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1.- INTRODUCCION

La familia Agavaceae posee un amplio nimero de especies de importancia econémica
por que constituyen una fuente renovable de alimento, azUcares, almibar, fibras,
celulosa, sapogeninas, ensilado para ganado, productos farmacéuticos, bebidas,
plantas ornamentales y otros productos mas.

Una de las plantas que crece y se adapta muy bien a tierras aridas y secas de nuestro
territorio es el Agave americana L., planta comunmente conocida en muchos lugares de
nuestro pais como maguey, paja o cabuya. Esta planta es originaria de México y en la
actualidad crece casi en todo los valles interandinos del Per(, también crece en
muchos paises en los cuales se le ha estudiado y dado mayor importancia
principalmente con fines medicinales.

Agave americana L. se ha propagado convencionalmente en forma asexual por
separacion de hijuelos, los cuales se desarrollan de rizomas producidos por cultivos
establecidos en campo por varios afios. Otra forma eficiente de propagacion asexual es
mediante la micropropagacion o cultivo in vitro.

Sea comprobado que el cultivo de tejidos tiene un importante papel en el proceso de
modificar la composicion genética de las plantas a través del uso de la biotecnologia,
ya que actia como un intermediario entre los avances hechos por la biologia molecular
en el aislamiento y modificacion de genes y la regeneracion de plantas transformadas
para ser evaluadas por los genéticos y fitomejoradores (Smith y Drew, 1990).

Dentro de las técnicas de cultivos de tejidos la embriogénesis somatica es considerada
una poderosa herramienta para la regeneracion y mejoramiento genético de plantas,
gue puede ser inducida en forma directa sobre el explante o indirectamente a partir de
callo. Este proceso morfogénico se favorece mediante la transferencia de los explantes
de un medio de cultivo suplementado con altas concentraciones de auxinas, a uno libre
de este tipo de reguladores del crecimiento. Teniendo como ventajas el proceso de
controlar facilmente el medio ambiente y fases de desarrollo, y un gran nimero de
embriones pueden ser obtenidos libres de patdgenos.

La capacidad para producir embriones somaticos esta genéticamente predeterminada
(Von Arnold et al., 2002), por lo que la respuesta ante tratamientos varia segun la
especie con la cual se esté trabajando.
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2.- JUSTIFICACION

El agave, Agave americana L., es un cultivo de suma importancia a nivel agroindustrial,
ya que cuenta con una amplia superficie cosechada, donde la mayor parte de las
plantas se destinan para la obtencion de bebidas alcohdlicas con denominacién de
origen como el tequila y el mezcal dandole asi una gran fuente de recursos econdémicos
para la poblacion.

Hoy en dia la biologia vegetal moderna requiere de herramientas que permitan la
regeneracion y multiplicacién de plantas, asi como de modelos que permitan estudiar
procesos como el de diferenciacion celular de una forma mas efectiva que la de los
modelos que se encuentran en la naturaleza, como es la embriogénesis somatica por
ello su estudio es un factor indispensable en la aplicacion de las nuevas tecnologias
biotecnoldgicas.

La embriogénesis somatica es un proceso por el cual las células sométicas se
desarrollan a través de estados de la embriogenia para dar lugar a plantas completas
sin fusibn gametica. Este proceso consta de varias fases: induccion de cultivos
embriogénicos, mantenimiento y proliferacion de los mismos, maduracion de embriones
somaticos, germinacion y aclimatacion de las plantas obtenidas. Para que cada una de
estas etapas transcurra adecuadamente y el proceso final resulte con éxito,
determinados tratamientos quimicos y fisicos deben ser aplicados en el momento
adecuado (Von Arnold et al., 2005).

Como se sabe los cultivos embriogénicos proliferan sin dificultad en el mismo medio y
condiciones de cultivo utilizadas para la fase de induccion. Sin embargo, y a pesar de la
buena calidad de los cultivos, la conservacion de los embriones somaticos en plantas
presentan muchas dificultades y las tasas de germinacién que se obtienen son bajas.
Este hecho, es comun en muchos sistemas de embriogénesis somatica (Janick, 1993),
se ha atribuido a dos causas fundamentales: pobre calidad de los embriones somaticos
formados y maduracion deficiente.

Pocos estudios se han ocupado de las comparaciones de cada paso de la maduracién
del embrion en el nivel de proteoma, especialmente en las plantas lefiosas (Dodeman y
Ducreux 1996; Lippert et al. 2005; Chivasa et al. 2006, Gallardo et al.2006). Sin
embargo, estos datos revela que la induccion y desarrollo de embriones somaticos
sigue un complejo via e implica una serie de proteinas desconocidas, algunos de los
cuales estan asociados con las vias de desarrollo que conduce a la formacion de
embriones soméaticos completos (Dodeman et al. 1997).
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3.- OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

+ Detectar e identificar las proteinas que se expresan durante las diferentes
etapas de desarrollo de los embriones somaticos de Agave americana L.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ I|dentificar las diferentes etapas de desarrollo de los embriones somaticos de
Agave americana L.

Extraccién y cuantificacion de proteinas, implementando la electroforesis y
analisis de gel.

Implementacion de técnica de digestion de proteina con tripsina.

Analisis por espectrometria de masas.

-+ ¥
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4.- CARACTERIZACION DEL AREA DE TRABAJO

El proyecto se llevo a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos, situado en la planta
alta del edificio Z. De manera general, en este laboratorio se realizan pruebas de
micropropagacion in vitro de tejidos vegetales y pruebas de biologia molecular,
localizado en el Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, ubicado en
Carretera Panamericana Km 1080.

El laboratorio de Investigacion de Cultivo de Tejidos cuenta con el equipo requerido
para realizar el proyecto, tales como un cuarto de inoculacion, balanza analitica,
agitadoras, reactivos, material de cristaleria, vortex, cadmaras de incubacién, un
autoclave, microscopio electrénico, horno de microondas.
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5.- PROBLEMAS A RESOLVER

Identificar que tipos de proteinas se encuentra en la sintesis protedmica de
las diferentes etapas de desarrollo de los embriones somaticos.

6.- ALCANCES Y LIMITACIONES

Los objetivos planteados en este proyecto no fueron alcanzados debido a que el
periodo de crecimiento de los callos, se da en un tiempo prolongado, alrededor de 6 a 8
semanas, sin embargo, se encontraron algunas limitaciones como fue la falta de
reactivos para la elaboracion del medio de cultivo, el cual tardo mucho tiempo en llegar.

Otra de las limitantes por las cuales no se cumplieron los objetivos fue por la
contaminacion que se dio durante el periodo de crecimiento de los callos, cuando estos
ya tenian un tiempo considerable de incubacion.
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7.- MARCO TEORICO

7.1 Agave americana L.

La familia Agavaceae es endémica de América, se distribuye desde el sur de Estados
Unidos de América a Colombia y Venezuela, y esta conformada por nueve géneros y
340 especies. El centro de mayor riqueza y diversidad biolégica se encuentra en
México, donde se encuentran 261 especies (75% del total) con 177 endémicas (70%)
(Reynoso et al., 2011).

El género méas grande y diverso es Agave spp., con 159 especies, de las cuales 119
son endémicas de México, representando 74%. Dentro de las aplicaciones mas
importantes de los agaves 0 magueyes por los grupos humanos esta su uso como
fuente de fibras duras, alimentacion y elaboracion de bebidas alcohdlicas fermentadas
y destiladas (Reynoso et al., 2011).

7.1.1 DESCRIPCION

Pertenece al grupo Americana propuesto por Gentry (1982) y se reconoce por tener
rosetas de hasta dos metros de alto, 2.5-3.0 m de diametro, hojas de 1.5-2.0 m de
largo, 15-25 cm de ancho, lanceoladas, ligeramente espatuladas, erectas y en
ocasiones poco curvadas, acanaladas en el haz, glaucas, y de superficie ligeramente
aspera y margen ondulado a crenado; dientes sobre mamilas, en la parte media de 0.5-
1.0 cm de largo, 0.6- 1.2 cm de ancho, rectos o recurvados; espina terminal 3.5-4.0 cm
de largo. Inflorescencia paniculada, laxa de 6-9 m alto, contorno general ovalado, fértil
desde la mitad o el tercio superior, ramas primarias 20-35, 1-1.2 m largo; pedunculo
verde-glauco, bracteas del pedunculo 30-60 cm largo, base hasta 10 cm ancho,
triangulares, cactaceas, margen entero, espina 1-1.5 mm largo. Flores 6-7.5 cm largo,
hipocrateriformes, verde-amarillentas; tépalos 2.5-3.5 cm largo, oblongos, gruesos,
tubo del perigonio 1-1.5 cm largo, ovario 2.5-3 cm largo, cuello 2-5 mm; estambres con
filamentos 5.5-8.0 cm largo, insertos en la parte media del tubo. Capsulas 4.0-5.5 cm
largo, 2.0- 2.5 cm ancho; semillas 9-10 mm largo, 7-8 mm ancho, negras (Figuras 1y
2).
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2. Morfologia vegetativa y reproductiva de Agave americana L., en la region de
Comitan, Chiapas.

Agave americana L. se utiliza también para la extracciéon de aguamiel y la elaboracion
de pulque. En Chiapas es la especie que se usa primordialmente para la elaboracion
del licor comiteco. En Oaxaca, la variedad horticola de Agave americana, conocida

como “maguey arroquefo”, se emplea para la produccién de mezcal (Espinosa et al.,
2002).
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Agave americana L. es una especie polimorfica con numerosas formas cultivadas en
varias regiones del mundo y que han sido seleccionadas y manejadas por el hombre
durante miles de afos. La variacion intraespecifica observada incluye variacion en el
tamano de la planta, numero y forma de las hojas, disposicion de las mismas en el
espacio, forma del margen, tamafio de los dientes, y tamafio de la espina terminal; sin
embargo, podemos reconocerla por la siguiente combinacion de caracteres: hojas
lanceoladas a algo espatuladas, erectas, recurvadas o reflejas, glaucas, a veces con
bandas transversales verdosas, superficie ligeramente aspera al tacto, margen
ondulado a crenado, dientes no mayores de un centimetro de largo y espina terminal
corta, hasta de 4 cm de largo; flores de 6-7.5 cm de largo con el ovario mas corto que
el tubo y los tépalos. A este respecto, Gentry (1982) reconoce una subespecie y ocho
variedades.

