso el comportamiento de los genotipos ha sido similar

en PEG y en NaCl (Uma et al., 1995).

Mejia (2001), reporta en maiz que la capacidad de multiplicacién de los brotes del
explante sujetos a la influencia del estrés por PEG se mantiene; sin embargo, las
variables altura del brote y su nimero de hojas expandidas disminuyen afectando
su vigor. Las hojas de los brotes cultivados en estrés mostraron consistencia mas
dura en comparacion con aquellas cultivadas sin el agente estresante. Durante el
proceso de multiplicacion de los brotes in vitro con estrés, aproximadamente el 33
% no se multiplica, 19 % desarrolla 6rganos florales, y sdlo el 48 % producen
brotes vegetativos que son capaces de regenerar una planta completa. Los
analisis histolégicos de brotes con tres ciclos de seleccion en PEG (12.5 % de
concentracion), indicaron que los brotes se originan de yemas axilares de los
nudos del tallo, como resultado de la continua proliferacion por organogénesis.
Estas yemas axilares dieron origen a nuevos brotes que mostraron conexion con el

tejido vascular, lo que permite suponer que su origen fue similar a sus
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precursoras. Los cortes histolégicos en ellos permitieron observar la presencia de
almidoén en los primordios vegetativos y reproductivos. Se infiere que el almidén

puede estar relacionado con el ajuste osmético en las células.

Adicionalmente, trabajando con maiz in vitro, se usaron brotes para estudiar su
respuesta al estrés osmoético impuesto por PEG 8000 en diferentes dosis (desde
0% hasta 30%), como el agente simulador del déficit hidrico. El ntimero de
explantes con brotes disminuyé conforme se incrementé la concentracién del
agente. La altura de los brotes se afecto en funcién de los genotipos de maiz
evaluados. Su estudio histolégico indicé que los brotes provenientes de yemas
axilares presentaron un crecimiento mas vigoroso que los brotes originados de
novo. Asi la variable altura del brote se relacioné con la tolerancia al déficit
hidrico. Las lineas evaluadas tendieron a producir gran frecuencia de
inflorescencias femeninas, masculinas y algunos brotes vegetativos. Fue evidente
que las concentraciones de PEG afectaron el proceso de diferenciacién en los

brotes de varios genotipos, asi como el crecimiento en longitud (Iracheta, 2002).

En arroz, una vez que se seleccionaron callos por su tolerancia a la salinidad in
vitro, se regeneraron plantas que se cultivaron en campo. Posteriormente, para
confirmar su tolerancia, se usaron plantulas de la linea original y de los clones
para someterlas a estrés con una soluciéon nutritiva conteniendo 15 % de PEG-
6000. Después de 6 semanas en tales condiciones se encontr6 que los clones
sobrepasaron a la linea original en porcentaje de plantulas sobrevivientes,
contenido de prolina y de azicares solubles en las hojas. En consecuencia se
confirmé una correlacién de la tolerancia in vitro con el comportamiento ex vitro y
que la variacion somaclonal durante el cultivo de callos permiti6 seleccionar

variantes tolerantes (Vajrabhaya et al., 2001).
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2.4. Relacion dosis-respuesta en estudios de estrés

2.4.1. Importancia

Un agente toxico es el productor de una respuesta adversa en un sistema
biolégico. En términos cuantitativos la intensidad de la respuesta biolégica es
proporcional a la dosis que actiia sobre el organismo; asi, se ha podido establecer

una correlacion matematica que describe esta interaccion (Valle y Lucas, 2000).

Para determinar la relacion “dosis-respuesta” de un agente toxico de origen
sintético sobre un organismo, se deben considerar los siguientes factores: a)
seleccion del tipo de variable respuesta y su cuantificacion, b) definicién del
organismo de prueba (sistema biolégico), c) periodo de experimentacion o duracion
del ensayo, d) serie de dosis a probar y, e) via de administracién (Valle y Lucas,
2000).

La respuesta biolégica para una poblaciéon de animales o plantas, cuando se
ensayan varias dosis; de un agente toxico se representan dichas dosis
administradas en las abscisas y el porcentaje de respuesta en las ordenadas, se
obtiene una curva ascendente como la mostrada en la Figura 3, la cual muestra
que al incrementar la dosis la respuesta inicial es rapida, pero a mayores dosis los
incrementos en la respuesta son mas moderados y tienden a ser asintéticos (Valle

y Lucas, 2000).
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10 =-
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(%)

Dosis administrada (mg/Kg)

Figura 3. Curva dosis-respuesta sin ninguna transformacion estadistica
de los datos (Fuente: Valle y Lucas, 2000).

Una modificacion a la relaciéon dosis-respuesta es la transformacion de las dosis a
valores logaritmicos, con esto se obtiene una curva sigmoidal simétrica (Figura 4).
En esta curva, la parte media es lineal y por consiguiente se tiene una mayor
precision en los calculos por regresion. Por esta razon se decidié tomar el valor de
50% de la respuesta y la dosis correspondiente (Dosis media efectiva) para
caracterizar el grado de toxicidad de una sustancia (Valle y Lucas, 2000).

Para la determinacion de la dosis media efectiva (DEso) y valores extremos, se
realizan transformaciones en los datos para obtener una representacion lineal.
En un principio fue el uso de la dosis (en el eje X) transformada a logaritmo de
base 10; posteriormente surgié la idea de que la respuesta (en el eje Y) de los

individuos se trasformara a unidades probit (probability unit, en lengua inglesa).
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100 =

Respuesta
Biolagica
(%) 50 =

Logaritmo de la dosis administrada

Figura 4. Curva de toxicidad en funcion de la dosis de un agente quimico
(Fuente: Valle y Lucas, 2000).

Lo anterior resulté porque la curva sigmoidal es relativamente lineal entre 16% y
84% de la respuesta, lo que corresponde aproximadamente a los limites de una

desviacién estandar de la media de la poblacién (x+o). Ya que la respuesta

biolégica sigue una distribucion normal es posible manejar unidades de

probabilidad denominadas desviaciones equivalentes normales (DEN =

Zi_ﬂ),y
o

para evitar valores negativos se transforman los valores de la respuesta en
unidades probit (Yi= DEN+5) como se puede observar en el Cuadro 1 (Valle y
Lucas, 2000).
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Cuadro 1. Unidades Probit obtenida a partir de los valores de la
respuesta a un agente quimico (Valle y Lucas, 2000).

Respuesta (%) DEN Unidades Probit

0.1 -3 2

2.3 -2 3
15.9 -1 4
50.0 0 5
84.1 +1 6
97.7 +2 7
99.9 +3 8

La ventaja de la transformacion a unidades Probit es que la relacion dosis-
respuesta es lineal y por consiguiente se obtendra una reduccién en el nimero de
individuos a ensayar para establecer el analisis de regresion (Valle y Lucas,

2000).
2.4.2. Dosis y concentracion letal media.

Un parametro para definir el grado de toxicidad de una sustancia lo constituye la
dosis letal media (DLso). Es la dosis a la cual se produce la muerte al 50 % (la
mitad) de los individuos sujetos al estimulo. Estadisticamente se puede calcular
el intervalo probable en que se presenta la DLso, por medio de regresion lineal,
entre el logaritmo de las dosis y las unidades Probit correspondientes a los
valores de la respuesta. Por ejemplo, si la DL5o=11.5 indica que se requieren 11.5
mg de toxico por Kg de peso para matar al 50% de la poblacion de un grupo de

ratones (Infante y Calderén, 1980; Valle y Lucas, 2000).

Cuando se habla de agentes como compuestos volatiles dispersos en la atmoésfera
0 en agua, se acostumbra definir el grado de toxicidad de los compuestos por un
indice: “la concentracion letal media” (CLso). Esta es la concentracion del agente
que se encuentra en el aire o agua (generalmente expresado en términos de ppm o

mg L), que causa la muerte en el 50% de los individuos de experimentacion.
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Cuando se reporta un CLso es indispensable anotar el tiempo de exposicién (Valle

y Lucas, 2000).

2.5. Seleccion recurrente

2.5.1. Definicion

La seleccion recurrente se define ampliamente como la seleccion sistematica de
individuos deseables de una poblacion, seguida de la recombinacién de tales
individuos para formar una nueva poblacién. Este proceso se visualiza como un
ciclo que incluye el desarrollo de la poblaciéon, evaluaciéon de los individuos de la
poblacién y la seleccion de los individuos superiores como progenitores para
formar una nueva poblacion para el siguiente ciclo de seleccion (Fehr, 1993). Con
esto se logra cambiar en determinado sentido la media genotipica de una
poblacién, de una generacion a la siguiente, ya que los individuos o familias
seleccionadas conformaran la muestra de progenitores que se aparearan

esperando que la progenie sea superior (Molina, 1992).

Un ciclo de seleccion es completado una vez que una nueva poblaciéon ha sido
formada. La poblacién inicial que se desarrolla para un programa de seleccion
recurrente es conocida como la poblacion base o poblacion del ciclo cero. La
poblacion formada después de un ciclo de selecciéon se nombra poblacion del ciclo
uno; la poblacion del ciclo dos se desarrolla del segundo ciclo, y asi sucesivamente

(Fehr, 1993).

La selecciéon es un proceso muy antiguo y para su implementacion se deben
considerar dos aspectos fundamentales: 1) La seleccion solo actia sobre
diferencias heredables, 2) la seleccion no crea variabilidad sino que actia sobre la
ya existente. Al aplicar algin método de seleccion es requisito indispensable
conocer la heredabilidad del caracter. Este rasgo determina que la seleccion sea

eficiente y permite emplear el método idéneo de seleccion (Flores, 2001).
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2.5.2. Importancia

El objetivo de la seleccion recurrente es mejorar una o dos poblaciones
considerando uno o mas caracteres. Las poblaciones mejoradas se usan como
variedades por si mismas, como progenitores para una variedad hibrida, y como
una fuente de individuos superiores que se usan como lineas mejoradas, lineas

puras, clones o progenitores para una variedad sintética (Fehr, 1993).

El progreso a través de la seleccién recurrente depende de la siguiente regla:
cuando los fenotipos superiores son seleccionados, se espera que se hayan
seleccionado los genotipos sobresalientes; es decir el fenotipo y genotipo estan
correlacionados en algin grado. De otro modo el progreso a través de seleccion
seria imposible. El grado en el cual el comportamiento genotipo de los
progenitores superiores se transmite a la descendencia depende de la
heredabilidad de la caracteristica bajo seleccion (Hallauer y Miranda, 1981).
Existen varias formas para lograr progresos en el mejoramiento a través de la
seleccion: incrementando la presion de seleccion, explotando la varianza aditiva,
incrementando la variacién genética, y controlando los efectos ambientales

(Hallauer y Miranda, 1981).

Existen caracteristicas que deben ser considerados como basicas en el
mejoramiento de plantas, en funciéon del arquetipo de planta que cubra las
necesidades y los objetivos de un programa de fitomejoramiento. Sin embargo,
ademas de la morfologia de la planta, las caracteristicas de naturaleza
bioquimica, son importantes ya que forman parte de la respuesta al estrés y
pueden ser usados como nuevos indicadores en el proceso de seleccion. Por lo
anterior, es recomendable detectar e investigar a fondo los criterios de seleccion
convenientes en el mejoramiento de las plantas (Flores, 2001). Adicionalmente,
muchas de las caracteristicas de las plantas que tienen importancia agronémica

se debe a la accién de poligenes, por lo tanto son recomendables métodos de
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genética cuantitativa para desarrollar el proceso de selecciéon y determinar el

avance genético promedio por ciclo (Vega, 1988).

2.5.3. Métodos de seleccion convencional

Un método genotécnico es el conjunto de técnicas de campo y de logistica basadas
en la teoria de uno de los sistemas de seleccion (Marquez, 1985). Los métodos
genotécnicos se clasifican en tres grupos: seleccion masal, selecciéon familial y
seleccion combinada (Molina, 1992; Marquez, 1985), los cuales se describen a

continuacion.

Seleccion masal. La unidad de seleccion es el individuo y la forma de
recombinaciéon de los individuos seleccionados origina dos modalidades; a) la
recombinacién ocurre con polinizacién libre antes de seleccionar los individuos,
por lo tanto hay control solamente del progenitor femenino; y en b) donde la

recombinacion se realiza entre los individuos previamente seleccionados.

Seleccion familial. En este tipo las unidades de seleccion son grupos de
individuos que tienen entre ellos el mismo grado de parentesco. En el caso del

maiz se tienen las siguientes variantes:

c¢) Familias de medios hermanos. Es la progenie que resulta al tomar mazorcas
derivadas por polinizacién libre, por cruzas fraternales. Los individuos tienen en

comun el progenitor femenino pero diferentes progenitores masculinos.

d) Familias de hermanos completos. Provienen del cruzamiento entre un par de

plantas. La progenie tiene en comtin ambos progenitores.

e) Lineas S1 o familias de autohermanos. Proviene de la autofecundaciéon de las

plantas.

La diferencia entre los métodos de seleccion familial es el tipo de polinizacion
controlada que se hace para recombinar los genes de las familias seleccionadas y

asi obtener nuevas familias.
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Seleccion combinada. Consiste en la unién de diferentes métodos ya

mencionados. De esta manera surgen 9 métodos de selecciéon combinada: (c+a),

(c+b), (d+a), (d+b), (e+a), (e+b), (c+d+a), (c+d+b) y (c+b+e+a).

En general los métodos genotécnicos convencionales divergen en la proporcién de
la varianza genética aditiva que abarcan por ciclo de seleccién (respuesta a la
seleccion), el nimero de estaciones de cultivo que requieren, el tipo de familias

que se seleccionan y los recursos materiales invertidos.

La seleccion de un método de mejoramiento debe conducirse con base a la
tecnologia disponible, el cultivo (tipo de reproduccién, su uso y su grado de
domesticacion), la caracteristica de interés (monogénico, poligénico y si esta
disponible en el germoplasma sexualmente compatible), la infraestructura y las

necesidades del consumidor (Cassells y Doyle, 2003).

2.5.4 Aplicacion de la seleccion recurrente en seleccion in vitro

No obstante de que la seleccién in vitro de células en suspension por tolerancia a
la salinidad presenta varias ventajas, pocos reportes muestran que se han
regenerado plantas tolerantes a partir de las células seleccionadas. Tal es el caso
de la seleccion in vitro de callos, de células en suspension y de embriones
somaticos de Vitis rupestres, donde hubo embriones que toleraron la salinidad; sin
embargo, en la etapa de regeneracion no hubo éxito puesto que algunos embriones
se tornaron ennegrecidos y murieron (Lebrum et al., 1985). Estos cambios
cualitativos de ennegrecimiento también se observaron en callos de maiz
sometidos a estrés por salinidad (Urechean, 2003). Por su parte, Dracup (1991)
indica que la seleccion in vitro de células por tolerancia a la salinidad ha tenido
escasos éxitos ya que las plantas regeneradas no expresan esa caracteristica ex
vitro, aunado a varios problemas técnicos para la estimacion de parametros

hidricos en las mismas.
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Lebrum et al. (1985) criticaron la autenticidad de una tolerancia de origen
genético o la ocurrencia de una adaptacion fisiolégica transitoria presentada en
las células y embriones durante su cultivo bajo estrés. Al respecto Chadler et al.
(1988) postulan que durante el proceso de seleccion de células en suspensién no
existe o se pierde la capacidad de regeneracion. Por ello, plantearon como
alternativa la seleccion in vitro de brotes suponiendo una mayor capacidad de
regeneracion. Este enfoque lo aplicaron a varias especies (Beta vulgaris,
Nicotiana tabacum, Brassica campestris ssp. pekinensis y Brassica napus),
usando meristemos apicales como explantes y la via de organogénesis directa
para obtener brotes adventicios, los cuales se seleccionaron en varios niveles de
salinidad. La selecciéon por tolerancia consistié en subcultivar aquellos brotes
saludables y verdosos. Después de la seleccion se establecieron en medio de
cultivo con varios niveles de salinidad (0, 70 y 140 mM de NaCl). Con excepcién
de Beta vulgaris, en las demads especies no se encontré evidencia de tolerancia, ya
que los brotes presentaron menor vigor con respecto al testigo. Los investigadores
indican que la ineficiencia de la seleccién en algunas especies podria obedecer a la
baja variacion genética en los brotes adventicios, lo cual indica que la variabilidad
para tolerancia a la salinidad es expresada unicamente en callos y en
consecuencia la tolerancia no puede obtenerse usando brotes. Por su parte,
Sharry y Taxeira (2006) obtuvieron callos organogénicos de Melia sp. tolerantes a
la salinidad, reflejado en su mayor tasa relativa de crecimiento. Explican que esa
tolerancia pudo deberse a la existencia de variacién genética en los explantes
(cotiledones) o la ocurrencia de alguna mutaciéon durante el cultivo.

Existen otros casos donde se combina la seleccion in vitro con la subsiguiente
regeneracion de plantas, asi se ha logrado la generaciéon de plantas de arroz
resistentes a concentraciones téxicas de aluminio en el medio de cultivo. Por otro
lado, se observo la aparicion de plantas resistentes a partir de callos de
variedades susceptibles mantenidos en medio de cultivo sin aluminio. En otro

caso ocurri6 la obtencion de resistencia a Fusarium oxysporum en clavel.
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Cultivando callos derivados de segmentos internodales de dos cultivares
susceptibles durante dos ciclos de seleccion. El 32 % de las plantas regeneradas
presento considerable resistencia al patéogeno en experimentos de campo (Cardone
et al., 2004).

En ambos casos la obtencién de resistencia fue posible porque ésta caracteristica
existia en la poblacién original (entonces el cultivo serviria s6lo para recuperar los
genotipos tutiles), o bien, surgié por variacion somaclonal durante el proceso de
cultivo (Cardone et al., 2004).

En otras investigaciones se ha usado el PEG durante la seleccion in vitro de
alfalfa. Dragiiska et al, (1996) tomaron explantes de plantulas de alfalfa
cultivadas in vitro promoviendo la embriogénesis indirecta en presencia de PEG
(10 %). Los embriones desarrollados se seleccionaron y cultivaron sin agente
estresante hasta regenerar plantas. En el segundo ciclo de seleccién se tomaron
explantes de las plantas regeneradas y luego se indujo la embriogénesis en
presencia del agente osmoético, nuevamente los embriones desarrollados se
cultivaron en medio de cultivo sin estrés osmético donde se maduraron y se
regeneraron plantulas. Se repiti6 lo anterior con las plantas regeneradas para
completar un tercer ciclo de seleccion. Finalmente se obtuvieron cuatro plantas y
para corroborar su tolerancia se sumergi6é su sistema radical en una solucion
acuosa con 15 % de PEG. En esta fase se observé que las plantas seleccionadas in
vitro presentaron mayor biomasa, longitud del tallo, nimero de nudos y longitud
de los entrenudos con respecto a las plantas de la poblacion original.

Por otra parte se ha hecho seleccion in vitro de células de chile variedad
Tampiqueno-74 cultivados en medio liquido con 15 % de PEG-8000. Hubo dos
clones celulares seleccionados por su capacidad de crecer en esa concentracion y
posteriormente se sometieron a mayores niveles de estrés (20 % y 25 %). Se
observé que los clones tolerantes tuvieron mayor crecimiento en 5 % y 10 % de

PEG con respecto al testigo (0 %), pero con mayor estrés (15 % a 30 %) el
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crecimiento disminuyd, en mayor medida en las células originales. Sin embargo,

la regeneracion no fue exitosa (Santos y Ochoa, 1994).

También se ha hecho la seleccion in vitro de callos de trigo en presencia de sal (10
g L1 de NaCl) en el medio de cultivo sé6lido. Las plantas regeneradas se cultivaron
y sus semillas se sembraron in vitro con diferentes niveles de salinidad. Las
plantulas del material seleccionado presentaron mayor longitud de raiz y de
coledptilo con respecto al material original (no seleccionado in vitro) en los
mayores niveles de salinidad (20 y 30 g L'1). La evaluacién en madurez fisiol6gica
no arroj6 diferencias significantes en cuanto a la longitud y nimero de granos por
espiga y altura de planta (Zair et al., 2003); es decir, la tolerancia a la salinidad
no implicé una reduccion en los componentes del rendimiento de grano. Esto lo
demostr6 Abdel-Ghany (2004) al determinar que las variedades de trigo
cultivadas in vitro y sobresalientes bajo estrés osmoético, no necesariamente

tuvieron el mejor rendimiento de grano en campo.
2.6. Usos de la variacion somaclonal en la seleccion in vitro
2.6.1. Introduccion

A pesar del éxito obtenido por los programas del fitomejoramiento convencional,
especialmente tras la aplicacion de nuevas herramientas de seleccion y
ampliaciéon de la base genética disponible para la misma, han surgido algunos

limites bien definidos, a saber (Benitez, 2005):

v La imposibilidad de realizar la manipulaciéon dirigida de la
secuencias de ADN

v' La imposibilidad de evitar la co-trasferencia de genes ligados al gen
que confiere la caracteristica de interés bajo seleccion, dando lugar a
caracteristicas fenotipicas indeseadas (pleiotropismos)

v" Un tiempo prolongado necesario para la incorporaciéon de los genes
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de interés, la eliminacion de genes responsables de efectos pleiotropicos y la

obtencion final de una variedad aceptable.

2.6.2. Caracteristicas de la variacion somaclonal

Cuando se trata de una regeneracion vegetativa, las plantas regeneradas a partir
de explantes diploides deberian ser idénticas a la planta madre. No obstante, esto
no es siempre asi. Se ha observado entre las plantas regeneradas una variacion,
que afecta negativamente al productor comercial puesto que este busca la
uniformidad, pero afecta positivamente al fitomejorador ya que puede conseguir

variantes cuyas caracteristicas esenciales conviene conservar (Cubero, 2003).

El cultivo in vitro por si mismo puede ser estresante para las células vegetales e
involucra procesos mutagénicos durante el establecimiento del explante, la
induccion de callo, la formacién de embriones y la regeneracion de plantas. Por
esta via es posible obtener variacion, itil en el mejoramiento vegetal, denominada
variacion somaclonal o somatoclonal, la cual involucra cambios en las plantas
regeneradas que son transmitidos a la progenie. Asimismo cabe citar la
ocurrencia in vitro de interacciones no especificas que no generan variacion
estable y transmisible, pero que conducen a cambios en la expresién génica.
Dichos cambios, denominados epigenéticos, son también considerados por algunos
autores como variaciéon somaclonal mientras que otros sélo incluyen los cambios
estables (Cardone et al., 2004)

Entre los mecanismos por los cuales ocurre la variacion somaclonal estan las
alteraciones en el cariotipo, mutaciones puntuales, recombinacion somatica e
intercambio de cromatidas hermanas, rearreglos génicos somaticos, transposones,
amplificacién y/o metilacion del ADN, y cambios en el ADN de los organelos. Por
ello, aunque los caracteres morfolégicos son sencillos de evaluar, muchos aspectos
de la variaciéon suceden sin manifestarse en cambios morfolégicos evidentes

(Cardone et al., 2004 ).
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Si bien desde el punto de vista practico la variacion somaclonal no resulta
conveniente en todos los casos, debido a que no es posible predecir ni dirigir el
tipo de variacion y es necesario trabajar con grandes poblaciones de plantas, es
entender el mecanismo para evitarla en casos donde se quiere fidelidad genética,
como en la micropropagaciéon, la conservacion de germoplasma y la
transformacién de plantas. No obstante en algunos casos, puede representar una
fuente rapida y facilmente accesible de variacion para utilizarse en programas de
mejoramiento, especialmente para especies con sistemas genéticos limitados y/o

de base genética estrecha (Cardone et al., 2004).

2.6.3. Factores relacionados con la generacion de variacion somaclonal

La aparicion de la variacion somaclonal depende de varios factores, entre los que

se han citado (Cardone et al., 2004):

Genotipo. En general se asume que la frecuencia de cambios dependera de
variaciones preexistentes en el genotipo y de las interacciones que surgen entre el
genotipo y el proceso de cultivo.

Nivel de ploidia. Los poliploides, con mas de dos juegos completos de
cromosomas, toleran la ganancia o pérdida de cromosomas, pudiendo asi cumplir
con los requisitos para la regeneracion. En los diploides, la pérdida o la alteracion
de cromosomas que llevan genes vitales impediran la regeneraciéon de las plantas,
llegando con éxito a esta etapa sélo aquellos explantes que tengan su
complemento cromosémico completo.

Explante. Las quimeras son mosaicos genéticos. Esto significa que dentro de una
misma planta existen células con diferente constitucion genética, lo cual se debe a
una serie de cambios producidos en el ADN nuclear de ciertos tipos celulares. Si
estos tejidos se utilizan como explantes y sus células son inducidas a dividirse y
rediferenciarse, las diferentes lineas celulares podrian originar a plantas

genéticamente diferentes. Por lo tanto, la utilizacion de explantes con tejidos
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quiméricos preexistentes puede resultar en una fuente extra de variacién. Sin
embargo, la recuperacion de quimeras a partir de explantes no quiméricos es un
fenomeno frecuente que puede ocurrir a partir de procesos organogénicos.

Via de regeneracion. En especies de los géneros Pennisetum, Panicum, Yy
Lolium la variacion observada en cultivos embriogénicos es relativamente menor
que la que aparece en cultivos organogénicos. Esto probablemente se debe a la
gran presion de seleccion impuesta en la formacion de los embriones, mayor que
la requerida en la formacion de brotes. Se postula que el gran ntimero de genes
requeridos para la iniciacién y maduracion de embriones cigéticos y somaticos
impediria la acumulacion de mutaciones deletéreas. Sin embargo, se ha
observado variantes en plantas de café, apio y cana de azdcar regeneradas a
través de embriogénesis somatica.

La mayor parte de la variacion obtenida in vitro parece provenir de la fase de
callo. La iniciacién de un callo puede ser andloga a la respuesta de las plantas a
heridas, dando se activan transposones y estimulan enzimas y productos
especificos que se inducen también en situaciones de estrés. Cuando comienza la
divisién celular a partir de tejidos diferenciados, que dara origen a un callo, se
incrementa el riesgo de inestabilidad cromosémica. La variacién que ocurre en los
numeros cromosoémicos en la primera fase de la inducciéon del callo seria el
resultado de fragmentacion nuclear seguida por mitosis de los fragmentos
nucleares, combinada con la mitosis normal de los nucleos intactos (nucleos
euploides).

Medio de cultivo. El estado fisico del medio de cultivo también influye en el
nivel de variacion obtenida. Un mismo explante puede tener diferente
comportamiento si se cultiva en medio sé6lido o en medio liquido.

Las fitohormonas, principalmente el 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiacético)
también pueden ser inductores de inestabilidad, ya que ejercen profundos efectos
sobre la respiracion celular, el consumo de azicares y en el control de la divisién

celular. Por ello se especula acerca de su participacion indirecta en la induccion
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de cambios en el metabolismo celular y tisular de plantas creciendo in vitro.
Aparentemente el 2, 4-D involucra un incremento sustancial en la transcripcion
que puede alterar la estructura de la cromatina, por lo que se sugiere que induce
desdiferenciacion y este proceso seria el generador de los cambios.

El 2,4-D, el AIA (acido indolacético) y el ANA (4cido naftalenacético) son
responsables de los incrementos en la metilaciéon de la citosina que tiene lugar
durante el cultivo in vitro. Los sectores en el ADN, donde ocurre la metilacion se
consideran puntos probables de mutacion, ya que la desaminaciéon de una 5-metil
citocina resulta en un cambio de la base de citocina a timina. Las auxinas tienen
mayor correlacién con el porcentaje de 5-metil citosina. Las citocininas no tienen
efecto en este sentido.

En papa el cambio en la composicién de las fitohormonas durante el crecimiento
del callo la iniciacion de los vastagos, se relaciona con elevados niveles de
variaciéon genética. Estos datos sugieren que la fase de callo es un periodo
sensible en el cual la manipulacién hormonal afecta la estabilidad de las plantas
regeneradas.

Otro factor a considerar es la deficiencia de oxigeno que se genera durante el
curso del cultivo. El estrés por falta de oxigeno en las células de la superficie del
callo es diferente al de aquellas células que se encuentran situadas
profundamente en la masa del mismo. La anaerobiosis resultaria en la produccion
de etanol, el cual podria comportarse como un mutageno. Un efecto similar lo
tienen los metabolitos producidos por las propias células.

La edad del cultivo es otro factor que afecta el nivel de variacion, ya que aumenta
la proporcion de variantes en cultivos envejecidos y también en plantas obtenidas
a través de varios subcultivos. Esto se ha observado en ajo, maiz, avena, tabaco,
triticale y pasto ray triploide. La variacion puede minimizarse realizando
subcultivos frecuentes de explantes no envejecidos. Sin embargo, otros trabajos
indican que las variaciones se producen al azar en los diferentes subcultivos, no

habiendo una relacién lineal entre el nimero de subcultivos y la cantidad de
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variacion obtenida en plantas micropropagadas. La variacion en este caso se ha
detectado por marcadores mediante RAPD a lo largo de diez subcultivos.

La deficiencia o exceso de minerales también afecta la estabilidad genética in
vitro. Las deficiencias o excesos de azufre, fésforo, nitrégeno, calcio y magnesio

pueden resultar en cambios genémicos.

Es evidente que los mecanismos que operan en la inducciéon de variacién son
numerosos, diversos, y probablemente actian simultaneamente, conduciendo a
cambios en caracteres cuali y cuantitativos. Detectar y analizar las
modificaciones genémicas generadas por cultivo in vitro reviste interés desde un
punto de vista practico, ya que las mismas pueden ser fuente de material para
seleccionar caracteres de interés, y desde un punto de vista teérico, ya que
permiten realizar estudios basicos acerca de la variaciéon y el posible control de la
misma. La ocurrencia de variacion somaclonal puede detectarse con marcadores

fenotipicos, bioquimicos y moleculares (Cardone et al., 2004).

2.6.4. Variacion somaclonal y su aplicacion en el mejoramiento genético

Los cambios resultantes de la variacion somaclonal son generalmente
indeseables, pero la apariciéon ocasional de caracteres que representan una
ventaja desde el punto de vista agronémico permite utilizar este fenémeno en
programas de fitomejoramiento; es decir, la variacién somaclonal proveeria una
fuente adicional de variabilidad genética, utilizable en programas convencionales
de mejoramiento. Se ha utilizado en algunos casos para conferir caracteres
deseables a cultivares de importancia econémica, entre los que se incluyen la
resistencia a enfermedades, la tolerancia a suelos acidos y la salinidad (Cardone

et al., 2004).

Algunas de las ventajas que presenta la variacion somaclonal pueden resumirse
de la siguiente manera (Cardone et al., 2004):

v' Es relativamente poco costoso generarla.
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v Constituye una forma rapida de generar variacion genética,
particularmente para cultivos con base genética estrecha y que son dificiles de
mejorar a través de técnicas tradicionales.

v" Es factible de aplicarse para mejorar especies de propagacion sexual
y vegetativa.

v' Las tasas de mutacion son relativamente altas si se comparan con
las tasas de mutaciones espontdneas.

v' El conocimiento de las condiciones que generan inestabilidad
genética durante el cultivo in vitro permitiria utilizar el fenémeno como
estrategia de mejoramiento o permitiria eludirlo en aquellos casos en que se
requiera estabilidad genética, como en la micropropagacion, la conservaciéon de
germoplasma y la transformacion genética.

v' El nivel de cambios indeseables es menor que cuando se utilizan
mutagenos quimicos o fisicos, ya que con la variacién somaclonal la mayoria de

los cambios deletéreos producidos son eliminados en la etapa de regeneracion.

Entre las desventajas cabe mencionar (Cardone et al., 2004):

v" En algunos casos, las variantes somaclonales tienen poca
importancia practica.

v Existe escasa regeneracion de plantas en cultivos de largo plazo.
Generalmente en estos casos existe pérdida de la capacidad morfogénica.

v' La regeneracion esta limitada a genotipos especificos que pueden no
ser de mucho interés para los mejoradores.

v Algunos somaclones son inestables (originados por variacion
epigenética).

v' Algunos presentan alteraciones no deseables como aneuploidia,

esterilidad, etc.

En general, los fitomejoradores buscan en los somaclones caracteres de

importancia practica. La estrategia es utilizar cultivares altamente adaptados
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para modificar algunos caracteres, ya que resulta mas sencillo mejorar

selectivamente una variedad que crear una nueva (Cardone et al., 2004).

2.7. Caracteristicas de la seleccion in vitro

La seleccion in vitro implica aplicar un agente selectivo (patégeno, tratamiento
quimico o fisico) directamente al explante cultivado, consiguiendo asi la
resistencia con la regeneraciéon de plantas (Gunn y Day, 1986). Sin embargo, es
factible realizar seleccion in vitro sin necesidad de regeneracion, bajo la hipétesis
de que las plantas de las que se han obtenido los explantes se comportaran de la
misma forma en presencia del mismo agente. Si asi fuera, esto es, si ocurriera
alta correlacion entre el comportamiento del explante in vitro y el
comportamiento de la planta in vivo, se facilitaria enormemente la labor de
seleccion por resistencia a todo tipo de estrés. En muchos casos la regeneracion no
ha sido posible o no se han conseguido materiales de interés practico. También se
han registrado casos de falta de correlacion entre la resistencia del explante en el

medio de cultivo y la resistencia de la planta regenerada (Cubero, 2003).