7.1.2 DISTRIBUCION

Agave americana L. es una especie nativa del sur de los Estados Unidos de América y
México, ampliamente cultivada en todo el mundo. En Chiapas se observa en los
municipios de Venustiano Carranza, Comitan de Dominguez y Las Rosas (Figura 3).
Las localidades, las coordenadas geograficas, la altitud y el mapa de distribucion, se
muestran en el cuadro 1.

Localidad Municipio Latitud norte Longitud Altitud
oeste (msnm)
Agua Bendita Venustiano 16°14'28.4” 92°25'30.5” 632
Carranza

Chacajolcom Comitan 16°18'17.59” 92°11'08.56” 1820
Ejido Las Comitan 16°13'19.4” 92°08’54.5” 1715
Flores
Los Riegos Comitan 16°18'21.1” 92°07'29.5” 1605
NE de la Comitan 16°15'40.7” 92°08’11.5” 1643
Ciudad de
Comitan
San José de Comitan 16°23'58.2"” 92°12’46.6" 2251
Las Rosas
Tuilaito Comitan 16°16'24.90” 92°09'56.1" 1858
Punta de
Diamante
Yalpalé Las Rosas 16°19'40.6” 92°24’36.5” 1010

Cuadro 1. Ubicacion de localidades con plantaciones de Agave americana
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Figura 3. Ubicacion de plantaciones de Agave americana L. y Agave salmiana en la
Meseta Comiteca de Chiapas

7.1.3 HABITAT Y FENOLOGIA

Cultivada como ornamental en pueblos y ciudades de México. En Chiapas crece
preferentemente en altitudes entre los 1,000 y 1,860 msnm de altitud. En general,
se observo que las plantas prosperan en laderas de roca caliza, sitios inclinados vy
terrenos con pendiente suave, en lugares abiertos, rocosos y suelos pedregosos. En
los alrededores donde se cultiva se puede observar vegetacion secundaria derivada
de la selva baja caducifolia y so6lo en la localidad de San José de las Rosas la
vegetacion circundante consiste de bosque de Pinus-Quercus. Estas especies de
agave florecen entre los meses de Julio y Agosto (Reynoso et al., 2011).
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7.1.4 NOMBRE COMUN Y USOS

“‘Maguey comiteco en Chiapas. Ornamental, como cerco vivo, quiotes secos empleados
en la construccion. Se utiliza también para la extraccion de aguamiel y la elaboracion
de pulque. En Chiapas es la especie que se usa primordialmente para la elaboracion
del licor comiteco. En Oaxaca, la variedad horticola de Agave americana L.
conocida como “maguey arroqueio” se emplea para la produccién de mezcal
(Espinosa et al. 2002).

7.2 MICROPROPAGACION

7.2.1 CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos vegetales comprende un grupo de técnicas, que estudia el
crecimiento de células, tejidos u érganos de plantas (explante) en un medio artificial
aséptico. El termino in vitro, proviene del latin en vidrio, debido a que se cultiva en
recipiente de vidrio o plastico que contienen el medio artificial, compuesto de una dieta
balanceada de nutrientes y reguladores de crecimiento, en condiciones aseépticas y
ambientales controladas, lo cual permite ejercer un control relativo sobre los procesos
morfogéneticos, fisioldgicos y bioquimicos que ocurren en el explantes en estudio
(George et al., 2008)

La totipotencialidad celular, propuesta en 1092 por Haberlandt, y la hipotesis del
balance hormonal sugerida por Skoog et al. En 1957, constituyen los principios mas
importantes, segin Roca y Mroginski (1991), en los que se fundamentan las técnicas
desarrolladas en cultivos de tejidos in vitro, donde la totipotencia puede ser definida
como la capacidad que tienen las células vegetales para desarrollar plantas completas.

Las técnicas de cultivo in vitro se han utilizado en el mejoramiento genético, la
obtencion de plantas libres de virus y otros patdgenos, la conservacion del
germoplasma y en micropropagacion, la cual involucra que las plantulas que se
producen puedan crecer y ser fenotipica y genotipicamente idénticas a la planta madre
de la cual se derivan (Roca y Mroginski, 1991). La ventaja mas importante obtenida por
la micropropagacion sobre los métodos convencionales es que en un tiempo y espacio
relativamente corto, una gran cantidad de plantas pueden ser producidas a partir de un
solo individuo pudiéndose obtener aproximadamente un millon de propagulos en un
periodo de seis meses, considerando una tasa de multiplicacion de diez yemas axilares
a partir de un solo explante (Chawla, 2004).
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7.2.2 MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo seleccionado dependerd de la especie a ser sembrada, de la
técnica de cultivo que se emplee, de la edad y del tipo del explante, debido a que la
composicién del medio influye en el crecimiento y morfogénesis de los tejidos de la
planta. Los principales componentes de la mayoria de medios de cultivo son macro y
micro nutrientes (nutrientes inorganicos), reguladores de crecimiento, vitaminas, fuente
de carbono, suplementos no definidos, agentes gelatinizadores y 95% de agua
(Trigiano y Gray, 2005).

7.2.2.1 Elementos minerales inorganicos

La vida y el crecimiento de una plan in vitro requiere de macros y micro nutriente
combinados y su concentracion es dependiente de la especie, donde los elementos
requeridos en concentraciones mayores que 0,5mml.L™? son referidos como
macronutrientes y menores que a 0,5mmol L* como micronutrientes. Los
macronutrientes comprenden los elementos: fosforo (P), potasio (K), nitrégeno (N),
azufre (Z), calcio (Ca), y magnesio (Mg); presentes como sales en el medio y son
esenciales para el desarrollo de la planta (Razdan, 2003).

El nitrogeno es un elemento esencial en la molécula de acidos nucléico, proteinas,
clorofila, aminoacidos, alcaloides y algunas hormonas de plantas, ademas que influye
en el enraizamiento de brotes in vitro. Lafuente de nitrogeno esta suplida por los iones
nitrato y los iones amonio. Entre otras funciones de los macronutrientes tenemos que:
el fosfato se encuentra en tejidos de rapido crecimiento en las plantas, el cual es
requerido en la fotosintesis y respiracion ya que forma parte de las moléculas de ADP y
ATP; mientras que el positivo ayuda en la sintesis de carbohidratos y proteinas, en la
normal divisién celular promueve el crecimiento meristematico ademas d tener un rol
principal en la homeostasis celular; de igual manera, el calcio es componente de la
pared celular y ayuda en la formacion de pectina; igualmente, el magnesio es el
elemento central de la clorofila e importante enzima activador; y el azufre es
componente de algunas proteinas y promueve el desarrollo de raiz (Sathyanarayana y
Varghese, 2007; Yadav y Tyagi, 2006).

Los microelementos como el boro (B), zinc (Zn), magnesio (Mn), cobre (Cu), cobalto
(Co), molibdeno (Mo), hierro (Fe), cloro (Cl) y iodo (I), son requeridos en pequefias
cantidades pero son esenciales para el crecimiento de células y tejidos. El hierro es
considerado el mas importante de los micronutrientes ya que es requerido en la sintesis
de clorofila, en las conversiones de energia de la fotosintesis y respiracion, ademas de
formar parte de proteinas (Yadav y Tyagi, 2006; Abdelnour y Escalant, 1994).

Segun Trigiano y Gray (2005), el medio Murashige y Skoog (MS) es una mezcla de
sales comunmente usada, debido a que la mayoria de especies reaccionan
favorablemente al ser cultivadas en este medio. La composicion del medio MS se
describe en la Tabla 1.
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Compuestos mg. L7

Macronutrientes

NHNO; 1650

KN, 1900

CaCl,.2H,0O 440

Mgs0, TH.O 370

KH-PO, 170

Micronutrientes

H:BO; 6.2

MnS0O, 4H,0 223

Zns0y TH,O 8.6

KI 0.83

Na,MoO,. 2H,0 0.25

CusS0y 5H-0 0.025

CoCl,.6H.O 0,025

Hierro Tabla 1. Formacion de sales
Na,EDTA 37.3 Murashige y Skoog (MS)
Fes0, TH.O 278

7.2.2.2 Componentes organicos
» Fuente de carbono

La sacarosa (20-60 g/l) es la fuente de carbono y energia comunmente utilizada, la cual
es esencial para el crecimiento y desarrollo del cultivo, ya que la mayoria de cultivos in
vitro son incapaces de fotosintetizar de manera efectiva dado la insuficiente
organizacion celular y desarrollo de tejidos, limitado intercambio gaseoso y las menos
condiciones optimas medioambientales otros tipos de azucar utilizados como fuente de
carbono son: glucosa, fructosa, maltosa, galactosa (Roca y Mroginski, 1991; Trigiano y
Gray, 2005). Segun Bhojwani y Razdan (1996), los azucares son el principal
componente osmatico del medio.

» Vitaminas, Aminoacidos y suplementos no definidos

Pequefas cantidades de nutrientes organicos pueden mejorar el crecimiento y
morfogénesis en plantas in vitro, estos pueden ser vitaminas, aminoacidos Yy
suplementos no definidos. Las cantidades requeridas varian en funcion de la especie y
genotipo (George et al., 2008).

Las vitaminas son partes de enzimas o cofactores que interactuan en las funciones
metabdlicas. La tiamina, el &cido nicotinico, la piridoxina y el mioinositol son las
vitaminas mas frecuentemente utilizadas, aunque la tiamina (0,1-0,5 mg/l) es
fundamental en un medio de cultivo ya que esta forma parte del metabolismo de los
carbohidratos y la biosintesis de algunos aminoacidos (George et al., 2008; Trigiano y
Gray, 2005).
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Los suplementos no definidos tales como la caseina hidrolizada, agua de coco (5% a
15%, v/v), jugo de naranja, jugo de uva, puré de banana, extracto de levadura entre
otros, son compuestos organicos complejos de los que se desconoce su composicion
especifica, causando varias respuestas en los cultivos. Estos suplementos son fuente
de nitrégeno, acidos grasos, carbohidratos, vitaminas, reguladores de crecimiento, en
diferentes concentraciones (George et al., 2008; Trigiano y Gray, 2005).