El método general de selecciéon in vitro consiste en lo siguiente: cultivar explantes
de distintos genotipos y observar el comportamiento de los callos frente al agente
selectivo, en condiciones de laboratorio. Una vez seleccionados los genotipos
resistentes se procede a la regeneracion de las plantas, que son analizadas para
rectificar la expresion de la resistencia a nivel de campo y luego se introducen en
el programa de mejoramiento. Sin embargo, la seleccion puede llevarse a cabo
mediante dos modalidades (Cardone et al., 2004):

a) Seleccion directa en un solo paso, donde el agente de seleccion es utilizado en
variadas concentraciones a la vez. Este método es simple y efectivo, ya que las
células sensibles al agente moririan, permitiendo el crecimiento de las tolerantes.
Sin embargo, elevados niveles de estrés serian deletéreos a nivel celular,
eliminando materiales que tal vez, con un mayor nivel de diferenciacién tisular

hubiesen sido capaces de regenerar plantas tolerantes.
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b) Seleccién en varios pasos, donde la concentraciéon del agente selectivo es
gradualmente incrementada a través de subcultivos sucesivos y frecuentes.

La seleccion de un método dependera de un monitoreo preliminar que proporcione
una indicacion acerca de la reaccion del tejido vegetal a las concentraciones

letales y sub-letales del agente selectivo (Cardone et al., 2004).

No obstante de los beneficios y logros obtenidos con la seleccién convencional a
nivel de campo, la seleccion de los genotipos adecuados es mas facil con el cultivo
de tejidos de vegetales in vitro. En el campo, la aplicacion uniforme del estrés
deseado es dificil y los recursos invertidos son mayores. Las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales, pueden ser una herramienta eficiente para el fitomejorador al
lograr una seleccién en forma rapida de los genotipos deseados. Sin embargo, las
bases fisiolégicas a nivel celular y de la planta, a la tolerancia al estrés estan

pobremente entendidas y complicadas (Nabors, 1992).

Por medio del cultivo in vitro de células vegetales, se ha logrado investigar
procesos celulares involucrados en las respuestas al estrés por déficit hidrico.
Procesos por los cuales permiten incrementar la supervivencia y/o crecimiento de

las células bajo tales condiciones (Hasegawa et al., 1984).

En particular el uso del cultivo in vitro de células ofrece ventajas en los estudios

de estrés hidrico, tales como (Hasegawa et al., 1984):
1) permite estudiar las respuestas al estrés que operaron a nivel
celular,

2) provee una oportunidad de controlar el ambiente fisico-quimico, lo

cual es dificil en estudios con plantas completas,

3) las células cultivadas en medio liquido son moderadamente

uniformes ontogénicamente y tienen alta capacidad de reproduccién,
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4) las células se exponen uniformemente a los cambios hidricos, y

pueden exponerse en forma constante,

5) la medicion del potencial hidrico y sus componentes se puede

realizar facilmente en una muestra celular,

6) la poblacion celular cultivada muestra cambios fisiolégicos y

bioquimicos, en respuesta al estrés hidrico,

7) las lineas celulares varian en tolerancia al estrés y pueden aislarse

para su comparacioén experimental.

Una de las principales ventajas del cultivo in vitro es la posibilidad de obtener
lineas celulares que muestran varios grados de tolerancia al estrés hidrico. No
obstante la mayor desventaja es que no se trabaja con plantas completas. Sin
embargo, el uso de esta técnica permite estudiar las respuestas celulares al déficit
hidrico y obtener informaciéon que se puede aplicar al entendimiento de las
respuestas de plantas completas; asi como conocer procesos que permiten
incrementar la supervivencia y/o crecimiento de las células bajo tales condiciones

(Hasegawa et al., 1984),

Los métodos de evaluaciéon y seleccion in vitro tienen varias ventajas importantes
con respecto a los equivalentes in vivo: ellos usualmente se aplican en cualquier
época del afio, permiten mantener un control de las condiciones ambientales de
prueba, evitan varios riesgos comunes en campo o en invernadero, y pueden

reducir la cantidad de espacio ocupado por cada ensayo (Gunn y Day, 1986).

2.8. Aspectos moleculares de la tolerancia al estrés osmoético

2.8.1 Herramientas genéticas moleculares para el estudio de genes

La resistencia a la sequia es un fenomeno complejo y su definicién esta basada en

el rendimiento o sobrevivencia relativos de un genotipo, en comparacion con otros
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genotipos sujetos a la misma sequia (Nguyen, 2000; Zarco et al., 2005). El
progreso de la seleccion del rendimiento y su estabilidad bajo condiciones de
humedad limitada ha sido frenado por la baja heredabilidad del mismo,
particularmente en sequia, y por la interaccion genotipo x ambiente. Como una
alternativa a la seleccion directa del rendimiento bajo condiciones de sequia, se
han considerado caracteristicas morfo-fisiolégicas correlacionadas genéticamente
con el rendimiento ademas de su alta heredabilidad. Desafortunadamente solo un
numero reducido de caracteristicas morfo-fisiolégicas retinen estos requisitos, por
tal razon existen pocos casos exitosos reportados sobre el incremento del

rendimiento bajo sequia aplicando seleccion indirecta (Tuberosa et al., 2002).

Ademas, la mayoria de las caracteristicas de importancia agronémica son
complejas y estan reguladas por varios genes, siendo el rendimiento el mas
poligénico y complejo. También la regulacion de las respuestas de la planta al
estrés es aun mas compleja. A pesar de que se ha alcanzado un progreso
significante a través del mejoramiento convencional, se dice que el progreso es
lento, consume tiempo y tiene bajo potencial para mayores avances (Ribaut et al.,

2002).

En suma, los métodos tradicionales usados para investigar el control genético de
caracteres cuantitativos son insuficientes para obtener informacion sobre (Ribaut

et al., 2002):

v' Las regiones del cromosoma que regulan la variacién de cada
caracteristica

v Los efectos simultaneos de cada region del cromosoma sobre otras
caracteristicas y las bases genéticas (pleiotropia o ligamiento) de tales efectos

v' La interpretacion de posibles relaciones causa-efecto entre

caracteristicas.
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No obstante, existen herramientas moleculares factibles de integrarse con el
mejoramiento convencional y con la fisiologia para acelerar el entendimiento
basico de la tolerancia a la sequia en plantas y el desarrollo de mejores
variedades (Nguyen, 2000). Bajo el entendido de que el mejoramiento para
caracteres que muestran variacién continua es arduo y el método a usar esta en
funcion de la heredabilidad, es decir la porciéon de variacion que se debe a los
genes, la deteccion de QTLs (Quantitative Trait Loci) que controlan el caracter de
interés y que estén asociados a marcadores facilmente distinguibles, permitiran

eludir el efecto ambiental aumentando la eficiencia de la seleccion (Nuez y

Carrillo, 2000).

Los marcadores genéticos han hecho posible determinar regiones del genoma
(QTL) que contribuyen en la variacion de caracteristicas de importancia
agronémica (Dudley, 1993; Charcosset y Moreau, 2004), y también permiten
escudrinar los efectos de un mismo QTL sobre otras caracteristicas y sobre el

rendimiento (Tuberosa et al., 2002).

Un avance en la genética es el mapeo de QTLs relacionadas con el
comportamiento y con el rendimiento en condiciones de sequia. En consecuencia,
el enfoque genomico brinda la oportunidad para aislar y entender los QTLs que
condicionan la adaptacién al estrés. Dada la complejidad de la tolerancia a la
sequia, en la mayoria de los cultivos la seleccion de QTLs por si misma es
infructuosa (por su poca estabilidad a través de ambientes). De aqui surge la
estrategia de especificar los QTL’s de interés mediante marcadores (Nguyen,

2000; Ribaut et al., 2000).

Un marcador genético es cualquier diferencia fenotipica entre poblaciones
controlada genéticamente. Por tanto, es un locus marcador comunmente
polimoérfico (variante) utilizado en el analisis genético que permite marcar el locus
que controla la diferencia fenotipica o para marcar otro locus préximo que

controla algun caracter de interés (Nuez y Carrillo, 2000).
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Un marcador genético deseable debe mostrar una variaciéon experimentalmente
detectable entre los individuos de la poblacion, de herencia mendeliana no
epistatica (sin interaccién con otros genes), insensible a los efectos ambientales,
codominante, de rapido analisis y de posible deteccién en las etapas tempranas de
desarrollo de la planta (Picca et al., 2004).
Existen varios tipos de marcadores genéticos: morfolégicos, isoenzimas, proteinas
y de ADN o moleculares (Picca et al., 2004), los que a continuacién se expresan:
Marcadores morfologicos. Son caracteristicas fenotipicas de facil identificacion
visual. Entre sus principales limitaciones se encuentran (Cubero, 2003; Picca et
al., 2004):

1. Nimero reducido de marcadores disponibles en cada poblacién

2. Bajo nivel de polimorfismo

3. Algunos producen alteraciones fenotipicas que dificultan el desarrollo
de la planta

4. Varios estan bajo control poligénico

5. Algunos se expresan en la etapa adulta de la planta, lo cual prolonga el
tiempo de evaluacion en los programas de mejoramiento

6. Casi nunca muestran codominancia y con cierta frecuencia son
pleiotrépicos, esto es, afectan a mas de una funcién al mismo tiempo.
Las isoenzimas. Son las diferentes formas moleculares de una enzima, que
poseen una actividad catalitica comun, es decir actia sobre el mismo sustrato. Su
aplicaciéon en la construccion de mapas genéticos se ha visto limitada por lo
siguiente (Picca et al., 2004):

7. El nimero de marcadores izoenzimaticos disponibles, en general es
menor a cincuenta

8. Su reducido polimorfismo, de dos a cuatro alelos

9. Las formas enzimaticas extraidas de hoja o raiz presentan variaciones
en relacion a las condiciones ambientales de desarrollo y a la edad del tejido, lo

cual afecta la repeticion fiel de los zimogramas.
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Marcadores proteicos. Corresponden a proteinas de reserva en las semillas. En
los cereales las prolaminas y glutelinas estan codificadas por varios genes, los
cuales durante la evolucion han presentado duplicaciones, translocaciones,
insercién de transposones y otros arreglos cromosémicos. Estos cambios genéticos
han generado un alto nivel de polimorfismo proteico entre especies, asi como
entre variedades dentro de la misma especie. La concentracién de proteinas varia
segun la especie y con el manejo del cultivo en campo. El analisis genético de
cruzamientos ha demostrado que la variacion en el patréon de proteinas es debido
a la existencia de variantes alélicas en cada locus. Como marcadores han servido
para detectar correlacién con variables de calidad industrial (Picca et al., 2004).
Marcadores de ADN o marcadores moleculares. Estan constituidos por
fragmentos de ADN que permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) en la
secuencia de bases entre individuos, modifiquen éstos o no su fenotipo. (Picca et
al., 2004). Las ventajas principales que tienen estos marcadores sobre los demas
son (Cubero, 2003):

1. Es posible detectar variaciones con minimas cantidades de material de
muestra

2. No afectan al fenotipo, es decir son totalmente neutros

3. Pueden detectarse en cualquier etapa del desarrollo, incluyendo el
mismo embrion

4. Se distribuyen en todo el genoma

5. La mayoria son codominantes

6.No muestran ni epistasis ni pleiotropia

7. El nimero de variaciones (polimorfismos) a que dan lugar es enorme
Entre las desventajas esta la necesidad de complejos equipos de laboratorio y el

elevado costo financiero para los andlisis son elevados.

La aplicacion de marcadores moleculares en el fitomejoramiento se divide en

varias categorias (Dudley, 1993; Ribaut et al., 2002):
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e Caracterizacion del germoplasma mediante sus huellas de ADN y para
analizar la diversidad genética

e Para identificar lineas con propoésitos legales

e Para facilitar la seleccion de progenitores

e Para controlar la pureza genética en la industria de semillas,

e Identificacion y caracterizacion de regiones genéomicas (QTLs)
involucradas en la expresion de la caracteristicas de interés

e Mejoramiento de cultivos a través de la seleccion asistida por

marcadores (MAS).

Por consiguiente, la eficiencia del mejoramiento tradicional puede mejorarse con
la identificacion de QTLs que tienen mayores efectos en el incremento de la

tolerancia al estrés mediante marcadores moleculares (Cushman, 2003).
Analisis de loci de caracteristicas cuantitativas (QTLs)

Un estudio de QTLs incluye una evaluacion fenotipica precisa de una poblacion
mapeada adecuadamente, su perfil molecular y un andlisis estadistico para
probar la asociaciéon entre un fenotipo y un marcador. Una adecuada cobertura
del genoma se alcanza con 100 a 150 loci marcadores espaciados a lo largo de los

cromosomas (Tuberosa et al., 2002).

La caracterizacion de QTLs ha sido posible al usar marcadores moleculares como
RFLPs (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos de Restriccion), SSRs
(Secuencias Simples Repetidas), AFLPs (Polimorfismos en la Longitud de
Fragmentos Amplificados) y ESTs (Secuencias Expresadas de ADNc) (Tuberosa et
al., 2002). Los marcadores SSR son los preferidos por razones de costo y
simplicidad en comparacion con los RFLPs. Ademas, son seguros, codominantes,
abundantes y uniformemente distribuidos en los genomas vegetales (Ribaut et al.,
2002). El progreso reciente alcanzado en la robética y en la miniaturizaciéon ha

permitido la aplicaciéon de nuevos marcadores (por ejemplo el Polimorfismo en un
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Simple Nucleétido [SNP]) con mayor resolucion haciendo posible la identificacion

de alelos favorables (Tuberosa et al., 2002).

Una vez identificados los QTLs, los mejoradores pueden usar los marcadores
moleculares como criterios de seleccion en vez de las complejas caracteristicas
fisioldgicas y morfologicas, tales como el ajuste osmoético o estructura de la raiz.
En el caso del maiz, se han identificado QTLs correspondientes a caracteristicas
relacionadas con la tolerancia a la sequia, tales como: acumulacion de ABA,
conductancia estomatica, potencial hidrico; ntimero, longitud y didmetro de
raices, y para la diacronia floral (ASI) (Cushman, 2003), alargamiento foliar

(Tuberosa y Salvi, 2006).

A pesar de la utilidad potencial del andlisis de QTLs atn tiene varias desventajas

(Cushman, 2003):

1. Los QTLs identificados en una etapa de desarrollo pueden diferir de
aquellos identificados en otras etapas

2. La probabilidad de éxito y precision de mapeo de un QTL mejora al
tener una poblacién tan grande como sea posible, pero la necesidad de una gran
poblacién algunas veces restringe la sofisticacion de las técnicas analiticas

3. Los QTLs de ciertas caracteristicas identificados bajo condiciones
controladas en invernadero, pueden dar diferentes resultados cuando las
poblaciones se conducen en condiciones de campo

4. Relativamente se han identificado pocos QTLs para tolerancia a
estrés ambiental, a pesar que en la realidad existen muchos genes involucrados
en la tolerancia y

5. La baja resolucion del mapeo en muchos casos limita la localizacion

precisa de genes.
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Seleccion asistida por marcadores de ADN (MAS)

La selecciéon asistida por marcadores (MAS) depende de la generacién de un mapa
de ligamiento altamente saturado. Los pasos para esta selecciéon consisten de: i)
identificar la asociacion entre el marcador y el QTL, ii) usar esta asociacién para
desarrollar lineas o poblaciones mejoradas. Existen varios métodos para

identificar las asociaciones entre los marcadores y el QTL (Dudley, 1993).

Actualmente existen dos enfoques para el analisis de un QTL: la clonacién
posicional y el mapeo por asociacion. En el primero se requiere de una poblacion
grande de lineas casi isogénicas donde un solo QTL de interés esta segregando.
En este caso la progenie (mas de mil individuos) presenta los eventos de la
recombinacién y los marcadores moleculares cercanos a la regién del cromosoma
de interés permiten identificar el intervalo genético que esta segregando junto con
el QTL. El segundo enfoque esta basado en el desequilibrio de ligamiento, que
permite establecer una asociacion estadistica entre la variaciéon alélica de un

locus y el valor fenotipico de una caracteristica (Tuberosa y Salvi, 2006).

La MAS, cuando solo un reducido nimero de QTLs esta involucrado, es similar a
la seleccion de caracteristicas cualitativas. En este caso el uso de retrocruzas es
apropiado para incorporar caracteristicas controladas por algunos loci. En
contraste, si la caracteristica de interés esta controlada por un mayor ntimero de
QTL, la probabilidad de identificar un marcador ligado a todos ellos es baja. En
este caso para obtener resultados favorables la recombinacion entre los
marcadores y el QTL necesita aproximarse a cero como sea posible (Dudley,

1993).

Desde el punto de vista econémico los costos para la construccién de un mapa de
ligamiento (98 mil USD) limitan la aplicacion de la selecciéon asistida por
marcadores para una caracteristica poligénica. Nuevas estrategias se tienen que

evaluar, tales como la construccion de un mapa que combine la informacion
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relacionada con los QTL y la expresion génica, ademéas de la identificacién a
través de la Genomica Funcional de un conjunto de genes y rutas metabdlicas

involucradas en la respuesta del maiz a la sequia (Ribaut et al., 2002).

Pocas aplicaciones exitosas sobre la MAS han sido descritas para el mejoramiento
de caracteristicas cuantitativas, debido principalmente a una débil asociacion (en
términos de distancia genética) entre marcadores y los QTLs y/o los altos costos
financieros. Finalmente la mayor limitacién para el analisis de QTLs es que éste
no es ni barato ni rapido. El tiempo que trascurre desde la cruza inicial para
derivar una poblacion de mapeo hasta la identificacion de los QTLs es de al
menos tres anos; este periodo puede extenderse hasta seis u ocho afos cuando se

requieren lineas altamente homocigéticas (Tuberosa et al., 2002).

Sin embargo, la identificacion de genes candidato por medio de QTL y el
descubrimiento de su papel funcional se puede facilitar al combinar los mapas de
QTLs con los mapas funcionales, con lo cual se avanzaria relativamente rapido en

un programa de seleccién asistida por marcadores (Tuberosa y Salvi, 2006).
2.8.2 Herramientas genomicas para el estudio de genes

Existen repuestas fisioldgicas, celulares y moleculares ante el estrés por sequia.
Las respuestas celulares y moleculares incluyen la percepciéon de la senal
osmotica, transduccion de la sefial hacia el citoplasma y después hacia el nicleo,
la respectiva expresion de genes y finalmente las respuestas involucradas en la

tolerancia al estrés (Shinozaki, 2003).

Cada célula esta separada del ambiente rodeante por una membrana plasmatica.
Esta membrana es permeable para solo algunas moléculas pequenias de lipidos,
pero es impermeable a materiales hidrosolubles como iones, proteinas y otras
macromoléculas. Las respuestas de la célula se inician primariamente por la

interaccion del material extracelular con una proteina de la membrana. La
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molécula extracelular se conoce como ligando o elicitor y la proteina de la
membrana plasmatica donde se une e interactiia con el elicitor se denomina

receptor (Mahajan y Tuteja, 2005).

Los receptores semejantes a cinasas se encuentran en animales y plantas.
Estructuralmente consisten de wun dominio extracelular, un dominio
transmembranal, y un dominio intracelular cinasa (Rodriguez et al, 2005). El
estrés se percibe por los receptores presentes en la membrana de las células,
luego la sefial es transducida, resultando la generacion de mensajeros
secundarios. Estos mensajeros, tales como fosfatos de inositol, regulan el nivel de
calcio intracelular. La perturbacion en el nivel de calcio es percibida por proteinas
denominadas sensores de calcio. Estas proteinas inician una cascada de
fosforilacion e induce a los genes sensibles al estrés o a factores de transcripcion
que regulan a estos genes. Los cambios en la expresion génica inducidos por el
estrés contribuyen en la generacion de hormonas como ABA, &cido salicilico y
etileno. Estas moléculas amplifican la sefial inicial e inician una segunda ronda
de senales que pueden seguir la misma ruta u otras. Algunas moléculas
accesorias participan en la modificacion o ensamble de componentes de
senalizaciéon, tales como las enzimas para la miristoilacion, glucosilacién y

ubiquitinacién (Mahajan y Tuteja, 2005; Rodriguez et al., 2005).

Con base en el tipo de sefiales, Rodriguez et al. (2005) reconocen tres rutas de
transducciéon de éstas: 1) rutas de senales por estrés osmoético-oxidativo, que
implica la participaciéon de cinasas MAP, la generacién de enzimas y compuestos
antioxidantes asi como de osmolitos; 2) senales dependientes del calcio que
conduce a la activacion de genes (tipos DRE/CRT) que codifican para proteinas
abundantes en la embriogénesis tardia (proteinas LEA); y 3) senales
dependientes de calcio por estrés salino, que regula la homeostasis de iones

(Figura 5 ).
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Figura 5. Esquema de rutas de transduccion de seiiales producidas por
el estrés osmatico e iénico en las plantas. Fuente: Rodriguez et al.,
(2005).

Por otra parte, en funcion de la participacion del acido abscisico (ABA), existen al

menos cuatro rutas de transduccion de sefiales desde la percepcion de la senal

hasta la expresion de los genes: dos son dependientes del ABA (rutas I y II) y

otras dos son independientes del ABA (rutas III y IV) (Figura 6) (Shinozaki y

Yamaguchi, 1997; Shinozaki, 2003).
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Figura 6. Redes de regulacion transcripcional de los elementos cis y de
factores de transcripcion involucrados en la expresion de genes
como respuesta al estrés osmotico y al frio en Arabidopsis. Las
elipses indican factores de trascripcion, los cuadros indican
elementos cis. Los circulos pequenos indican la modificacion de los
factores de la trascripcion para su activacion (fosforilacion). Las
lineas punteadas indican la interaccion entre proteinas. Fuente:
Shinozaki y Shinozaki (2006).

En la ruta I es necesaria la participaciéon de factores proteicos para la expresion
de los genes inducidos por ABA; es decir, estos genes inducidos necesitan de
factores de transcripcion tipo MYB y MYC. En la ruta II los genes inducidos
contienen elementos sensibles al ABA en su region promotora (elementos ABRE).
Los elementos ABRE fueron identificados en trigo y en arroz, los cuales codifican
para proteinas tipo bZIP que son factores de transcripcion. En la ruta III los

genes inducidos por sequia codifican algunas proteasas. Finalmente, la ruta IV
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incluye elementos sensibles a la deshidratacion (elementos DRE) y elementos con
repeticiones (elementos CRT), los cuales son esenciales para la induccién de genes

(Shinozaki, 2003).

El estudio de los perfiles de expresion de genes ha sido una herramienta para
entender como los organismos responden a los cambios en el ambiente. Las
plantas tienen la capacidad de regular su expresion de genes en respuesta a
cambios en la temperatura, disponibilidad de agua, o por la presencia de iones

deletereos (Rodriguez et al., 2005).

Con la finalidad de estudiar los cambios en la expresion génica e identificar los
genes involucrados en la respuesta de las plantulas de chicharo bajo estrés
hidrico, se aplicé la técnica denominada Proyeccion Diferencial de una Biblioteca
de ADNc. Las plantulas de chicharo se sometieron 24 h a tratamientos de estrés
con PEG-4000 (60 mM), con NaCl (10 %) y con ABA (10 uM). Se obtuvieron 47
clones los cuales fueron secuenciados y se dedujeron las proteinas
correspondientes mediante homologia. Se formaron 17 grupos de clones, siete de
estos se sobre expresaron por influencia del PEG y los restantes manifestaron
una reducida expresion. La mayoria de los clones expresados correspondieron a
proteinas de transferencia de lipidos (LTP), con bastante homologia a las de frijol
(63 %). Un segundo grupo de clones fueron homoélogos a las proteinas abundantes
de la embriogénesis (LEA). El déficit hidrico inducido por sal y por PEG
incrementaron los niveles de ARNm de los genes LTP, en cambio, el ABA no tuvo

efecto sobre la transcripcion (Romo et al., 2001).

Otra técnica aplicada para el estudio de la expresion de genes es el Despliegue
Diferencial-PCR, ya que es simple, sensible y poderosa para caracterizar el ADNc
expresado en diferentes 6rganos de la planta. En el caso de girasol, con esta
técnica se detectaron cinco clones expresados diferencialmente en respuesta a la

sequia, mismos que presentaron homologia con las siguientes proteinas: guanilato
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kinasa, proteina ribosomal y transposasa. En total los 13 ADNc expresados se
organizaron en tres grupos en base a sus patrones de expresion. El primer grupo
comprendié genes cuya expresion (positiva o negativa) ocurrié en la raiz y el
vastago de la planta en respuesta al estrés por sequia y por salinidad; el segundo
grupo abarco aquellos genes expresados tinicamente en cierto 6rgano y regulados
solo por la sequia y no por salinidad. El tercer grupo consistié en un gen que se
expreso dependiendo del 6rgano y del tipo de estrés. Los resultados indican que
las plantas responden al estrés por sequia o por salinidad mediante diferentes

rutas metabdlicas (Liu y Baird, 2003).

También se ha analizado la expresion de genes de Prunnus amygdalus mediante
la técnica del polimorfismo de fragmentos de restricciéon amplificados derivados
de ADNc, la cual permite identificar trascriptos acumulados en embriones y en
plantulas cultivados in vitro sujetos a deshidratacion y al tratamiento con ABA.
Cinco de los clones identificados tuvieron alta similitud con secuencias de
proteinas como: transportador histidina, proteina del choque de calor clase II-
Imw, acil-glicerol-fosfato transferasa, extensina y proteinasa-cisteina (Campalans
et al., 2001). Considerando esta misma técnica Yang et al. (2003) identifico
fragmentos expresados en raices seminales de arroz expuesto a 72 h de déficit
hidrico. Se identificé un total de 141 fragmentos acumulados diferencialmente, de
los cuales 122 tuvieron una longitud entre 100 a 600 pares de bases. 60
fragmentos tuvieron funciones agrupadas en cinco categorias: el trasporte (12.3
%), metabolismo y energia (12.3 %), proteinas relacionadas con estrés y con
defensa (9.4 %), organizacion celular y sintesis de pared (8.5 %), transduccién de
senales (6.6 %), reguladores de la expresion (5.7 %), transposones (2.8 %), y

aquellos con funcién desconocida (42.5 %).

El analisis del transcriptoma usando la tecnologia de microarreglos ha permitido
descubrir los genes inducidos por el estrés abidtico (Shinozaki y Shinozaki, 2006).

En Arabidopsis se han identificado 44 genes inducibles por sequia, usando
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microarreglos de ADNc (Seki et al., 2001). En ésta misma especie se agruparon
130 genes inducidos por el estrés, de acuerdo a sus funciones: metabolismo,
energia, transcripcion, crecimiento, division y sintesis de ADN, transporte
celular, transduccion de sefiales, defensa celular, homeostasis, organizacion
celular, y otras funciones son desconocidas (Bray, 2002). También en Arabidopsis,
se ha observado la transcripcion de un grupo de 245, 54, 299 y 213 genes en

respuesta al ABA, sequia, frio, y salinidad, respectivamente (Seki et al., 2002).

En forma similar, para distinguir los efectos del estrés osmoético y el estrés ionico
sobre la expresion génica, en hojas y raices de cebada, se uso la tecnologia de
Microarreglos de ADNc. Para esto se utiliz6 el cultivo hidropénico de plantulas en
solucion de Hoagland conteniendo PEG-6000 (20 %) 6 Cloruro de sodio (NaCl).
Los microarreglos se prepararon usando 460 genes sensibles a la sal, obtenidos
previamente con la técnica de despliegue diferencial (Differential Display). De los
genes con mayor expresion 18 de ellos se regularon tanto con PEG como con el
NaCl, cuatro fueron exclusivamente regulados por el estrés osmoético (PEG) y 44
fueron exclusivos para el estrés por la sal. En contraste, 16 genes fueron inhibidos
por el estrés osmoético y por el NaCl, 14 se inhibieron tinicamente con el osmético
y otros 14 con el NaCl. Tales diferencias en el perfil de trascripcién reflejan la
capacidad de adaptacion de las rutas bioquimicas bajo condiciones de estrés

osmotico-ionico (Ueda et al., 2004)

Con la evaluacion de poblaciones que presentan mejor comportamiento durante el
estrés ambiental y el uso de herramientas gendémicas, se espera detectar
importantes redes genéticas involucradas en la tolerancia a la sequia. Se ha
aplicado la técnica de microarreglos de ADNc para descubrir genes del maiz
expresados en el jilote y que cambian debido al estrés hidrico durante la floracion.
Los segmentos de ADNc incluidos en los microarreglos correspondieron al ciclo
celular, metabolismo de los carbohidratos y genes sensibles al acido abscisico

(Bruce et al., 2002). En sorgo, con la misma técnica genética se encontré que el
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estrés osmotico inducido por PEG (20 %) durante 27 h, promovié la expresion de
1300 genes, de los mas conocidos fueron: deshidrina, proteinas abundantes en la

embriogénesis tardia, glicina y prolina (Lim, 2006).

Es evidente que ya se han identificado varios genes y sistemas involucrados en la
expresion de caracteristicas morfolégicas y parametros fisiolégicos involucrados
en la tolerancia al estrés hidrico. Los genes ya conocidos juegan un papel
importante en la biosintesis de varios osmoprotectores, en la modificacion de la
membrana celular y algunas veces codifican enzimas que destoxifican células
vegetales. Varios genes, tales como el rd29A, son inducidos por el sistema
independiente del ABA. Este gene responde a la deshidratacion y el frio
similarmente. La expresion del gene DREBI1A, bajo promotores constitutivos
tales como CaMV35S, conduce a una fuerte tolerancia a estreses abiéticos; sin
embargo, también induce el atraso del crecimiento bajo condiciones de campo

(Xiong et al., 2001, y Xiong et al., 2002).

En trigo, se han efectuado experimentos de transformacion usando el plasmido
pACHZ25 conteniendo el gen de reportero gusA y el marcador bar, bajo el control
del promotor ubiquitina del maiz. Resultados preliminares sugieren que los genes
rd26 y DREBIA tienen un efecto general en la tolerancia a las condiciones de
limitacién hidrica. Si esta tolerancia es atribuible a la reducida
evapotranspiracion de las plantas transgénicas o a la regulacion diferencial del
estado hidrico de la célula (ajuste osmético), entonces son necesarios mas
evaluaciones fisiolégicas en ambos, el testigo y las transgénicas (Pellegrineschi et
al, 2002).

En este sentido, el gene de la enzima aldosa reductasa (ALR) fue aislado de
alfalfa y se introdujo a células en suspension de trigo. Los callos, después de
confirmarse portadores del gene, se sometieron a estrés osmoético con PEG-6000.

Puesto que el sorbitol es el producto del gen, algunas lineas soportaron el estrés.
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Esto permitié establecer nuevas investigaciones de tipo bioquimico y fisiolégico

(Pauk et al., 2002).

Por otra parte, al incluir PEG en el medio de cultivo para la maduracion de
embriones somaticos de Picea glauca, se detecté que varios genes involucrados en
la formacion del embrién incrementaran su expresion. También se determinaron
cambios en los niveles de transcripcion de genes involucrados en el catabolismo de
la sacarosa y asimilacién de nitrégeno (Stasolla et al., 2003). Esto muestra que la

expresion génica se modifica por el factor ambiental estresor in vitro.
2.8.3. Proteinas relacionadas con la tolerancia a sequia

La falta de agua afecta la membrana alterando la estructura normal en bicapa, y
se convierte en porosa cuando esta deshidratada. El estrés también altera a las
proteinas de la membrana contribuyendo a la perdida de su integridad,
selectividad y actividad. Adicionalmente al dafio en la membrana, las proteinas
del citosol y de los organelos presentan baja actividad o pueden desnaturalizarse
completamente cuando estdan deshidratadas. La elevada concentracion de
electrolitos celulares debido a la deshidratacién del protoplasma también altera el
metabolismo celular. Virtualmente cualquier aspecto de la fisiologia de las
plantas y del metabolismo celular es afectado por el estrés bajo sequia (Mahajan y

Tuteja, 2005).