7.2.3 AGENTES GELATINIZADORES

Segun Roca y Mroginski (1991) la efectividad de un cultivo también esta dado por el
tipo y la concentracion del agente gelitinizador. El cual permite al explante estar en
contacto con el medio semisélido, ya sea en la superficie o incrustado; cominmente se
ha utilizado agar en un rango de concentracion de 0,5% a 1,0% (w/v). La concentracion
utilizada puede ser critica para la respuesta del cultivo, ya que en un medio bastante
blando puede producir hiperhidricidad mientras que en un medio demasiado solido
puede causar reduccion del crecimiento. El agar es un polisacarido, que consiste de
agarosa y agaropectina, las cuales forman geles que contienen cantidades altas de
agua (hasta 99,5%); entre otros beneficios, el agar no reacciona con ningun otro
componente del medio y no es digerido por la enzimas de los tejidos vegetales
(Trigiano y Gray 2005; Sathyanarayana y Varghese, 2007). Existen otros tipos de
agentes gelificantes alternativos como agargel, transfergel, Phytagel, agarosa y gelrite
(Mroginski et al., 2010).

7.2.4 POTENCIAL DE HIDROGENO

El potencial de hidrogeno (pH) del medio de cultivo es esencial, generalmente se ajusta
el medio a un pH entre 5,3 y 5,8. Valores superiores o inferiores al rango de pH de 4,5
a 7,0, el crecimiento in vitro de los explantes puede ser limitado debido probablemente
a factores como la inestabilidad de reguladores de crecimiento, la precipitacion de sales
y iones, y cambios producido en la consistencia del agar, ya que un pH &cido (<4,5), el
medio no se solidifica (Trigiano y Gray, 2005).

7.2.5 ESTAPAS DE LA PROPAGACION IN VITRO

Segun Trigiano y Gray (2005) las 5 etapas para una micropropagacion exitosa son:

7.2.5.1 Etapa 0: Seleccion de la planta donadora y preparacion

Los problemas asociados con la contaminacion en la inoculacion de los explantes
primarios, su calidad y respuesta in vitro estan directamente relacionados con las
condiciones fisiolégicas como fitosanitaria de la planta donadora (Trigiano y Gray,
2005), por lo que Pérez (1998) manifiesta que en la discriminacion del material de
partida se asegura una correcta seleccion individual.

7.2.5.2 Etapa 1: Establecimiento del cultivo aséptico
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Es la etapa de iniciacién, cuyo objetivo es alcanzar un cultivo axénico vy
fisiologicamente vigoroso Pérez (1998). Los contaminantes microbianos pueden afectar
la sobrevivencia del explante, el crecimiento y la tasa de multiplicacion, ya que en el
medio de cultivo pueden crecer y competir ventajosamente con el explante (Roca y
Mroginski, 1991; Trigiano y Gray, 2005).

> El explante

“Un buen explante es aquel cuyas células sobreviven, en una alta proporcién, a la
descomposicion” causada por la desinfeccion, y “que luego responde eficientemente en
las condiciones in vitro” (Roca y Mroginski, 1991, p. 130).

Su seleccién debe ser en base al sistema de propagacion de la planta. En el caso de
especies que se propaga vegetativamente Roca y Mroginski (1991) manifiesta que la
fuente de explante pueden ser los brotes jovenes y los apices meristemético. El cultivo
de meristemas, apices caulinares y yemas axilares ha sido y es un buen método para
obtener una rapida multiplicacion clonal, ademas de mantener y multiplicar los
materiales genéticos de las especies micropropagadas.

> Ladesinfeccioén

La desinfeccion superficial del explante se realiza para evitar el crecimiento de
microorganismos, primordialmente hongos y bacterias. Compuesto como: soluciones
de hipoclorito de sodio y de calcio, peroxido de hidrogeno, nitrato de plata, alcohol,
yodo, fungicidas, bactericidas, y otros han sido empleados para este proceso. En la
tabla 2 se indican algunos de los quimicos comunmente utilizados y su efectividad en la
esterilizacion superficial de los explantes descritos por Chawla (2004).

Agente esterilizante Concentracion  Facilidad de Tiento de Observaciones
utilizada remocion tratamiento (min)
Hipoclorito de sodio 1-1.4% ++ 3-30 Muy efectivo
Hipoclonto de calcio 0-10% +H+ 5-30 Muy efectivo
Peroxido de hidrogeno 10-12% H 5-15 Efectivo
Bromine water 1-2% +H+ 2-10 Muy efectivo
Nitrato de plata 1% + 5-30 Efectivo
Clomiro de mercurio 0.01-1% + 2-10 Satisfactorio
Antibidticos 4-50mg/1 + 30-60 Efectivo

Tabla 2. Propiedades y comparacion de esterilizantes superficiales comunes para
explantes.

Pagina 18


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=H0KXh38eWAOu2M&tbnid=ajcPP4GzOarcEM:&ved=0CAUQjRw&url=http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Agave_tequilana_2.jpg&ei=aRojUe7MHsTR2QWX2IGYCQ&psig=AFQjCNGHvy6bQR3E62jUYPiR5-J7tQzyCA&ust=1361341360303720

Las caracteristicas del explante estableceran la concentracion y el tiempo de
exposicion al compuesto (Roca y Mroginski, 1991), por ejemplo se ha observado que la
desinfeccién para explantes tomados de plantas con apices meristematico cubiertos,
son mas faciles desinfectar que los explantes de plantas adulta, debido a que por lo
general los meristematico cubiertos por hojas jévenes estan asépticos (Pérez, 1998).

7.2.5.3 Etapa 2: Multiplicacion

La proliferacion de brotes por partes de los explantes se pueden alcanzar con el uso de
sustancias reguladoras de crecimiento como componentes de un medio de cultivo
previamente establecido (Pérez, 1998).el crecimiento de brotes axilares se logra con la
adicién de citoquininas, sustancia que inhiben la dominancia del meristemo apical
estimulado la formacion de brotes axilares (Martinez y Pacheco, 2006; Mejia, 1994).

Para Trigiano y Gray (2005) el tipo y concentracion de citoquinina debe ser en base de
la tasa d multiplicacion, la longitud de los brotes y la frecuencia de la variacion genética
gue se quiera alcanzar, ya que altas concentraciones de citoquininas mejoran la
proliferacion de brotes, a pesar que los brotes producidos son usualmente mas
pequefios y puede presentar hiperhidricidad.

Ademas, las citoquininas en combinacion de auxinas, en algunas especies, podrian 0
no aumentar la proliferacion de brotes laterales. No obstante, otros efectos positivos ha
sido mencionados con respecto a la adicion de auxinas como la atenuacién de la
inhibicion de las citoquininas sobre la elongacién de los brotes, causando el incremento
del nimero de brotes de suficiente tamafio para el enraizamiento (Trigiano y Gray,
2005).

7.2.5.4 Etapa 3: Enraizamiento

En la etapa de enraizamiento las plantulas deben crecer, desarrollar un seudotallo o
tallo con las primeras hojas y formar raices, ya que constituye una etapa de
preparacion y endurecimiento de los brotes para ser transferidos exitosamente a suelo
e incrementar la sobrevivencia (Pérez, 1998; Trigiano y Gray, 2005).

En esta etapa deben manejarse factores como medios de cultivos simples (Pérez,
1998). Comunmente en plantas herbaceas el enraizamiento puede ser obtenido en
ausencia de reguladores, sin embargo en algunas especies lefiosas la adicién de una
auxina es requerido en el medio para aumentar la eficiencia (Trigiano y Gray, 2005).

7.2.5.5 Etapa 4: Transferencia e medioambiente natural

Constituye la etapa de aclimatacion, endurecimiento y trasplante en suelo en
condiciones de invernadero o campo. Las condiciones de un cultivo in vitro son
diferentes a las del medio ambiente natural, por lo que las plantas necesitan una etapa
de aclimatacion para adaptarse al nuevo habitad. En esta etapa se debe controlar
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parametros ambientales que permita disminuir la deshidratacion y estimular la
fotosintesis en los cultivos (Mroginski et al., 2010).

+» Entre las ventajas de la micropropagacion se pueden mencionar:

e Posibilita incrementar rapidamente nuevos materiales.

e Permite controlar las condiciones ambientales, debido a su independencia
de los mismos (luz, temperatura y humedad controlada).

e Permite estudiar diversos procesos fisioldgicos.

e Evita el riesgo de contaminacion con patégenos, ya que se realiza en
medios esterilizados.

e Se pueden obtener gran cantidad de individuos en espacios reducidos.

e Permite la obtencién de individuos uniformes.

e Facilita el transporte del material.

7.3 EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis somatica es la formacion de un embrion a partir de una célula, sin la
necesidad de la fusién de gametos. Esto no es un fenémeno artificial y es conocido en
la naturaleza como una forma de apomixis llamada embrionia adventicia, descrita por
primera vez por Strasburges en 1878 aunque fueron Reinert y Steward en 1958
quienes dieron crédito por primera vez a la descripcion de la embriogénesis somatica.

Los embriones somaticos tienen, al igual que los cigotico, la capacidad de formar una
nueva planta después de un proceso de germinaciéon, con la diferencia que la
embriogénesis somatica es un proceso asexual por lo que la nueva planta sera
exactamente igual a la donadora de las células inicial.

Este método, teGricamente, es el mas eficiente para la produccion masiva de plantas in
vitro debido a la naturaleza bipolar del embridn, la posibilidad de ser automatizado todo
el proceso productivo, los altos coeficientes de multiplicacién en cortos periodos de
tiempo, al poder aplicarse los principios de la cinética microbiana y la posibilidad de
encapsular estas estructuras y obtener semillas artificiales.

La embriogénesis somatica fue descrita por primera vez en plantas de zanahoria
(Steward et al., 1958) cuando se observo el desarrollo de estructuras embriogénicas in
vitro. Comenzando con el desarrollo globular de embriones soméaticos que después se
transformaron en embriones en estado de corazon, posteriormente en estado de
torpedo y finalmente germinaron produciendo plantas fértiles. Los factores que afectan
esta frecuencia de eventos fueron estudiados en detalles y optimizados, resultando
protocolos con alta produccion de embriones bien desarrollados. Debido a la perfeccion
del protocolo, el cultivo en suspension de células somaticas de zanahoria se uso como
el modelo favorito en el estudio de mecanismos embriogénicos.

7.3.1 ORIGEN DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA
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Existen varias teorias acerca del origen unicelular o multicelular de los embriones
somaticos. Algunas referencias sefalan el incuestionable origen unicelular de los
embriones en varios cultivos (Street y Withers, 1974; Haccius, 1977), pero también ha
guedado claro que el embribn puede tener un origen multicelular (Williams y
Maheswaran, 1986). Los factores que determinan si un embrién somatico ha tenido un
origen uni o multicelular no han sido dilucidados aun.