Se ha reportado que la tolerancia al estrés hidrico a nivel celular esta dada
principalmente por un grupo de proteinas las cuales tienen diferentes funciones
(Pellegrineschi et al., 2002). Varios genes que responden al estrés por sequia y
las funciones de sus productos se han predicho en base a la homologia de las
secuencias con proteinas conocidas. Los productos génicos se han clasificado en
dos grupos: el primer grupo incluye proteinas que probablemente funcionan en la
tolerancia al estrés, tales como chaperonas, proteinas abundantes en la

embriogénesis (LEA), osmotina, proteinas anticongelantes, proteinas que se
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ensamblan al RNAm, enzimas para la biosintesis de osmolitos, proteinas que
conforman canales de agua, transportadores de carbohidratos y de prolina,
enzimas desintoxicantes, proteasas. Las proteinas LEA, chaperonas, y las que se
ensamblan al RNAm protegen a macromoléculas como enzimas, lipidos, y RNAm
de la deshidratacién. Prolina, glicina-betaina y carbohidratos funcionan como
osmolitos y protegen a las células contra la deshidratacion. Las proteinas que
conforman canales y transportadores permiten el movimiento a través de la
membrana plasmatica para ajustar la presion osmoética bajo condiciones de estrés.
Las enzimas desintoxicantes estan involucradas en la protecciéon de células contra
el oxigeno activo. Las proteasas y nucleasas permiten reciclar aminoacidos y
nucleétidos (Shinozaki y Yamaguchi, 1997; Shinozaki, 2003; Shinozaki y
Shinozaki, 2006).

El segundo grupo, contiene factores proteicos involucrados en la regulacion de la
trasduccion de sefiales y de la expresion génica que ocurre en respuesta al estrés
tales como: proteinas tipo cinasas, factores de trascripcion y enzimas
participantes en el metabolismo de los fosfolipidos. Las cinasas y fosfatasas
modifican proteinas funcionales y proteinas reguladoras implicadas en las rutas
de trasduccion de sefiales. Los fosfolipidos como inositol-1,4,5-trifosfato,
diacilglicerol y acido fosfatidico participan en el proceso de sefiales (Shinozaki y
Yamaguchi, 1997; Shinozaki, 2003). Los factores de transcripciéon identificados
son: proteinas marcadas con zinc, proteina cinasa SOS2; factor de transcripcion
bHLH, DREB1A, DREB2A; el dominio AP2/ERF de proteinas RAP2, y proteina

similar al factor de crecimiento (Shinozaki y Shinozaki, 2006).

En condiciones de estrés por déficit hidrico, las plantulas de maiz manifiestan un
patrén particular de expresion de proteinas. Se han identificado 78 proteinas, de
las cuales 40 se sobre expresaron, diez se manifestaron exclusivamente en las
plantulas estresadas y 23 tuvieron menor expresion con respecto a las plantulas

con riego. Algunas de ellas son enzimas involucradas en rutas metabdlicas como
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la glucolisis y el ciclo de Krebs (Riccardi et al., 1998). En un trabajo similar con
genotipos mexicanos de maiz, como Michoacan 21 y compuesto 1-104, resulté que
la expresion de proteinas se alteré con el déficit hidrico impuesto. Siete proteinas
se expresaron con mayor intensidad en la raiz, ocho proteinas procedentes del
tallo se manifestaron con mayor intensidad, mientras que ninguna se expreso6 en
la hoja en tales condiciones. El peso molecular de tales proteinas varié de 20.3 a

167 kD (Espinosa et al., 2001).

En otro estudio se analiz6 el proteoma de plantulas de maiz bajo la influencia del
estrés por NaCl. Usando electroforesis en gel de poliacrilamida en dos
dimensiones se detectaron 510 proteinas en la raiz y 488 en vastago con el
tratamiento de 100 mM de sal durante nueve dias. En base a su nivel de
expresion estas proteinas se agruparon en las siguientes categorias: a) proteinas
involucradas en la biosintesis y modificacion de otras proteinas, b) enzimas del
metabolismo del carbono y c¢) enzimas del metabolismo del nitrégeno. Del total
s6lo 14 proteinas inducidas por el estrés son ampliamente conocidas: ADN
polimerasa (PM de 30.4 kDa), proteina ribosomal S4 (23.2), proteina similar al
citocromo P450 (20.9), serina-treonina cinasa (46.8), adenosina cinasa (36.1),
rubisco de cadena larga (52.7), rubisco de cadena corta (19.6), fructuosa-1,6-
bifosfato aldolasa (41.9), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (54.2), beta-
glucosidasa (58.4), unidad alfa de la V-ATPasa (55.7), metionina sintetasa (17.0),
S-adenosil-metionina sintetasa (42.8), y glutamato-amonio ligasa (41.8). Con la
amplia gama de proteinas separadas se llego a concluir que la resistencia de la
planta a la sal es una caracteristica multigénica y que no existe un mecanismo de
adaptacion al estrés por sales en maiz (Zorb et al., 2004). Existen estudios en
maiz (variedad Zacatecas-58) (Morales et al., 1999) que indican que la rubisco
(PM de 55 kDa) manifest6 mayor actividad en la lamina foliar, durante el periodo
de llenado de grano, después de 23 ciclos de seleccion masal visual estratificada

realizada bajo condiciones de sequia.
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En otras especies, como Eleusine coracana y Populus euphratica, se ha utilizado
el PEG como agente estresante en el estudio de la expresion de proteinas,
encontrando que ocurre mayor expresion proteica cuando el estrés osmotico incide
en los tejidos de las plantas (Uma et al., 1995; Gu et al., 2004). En contraste a
nivel bioquimico se ha demostrado que la actividad enzimaéatica para la sintesis de
péptidos se ve favorecida en presencia de PEG-4000 en el medio organico de

reacciéon (Hirano et al., 1991).
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III. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarroll6 en los Laboratorios de Biotecnologia Agricola y
de Bioquimica del Colegio de Postgraduados en Ciencias Agricolas, Campus

Montecillo, Estado de México.
3.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de cuatro lineas endogamicas experimentales de maiz, LE-
13, LE-16, LE-14 y LE-46, generadas en el proyecto “Formacién de arquetipos de
maiz” del Dr. Victor A. Gonzadlez Hernandez del Programa de Postgrado en

Recursos Genéticos y Productividad.
3.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue el descrito por Murashige y Skoog (1962) (MS),
(Cuadro 1 A) adicionado con sacarosa (30 g L-1) y modificado de acuerdo con los
tratamientos descritos en cada fase experimental. El pH se ajusté a 5.8 + 0.1 con
NaOH o HCI 1N, mediante un potenciémetro ORION modelo 420A®. Cuando se
requirié medio sélido, se usé agar Sigma® a 0.6 % (p/v), el cual se disolvié en un
horno de microondas TOSHIBA®. Se sirvieron 10 mL de medio con un
dispensador Jencons-PLS® en tubos de ensaye de 27 cm de largo por 2 cm de
diametro. Posteriormente se esterilizaron en una autoclave vertical AESA modelo

300° a una temperatura de 121° C y presién de 1.5 kg cm? durante 20 min.
3.3 Condiciones ambientales de incubacion

Los cultivos in vitro se mantuvieron en un cuarto de incubacién con fotoperiodo de
16 h luz y 8 h de oscuridad, proporcionada por lamparas de luz blanca fria
fluorescente de 75 W, que producen una radiacion fotosintéticamente activa de 45
umol m2s1, con una temperatura promedio de 26 °C + 2 y humedad relativa de 30

%. Estas condiciones permanecieron fijas en todas las etapas del estudio.
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3.4 ETAPA 1. Organogénesis in vitro
3.4.1 Establecimiento del cultivo aséptico y germinacion de semillas

El cultivo aséptico in vitro de maiz se estableci6 con base en los protocolos

descritos por Mejia (2001) e Iracheta (2002), con las siguientes modificaciones:

v Una vez lavadas las semillas con detergente en polvo Roma® con 30
mL y desinfectadas con una mezcla de fungicida conformada por Benlate® (4 g L-
1) mas Captan® (4 g L1), se colocaron durante 20 h en peréxido de hidrégeno

(H202) Merck®al 1 % (v/v), en vez de 14 y 16 h, para iniciar la imbibicién.

v" Se hizo una segunda desinfeccion bajo condiciones asépticas en la
campana de flujo laminar, que consistié en: 1) Desinfecciéon de las semillas con
Benlate® al 0.4 %; 2) Enjuague cinco veces con agua estéril; 3) Adicién de
hipoclorito de sodio al 1.8% (Cloralex®) més bactericida comercial Microdyn®
(plata coloidal estable al 0.35 %) al 1.5 % durante 10 min; y 4) Enjuague diez

veces con agua destilada (H20 d) estéril.
3.4.1.1 Desinfeccion de la semilla

Se seleccionaron semillas sanas, uniformes en tamano y sin dafio mecanico. Se
colocaron en un frasco de 250 mL que contenia 30 mL de una solucién acuosa con
detergente en polvo Roma® durante 5 min; posteriormente, se enjuagaron cinco
veces con agua corriente hasta retirar los residuos de jabén y una vez maés se
enjuagaron con agua destilada estéril; en seguida las semillas se colocaron en una
solucién fungicida conformada por Benlate® (4 g L1) mas Captan® (4 g L)
durante 20 min, y luego se enjuagaron varias veces con agua destilada estéril
para eliminar el fungicida. Después las semillas se colocaron en una solucién de
peréxido de hidrégeno (H202) Merck® a 1% (v/v) durante 20 h, y finalmente se

enjuagaron cinco veces con agua destilada estéril.
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Una segunda desinfeccion se hizo en condiciones asépticas, en la campana de flujo
laminar horizontal VECO®; para ello se colocaron las semillas en una solucién de
Benlate® (4 g L1) durante 30 min y se enjuagaron cinco veces con agua destilada
estéril. Posteriormente las semillas se sumergieron en una soluciéon de hipoclorito
de sodio a 1.8 % Cloralex® (30 % v/v) y bactericida Microdyn® (1.5 % v/v), durante
10 min. Se enjuagaron diez veces con agua destilada estéril. Se retiraron las
semillas con pinzas y se colocaron sobre papel secante (Toallas Sanitas

interdobladas®) estéril para eliminar el agua.
3.4.1.2 Siembra y germinacion

Las semillas esterilizadas se sembraron en tubos de ensaye de 27 cm de largo por
2 cm de diametro que contenian 10 mL de medio de cultivo citado en el inciso 3.2.
Las semillas se sumergieron con la radicula del eje embrionario hacia abajo
(Figura 7). Las condiciones de incubacién fueron las antes mencionadas (inciso

3.3) para germinar semillas.

Figura 7. Posicion de siembra de la semilla de maiz dentro del tubo de
ensaye para su germinacion in vitro.
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3.4.1.3 Variables cuantificadas

En tres experimentos consecutivos con cuatro genotipos (LE-13, LE-16, LE-14 y
LE-46), a los 12 dias (d) después de la siembra, se registré: a) Longitud de
coleoptilo (LC, cm), medido desde el nudo coleoptilar hasta el apice del coleoptilo;
b) Altura de plantula (AP, cm) medida desde la base del coledptilo hasta el apice
de la hoja mas larga; c) Numero de hojas presentes (liguladas y no liguladas) por
plantula (NH); con repeticiones desde 45 hasta 135 al combinarse los datos de los
tres experimentos; d) Germinacion (GE, %); e) Semillas sin germinar (NG, %); f)

Plantulas anormales (AN, %); y g) Contaminaciéon por hongos y bacterias (CO, %).

Los valores porcentuales se transformaron a valores angulares (arco seno /x),
para su analisis estadistico. El nimero de repeticiones fue igual al nimero de tres
experimentos combinados, en los que los tratamientos fueron las cuatro lineas
(LE-13, LE-16, LE-14 y LE-46), distribuidas en diseno completamente al azar con
tres repeticiones. En todas las variables se aplicé analisis de varianza con el
procedimiento GLM del programa estadistico SAS® Versién 8.0; la separacién de
medias se hizo con la prueba de Tukey. En ambos analisis se establecié un nivel

de significancia de 5%.
3.4.2 Induccion de brotes

3.4.2.1 Evaluacioén del efecto del pH del medio de cultivo y de la posicion

de los explantes en el coledptilo sobre la actividad organogénica

Se hicieron dos experimentos (primero y segundo) con las plantulas con 12 d de
germinacion, de los genotipos LE-13, LE-16 y LE-14. El segmento del tallo
envuelto por el coledptilo se disecé en campana de flujo laminar, y de cada tallo se
tomaron en forma acrépeta, a partir del nudo coleoptilar (Figuras 8 y 9), cinco
discos (explantes, segin King y Shimamoto, 1983), de aproximadamente 2 mm de

grosor. Los discos se sembraron en medio estéril con un soporte de papel filtro, en
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un frasco de vidrio de 45 mL de capacidad conteniendo 10 mL de medio liquido
constituido por el medio basico MS (1962), al cual se le adicion6 6-
bencilaminopurina (BAP) (1.5 mg L1) y acido indolacético (AIA) (1.0 mg L-1). En
una mitad del total de frascos el pH del medio de cultivo se ajust6 a 5.8, en la otra
mitad a 6.3, mediante adicion de NaOH 1 N y HC1 1 N, es decir, se probaron dos

niveles de pH.

Resultaron 6 tratamientos que se distribuyeron en arreglo factorial 3x2 en un
disefio completamente al azar, considerando como factores a los genotipos y al
nivel de pH (Cuadro 2). Cada frasco con cinco discos se consideré como unidad
experimental y el nimero de repeticiones por tratamiento varié de 14 a 24, ya que
se combinaron los datos de los dos experimentos. En un tercero y cuarto
experimentos se comparo el efecto del genotipo y de la posicion del explante, bajo
un arreglo factorial 3x4, ya que se evaluaron los mismos genotipos y los cuatro

explantes disecados acrépetamente en el coledptilo.

Coledptilo

Figura 8. Plantula de maiz obtenida in vitro (izquierda) y segmento de
tallo envuelto por el coleoptilo (derecha). El cuadro en blanco
representa 1 cm?2.
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PLANTULA

Tallo dentro del
Colesptilo

Colesptilo |::> —

J

7 Discos
() JenXom Ien)o»)

Induccion

Figura 9. Esquema de la disecacion de explantes disco de tallo de maiz
para la induccion de brotes.

Cuadro 2. Relacion de genotipos y niveles de pH evaluados en la
induccion de brotes a partir de secciones de tallo.

Tratamiento (Num.) Genotipo pH
LE-13 5.8

2 LE-13 6.3

3 LE-16 5.8

4 LE-16 6.3

LE-14 5.8

LE-14 6.3
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3.4.2.2 Variables cuantificadas

En los primeros dos experimentos la variable fue la proporcion de discos o
explantes que brotaron (NEB) por frasco (cada uno con cinco explantes), valores
que se transformaron a valores angulares (arco seno +/X). Antes de ser sometidos
a analisis de varianza bajo un disefio completamente al azar y a la prueba de
separacién de medias de Tukey, mediante el programa PROC GLM de SAS®
Version 9.0. En el tercero y cuarto experimentos se considerd la proporcion de
explantes que brotaron (NEB) en funcién de su posiciéon en el coledptilo de la
plantula. Se hizo analisis de varianza y prueba de medias de Tukey, también con

el procedimiento GLM de SAS®.

3.4.2.3 Evaluacion de las variantes fisicas del medio de cultivo en la

induccion de brotes.

Con el mejor pH y con los dos primeros discos de tallo, que dieron la mayor
capacidad de brotacion en el ensayo anterior, se estableci6é otro experimento en el
que se compararon los cuatro genotipos (LE-13, LE-16, LE-14 y LE-46) con tres
factores de manejo: a) Volumen del medio de cultivo (10, 30 y 40 mL, en frascos de
45, 110 y 250 mL, respectivamente), suplementado con BAP (1.5 mg Li1) y AIA
(1.0 mg L-1); b) Dos estados fisicos del medio [sélido al que se le adicioné agar
(Sigma)® a 0.6 % (p/v), y liquido con soporte de papel filtro]; y ¢) Duracién del
periodo de induccién de brotes (10, 15 y 20 d después de sembrar los explantes).
Estos tres factores se evaluaron con el fin de optimizar el protocolo de induccion
de brotes. De esta manera se gener6 un arreglo factorial 4x3x3x2, de 72

tratamientos (Cuadro 3). Las repeticiones por tratamiento oscilaron de 3 a 8.
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Cuadro 3. Evaluacion de la consistencia fisica del medio de cultivo,
volumen del medio de cultivo y del recipiente y tiempo en la induccion
de brotes de cuatro genotipos de maiz.