Una hipotesis es que el tejido con células somaticas determinadas
preembriogénicamente da lugar a embriones con origenes multicelulares y un tejido
con células inducidas embriogénicamente da lugar a embriones con origen unicelular
(Williams y Maheswaran, 1986), pero pueden ser encontradas suficientes excepciones
dentro de esta teoria. Otra posible explicacion puede ser que el embribn somatico
primario tenga un origen multicelular y posteriormente los embriones somaticos
originados desde este embridén primario tengan un origen unicelular. Por ejemplo,
Hartweek et al. (1988) encontraron embriones somaticos originados desde grupos de
células en cotiledones de embriones cigoticos de Glycine max (L.) Merr (Soya).
También Sato et al. (1993) en trabajos con soya hicieron referencia a la formacion de
embriones a partir de embriones somaticos en estado globular donde las nuevas
estructuras se formaban a partir de una sola célula. Igual origen ha sido observado por
Polito et al. (1989) durante la formacion de embriones somaticos secundarios en la
especie Aleuritis sp. L. (Nuez de nogal).

De manera general las células de las que se derivan los embriones somaticos
muestran caracteristicas comunes a las células en activa division, las cuales son de
tamafio pequefio, citoplasma denso, nudcleo grande con nucleolo prominente, vacuola
pequefia y profusion de granulos de almidon. Segun William y Mahescuaran (1986) sus
propiedades histoquimicas y ultraestructurales sugieren una intensa sintesis de ARN y
actividad metabdlica.

7.3.2 CARACTERISTICAS DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

La caracteristica mas distintiva de un embriébn somatico es que constituye un nuevo
individuo con estructura bipolar (raiz y brote) capaz de originar una planta completa.

Segun Sannasgala (1989) y Escalant y Teissont (1989) el embrién somatico presenta
las siguientes caracteristicas:

» Es una estructura bipolar con un &pice radical, uno apical y cotiledones.

» Tiene autonomia frente al tejido generador (protegido generalmente por una
epidermis). Histolégicamente se plantea que no tiene conexion vascular con el
tejido que le dio origen, por lo que pueden ser separados facilmente de este.

» Presenta bandas procambiales entre los apices.

Parrott (1993), afirm6 que la induccion del estado embriogénico incluye la induccién de
los mismos mecanismos genéticos que conllevan a la embriogénesis cigética.
Contrariamente a los embriones cigoticos, los embriones sométicos no contienen un
nuevo grupo de genes, sino que poseen la misma combinacién genética de la planta
fuente del explante.
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Evidentemente los procesos embriogénicos son afectados por una serie de factores
gue en algunos casos favorecen y en otros dificultan los manejos in vitro del material
vegetal. Estos son los siguientes:

> El genotipo de la planta (Rodrigues — Otubo et al., 2000).

» Las condiciones de cultivo (Bornhoff y Harst, 2000).

» Los reguladores del crecimiento y demas componentes del medio de cultivo
(Perrin et al., 2001).

» El tipo y estado fisioldgico del explante (Fiore, 2002).

La naturaleza misma de la embriogénesis somatica permite su aplicacion en sistemas
de cultivo liquido. Los mismos regeneran una mayor cantidad de material vegetal
uniforme y el procedimiento es de gran valor para acelerar los métodos de
mejoramiento genético clasico, pues permitirian lograr una multiplicacién de variedades
de hibridos intraespecificos.

7.3.3 ASPECTOS MORFOLOGICOS Y FISIOLOGICOS DE LA EMBRIOGENESIS
SOMATICA.

7.3.3.1 Morfologia de los embriones somatico

En el caso de las dicotiledéneas, un embrion somatico es morfolégicamente similar a
un embrion cigotico, sobre todo en su desarrollo evolutivo desde proembrion, fase
globular, corazon, torpedo y fase cotiledonal o embrion maduro (Yasuda et al., 2000).

En los estados iniciales, el suspensor estda en menor desarrollo en embriones
somaticos (puede ser quizas un reflejo de inutilidad bajo condiciones in vitro). Otra
diferencia importante es que el embrion cigotico forma un eje embrional con el
meristemo apical, preparandose para la dormancia. Mientas que el embrién somatico
no sufre disecacién ni dormancia, asi la embriogénesis somatica se dirige a formar de
una célula, una planta sin interrupcion (Merckle, 1990).

Xu y Bewley (1992), con la ayuda de un microscopio eléctrico describieron los
contrastantes patrones de desarrollo entre los embriones somaético y cigotico,
destacando un desarrollo lento en los estados tempranos y un desarrollo més rapido en
los estados tardios del embrion somatico en comparacién con los cigotico; otra
diferencia fue la falta de un suspensor bien definido y la formaciéon de multiples
cotiledones mal desarrollado en embriones somético.

La embriogénesis somatica es similar al desarrollo in vitro a partir del estado de
torpedo. A partir de ese estado el desarrollo de embriogénesis somaticos,
particularmente el desarrollo programado de los meristemos, sigue un camino que en
un sentido muestra mas analogia con la organogénesis.

7.3.3.2 Estructura de los embriones somaticos

Los embriones somaticos son estructuras bipolares que cuenta con un eje radical y otro
apical, cotiledones, no poseen conexién vascular con el tejido materno y presentan
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bandas procambiales entre los apices (Zimmerman, 1993). Su desarrollo es nutrido por
células vecinas a través de conexiones protoplasmaéticas, estas estructuras bipolares
son capases de crecer y formar plantas normales, debido a la naturaleza bipolar del
embrion, es posible la alta velocidad de multiplicacion (Escalant y Teissont, 1989;
Sharp et al., 1980; Zimmerman, 1993).

Yasuda et al. (2000) describieron en zanahoria inusual secuencia de estados
morfolégicos en la formacion de embriones en estado de corazén a partir de masas
preembriogénicas.

7.3.3.3 Direccion de la embriogénesis somatica

La direccion de la embriogénesis es medida como epigenética: que es la distancia de
las células del explante hasta el estado embriogénico. Se han clasificado a las células
no embriogénicas como (CNEs) y a las células pre-embriogénicas o células
determinadas a inducir embriogenia como (CESs).

Las CEs son epigenéticamen embriogénicas al explantarlas y son determinadas
durante el ciclo mit6tico celular, ejemplo: células de embriones cig6ticos, en cambio las
CNEs son el producto de un arranque epigenético del estado embriogénico en el
medio de cultivo, se originan de células que reingresan al ciclo celular y se diferencian
a Ces.

Los reguladores de crecimiento (auxinas y/o citocininas) son los agentes primarios que
determinan a las CNEs, mientas en la CEs actian como activadores del desarrollo.
Una vez inducido las CNEs, funcionan equivalente a CEs y ambos pueden mantenerse
y multiplicarse en el estado embrionario bajo condiciones apropiadas de cultivo, tales
cultivos consisten de proembriones globulares o masas proembriogenicas proliferantes
(MPEs).

» Embriogénesis somatica directa

Esta ofrece la posibilidad de obtener embriones somaticos directamente desde células
aisladas o grupos de células sin la formacion de callo. Este desarrollo directo es debido
a la accion realizada por la composicion del medio de cultivo y el origen del explante.

La embriogénesis somatica directa ofrece un numero de aplicaciones
potenciales, entre las que se pueden citar:

- Clonado directo de hibridos comerciales F1 para especies donde el material vegetal
puede ser vendido como plantas jovenes para trasplante a campo. El sistema ideal
debe tener una embriogénesis continua directa desde los embriones sexuales F1 con
un periodo de cosecha de los embriones sométicos obtenidos para lograr su
crecimiento y desarrollo en plantas.

- Clonado rapido de un material vegetal (stock) de apreciado valor para el mejoramiento
genético, en el estado mas temprano posible de su ciclo de vida después del
cruzamiento.

- Mejoramiento genético y seleccion in vitro de genotipos para diferentes caracteres de
plantas completas en el estado mas temprano posible de su ciclo de vida.
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- Generacion de plantas jovenes de clones de especies fuera del mejoramiento
genético donde cada semilla representa un genotipo diferente.

- Mecanizacion y automatizacion de la propagacion clonal mediante el uso de
Bioreactores.

» Embriogénesis somatica indirecta
El fendmeno de la embriogénesis somatica indirecta fue observado por primera vez en
suspensiones celulares de zanahoria por Steward et al. (1958) y a partir de callos que
crecian en medio de cultivo semisolido por Reinert (1958).
La embriogénesis somética indirecta ha sido descrita en especies como Arachis
hypogaca, Daucus carota, Papaver orientales, Vitis vinifera (Blanckaert et al., 2000) y

Musa spp (Gomez et al., 2002) por solo citar algunas.

Existen dos tipos de embriogénesis somatica indirecta.

v' Embriogénesis somatica de baja frecuencia (ESBF): EI niumero de callos con
embriones soméaticos es mayor, aunque se forman pocos embriones somaticos
por callo. Estos embriones aparecen entre las 12 y las 14 semanas de cultivo,
aislados o en pequefos grupos, y evolucionan completamente hasta las etapas
avanzadas de desarrollo. En la segunda, los embriones soméaticos aparecen
entre las 16 y las 20 semanas de cultivo, no se desarrollan completamente y se
mantienen en estado globular, agrupados en un nimero mucho mayor, aunque
dichos grupos aparecen en un numero menor de callos.

v' Embriogénesis somatica de alta frecuencia (ESAF): Es la presencia de un tejido
embriogénico que se diferencia a partir de células individuales llamadas células
embriogénicas madres. Otra caracteristica general de estos sistemas es la
aproximacion secuencial durante las fases iniciales del cultivo, debido a la alta
relacion auxina/citoquinina durante la division celular y la baja relacién entre
estos componentes durante la fase de diferenciacion
(Sondahl et al., 1991).

Otra forma de manifestarse la embriogénesis somética indirecta son los cultivos de
suspensiones celulares embriogénicas. Estos son establecidos generalmente por la
transferencia de fragmentos de callos indiferenciados o embriones somaticos en etapas
iniciales a medio de cultivo en estado liquido. Estos posteriormente son colocados en
agitacion durante todo el periodo de cultivo. Este tipo de cultivo es un sistema modelo
para estudiar las rutas de la produccion de metabolitos secundarios, induccion de
enzimas y expresion de genes y representa la base para el escalado del cultivo en los
biorreactores.

Uno de los eventos iniciales para la induccion de la embriogénesis somatica es la
terminacion de la salida del gen o los genes del patron de expresion lo que permite su
reemplazamiento con el programa de la embriogénesis. Un posible mecanismo para
regular la baja expresién de los genes es la metilacion del ADN, la cual ha sido
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correlacionada con la cantidad de auxina exdgena presente en el medio de cultivo; por
lo cual tratamientos de estrés que permitan mantener baja la regulacion de la expresion
de los genes del tejido del explante, pueden también estimular la embriogénesis
somética. Se han empleado diferentes técnicas tales como: estrés con calor,
anaerobiosis, temperaturas bajas (4.0°C) y también la exposicion a la auxina (Merkle et
al., 1995).

Las aplicaciones de inhibidores de la produccion de etileno como los cationes cobalto
(Co2+) y de los cationes de plata (Ag+) impiden la formacién de los embriones. Los
resultados obtenidos por Fuentes et al. (2000) indican que el etileno desempefa un
papel importante en la regulacion de la embriogénesis somética de Coffea canephora
P.

Nomuna y Komamine (1995) plantearon una hipoétesis en la que el nivel enddégeno de
auxinas provocaba la polaridad de la masa embriogénica, lo cual es indispensable para
la induccion de la embriogénesis somética. Las auxinas afadidas exdégenamente
pueden cancelar la polaridad de la masa embriogénica al difundirse dentro de la
misma, lo que induce la inhibicion del proceso embriogénico iniciado por las auxinas
enddgenas, por lo que esta hipoétesis postula que las auxinas juegan un doble rol. Las
auxinas y especificamente el 2,4-D (2,4diclorofenoxiacetico) es empleado por
Puigderrajols et al. (2001) para inducir la embriogénesis somatica en Quercus suber L.

La induccion de la embriogénesis somatica activa rutas de control genético similares a
las que presenta la embriogénesis cigotica, lo cual se puede considerar como un
fenémeno universal para todas las plantas; sin embargo genotipos individuales dentro
de una especie muestran capacidad embriogénica variada. Tales diferencias
genotipicas en la capacidad embriogénica son el reflejo de diferencias en la activacién
de elementos importantes en la ruta embriogénica.

7.4 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA.

7.4.1 GENOTIPO

Asumiendo que la induccion de la embriogénesis somatica posiblemente involucra la
activacion de la misma ruta genética que la embriogénesis cigotica, la embriogénesis
somatica debe ser un fendmeno universal para todas las plantas que producen
semillas. No obstante, genotipos individuales dentro de una especie pueden variar
grandemente en su capacidad embriogénica. Tales diferencias de genotipo pueden
deberse a la habilidad para activar elementos fundamentales en la ruta embriogénica
(Merkle et al., 1995).

Varios autores han reportado sobre la dependencia del genotipo (lvanova et al., 1994;
Baker et al.,, 1995; Jeannin et al., 1995). Las respuestas embriogénicas también
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pueden variar entre cultivares o entre individuos de un cultivar dado (Feirer y Simon,
1991).

Schoofs (1997) planteé que la facilidad con que se puede romper la dominancia apical
de proliferaciones in vitro en el género Musa estaba correlacionada al porcentaje del
cromosoma B en el genoma del cultivar. Dhed’a (1992) logré establecer suspensiones
celulares de cinco cultivares, todos los cuales contienen por lo menos un conjunto de
cromosoma B en su genoma. Como tal, puede concluirse que la induccién exitosa de la
embriogénesis somatica en el género Musa parece estar muy relacionada a la
composicién del genoma.

7.4.2 EXPLANTE

La seleccion del explante puede ser un factor fundamental que determina el fracaso o
el éxito de un protocolo embriogénico (Brown et al., 1995; Krishnaraj y Vasil, 1995). El
explante mas comun para monocotiledéneas y dicotiledéneas es el embrion cigotico
inmaduro, aunque, en las monocotiledoneas las células se diferencian rapidamente y
pierden su totipotencia. La presencia de tejidos maduros y mas diferenciados inhibe la
expresion de la competencia embriogénica en las células.

Para células y tejidos determinados preembriogénicamente, el uso solo de citoquinina
puede ser suficiente para inducir la embriogénesis somatica, mientras que para células
no embriogénicas o mas diferenciadas, es necesaria una auxina 0 una auxina en
combinacion con una citoquinina (Schoofs, 1997).

La seleccion del mejor explante puede variar de especie a especie. No sélo el tipo de
explante, sino también la edad, el estado de desarrollo y el nivel de diferenciacion,
parecen influenciar en la respuesta embriogénica. lvanova et al. (1994) encontraron
gue los explantes de hojas en Medicago falcata son mejores cuando se toman de
plantas con 30 dias de edad, ya que en etapas mas tardias los niveles de &cido
indolacético (AIA) enddgenos disminuyen significativamente. Altos niveles de AIA
endogenos estan correlacionados con una respuesta embriogénica rapida.

7.4.3 REGULADORES DE CRECIMIENTO

Los reguladores de crecimiento son moléculas organicas, capaces de actuar en las
plantas en la expresiébn de genes, crecimiento y desarrollo, a concentraciones
relativamente bajas de aproximadamente 0,01 mg/l. Se han identificado cinco grupos
de reguladores de crecimiento: auxinas, citoquinina, giberelinas, etileno y acido
abscisico. Las clases mas importantes usada para regular el crecimiento y la
morfogénesis es la auxinas (George et al., 2008; Trigiano y Gray, 2005).

» Auxinas
El nombre auxina se deriva del griego auxein, que significa “aumentar” o “crecer” dado

su funcion de elongacion. Las auxinas pueden ser sintéticas como el acido indolacético
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(ANA), acido dicloro fenoxiacético (2,4-D), o naturales como el acido indolacético (AIA)
y acido indolbutirico (IBA). Las auxinas son reguladoras de crecimiento que se
encargan de la elongacion celular, dominancia apical, formacion de raices adventicias y
embriogénesis somética; a concentraciones bajas, generalmente se ve favorecida la
iniciacion del enraizamiento y a concentraciones altas puede ocurrir la formacion de
callos. El IBA, AIA y ANA son usadas para enraizamiento y en interaccion con una
citoquinina para la proliferacion de brotes, mientras que el 2,4-D es efectivo para la
induccion y produccion de callos. De todas la auxinas, el AIA es el menos estable,
ademéas usualmente es el menos efectivo que el ANA y 2,4-D. las auxinas en
combinacion con citoquininas también promueven el crecimiento de callos y de células
en suspension. Generalmente, las monocotiledéneas requieren de concentraciones
altas de 2,4-D en un rango de 10-50uM para induccion de callos (Trigiano y Gray,
2005).

Las auxinas, naturales o sintéticas, son de bajo peso molecular y estan estructuradas
de un indol o un anillo aromatico. El AIA es producido naturalmente en las plantas
siendo su posible precursor el triptéfano. Naturalmente, el AlA se sintetiza en los tejidos
de rapido crecimiento y divisién, tales como meristemas apicales, hojas jovenes, frutos
en desarrollo y semillas. El movimiento de las auxinas en las plantas pueden ser por un
transporte polar, el cual ocurre en las células del parénquima asociadas con el tejido
vascular, y por el floema, transporte de forma no polar (Taiz y Zeiger, 2006).

Segun George et al. (2008), las auxinas activan o controlan la degradacion de
proteinas represoras, a través de una via dependiente de ubiquitina en la via de
ubiquitinacién. La ubiquitina es una proteina que facilita la degradacion de proteinas.
De esta manera se explica el modo de accion de las auxinas de acuerdo a una
regulacion multifuncional en el desarrollo de las planta debido a la regulacion positiva y
negativa de genes que responden a auxina.

7.4.4 CONDICIONES DE CULTIVO

Las condiciones de temperatura e intensidad luminosa Optimas, ciertamente varian de
especie a especie. McCain indujeron callos embriogénicos friables a partir de
embriones inmaduros de maiz (Zea mays) en la oscuridad. Inflorescencias inmaduras
fueron cultivadas en la oscuridad o a bajas intensidades luminosas en Phoenix
dactylifera (Bhaskaran y Smith, 1992). Lazzerri et al. (1987) plantearon que los tubos
fluorescentes Grolux®, que suministran mas luz en el espectro rojo, pueden promover
la formacion de callos embriogénicos en soja (Glycine max).

7.5 ETAPAS DE LA EMBRIOGENES SOMATICA

7.5.1 INDUCCION
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Es el proceso por el que las células del explanto (porcion de la planta donante cultivada
in vitro) cambian su patrén de expresion y generan los embriones somaticos iniciales.
Generalmente esta condicionado por la presencia de reguladores del crecimiento en el
medio de cultivo, fundamentalmente auxinas Yy citoquininas, pero se puede
desencadenar, si el explanto es inmaduro, en ausencia de los mismos, tanto en
angiospermas (Fernandez- Guijarro, 1997) como en gimnospermas (Lelu et al., 1999).
En la mayoria de las especies la embriogénesis somatica se obtiene a partir de
embriones cigoticos inmaduros, lo que es sobre todo tipico en coniferas (Klimaszewska
y Cyr, 2002). Por ello, una de las limitaciones mas importantes por el momento, es que
se ha logrado en muy pocas especies la formacién de embriones somaticos en tejidos
procedentes de individuos adultos, y por tanto con posibilidades de ser seleccionados
con fiabilidad. Para solventar este inconveniente, la estrategia que se sigue es producir
lineas embriogénicas a partir de semillas procedentes de cruzamientos controlados, y
crioconservar las mismas mientras se evallan algunas plantas procedentes de las
mismas en diferentes lugares de ensayo. El material crioconservado mantiene todo su
potencial propagativo hasta completar la fase de evaluacion.

Sin embargo, paulatinamente estan empezando a publicarse trabajos que indican la
posibilidad de obtener embriogénesis somatica a partir de tejidos no embrionarios.

Asi, por ejemplo, se puede inducir embriogénesis soméatica en hojas procedentes de
plantas jovenes de Quercus suber (Fernandez-Guijarro et al., 1994), de Quercus rubra
(Rancillac et al.,, 1996) y de Quercus robur (Cuenca et al., 1999). Diferentes
experimentos preliminares indicaron que se podian conseguir embriones somaticos a
partir de hojas de alcornoques adultos (Fernandez Guijarro, 1997; Toribio et al., 2000).
Recientemente se ha confirmado dicha posibilidad, clonando diferentes alcornoques
seleccionados (Hernandez et al., 2003). Asimismo la posibilidad de lograr embriones
somaéticos a partir de hojas de arboles adultos se esta empezando a extender a otras
especies como olmo (Conde et al., 2004) y roble (Toribio et al., 2004), confirmando las
posibilidades que abria un antiguo trabajo en encina. También se puede lograr
embriogénesis a partir de elementos florales (Merkle y Battle, 2000; Toribio et al.,
2000), pero en este caso hay que confirmar si se trata de embriogénesis somatica o
gameética. En algunas especies de coniferas se ha logrado la induccion de
embriogénesis somatica a partir de tejidos no embrionarios (Atree et al., 1990; Ruaud
et al., 1992), pero las referencias sobre arboles adultos son todavia escasas, como la
patente sobre Pinus pinaster, citada en Ramarosandratana et al. (1999), y la induccion
en apices vegetativos de arboles de 20 afios en Pinus radiata (Smith, 1999) y de 15
afos en Pinus patula (Malabadi y van Staden, 2005).