Tratamiento Genotipo Volumen del medio y recipiente Consistencia Tiempo de
(NtGm.) (mL) fisica* induccién (d)
1 LE-13 10/45 S 10
2 LE-13 30/110 S 10
3 LE-13 40/250 S 10
4 LE-13 10/45 L 10
5 LE-13 30/110 L 10
6 LE-13 40/250 L 10
7 LE-13 10/45 S 15
8 LE-13 30/110 S 15
9 LE-13 40/250 S 15
10 LE-13 10/45 L 15
11 LE-13 30/110 L 15
12 LE-13 40/250 L 15
13 LE-13 10/45 S 20
14 LE-13 30/110 S 20
15 LE-13 40/250 S 20
16 LE-13 10/45 L 20
17 LE-13 30/110 L 20
18 LE-13 40/250 L 20
19 LE-16 10/45 S 10
20 LE-16 30/110 S 10
21 LE-16 40/250 S 10
22 LE-16 10/45 L 10
23 LE-16 30/110 L 10
24 LE-16 40/250 L 10
25 LE-16 10/45 S 15
26 LE-16 30/110 S 15
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...Continuaciéon Cuadro 3.

Tratamiento Genotipo Volumen del medio y Consistencia Tiempo de
(Ndam.) recipiente (mL) fisica*® inducciéon (d)
27 LE-16 40/250 S 15
28 LE-16 10/45 L 15
29 LE-16 30/110 L 15
30 LE-16 40/250 L 15
31 LE-16 10/45 S 20
32 LE-16 30/110 S 20
33 LE-16 40/250 S 20
34 LE-16 10/45 L 20
35 LE-16 30/110 L 20
36 LE-16 40/250 L 20
37 LE-14 10/45 S 10
38 LE-14 30/110 S 10
39 LE-14 40/250 S 10
40 LE-14 10/45 L 10
41 LE-14 30/110 L 10
42 LE-14 40/250 L 10
43 LE-14 10/45 S 15
44 LE-14 30/110 S 15
45 LE-14 40/250 S 15
46 LE-14 10/45 L 15
47 LE-14 30/110 L 15
48 LE-14 40/250 L 15
49 LE-14 10/45 S 20
50 LE-14 30/110 S 20
51 LE-14 40/250 S 20
52 LE-14 10/45 L 20
53 LE-14 30/110 L 20
54 LE-14 40/250 L 20
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...Continuacién Cuadro 3.

Tratamiento Genotipo Volumen del medio y Consistencia Tiempo de
(Num.) recipiente (mL) fisica*® inducciéon (d)
55 LE-46 10/45 S 10
56 LE-46 30/110 S 10
57 LE-46 40/250 S 10
58 LE-46 10/45 L 10
59 LE-46 30/110 L 10
60 LE-46 40/250 L 10
61 LE-46 10/45 S 15
62 LE-46 30/110 S 15
63 LE-46 40/250 S 15
64 LE-46 10/45 L 15
65 LE-46 30/110 L 15
66 LE-46 40/250 L 15
67 LE-46 10/45 S 20
68 LE-46 30/110 S 20
69 LE-46 40/250 S 20
70 LE-46 10/45 L 20
71 LE-46 30/110 L 20
72 LE-46 40/250 L 20

*S= sélido; L= liquido.
3.4.2.4 Variables cuantificadas

Al finalizar cada periodo de induccién, se midié: a) Altura de los brotes (cm), y b)
Numero de hojas mayores a 2.5 cm de longitud, por brote. Esta variable se
transformé de acuerdo con Bartlett (1/0.5 + x) (1947). Los datos se analizaron bajo
un diseno experimental completamente al azar. Se hizo analisis de varianza y la

prueba de separaciéon de medias de Tukey con un nivel de significancia de 5%.
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3.4.3 Multiplicacién y alargamiento de brotes
3.4.3.1 Medio de cultivo

El medio para multiplicacién de brotes fue el MS, al cual se le adicion6 BAP (1.5
mg L1), ATIA (1.0 mg L-1), sacarosa (30 g L) y agar (Sigma)® a 0.6 % (p/v). El pH

fue de 5.8. Se sirvieron 40 mL de este medio en frascos de 250 mL.

En un primer experimento se evaluaron tres genotipos (LE-13, LE-14 y LE-16) en
combinacién con tres intervalos de tiempo entre subcultivos: 10, 15 y 20 d, para
un total de nueve tratamientos en arreglo factorial 3x3 (Cuadro 4). El subcultivo
consistié en transferir los brotes individuales > a 3 ¢m, al medio de cultivo fresco
(Figura 10). Los brotes < a 3 cm fueron transferidos en forma colectiva (sin
desprenderlos de la masa de brotes) al nuevo medio. A partir del tercer subcultivo
al medio se agreg6 acido giberélico (AGs) (1.0 mg L1) para promover el
alargamiento de brotes.

Cuadro 4. Evaluacion del intervalo de tiempo de subcultivo durante la
multiplicacion de brotes de cuatro genotipos de maiz.

Tratamiento Genotipo Intervalo de subcultivo (d)
(Ntum)
1 LE-13 10
2 LE-13 15
3 LE-13 20
4 LE-16 10
5 LE-16 15
6 LE-16 20
7 LE-14 10
8 LE-14 15
9 LE-14 20
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Figura 10. Division de la masa de brotes de maiz durante los subcultivos
para su multiplicacion via organogénesis.

En un segundo experimento se usaron cuatro genotipos (se incorpor6é LE-46)
cuyos brotes se subcultivaron en tres ocasiones cada 15 d, por haber sido éste el

mejor intervalo.
3.4.3.2 Variables cuantificadas

Al finalizar los tres subcultivos en el primer experimento se registré: a) Numero
de brotes por explante (NBE); b) Numero de explantes con brote (NEB); y ¢) Tasa
de multiplicaciéon (NBE x NEB). Estas variables se transformaron segtin Bartlet
(Vx + 0.5) (1947) para su anélisis estadistico. El anélisis de varianza se hizo bajo
un diseno experimental completamente al azar. El nimero de repeticiones vari6
de 53 hasta 85. Se efectué la prueba de separaciéon de medias de Tukey con un

nivel de significancia de 5%.

Otras variables medidas fueron: d) Numero de brotes con hojas (brotes
vegetativos); e) Numero de brotes con estigmas (jilotes); f) Numero de explantes
sin respuesta organogénica; y g) Numero de brotes vivos en cada subcultivo. Para
el calculo de la proporcion de brotes vivos, se consideré como 100 % al nimero de
brotes del primer subcultivo. No se hizo analisis estadistico de los porcentajes

porque sdlo se tuvo un dato en este experimento.
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En el segundo experimento las variables fueron: a) Altura de brote (cm); b)
Numero de hojas por brote; y ¢) Peso fresco por brote (g). Las repeticiones
oscilaron entre 48 y 120, variacion que dependi6 de la supevivencia de brotes. Se
calcul6 la media y el error estdndar por cada variable y se hizo una grafica en
Excel para presentar la relacion entre el nuimero de hojas y el peso fresco por

brote.

3.5 ETAPA 11. Efecto de la dosis de PEG en la multiplicacion in vitro via

organogénesis
3.5.1 Simulacion del estrés osmotico con Polietilenglicol (PEG-8000)

Se estableci6 un experimento basado en las condiciones 6ptimas para la induccién
y multiplicacion de brotes. Después de 45 d de multiplicacién, los brotes
(individuales o unidos, obtenidos en el dltimo experimento de multiplicacién) de
los cuatro genotipos de maiz se transfirieron a medio de cultivo con tres
concentraciones de Polietilenglicol (10, 15 y 20 %) (Sigma®, peso molecular [PM]
8000) para la simulacién de tres niveles de estrés osmotico. Se subcultivaron
uUnicamente brotes con altura mayor o igual a 3 cm, de color verde y que

presentaran laminas foliares, para asi uniformar las unidades experimentales.
3.5.2 Medio de cultivo

El medio para estrés osmético fue el MS mas BAP (1.5 mg L1), AIA, (1.0 mg L-1),
sacarosa (30 g L'1), combinando con tres concentraciones de PEG: 10, 15 y 20 %
(p/v), lo que equivale a 100, 150 y 200 g L1, mas un testigo (sin PEG). El pH fue
5.8 y el estado fisico del medio fue liquido, con 30 mL en frascos de 250 mL de

capacidad.
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3.5.3. Variables cuantificadas

Al término de tres subcultivos bajo las concentraciones del PEG, se registré el
numero de brotes vivos y con ese dato se calcul6 la mortalidad (en %) al

considerar el namero de brotes iniciales como 100%.

3.6 ETAPA III. Seleccion in vitro de brotes durante su multiplicacion

bajo estrés osmotico
3.6.1 Establecimiento del estrés osmotico

Para esta etapa se establecieron dos experimentos consecutivos con las
condiciones 6ptimas para la inducciéon y multiplicacion. Las semillas de los cuatro
genotipos se germinaron bajo condiciones asépticas. De plantulas de 12 d de edad
se disecaron los dos primeros discos de tallo (ver 3.4.2.1), y en éstos se indujo la
brotacion en frascos de 250 mL con 40 mL del medio MS (1962) de consistencia
sé6lida que contenia BAP (1.5 mg L-1), AIA (1.0 mg L), sacarosa (30 g L'1) y agar
(0.6 % [p/v] Sigma®), con pH de 5.8. El periodo de induccién duré 15 d. La
multiplicacion de brotes se hizo en el mismo medio y capacidad de frasco durante
tres subcultivos, en intervalos de 15 d. En el dltimo subcultivo se agregé AGs (1.0
mg L-1). Posteriormente, los brotes se sometieron a estrés osmoético al anadir al
medio (en estado liquido) PEG en concentraciones: 0, 10, 15 y 20 % (p/v), de modo

que resultaron 16 tratamientos en arreglo factorial 4x4.
3.6.2 Duracion del ciclo de seleccion

Un ciclo de seleccion consistié de un periodo necesario (en dias) de exposicion de
los brotes de maiz al agente osmético (PEG), que permitiera seleccionar brotes
sobrevivientes con caracteristicas fenotipicas favorables y considerarlos
tolerantes al estrés, como se indica posteriormente. Se evaluaron tres niveles de

duracion del primer ciclo de seleccion: 10, 15 y 20 d. Con los resultados obtenidos,
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se decidi6 utilizar la duracion de 15 d para los siguientes dos ciclos de seleccion.
3.6.3 Criterios de seleccion de brotes

Se hizo la seleccion visual de brotes, tal como se ha hecho a partir de callos de
arroz in vitro por Reddy y Vaidyanath (1986), quienes consideran como criterios
de tolerancia al estrés osmoético: crecimiento normal del brote (alargamiento del
brote), vigor (con brotes diferenciados), color verde (con clorofila) y tamarfio estable
de los brotes en los diferentes ciclos de selecciéon. Aquellos brotes sin tales

caracteristicas no se seleccionaron y se eliminaron.
3.6.4 Caracterizacion de brotes

@® En un primer experimento se midieron las siguientes caracteristicas
morfolégicas de los brotes seleccionados: a) Altura de brotes (cm); b) Numero de
hojas presentes (liguladas y no liguladas); y ¢) Peso fresco (g), estimado al pesar
el frasco con brotes y luego restarle el peso del frasco sin brotes. Las mediciones
se hicieron en los brotes de los ciclos uno y tercero.

® En el segundo experimento también se midieron caracteristicas
fisiologicas del tejido de brotes, pero solamente del tercer ciclo de seleccion: d) Se
calcul6 el porcentaje de agua del brote, de acuerdo con Ogawa y Yamaguchi
(2006a): ([Peso Fresco - Peso Seco]/Peso Fresco). Debido a que los brotes se
encontraban en alta humedad relativa y en medio liquido, el tejido no se sometio
a hidrataciéon para obtener el porcentaje de agua en forma convencional; e)
Estado hidrico: potencial hidrico (y) y potencial osmético (y,) y el potencial de
turgencia o de presion (yp) calculado mediante la diferencia yvw - y,, con base en la

ecuacion: Yw = Yr + Yp.

Para la estimacion del estado hidrico se usaron psicrometros de termopar (C-52,

Wescor, Logan, UTHA)®, previamente calibrados con 10 soluciones molales de

cloruro de sodio grado reactivo (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 y 1.0
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M) y ajustados con las ecuaciones de regresion lineal entre los valores del
potencial hidrico (bares) de las soluciones salinas estandar y la senal eléctrica
(1V) obtenida con el microvoltimetro de punto de rocio (HR-33T, Wescor, Logan,

UTHA)® (Figura 11).

Los valores de potencial hidrico se midieron en un disco obtenido de las bracteas
de los brotes, de 0.5 cm de didmetro y 1 mm de grosor, que se colocé en una
camara del psicréometro. Al cabo de 3 h se efectu6 la lectura de la senial eléctrica
para calcular luego el valor del yw. Posteriormente el mismo tejido se congel6é con
nitrégeno liquido (N2) por 15 s e inmediatamente se introdujo nuevamente a la
misma camara para obtener la lectura de la sefial eléctrica y obtener asi el valor
del y,. También se midi6 el yw del medio de cultivo, tomando una gota con pipeta
Pasteur colocada sobre un circulo de papel filtro (6 =0.5 cm) y haciendo el mismo

procedimiento.

Figura 11. Microvoltimetro de punto de rocio (HR-33T, Wescor, Logan,
UTHA)®.

Con los valores del potencial osmético, peso fresco y peso seco, se calculé el ajuste
osmotico total (AOT, en bar) y sus componentes: efecto de los solutos (AOS, en
bar) y el efecto de los polimeros de la pared celular (AOP, en bar), adaptando las

formulas usadas por Martinez et al. (2004):
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AOT: \Vn testigo sin PEG - \Ifn tratamiento con PEG,

AOP= [(PF/P S) testigo sin PEG - (PF[P S) tratamiento con PEG ] ’

[(PF/PS) testigo sin PEG X (AOT)]
AOS= AOT-AOP.

f) Como parte de las caracteristicas de los brotes (3.6.4) también se cuantifico el
contenido total de proteina soluble por brote correspondiente a los ciclos de

seleccion uno y tres, como sigue:

1) Preparacion de extractos para cuantificacion y electroforesis de

proteina

Muestra de tejido. Al final del primero, segundo y tercer ciclo de seleccién de
brotes (75 d, 90 d y 105 d después de la induccion, respectivamente), se tomaron
al azar dos frascos con brotes de cada tratamiento (cuatro genotipos x cuatro
concentraciones de PEG) para el andlisis de proteinas. Bajo condiciones asépticas
en la campana de flujo laminar, se pesé de 0.5 a 1 g de tejido foliar (bracteas) por
brote, el tejido se introdujo en tubos Eppendorf de 1.5 mL de capacidad,
previamente esterilizados, y se congelaron en nitrégeno (N2) liquido. De esta
manera se tuvieron 32 tubos con tejido por cada ciclo de seleccion. Después, los

tubos se transfirieron a un ultra-congelador a —80° C hasta su analisis.

Buffer de extraccion. Se preparo el buffer para la extraccion de proteina soluble
del tejido, conformado por Tris-HCI (20 mM) y NaCl (0.5 M). Se ajust6 el pH a 7.5
con NaOH (1 N) y HCI (1 N). Esta solucién se conservé en frasco color &mbar y en

refrigeracion a 4 °C.
Buffer de muestra. Se preparé como se sefial6 en el Cuadro 2 A (Ver Apéndice).

Extraccion de proteina. La muestra de tejido (previamente pesada) se colocé en
un mortero de porcelana, previamente enfriado a 4 °C, y se le adicion6 0.1 g de

arena de mar (MERCK®) y 0.10 g de polivinil pirrolidona (PVP, SIGMA®);
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inmediatamente después se anadié 0.5 mL de buffer de extracciéon. Se macero6 el
tejido hasta lograr una masa fina fluida la cual se introdujo en un tubo Eppendorf
esterilizado. Se procedié a centrifugar la muestra molida a 14,000 rpm y 4 °C
durante 5 min. Se tomaron 100 uL del sobrenadante crudo de cada uno de los 96

tubos (32 por ciclo x 3 ciclos).

Los tubos con el sobrenadante crudo, correspondientes a la primera repeticion (48
tubos) se almacenaron en congelaciéon a -40 °C, y luego fueron utilizados para
determinar la concentracion total de proteina por medio del ensayo de Bradford

(1976).

A los tubos con 100 pL de sobrenadante de la segunda repeticion se les agregaron
100 uLL de Buffer de muestra y se desnaturalizaron al calentarlos en agua
hirviente (100 °C) durante 3 min; inmediatamente después se congelaron a -40 °C
para usarse en la separacion de proteinas (SDS-PAGE), de acuerdo con las

instrucciones de BIO-RAD®.
2) Cuantificacion de proteina total con el Ensayo de Bradford

Determinacion de la curva patron. Se usé agua destilada (d)-desionizada (d),
albumina de suero bovino (BSA, SIGMA®) como patrén proteico (0.25 pg pL! de
agua) y el reactivo de Bradford (BIO-RAD®). Con esta concentracién de proteina

se preparo una curva de calibracion de 0-15.0 ug mL-! (Cuadro 3 A).

Para determinar la absorbancia se usé un espectrofotometro UV-Visible
(VARIAN® modelo Carry Win 50) que conserva en la memoria la ecuacién de
regresion (concentracion de proteina-absorbancia a 595 nm) y determina
automaticamente la concentracion de proteina de los extractos correspondientes a

los tratamientos.

Lectura de absorbancia. Los extractos conservados en congelacion se

descongelaron, y centrifugaron a 14,000 rpm y 4 °C por 3 min. De cada uno de
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ellos se tomé (por duplicado) una alicuota de 5 plL. y se colocé en otro tubo
Eppendorf adicionando 795 ulL de agua destilada mas 200 uL de reactivo de
Bradford (BIO-RAD®); el tubo se agité en un vértex. Se hicieron dos repeticiones
por tubo. Después de 5 min se vaci6 la mezcla en celdas para obtener la lectura de

absorbancia, a 595 nm. Las lecturas del espectrofotometro fueron en pg mL1.

La cantidad de proteina por unidad de volumen se convirtié en ug g1 y luego este
valor se represent6 en por ciento. De este modo se tuvieron 64 lecturas (4
genotipos x 4 niveles de PEG [incluyendo el testigo] x 2 ciclos de seleccion [el
primero y el tercero] x 2 repeticiones). Se hizo analisis de varianza del arreglo
factorial, 4 genotipos x 4 niveles de estrés osmoético dando 32 tratamientos, bajo

un disefio completamente al azar, por cada ciclo de seleccion (1ero y 3ero),

Durante la optimizacion del protocolo de extracciéon de proteinas solubles se
usaron muestras del segundo ciclo de selecciéon. Dado que se agotaron algunas

muestras, no se consideré al segundo ciclo en los andlisis estadisticos.
3) Separacion de proteinas con el sistema de Laemmli

Para el desarrollo de la electroforesis de proteina, se siguieron las instrucciones
de manual correspondiente al equipo Mini-PROTEAN® 3 Cell (BIO-RAD®). Los
geles fueron de 1 mm de espesor y volumen de 5.6 mL. Para hacerlos se

prepararon las soluciones que se citan en los Cuadros 4 Ay 5 A.

® Electroforesis. Se armé6 la camara de electroforesis (modelo Mini
Protean® 3-Cell Serie 525BR, 056900) y se adicioné 0.5 L de buffer de corrida
(Cuadro 6 A). La corrida se efectué a 100 V y 30 mA constantes durante 3 h por
gel. Los tubos con las muestras desnaturalizadas se descongelaron y se
centrifugaron a 14,000 rpm y 4 °C por 3 min. Posteriormente, con una Jeringa
Hamilton® de 100 uL de capacidad se midi6 el volumen de extracto (de 10 a 30
uL; dependiendo de los tratamientos) de modo que contuviera a 40 ug de proteina,

y se depositaron en cada uno de los pozos del gel apilador. Se us6 un marcador de
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proteina de amplio rango con pesos moleculares desde 6.5 a 175 KDa (Bio Labs-
P7708S, Broad range)® depositando 12 uL en un pozo de cada gel. En total se
hicieron 12 geles en los que se distribuyeron los diferentes tratamientos (Cuadro
7TA).

@® Tincion del gel. Una vez terminada la electroforesis de proteinas,
el gel se colocé en un recipiente de plastico (12 x 8 x 5 cm) donde se le anadié6 la
solucion de fijado, la cual consistié de 40% de metanol y 7% de acido acético, hasta
cubrirlo completamente. Se dejé6 en agitacion a 20 rpm durante 0.5 h.
Posteriormente se retiré la solucion de fijado para agregarle inmediatamente el
buffer de tincion (Cuadro 8 A) hasta inundar el gel. Se dejé agitando a 20 rpm
durante 20 min.

® Destincion del gel. Después de tenir el gel se retiré el buffer de
tincién para agregarle Buffer de destefiido (metanol al 20 %) hasta inundar. Se
dejé desteiiir durante 8 h.

® Imadgenes digitales de geles. Se tomaron fotografias de los geles
en el transiluminador (UVP- Canon TV200M)®. El aparato se ajusté para que la
imagen digital del gel fuera fotografiado en color azul de Comassie y bajo luz
blanca. Se compararon cualitativamente los patrones de bandeo para cada

genotipo por ciclo de seleccién y por dosis de PEG.

g) Cuantificacion de prolina soluble en brotes de las lineas LE-13 y LE-16

en su tercer ciclo de seleccidon

Se consideraron sélo estas dos lineas porque resultaron contrastantes en sus
variables morfolégicas y fisiolégicas. Los andlisis se hicieron de la siguiente

manera:

1) Preparacion de extractos para cuantificacion de prolina con el Ensayo

de Bates (1973)

Muestra de tejido. Se tomaron al azar de 2 a 3 brotes de las lineas LE-13 y LE-

16 del tercer ciclo de seleccion, en cada nivel de estrés osmético (0, 10, 15y 20 %
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de PEG). Se pes6 de 0.5 a 1 g de tejido foliar (bracteas) por brote, se introdujo en
tubos Eppendorf de 1.5 mL de capacidad, previamente esterilizados, los cuales se
congelaron en nitrégeno (N2) liquido. Después, los tubos se transfirieron a un

ultra-congelador a —80 °C hasta su analisis.

Extraccion de prolina. La muestra de tejido (previamente pesada) se colocé en
un mortero de porcelana, previamente enfriado a 4 °C; de inmediato se le afiadié
10 mL de acido sulfosalicilico al 3 % (Cuadro 9 A). Se maceré con arena de mar
[0.1 g de arena de mar (MERCK®)] hasta lograr una masa fina fluida la cual se
filtré con papel Whatman No. 5. El papel se colocé en un embudo de vidrio y luego
se humedecié con acido sulfosalicilico al 3 %, antes de verter el macerado. Del
extracto filtrado se tomo6 una alicuota de 2 mL, a la que se agregaron 2 mL de
solucién de ninhidrina acida (Cuadro 10 A) + 2 mL de acido acético glacial. Las
muestras se agitaron en el Vortex. Posteriormente se colocaron en bafio Maria a
90 °C durante 1 h. En seguida, a cada tubo con la muestra se le agregé 4 mL de
tolueno bajo la campana de extraccion de aire, en seguida se enfrié en bano de
hielo durante 15 min; se esper6 a que se separaran las dos fases y se tomo la fase

organica superior del tubo.
2) Cuantificacion de prolina total

Determinacion de la curva patron. Se prepararon 100 mL de soluciéon
estandar de L-prolina (SIGMA®) en concentracién 0.004 M, en &cido sulfosalicilico
al 3%. Con esta solucién se hicieron diluciones en 10 tubos con acido sulfosalicilico
al 3 %, para tener concentraciones desde 8 hasta 800 nmol de prolina (Cuadro 11
A). El blanco se manej6 igual que las muestras, el cual se preparé con 2 mL de

acido sulfosalicilico, 2 mL de nihidrina y 2 mL de acido acético glacial.

Lectura de absorbancia. Para determinarla se usé un espectrofotometro UV

PYE UNICAM® modelo SP8-100 a una longitud de onda de 520 nm.
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Primero se ajust6 la absorbancia a cero con el blanco, luego se obtuvo la
absorbancia de las diluciones en celdas de cuarzo. Con los datos se obtuvo la

linea de regresion de la absorbancia sobre la concentracién de prolina.

En el mismo espectrofotometro se obtuvo la absorbancia de las muestras y se usé
la ecuacion de regresion para estimar el contenido de prolina en nmol mL-1. Esta

variable se transformé luego a umol gt de PF.
3.6.5 Analisis de variables

En el primer experimento las variables morfolégicas de los brotes del primero y
tercero ciclos de seleccion, se analizaron en un arreglo factorial 4x4x2 (genotipos x

niveles de PEG x ciclos), bajo un disefio completamente al azar.

En las variables fisiolégicas del segundo experimento, la acumulacion de biomasa,
porcentaje de agua (transformada a valores angulares), el potencial hidrico y sus
componentes, se analizaron bajo diseno completamente al azar con arreglo
factorial 4x4 (4 genotipos y 4 niveles de PEG) con 16 tratamientos. El ajuste
osmoético total se analizé6 con el mismo disefio experimental, pero el arreglo

factorial result6 4x3 (4 genotipos x 3 niveles de PEG [10, 15 y 20 %]).

La cantidad de proteina por unidad de volumen se convirtié a mg g de peso
fresco. Se tuvieron 32 tratamientos resultantes del arreglo factorial de 4
genotipos x 4 niveles de PEG [incluyendo el testigo] x 2 ciclos de seleccion [el
primero y el tercero]. Se hizo analisis de varianza bajo un disefio completamente
al azar con dos repeticiones. En el anélisis estadistico no se involucré el segundo
ciclo de seleccion porque durante la optimizacion del protocolo de extraccion de

proteinas solubles se agotaron algunas muestras.

Los geles se analizaron visualmente, determinando la presencia y ausencia de
bandas proteicas de acuerdo con su peso molecular aproximado, en funcién del
nivel de estrés osmético en cada genotipo.

Este analisis se hizo para cada genotipo por ciclo de selecciéon y por dosis de PEG.
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El contenido de prolina en los brotes de las lineas LE-13 y LE-16 se analizaron
graficamente con los promedios y el error estidndar en cada nivel de estrés

osmotico.

3.6.6 Enraizamiento in vitro de brotes seleccionados

Se promovio el enraizamiento de los brotes seleccionados en frascos de 250 mL de
capacidad conteniendo 40 mL de medio MS y pH de 5.8. Se establecieron cuatro
ensayos sucesivos con brotes seleccionados en los experimentos de la etapa III,
para evaluar concentraciones de auxinas, de sacarosa y estados fisicos del medio,

cuyos tratamientos se detallan en los Cuadros 5, 6, 7 y 8.

Cuadro 5. Ensayo uno de rizogénesis de brotes seleccionados en la etapa
III bajo estrés osmotico.

Tratamiento Genotipo Medio MS de consistencia liquida
1 LE-13 MS + ANA (5 mg L1) + Sacarosa (30 g L'1)
2 LE-13 MS + ANA (0 mg L'Y) + Sacarosa ( 0 g L)
3 LE-16 MS + ANA (5 mg L1) + Sacarosa (30 g L'1)
4 LE-16 MS + ANA (0 mg L1) + Sacarosa ( 0 g L)
5 LE-14 MS + ANA (5 mg L'1) + Sacarosa (30 g L'1)
6 LE-14 MS + ANA (0 mg L'Y) + Sacarosa ( 0 g L)
7 LE-46 MS + ANA (5 mg L1) + Sacarosa (30 g L)
8 LE-46 MS + ANA (0 mg L-1) + Sacarosa ( 0 g L1)

MS= Murashige y Skoog (1962); ANA= Acido Naftalenacético.
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Cuadro 6. Ensayo dos de rizogénesis de brotes seleccionados en la etapa
ITI bajo estrés osmético.

Tratamiento Genotipo Medio MS de consistencia liquida
1 LE-13 MS + AIB (2.5 mg L'!) + Sacarosa (30 g L)
2 LE-13 MS + AIB ( 0 mg L'Y) + Sacarosa ( 0 g L)
3 LE-16 MS + AIB (2.5 mg L'1) + Sacarosa (30 g L)
4 LE-16 MS + AIB ( 0 mg L'!) + Sacarosa ( 0 g L)
5 LE-14 MS + AIB (2.5 mg L'!) + Sacarosa (30 g L)
6 LE-14 MS + AIB ( 0 mg L'!) + Sacarosa ( 0 g L)
7 LE-46 MS + AIB (2.5 mg L'1) + Sacarosa (30 g L)
8 LE-46 MS + AIB ( 0 mg Li'!) + Sacarosa ( 0 g L)

MS= Murashige y Skoog (1962); AIB= Acido Indolbutirico.

Cuadro 7. Ensayo tres de rizogénesis de brotes seleccionados bajo estrés
osmaotico.

Tratamiento Genotipo Consistencia fisica/concentracion AIB
(Ntm) de medio MS (mg L)
1 LE-13 SOL /100% 0.0
2 LE-13 SEM/100% 0.0
3 LE-13 SOL / 50% 0.0
4 LE-13 SEM/ 50% 0.0
5 LE-13 SOL /100% 2.5
6 LE-13 SEM/100% 2.5
7 LE-13 SOL / 50% 2.5
8 LE-13 SEM/ 50% 2.5
9 LE-16 SOL /100% 0.0
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...Continuacion Cuadro 7.

Tratamiento Genotipo Consistencia fisica/concentracion AIB
(Num) de medio MS (mg L)
10 LE-16 SEM/100% 0.0
11 LE-16 SOL / 50% 0.0
12 LE-16 SEM/ 50% 0.0
13 LE-16 SOL /100% 2.5
14 LE-16 SEM/100% 2.5
15 LE-16 SOL /50% 2.5
16 LE-16 SEM/ 50% 2.5
17 LE-14 SOL /100% 0.0
18 LE-14 SEM/100% 0.0
19 LE-14 SOL / 50% 0.0
20 LE-14 SEM/ 50% 0.0
21 LE-14 SOL /100% 2.5
22 LE-14 SEM/100% 2.5
23 LE-14 SOL /50% 2.5
24 LE-14 SEM/ 50% 2.5
25 LE-46 SOL /100% 0.0
26 LE-46 SEM/100% 0.0
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...Continuacion Cuadro 7.

Tratamiento Genotipo Consistencia fisica/concentracion AIB
(NGm) de medio MS (mg L)
27 LE-46 SOL / 50% 0.0
28 LE-46 SEM/ 50% 0.0
29 LE-46 SOL /100% 2.5
30 LE-46 SEM/100% 2.5
31 LE-46 SOL /50% 2.5
32 LE-46 SEM/ 50% 2.5

SOL= Medio en estado fisico sélido con 6 g L' de agar Sigma®; SEM= Medio en estado
fisico semisélido con 3.5 g L' de agar Sigma®; 100 % = Sales del MS 1X; 50 % = Sales del
MS 0.5X

Finalmente, para rizogénesis los brotes se evaluaron en diferentes
concentraciones de sacarosa de medio MS (1962) en estado sélido (con agar

Sigma® al 0.6 % p/v) sin hormonas (Cuadro 8).
3.6.6.1 Variables cuantificadas

Solo hubo rizogénesis en el dltimo ensayo y éste fue el tnico que se analizé
graficamente en el porcentaje de brotes con raiz. Se elaboré una grafica para
representar la relacion entre el porcentaje de enraizamiento y el nivel de estrés
osmoético mediante la hoja de calculo Excel®. No fue posible hacer analisis de
varianza por falta de repeticiones en varios tratamientos, incluyendo el testigo, ya

que s6lo se obtuvo un dato en este ensayo.
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Cuadro 8. Ensayo cuatro de rizogénesis de brotes seleccionados en la
etapa III bajo estrés osmético.

Tratamiento (Num.) Genotipo Medio de cultivo
1 LE-13 MS + Sacarosa ( 0 g L)
2 LE-13 MS + Sacarosa (30 g L-1)
3 LE-13 MS + Sacarosa (50 g Li'1)
4 LE-16 MS + Sacarosa ( 0 g L'1)
5 LE-16 MS + Sacarosa (30 g L-1)
6 LE-16 MS + Sacarosa (50 g L-1)
7 LE-14 MS + Sacarosa ( 0 g L)
8 LE-14 MS + Sacarosa (30 g L)
9 LE-14 MS + Sacarosa (50 g L-1)
10 LE-46 MS + Sacarosa ( 0 g L-1)
11 LE-46 MS + Sacarosa (30 g Li'1)
12 LE-46 MS + Sacarosa (50 g Li'1)

MS= Murashige y Skoog (1962).
3.6.7 Aclimatacion de plantas

Los frascos conteniendo las plantulas con raiz se introdujeron a una camara de
incubacién (Biotrenette mark ITI®, 120 V, 50/60 Hz y 6 A. Melrose Park, Illinois,
USA) con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad, a 26 + 2 °C. Después de 5 d
las plantulas se sacaron del frasco para enjuagarlas con agua destilada estéril y
eliminar el resto de agar. Luego se trataron con una solucién de Benlate® (4 g L-1)
por 5 min. Enseguida se transplantaron en vasos de unicel No. 12 con sustrato

esterilizado (Agrolita [mineral estéril inorganico de origen volcanico]-Peat Moss

89 g



Materiales y Métodos

[musgo canadiense estéril, pH de 3.5 a 4.0, materia organica de 95%, cenizas

<5%, absorcion de agua por 12 veces su peso en seco]), mezclados en proporcion

1:1.