Uno de los aspectos fundamentales en la consecucion de respuestas morfogénicas es
la influencia del componente genético sobre las mismas, aspecto sobre el que a
menudo no se incide suficientemente en las técnicas de cultivo in vitro. Sin embargo se
ha comprobado en varias especies, y en coniferas en particular que, fundamentalmente
sobre la induccion de embriogénesis somatica, existe una influencia importante del
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componente aditivo de la varianza genética (Park et al., 1993; Park et al., 1994), lo que
permitiria efectuar una mejora genética sobre este caréacter.

7.5.2 ESTABLECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE CELULAS EN SUSPENSION.

En la mayoria de los cultivos se emplean, como material de partida para el
establecimiento de suspensiones celulares, callos con embriogénesis somatica de alta
frecuencia y/o embriones somaticos obtenidos, pero en etapas iniciales de desarrollo
(Gémez, 1998). También puede lograrse a partir de: tallos, hojas, secciones de
hipocétilos, pétalos, meristemos apicales, ovarios, embriones cigoéticos, tubérculos,
filamentos de anteras y fragmentos de cotiledones (Dennis et al., 1993).

Ademas de las células embriogénicas, muy frecuentemente se encuentran células no
embriogénicas en las suspensiones celulares (Dhed’a et al., 1991). Nayak y Sen (1989)
describieron las células de suspensiones de mijo que son ricas en almidén, como
parcialmente embriogénicas, las cuales aun pueden ser transformadas en células
embriogénicas bajo condiciones adecuadas. Estos autores encontraron también que
tanto el intervalo de subcultivo como la temperatura de incubacion, influyen en la
frecuencia relativa de células embriogénicas.

Cuando las suspensiones celulares embriogénicas no son subcultivadas
frecuentemente, la suspension se torna mucilaginosa (Vasil y Vasil, 1982). Estas
mismas observaciones fueron hechas en suspensiones celulares de Musa (Panis,
1995). Al llegar al tiempo de cultivo, estas pierden sus caracteristicas embriogénicas, el
color de la suspension celular cambia, y las células son menos densas. Estudios
histol6gicos revelaron la acumulacion de almiddn y vacuolacién en células mas viejas.
Para evitar esto, el medio debe ser cambiado antes de llegar al fin de la fase
exponencial de la curva de crecimiento (Schoofs, 1997). También la densidad celular
tiene un impacto sobre la proliferacion celular y el mantenimiento de las caracteristicas
embriogénicas. Los mejores resultados fueron obtenidos al ajustar la concentracion de
la suspensién a 1/3 de la densidad inicial.

Toonen et al. (1994) sefialan que densidades celulares hasta 10 000 células/mL en
zanahoria, son necesarias para inducir las divisiones celulares. Ho y Vasil (1983) hacen
referencia a métodos de subcultivo que afectan la tasa de crecimiento de las células y
la densidad de grupos de éstas en cultivos de la cafia de azucar.

7.5.3 FORMACION DE EMBRIONES SOMATICOS.

Para inducir la formacion de embriones a partir de masas proembriogénicas, las células
embriogénicas pueden ser transferidas a un medio de cultivo con concentracion de
auxina mas baja (Ho y Vasil, 1983), con menos auxinas activas (Hepher et al., 1988;
Liu et al., 1993) o desprovisto de auxinas (Choudhary y Chin, 1995; Amarasinghe et al.,
1996).

Frecuentemente, los cultivos de células también son diluidos al ser transferidos al
medio de cultivo para la induccion de embriones (Jansen et al., 1990; Sterk et al.,
1991). Sung y Okimoto (1981) encontraron que la dilucion y la eliminacion de auxina
son necesarias para el desarrollo normal del embrién.
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Las auxinas (a concentraciones mas altas) no bloguean la formaciéon temprana del
embrion, ya que la embriogénesis directa ocurre en la presencia de auxinas. La auxina,
sin embargo, bloquea el desarrollo del embrion mas alla de cierta etapa y
frecuentemente evita la transicion de la etapa globular a corazén (Schoofs, 1997).

7.5.4 GERMINACION Y CONVERSION DE LOS EMBRIONES SOMATICOS EN
PLANTAS.

La germinacién es muy importante en el proceso de la embriogénesis somatica y es
diferente de la conversion. La germinacion se refiere al desarrollo de la raiz y/o brote,
mientras que la conversion se define por Stuart y Strickland como la supervivencia y
desarrollo en fase de propagulo en condiciones ambientales ex vitro, o sea, en suelo.
La habilidad de obtener in vitro plantas con raices no es necesariamente un indicador
de continuo crecimiento y vigor en condiciones ex vitro (Fuji et al., 1990).

7.6 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Las proteinas son las moléculas organicas mas abundantes en la célula, ellas
constituyen mas del 50% del peso seco de la célula. Cada tipo celular, tiene un rol
especifico determinado por su composicion proteica. Con la posibilidad de que 20 (o
22) aminoacidos diferentes puedan estar unidos en cualquier orden para conformar
polipéptidos de cientos de aminoacidos, tienen el extraordinario potencial de producir
una gran cantidad de variantes en su conformacion. Esta variedad genera funciones
tan refinadas como las de las enzimas que estan involucradas en el metabolismo
celular. Una bacteria puede tener cerca de 1000 proteinas diferentes, en una célula
humana puede haber mas de 10.000 clases de proteinas distintas.

La composicién protéica de las células en un determinado momento depende del
conjunto de genes que se estén activando y esto esta relacionado directamente con las
sefiales que recibe la célula, de su micro ambiente y de las caracteristicas celulares
gue le son propias. Es decir que el patron proteico de una célula vegetal sera distinto al
de una célula animal, una célula hepética de un raton, sera distinta de una célula
hepatica de un humano, y a su vez una célula hepatica de ratdén sera distinta a una
neurona del mismo animal

La expresion de proteinas puede estudiarse por ejemplo, mediante una electroforesis
en gel de poliacrilamida (TP N°3). Para esto es necesario extraer primero las proteinas
a partir de las células que constituyen los tejidos u 6rganos. Al momento de elegir el
protocolo a seguir para obtener el extracto crudo, es importante tener en cuenta tanto el
material de partida como su posterior utilizacion:

Material biolégico de partida-tipo de organismo: En el caso de dérganos u otros
tejidos animales, es necesario disgregarlos antes de proceder a la lisis celular, ya que
las células se encuentran rodeadas de tejido conectivo. En general estas técnicas
involucran la utilizacion de enzimas (como por ejemplo colagenasa) y/o una ruptura
mecanica grosera. Para esto pueden utilizarse morteros, homogeneizadores eléctricos,
tijeras o tamices metalicos (mesh), entre otros.

Cuando el material es un cultivo celular, la extraccion puede realizarse adicionando un
detergente, realizando un shock osmatico, o por sonicacion.
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Finalidad del extracto proteico: esto determinard el buffer de extraccion que se
utilizara dependiendo se desea 0 no que las proteinas conserven su actividad biolégica,
su conformacion nativa, su interaccion con otras proteinas u otras moléculas. Algunos
protocolos son tan violentos que involucran la ruptura de todas las membranas; otros
en cambio permiten fraccionar y obtener, distintos componentes subcelulares (nucleos,
mitocondrias, etc).

La extraccion de proteinas celulares comienza siempre con una ruptura celular o lisis.
Los métodos mas utilizados se basan esencialmente en la homogenizacion de los
tejidos y la destruccién de los limites celulares por medio de diferentes procedimientos
fisicos y/o quimicos.

Obteniéndose lo que se denomina extracto crudo. Los objetivos a lograr en esta etapa
son maximizar la liberacion de las proteinas de interés, evitando la degradacién térmica
o las alteraciones secundarias por oxidacién, protedlisis, etc. Se han desarrollado una
amplia gama de técnicas de disrupcion celular, que se usan a escala de laboratorio que
se pueden clasificar como:

a) Métodos fisicos mecanicos: agitacion con abrasivos, homogeneizacion a alta presion
0 extrusion por presion.

b) Métodos fisicos no mecanicos: shock osmotico, ciclos de congelacion
descongelacion, sonicacion o secado.

c) Métodos quimicos: tratamiento con alcali, solventes, detergentes, &cidos o
sustancias caotropicas

Luego de la lisis, suelen aplicarse sucesivos pasos de separacion y purificaciéon de los
componentes celulares. Como primera medida, puede realizarse una centrifugacion
diferencial para obtener fracciones subcelulares o para aislar organelas especificas.
En este caso, las proteinas asociadas a membrana quedaran en el pellet (precipitado
gue queda en el fondo del tubo luego de una centrifugacion) y las solubles en el
sobrenadante.

En general, el extracto obtenido es sometido a tratamientos que separan las proteinas
en diferentes fracciones basados en algunas propiedades tales como tamarfo o carga,
proceso denominado fraccionamiento. Las primeras fases en este proceso suelen
utilizar diferencias en la solubilidad de las proteinas.

Existen diversos factores que afectan esta solubilidad; en particular, la composicién en
aminoacidos (una proteina rica en aminoacidos polares es en general mas soluble que
una rica en aminoacidos hidrofébicos); la estructura tridimensional (las proteinas
fiborosas son en general menos solubles que las globulares) y el entorno de la propia
proteina. Respecto a las condiciones del entorno de las proteinas, los principales
factores que pueden afectar su solubilidad son la temperatura; la constante dieléctrica
del medio; el pH del mismo; y la fuerza ionica.