Las plantas se mantuvieron cubiertas con bolsas de polietileno trasliacidas
durante una semana, para conservar la humedad relativa y permitir la
fotosintesis. Al iniciar la segunda semana, se hizo un orificio en la esquina
superior. En la tercera semana, se hizo un segundo orificio en la otra esquina. Al

término de la tercera semana se retiré la bolsa.
3.6.7.1 Variable cuantificada

Se consideré el nimero de plantas sobrevivientes por genotipo. Sin embargo,
todas las plantas murieron en la tercera semana de aclimatacion. Se tomaron

fotografias digitales para ilustrar el evento.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ETAPA 1. Organogénesis in vitro

4.1.1. Cultivo aséptico y germinacion de semillas

Para el analisis estadistico de varianza de la germinacién in vitro se combinaron
los datos de tres experimentos consecutivos para generar repeticiones de las
variables ésta expresada en porcentaje. No hubo diferencia entre genotipos en
cuanto a la capacidad de germinacion de las semillas, ni en la cantidad de
semillas sin germinar, contaminadas y plantulas anormales. En contraste, el
efecto del genotipo fue significativo sobre las caracteristicas morfolélogicas de las

plantulas normales de 12 d de edad (Cuadro 9).

Cuadro 9. Valores de F del analisis de varianza de la germinacion y
caracteristicas de las plantulas obtenidas in vitro, por efecto del
genotipo. Datos combinados de tres experimentos.

Factor GE NG AN CO LC AP NH

Genotipo 1.53ns 0.19ns 144ns 0.19ns 11.1 %%  18.3 ** 29.8 **

GE= germinacion (valor angular) NG= granos sin germinar (valor angular); AN=
plantulas anormales (valor angular); CO= contaminacién por microbios (valor angular);
LC= longitud del coleoptilo (cm); AP= altura de la plantula (cm); NH= ntimero de hojas
presentes. **= Significancia a 1 % de error; ns= no significativo.

En el vigor de las plantulas normales que se desarrollaron de las semillas (Figura
12), los genotipos LE-13 y LE-14 fueron los mejores en ntimero de hojas (liguladas
y no liguladas). El genotipo LE-16 present6 las plantulas con mayor longitud de
coledptilo pero la menor altura total y menor nimero de hojas. El LE-46 superé a

los demaés genotipos en altura de las plantulas (Cuadro 10).
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Figura 12. Plantulas de maiz germinadas in vitro con desarrollo normal.

Cuadro 10. Promedio de germinacion de semillas y de caracteristicas de
las plantulas obtenidas in vitro. Tres experimentos.

GEN LC AP NH Valores porcentuales

(cm) (cm) (ntm) GE NG AN CO
LE-13 253 b 214ab 3.8a 85.3 11.8 4.2 19.8
LE-16 2.92a 175 ¢ 29 ¢ 79.7 19.6 0.78 16.9
LE-14 253 b 199 bc 3.8a 81.5 13.5 8.3 12.5
LE-46 236 b 241a 33 b 95.7 4.2 1.2 6.3
DSH 0.36 3.2 0.35 ns ns ns ns

LC= longitud del coleoptilo (cm); NH= numero de hojas presentes (liguladas y no
liguladas); AP= altura de la plantula (cm); GE= germinacion NG= granos sin germinar;
AN= plantulas anormales; CO= contaminaciéon por bacterias y/o hongos; ns= no
significativo. Letras iguales en una columna indican promedios estadisticamente iguales
(Tukey, 0.05).

El porcentaje de germinacion oscilé entre 79.7 % y 95.7 %, el de semillas no

germinadas entre 4.2 % y 19.6 %, y el de plantulas anormales entre 0.8 % y 8.3 %.

Independientemente de las semillas que germinaron,

contaminacion oscilé entre 6. 3% y 19.8 %.
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La germinaciéon de la semilla en sentido estricto se define como la secuencia de
eventos fisiolégicos que ocurren hasta la emergencia de la radicula. Después
desencadenan los eventos postgerminativos, como movilizacion de reservas,
cambios hormonales y establecimiento de la plantula (Nonogaki, 2006). En este
contexto, las diferencias genotipicas observadas en esta investigacion, ocurrieron
en los eventos postgerminativos reflejados en diferencias del vigor de las
plantulas.

Dado que las condiciones in vitro son 6ptimas para la germinacion, se infiere que
las semillas que no germinaron probablemente no tenian viabilidad. Entre los
factores fisiolégicos que conducen a la pérdida de germinacion, viabilidad y vigor
es el envejecimiento natural de las semillas, lo cual depende del genotipo y del
ambiente (Cruz et al., 2003; Fragoso et al., 2006). Por otra parte, a pesar de haber
llevado a cabo el protocolo de desinfeccién de semillas, algunas mostraron la

presencia de hongos y bacterias durante la germinacion.

En este estudio no se evalué la germinaciéon de la semilla sometida a estrés
osmotico, porque no fue un objetivo planteado. Sin embargo, se sabe que el
proceso de germinacion del grano de arroz se inhibe con el incremento de

polietilenglicol de 0 % a 24. 7 % en solucién acuosa (Alam et al., 2003).
4.1.2. Induccion de brotes

4.1.2.1. Efecto del a) pH y de b) la posicion de los explantes sobre la

capacidad organogénica
a) pH del medio de cultivo

Un método de micropropagaciéon implica la propagaciéon por yemas axilares o
apicales, explantes que incluyen un meristemo que origina un nuevo brote. Un
segundo método consiste en la induccién de brotes o pre-embriones adventicios en

tejidos que no son meristematicos, en el que se pueden observar dos formas de
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organogénesis: la directa cuando los brotes surgen directamente del tejido del
explante sin formar previamente callo, y la indirecta cuando la regeneracion de
brotes se obtiene después de una etapa de callo (Thiart, 2003).

El proceso organogénico inicia con cambios en células del parénquima, las cuales
se dividen para producir una masa globular de células o meristemoide y éstas
pueden dar origen a un brote o a un primordio de raiz. En contraste, la
embriogénesis somatica da origen a una estructura bipolar, es decir un eje con
meristemo apical y radical (Ahmed et al., 2001). De esta ultima via también
existen dos tipos, la directa y la indirecta, lo cual depende si el explante pasa o no
por la fase de callo (Eudes et al., 2003).

La multiplicaciéon in vitro de maiz se ha hecho con diferentes tejidos como
explantes, como: embriones maduros e inmaduros, espigas, anteras, microsporas,
mesocoétilos, nudos coleoptilares, glumas de la espiguilla, partes basales de las
hojas (Li et al., 2002 ), jilotes, meristemo apical del vastago y las yemas axilares
(Walden et al., 1989).

En este trabajo se evalué la inducciéon de organogénesis en secciones del tallo
envuelto por el coledptilo, la cual fue influenciada significativamente por el
genotipo y por la interaccion genotipo x pH. El pH por si solo no tuvo efecto
significativo (Cuadro 11). Los resultados surgieron de dos experimentos sucesivos

que se analizaron en forma constante.

Cuadro 11. Valores de F del analisis de varianza del nimero de explantes
con brotes (NEB) por efecto del genotipo, pH y la interaccion. Datos
combinados de dos experimentos.

Efecto NEB (arco seno +/x)
Genotipo 8.6 **
pH del medio de cultivo 2.14 ns
Genotipo x pH 6.7 **

**= Significancia a 1 % de error; ns= no significativo.

94 g



Resultados y Discusion

Segun la interaccion genotipo x pH, el mayor nimero de explantes con brotes
ocurrio6 en el genotipo LE-13 en pH de 6.3 (58 %) y en el genotipo LE-16 en pH de
5.8 (43 %). El resto de los tratamientos fueron estadisticamente iguales, y el
genotipo LE-14 result6 insensible al pH del medio de cultivo (Cuadro 12).

En otro estudio, Iracheta et al. (2003) evaluaron la organogénesis en cuanto al
numero de explantes con brotes y nimero de brotes por explante, y el mejor
genotipo fue LE-13 en comparacion con LE-14 y LE-16 para la induccién de
brotes.

Cuadro 12. Medias del namero de explantes con brotes (NEB) por efecto
combinado el genotipo y pH del medio de cultivo. Datos de dos
experimentos.

Genotipo pH NEB Frascos con 5
Frecuencia Valores angulares explantes

(%) (arco seno /x) (repeticiones)
LE-13 5.8 39 0.67 b 24
6.3 58 0.90 a 24
LE-16 5.8 43 0.71 ab 17
6.3 34 0.62 b 15
LE-14 5.8 31 0.58 b 14
6.3 34 0.61 b 17

DSH - - 0.19 -

DSH = diferencia minima significativa a 5 % de error. Letras iguales en una columna
indican promedios estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

El pH tiene influencia en la cinética de absorcion de auxinas disueltas en el medio
de cultivo por los explantes. Por ejemplo, en estudios efectuados con secciones en
forma de disco, disecadas del coleéptilo de maiz, indican que al disminuir el pH de
8.0 a 3.5 aumenta la absorciéon del acido indolacético en el tejido (Edwards y
Goldsmith, 1980); es decir, con pH acido se absorbe mas AIA. Esto parece explicar
la sensibilidad de los genotipos LE-13 y LE-16 al pH.

La organogénesis también es influenciada por las fitohormonas adicionadas al
medio de cultivo, ya que el medio de induccion contenia mayor cantidad de
citocininas con respecto a las auxinas; al respecto, Yamaguchi et al. (2003)

indican que con una alta proporciéon de auxina con respecto a la citocinina, se
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induce usualmente la formacién de raices, en el caso contrario se promueve la
formacion de brotes. Una relacion balanceada de tales fitohormonas promueve
una proliferacion celular desorganizada que es la formacién de callo.

En el cultivo in vitro de explantes de soya el incremento de pH de 5.7 a 7.9 en el
medio de cultivo no tuvo efecto en la induccién de embriogénesis (Hofmann et al.,
2004), mientras que en plantulas de trigo el mejor pH fue de 4 para alargar
raices, y hubo variacion entre genotipos (De Oliveira et al., 2004). Por ello en este
trabajo se podria postular que algunos genotipos son sensibles al pH por cambios
en la absorcion de AIA.

b) Posicion de los explantes en el coledptilo

En dos experimentos se compar6 el efecto del genotipo y de la posicién del
explante en el nudo coleoptilar, sobre la capacidad de brotaciéon (Cuadro 13). Se
detect6 efecto significativo de la posicion del explante, ya que los derivados de los
segmentos mas cercanos a la base fueron los que presentaron alta capacidad de
brotacion, 65 % y 76 % (Cuadro 14). Esta capacidad disminuyé conforme el
explante se obtuvo de una parte méas alejada de la base del coledptilo. Los

explantes que no brotaron comiunmente tenian hojas inmaduras enrolladas

(Figura 13).

Cuadro 13. Valores de F para la frecuencia de explantes que mostraron
actividad organogénica en funcion del su posicion en el coledptilo de la
plantula donadora. Datos de un tercero y cuarto experimentos.

Efecto Valores de F del Analisis de Varianza
Frecuencia relativa Frecuencia (arco seno +/x)
Genotipo (G) 2.2 ns 2.2 ns
Posicion (P) 34.6 ** 29.5 **
GxP 0.1 ns 0.2 ns

**= Significancia a 1 % de error: ns= no significativo.
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Cuadro 14. Frecuencias de explantes con actividad organogénica en
funcion de su posicion en el coledptilo de la plantula. Valores de un
tercero y cuarto experimentos.

Posicion Explantes que brotaron
(Orden acropeto) Frecuencia (%) Valores angulares (arco seno v/x)
I 76 1.07 a
II 65 0.95 a
I1I 24 0.50 b
v 8 0.23 ¢
DSH - 0.26

DSH = diferencia minima significativa a 5 % de error. Letras iguales en una columna
indican promedios estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

Figura 13. Induccion de organogénesis de maiz en explantes disecados
del nudo coleoptilar (discos I al V). A) Organogénesis en los tres
primeros explantes conservando su posicion acroéopeta sobre el
medio de cultivo; B) Organogénesis en cinco explantes acomodados
en forma circular sobre el medio de cultivo; C) Acercamiento de la
organogénesis en el explante de la primera posicion.

Raman et al. (1980) cultivaron in vitro yemas axilares de los 10 primeros nudos
del tallo de plantulas de maiz; observaron que las 3 primeras yemas dieron origen
a plantas sélo con espigas, las yemas de los nudos 4 al 7 desarrollaron plantas
solo con espigas y algunas normales (con espigas y jilotes), mientras que las
yemas de lo nudos 8 al 10 produjeron plantas sé6lo con jilotes y algunas normales.
Es factible deducir entonces que la capacidad organogénica de los explantes
usados en el presente trabajo estuvo en funcién de su posicién o ubicacion, quizas
porque los explantes basales tenian yemas axilares y mas proporcion de tejido

meristematico que los explantes superiores. Segun Iracheta et al. (2003), 99 % de
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los brotes se desarrollaron a partir de los primeros 4 mm basales del coledptilo (4
discos basales), porque estos explantes eran anatémicamente diferentes a los que

no mostraron actividad organogénica.

En forma similar, Tiel et al. (2006) encontraron que los dos primeros explantes,
tomados en orden acréopeto de plantulas de cana de azucar, presentaron la mayor
capacidad organogénica, capacidad que disminuyé en sentido acrépeto; ademas
detectaron diferencias entre genotipos, principalmente en el namero de brotes por

explante.

4.1.2.2. Efecto de variantes fisicas del medio de cultivo en la induccion de

brotes

En este experimento se evaluaron los factores: genotipo, intervalo en dias (d) para
la fase de induccién de brotes, volumen del frasco de cultivo y consistencia fisica
del medio de cultivo (Figura 14). En la variable altura del brote, solamente
tuvieron efecto significativo el genotipo, la consistencia del medio y la interaccion
genotipo x intervalo, mientras que el volumen del frasco no tuvo efecto alguno. El
numero de hojas no cambié significativamente por influencia de los factores

involucrados (Cuadro 15).

Figura 14. Induccion de organogénesis de maiz a partir del disco I del
nudo coledptilar: A) Medio liquido con plataforma, (B) Medio

solido.
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Cuadro 15. Valores de F del analisis de varianza de la altura y numero de
hojas por brote por efecto del genotipo, intervalo de induccion, volumen
del frasco, consistencia del medio de cultivo y sus interacciones. Datos
del primer experimento.

Efecto Altura del brote Numero de hojas
(cm) (Transformacion de Bartlett)

Genotipo (G) 3.35 * 0.70 ns
Intervalo (I) 1.18 ns 0.34 ns
Volumen (V) 0.27 ns 1.35 ns
Consistencia (C) 6.98 ** 0.12 ns
GxlI 2.58 * 2.71 ns
GxV 0.96 ns 0.71 ns
GxC 1.73 ns 1.88 ns
IxV 0.78 ns 0.67 ns
IxC 1.24 ns 0.01 ns
VxC 0.09 ns 0.01 ns
GxIxV 1.00 ns 1.40 ns
GxIxC 1.44 ns 0.74 ns
IxVxC 1.11 ns 2.15 ns
GxIxVxC 0.72 ns 0.79 ns

**= Significancia a 1 % de error; * = significancia a 5 % de error; ns= no significativo.

Para analizar la interaccion genotipo x intervalo, el Cuadro 16 muestra que los
genotipos LE-13 y LE-16 con 15 d, y el genotipo LE-14 con 10 d manifestaron la
mayor altura del brote. El genotipo LE-46 no interaccioné con el intervalo, dando
valores estadisticamente iguales en ambos intervalos. Por consiguiente, se infiere
que para los cuatro genotipos evaluados el mejor intervalo para la inducciéon de
brotes grandes se ubicé entre 10 d y 15 d, con base en la altura del brote, ya que

el namero de hojas no se alter6 significativamente.
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Cuadro 16. Medias de altura y numero de hojas por brote por efecto
significativo de la interaccion genotipo x intervalo. Datos del primer
experimento.

Genotipo Intervalo Altura del brote Repeticiones
() (em) (Ntm)
LE-13 10 5.5 ab 29
15 6.1a 20
20 5.7 ab 20
Promedio 5.8a
LE-16 10 4.4 ab 20
15 6.0 a 18
20 22 b 15
Promedio 4.2 b
LE-14 10 6.0 a 18
15 4.2 ab 21
20 4.2 ab 16
Promedio 4.8 b
LE-46 10 4.2 ab 22
15 4.0 ab 19
20 5.7 ab 217
Promedio 4.6 b
DSH - 3.6 -

DSH = Diferencia minima signif