La precipitacion salina de las proteinas es una técnica en donde se logra la
precipitacion de una fraccion de proteinas mediante el aumento de la fuerza iénica del
medio. Grandes cantidades de una sal agregada a una solucién de proteinas,
disminuye la interaccion proteina- H20O porque quita la capa de solvatacion,
predominando la interaccion proteina-proteina y generando la precipitacion de las
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mismas. La concentracion salina a la que se produce la precipitacion no es igual para
todas las proteinas, lo que permite usar ésta propiedad para la separacion y
purificacion de proteinas particulares a partir de mezclas complejas. Comunmente se
usa sulfato de amonio (NH4)2S04 para tal fin, a causa de su gran solubilidad (760 g de
sulfato de amonio/1000 ml. de agua a una temperatura de 20°C) y porque el ién sulfato
divalente permite alcanzar altas fuerzas idnicas. La adicion gradual de ésta sal permite
el fraccionamiento de una mezcla de proteinas, las cuales son precipitadas pero no
desnaturalizadas. La cantidad de proteinas en la muestra analizada puede estimarse
por diversos meétodos.

La mayoria de las proteinas absorben a 280 nm, y a bajas concentraciones, lo hacen
de manera proporcional con su concentracion. Este es un método rapido y sencillo pero
tiene la desventaja es que la muestra debe estar pura, ya que otras moléculas no-
proteicas como el DNA, también absorben a esa longitud de onda. Por otro lado, los
ensayos colorimétricos involucran la adicion de una sustancia quimica que es capaz
de reaccionar con determinados residuos aminoacidicos.

El resultado de estas reacciones es el cambio de color en la solucién, que es
cuantificado mediante una medida de absorbancia. En general, estos métodos son mas
sensibles que la cuantificacién por absorbancia directa a 280 nm. Posteriormente, para
determinar la concentracién de proteinas totales de la muestra a analizar los resultados
de absorbancia se interpola a un curva de calibracion construida utilizando una proteina
estandar, por lo general albumina sérica bovina (BSA bovine seric albumin), cuya
concentracion es conocida.

Los ensayos colorimétricos mas utilizados son:

Ensayo de Bradford (595nm): es uno de los mas sensibles. Es rapido y muy sencillo y
ademas no presenta interferencia con sustancias reductoras como el DTT y el B-
mercaptoetanol, que si interfieren con Los ensayos de Lowry y BCA. La desventaja es
gue es altamente sensible a detergentes vy lipidos.

Ensayo de Lowry (750 nm): se trata de una reaccién de redox con los enlaces
peptidicos y con los laminoacidos Tyr, Trp y Cys. Es rapido, sencillo y relativamente
sensible. Como desventaja, es afectado por un amplio rango de compuestos no
proteicos como EDTA, sulfato de amonio, Tritdn X-100. Sin embargo existen variables
gue pueden realizarse para evitar estas interferencias, que estan disponibles
comercialmente.

7.7 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Las proteinas son moléculas cuya carga neta depende del contenido de una serie de
aminoacidos (fundamentalmente acido glutdmico, acido aspartico, lisina, arginina e
histidina) y del grado de ionizacién de éstos al pH considerado (figura 1).
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Ac. glutamico Ac. aspartico Lisina Arginina Histidina

fIJDDH fI;DOH KljDDH (|JDDH (lzoc]H
CH-NH, CH-NH, CH-NH, CH-NH, CH-NH,
(CHy), CH, (CH), (CH), CH,
COOH COOH NH, rlﬂH F:qH
C HN._ . NH+
| ~cH
(NH,),

Figura 1. Principales aminoécidos responsables de la carga neta de una proteina,
dependiendo del pH.

La electroforesis es un método analitico en el que se utiliza una corriente eléctrica
controlada con la finalidad de separar biomoléculas segun su relacion tamafio a carga
eléctrica, usandose como base una matriz gelatinosa.

Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y con carga neta son posicionadas en un
campo eléctrico, estas experimentan una fuerza de atraccién hacia el polo que posee
carga opuesta, dejando transcurrir cierto tiempo las moléculas cargadas positivamente
se desplazaran hacia el catodo (polo negativo) y aquellas cargadas positivamente se
desplazaran hacia el anodo (polo positivo) Figura 2.

Figura 2. Electroforesis

El soporte sobre el que tiene lugar el desplazamiento de las especies es un gel de
poliacrilamida, este tipo de analisis se caracteriza porque:

e La migracion es proporcional a la carga neta, el tamafio y la forma de la
proteina.

e Los geles son quimicamente inertes, transparentes y estables en un amplio
rango de pHs, temperatura y fuerza ionica.

e Los geles de poliacrilamida (PAGE) se forman por la polimerizacion de la
acrilamida por accibn de un agente entrecruzador, la bis-acrilamida, en
presencia de un iniciador (TEMED (N, N, N, N’-tetrametilnediamina) y como
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catalizador el i6n persulfato (S208-), que se afiade en forma de persulfato
amonico.

e En funcion del estado de las proteinas (nativo o desnaturalizacion) a lo largo del
proceso electroforético, éstas se clasifican en electroforesis nativas o
desnaturalizantes:

o En una electroforesis desnaturalizante: es la que somete a las proteinas a
migracion asegurando la completa desnaturalizacion (pérdida de la estructura
tridimensional). En esta situacién la migracion es proporcional a la carga y al
tamafio de la molécula pero no a su forma.

o En una electroforesis nativa: alas proteinas se les somete a una migracion
sin desnaturalizacion. En esta situacion las proteinas migran en funcion de su
carga, de su tamafio y de su forma. Ademas se mantienen en ciertos casos
las interacciones entre subunidades y entre proteinas, separandose los
complejos.

Los tipos de electroforesis, usadas en el Laboratorio Control de Dopaje son:

v Electroforesis en geles de poliacrilamida por lIsoelectroenfoque (IEF-PAGE)
(Figura 3)
v’ Electroforesis en geles de poliacrilamida por SDS-PAGE. (Figura 4)
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Figura 4. Analisis por SDS-PAGE

Figura 3. Analisis por IEF

El uso de la electroforesis por IEF-PAGE esté limitado a moléculas que pueden estar
cargadas positivas 0 negativamente. Proteinas, enzimas y péptidos son moléculas
anféteras. La carga neta de una proteina es la suma de todas las cargas positivas y
negativas de la cadena lateral de aminoacidos, pero la configuracion de la proteina
también juega un papel. Para proteinas tales como glyco- o nucleoproteinas, la carga
neta esta también influenciada por el azucar o por el grupo funcional del acido nucléico.
La degradacion de la fosforilacion también tiene una influencia sobre la carga neta. El
Isoelectroenfoque es uno de los mejores procedimientos para el aislamiento de
proteinas.
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El analisis por electroforesis con SDS, se trata de un tipo de electroforesis
desnaturalizante en la que las muestras se desnaturalizan por calor en presencia de
agentes desnaturalizantes (beta-mercaptoetanol, que destruye los puentes disulfuro,
SDS que desnaturaliza y recubre a la proteina), y se separan como cadenas
polipeptidicas aisladas. EI SDS es un detergente de accién desnaturalizante que se
une a las cadenas polipeptidicas desnaturalizadas con una relacién de 1,4g de SDS
por gramo de proteina, uniéndose una molécula de SDS por cada dos aminoacidos de
la cadena. Esta union masiva de moléculas de SDS bloquea la carga propia de la
molécula deproteina y le confiere al complejo una carga neta negativa proporcional a
su masa, haciendo que todas las proteinas acomplejadas con SDS viajen hacia
elanodo.

7.8 ESPECTROMETRIA DE MASAS

El espectrometro de masas es un aparto que se basa fundamentalmente en el
movimiento de particulas cargadas en un campo magnético; y en modo de materia se
define como: “Método de analisis basados en el estudio detallado de los iones que se
forman al suministrar energia a una molécula”.

La espectrometria de masas es una poderosa técnica microanalitica que se usa para
identificar compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos desconocidos, para
elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas o para determinar el
contenido isotopico de diferentes elementos en un mismo compuesto. La deteccion de
los compuestos es regularmente llevada acabo con cantidades realmente pequefias de
sustancias y asi obtener informacion caracteristica como el peso y algunas veces la
estructura.

Un espectrometria de masas es un ejemplo del movimiento de particulas cargadas en
un campo magnético.

Componentes principales de un espectrémetro de masa

Existen muchas técnicas de ionizacion de muestras, que se adecuan a los distintos
tipos de sustancias, pero un espectrometro de masa en general se compone de:

Sistema de bombeo

Sistema de entrada

Fuentes de iones (camara de ionizacion)

Optica idnica

Analizador maésico

Detector

Linea de transferencia (CG-EM)

Como los iones son inestables y muy reactivos se deben manipular en alto vacio
(SISTEMA DE BOMBEO).
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En todas las mediciones, alguna forma de energia es suministrada a las moléculas
a analizar para perturbar la ionizacion, existen distintas técnicas de ionizacion como
las: FAB y MALDIN que son mas adecuadas para sustancias poco volatiles,
inestables o de peso molecular alto (proteinas, polisacaridos), pero para molecular
de polaridad méas bajas o media de hasta peso molecular 500 la técnica de
ionizacion mas utilizada es la del impacto electronico (El). En la técnica tradicional
de impacto electronico (electron ionization El), algunas de las moléculas ionizadas
del compuesto o0 muestra en estado gaseoso, son golpeadas por un haz de
electrones de alta energia, estas “explotan” en una variedad de fragmentos
ionizados, el patron de fragmentacion resultante asi como los iones residuales
constituyen el espectro de masas.

+ Ventajas de la espectrometria de masa
1.- Capacidad de identificacién (desde atomos a moléculas muy complejas)
2.- Es cualitativa y cuantitativa

e Huella dactilar de nuestra sustancia
e Medir (sustancia) (concentracion de la sustancia)

3.- Permite analizar mezclas complejas

4.- posee una gran sensibilidad: (concentracion) de ppq (partes por cuatrillon).
5.- Es universal y especifica (muestras solidas, liquidas o gaseosas).

6.- Permite determinar el peso molecular de la sustancia analizada.

7.- Suministra informacion estructural de la molécula analizada.

8.- Suministra informacién isotépica.

9.- Es muy rapida (espectro en decimas de segundo).

10.- Técnica en fin muy evolucionada y automatizada.
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8.- PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

8.1 MULTIPLICACION Y CRECIMIENTO DE CALLOGENESIS DE
EXPLANTES IN VITRO Agave americana L.

8.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para desarrollar el presente trabajo experimental se utilizé como material vegetal,
plantas in vitro del Agave americana L. con edad de un afio aproximadamente, con una
altura de 2 a 5 cm que se encuentran sembrados en frascos de 5.5 x 6.8 cm con medio
MS para establecimiento debidamente tapados, provenientes del laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales del Instituto Tecnolbgico de Tuxtla Gutiérrez Chiapas.

Figura 1. Plantas in vitro de Agave americana L.
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8.1.2 MEDIO DE CULTIVO UTILIZADO

Se utilizo el medio MS (Tabla 1), con un pH ajustado a 5.7, agregando HCL (10%) o
NaOH (10%) segun fue necesario.

Componentes 1 Ltr

Macroelementos 100 ml
Microelementos 10 ml
Quelatos 10 ml
Vitaminas 10 ml/L

Mio-inositol 100 mg/L
NaH,PO,4 50 mg/ L
Sacarosa 30 g/L
Phytagel 2.5 g/L
MS 4.4 g/L

Tabla 1. Componentes del Medio MS para cultivo de tejidos vegetales.

Se utilizaron frascos de cristal con tapa de plastico, previamente lavados y esterilizados
al igual que los instrumentos de diseccién y otros materiales de vidrio en autoclave a
121 °C a 15 Lb de presion durante 15 min. En cada frasco se deposito 15 ml de MS
para establecimiento y fueron esterilizados nuevamente en autoclave en las mismas
condiciones anteriores.

Los frascos con el medio MS se incubaron en el cuarto de aclimatizacion en
condiciones de iluminacion constantes, bajo lamparas de luz blanca fluorescente de
2000 lux. Con una humedad relativa de 80-90 % y una temperatura constante de 18 °C,
y fueron revisadas diariamente para detectar que no hubiera presencia de
contaminacion durante siete dias.

8.1.3 MULTIPICACION DE LOS EXPLANTES

Para multiplicar los explantes se tomaron de la camara de aclimatizacion frascos que
contienen explantes in vitro de Agave americana L. y frascos que contiene el medio
MS llevandolo a la camara de flujo laminar, con los instrumentos de diseccion y
material de vidrio (esterilizados) para preservar la esterilidad de las muestras.

8.1.3.1 Induccidn de los explantes

Los explantes de Agave americana L. introducidos a la camara de flujo laminar no
presentaron contaminacion microbiana, oxidacion y vitrificacion los cuales fueron
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utilizados en la etapa de multiplicacién (5 frascos). Las plantulas se separaron del callo
mediante el uso de fuerza mecéanica producida con pinzas, en los casos en los que no
se pudieran obtener separar el callo con pinzas, se utilizaba un bisturi (mango Nro. 7)
para producir un corte en el callo sin dafar la plantula.

Los explantes fueron cultivados en frascos que contienen el medio MS para
establecimiento se taparon y se sellaron para finalmente incubarlos nuevamente en el
cuarto de aclimatizacion.

8.1.4 INDUCCION DE CALLOGENESIS

Para la induccion de callos se utilizo como explante las hojas de las planta in vitro
Agave americana L. (Figura 1) con 35 dias de establecimiento que se encontraban en
el cuarto de aclimatizacion.

Figura 1. Plantas in vitro Agave americana L.
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Se utilizo como medio de cultivo MS para establecimiento con auxina 2,4-D (con
concentraciones de 0.5 mg/L, 1 mg/L y 2 mg/L) el cual fue esterilizado en autoclave a
121 °C a 15 Lb de presion durante 15 min, en donde el cultivo se vacié en cajas Petri
en la camara de flujo laminar.

Figura 2. Medio de cultivo MS con auxina 2,4-D.

Los explantes in vitro Agave américa L. fueron colocadas en las cajas Petri el cual
contiene el medio MS con auxina 2,4-D (con tres concentraciones) para la induccion de
callos. El procedimiento fue realizado bajo condiciones de la camara de flujo laminar
donde se elimind la capa de celulosa de la parte inferior de la hoja mediante el raspado
con bisturi (mango Nro. 7), pinzas estériles, mechero y posteriormente se sellaron
como se muestra en la (Figura 3).

Figura 3. Explantes in vitro Agave americana L. en cajas Petri.

Pagina 40


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=H0KXh38eWAOu2M&tbnid=ajcPP4GzOarcEM:&ved=0CAUQjRw&url=http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Agave_tequilana_2.jpg&ei=aRojUe7MHsTR2QWX2IGYCQ&psig=AFQjCNGHvy6bQR3E62jUYPiR5-J7tQzyCA&ust=1361341360303720

Los explantes que se encuentran en las cajas Petri fueron colocadas en cajas para
mantenerlas en condiciones de oscuridad he incubadas a una temperatura de 18 °C en
el cuarto de aclimatizacion. Las muestras permanecieron de 4 a 6 semanas para la
presencia de induccidén callogénesis y revisadas diariamente para detectar presencia
de contaminacion (Figura 4).

Figura 4. Explantes in vitro Agave americana L. en cajas Petri.
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9.- RESULTADOS Y DISCUSIONES

9.1 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un andlisis de Varianza (ANOVA) simple y la prueba de Diferencia Minima
Significativa (DMS) con un nivel de significancia P<0.05 utilizando el Software
STATGRAPHIS Centurion XV).

9.2 PORCENTAJE DE FORMACION DE CALLOS CON EL FACTOR 2/4-
D.

El factor analizado fue el 2,4-D con 3 diferentes concentraciones de 0.5 mg/L, 1.0 mg/L
y 2.0 mg/L, teniendo como variable de respuesta la generaciéon de callo. El Cuadro 1
muestra el porcentaje de formacién de callo en donde se obtuvo un 91% como valor
maximo y un 25% como minimo a 0.5 y 2 mg/L respectivamente, este cuadro también
refleja un coeficiente de variaciéon elevado por resultado de un rango de resultados que
va desde 0 a 3 callos por explante.

24-D |% de|Desviacion |Coeficiente  de|Minimo [Maximo [Rango
formacion |Estandar Variacion (%)
de callo
0.5 91 1.08 118.21 0.0 3.0 3.0
1.0 54 0.78 144.39 0.0 2.0 2.0
2.0 25 0.45 180.90 0.0 1.0 1.0
Total 56 0.83 147.15 0.0 3.0 3.0

Cuadro 1: Resumen Estadistico para callos, n=12

9.3 EXPLANTES QUE PRESENTARON GENERACION DE_TEJIDO
CALLOSO.

En el Cuadro 2 se muestra el ANOVA para la formacion de callo de cada uno de los 3
niveles de 2,4-D. La intencion principal del andlisis de varianza de un factor es la de
comparar las medias de los diferentes niveles observando en esta investigacion una
alta variabilidad entre los resultados de un mismo grupo ya que algunos explantes
presentaron generacion de tejido calloso hasta en 3 diferentes puntos mientras que en
otros explantes del mismo tratamiento no se obtuvo tejido calloso. En el mismo cuadro
se expresa la razén-F, que en este caso es igual a 2.02, puesto que el valor-P de la
razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de callos entre una concentracién de 2,4-D y otro, con un
nivel del 95.0% de confianza.
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Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 2.68056 2 1.34028 2.02 0.1487
Intra grupos 21.8958 33 0.66351
Total (Corr.) 24.5764 35

Cuadro 2. ANOVA para callos por 2,4-D

94 MUESTRAS DE LA MEDIA DE CALLOS PARA CADA
CONCENTRACION DE 2,4-D.

En el Cuadro 3 se muestra la media de callos para cada concentracion de 2,4-D y
utiliza la prueba de diferencia minima significativa para determinar si existe o no, con
un 95% de confianza. Letras o simbolos iguales identifican a un grupo homogéneo en
el que no existe una diferencia minima significativa entre las concentraciones utilizadas,
posiblemente desde la concentracion mas baja hasta la mas alta utilizada en esta
investigacion fueron suficientes para generar callos.

2,4-D Casos Media Grupos Homogéneos
2.0 12 0.25 X
1.0 12 0.541667 X
0.5 12 0.916667 X

Cuadro 3. Prueba de diferencia minima significativa.

El que no exista diferencia estadistica entre las 3 concentraciones utilizadas nos da
como resultado que una concentracion de 0.5 mg/L de 2,4-D es suficiente para inducir
callogénesis de igual manera que 1 o 2 mg/L, lo cual puede ser resultado de una
sensibilidad alta ante la presencia de esta auxina. Una alta sensibilidad al 2,4-D por
parte del genero Agave ha sido reportado anteriormente en otros trabajos como los de
Valenzuela-Sanchez en A. tequilana con obtencion de brotes utilizando 0.25 mg/L de
2,4-D, Powers & Backhaus (1989) en A. arizonica (0.3mg/L), 0.1 mg/L para A. cantala,
A. fourcroydes y A. sisalana (Bihn, 1990), 0.5 mg/L en A. amaniensis (Andrijany, 1990)
asi como también en A. victoria-reginae (Martinez-palacios, 2003), Nikam (2003) utilizo
de 0.5-1 mg/L en A. sisalana mientras que Tejavathi (2007) lo hizo con 1 mg/l en A.
vera-cruz. Todos estos resultados soportan los resultados obtenidos en esta
investigacion en donde a relativamente bajas concentraciones de la auxina, se obtiene
tejido calloso en un alto porcentaje.
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10.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se logro evaluar el efecto de tres diferentes concentraciones de 2,4-D, obteniendo
callos en un periodo de 8 semanas y se comprobd que las hojas jévenes de plantulas in
vitro son la mejor opcion para producir callogénesis, estando ya esterilizadas y no tener
gue pasar por una fase agresiva de desinfeccion.

Se pudo comprobar que una concentracion minima de 0.5 mg/L de 2,4-D en las
plantulas de agave americana es suficiente para inducir callogénesis, en la misma
medida que lo harian concentraciones més altas de 2,4-D.

En el presente trabajo demostré que son muy eficaz utilizar la propagacion in vitro en
plantulas, utilizando auxinas de crecimiento (2,4-D) obteniendo buenos resultados para
el crecimiento de callo.

No es necesario utilizar grandes concentraciones de auxinas (reguladoras de
crecimiento) para obtener un buen crecimiento de callos, debido a que con una
concentracién minima de 0.5mg/L se observa la presencia de callogénesis.

El cultivo in-vitro se puede considerar como una técnica apropiada para la induccién de
callos, sin embargo, es un proceso del cual se requiere de mucho tiempo para alcanza
un buen crecimiento.

Es de suma importancia implementar una manera la cual nos permita ahorrar tiempo en
el proceso de crecimiento, una manera de hacerlo es hacer uso de los biorreactores
RITA para embriogénesis somatica.
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