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1. INTRODUCCION 

La salinidad de los suelos y la desertificación son dos factores ambientales 

estrechamente ligados que afectan una parte importante de la tierra aprovechable en el mundo. 

Alrededor de una décima parte de la superficie continental, que abarca un promedio total de 

954,834,000 hectáreas se encuentra afectada en algún grado por sales, correspondiendo a 

México y Centroamérica una extensión aproximada de 1,965,000 ha (Szabolcz, 1991). 

Toennicssen (1984) consideró que las tierras áridas y semiáridas conforman aproximadamente 

el 40 % de la superficie total de la tierra y que la mayoría de las aguas subterráneas y algunas 

aguas superficiales que pueden ser utilizadas para riego en dichas regiones se caracterizan por 

un alto grado de salinidad natural. Este mismo autor estima que aproximadamente un tercio de 

la tierra irrigada en el mundo está afectada en algún grado por exceso de sal. En México, por lo 

menos la mitad de la superficie terrestre, corresponde a tierras áridas o semiáridas (Velazco, 

1991), gran parte de las cuales están afectadas por sales, a causa de una lixiviación limitada y 

localizada ocasionada por la escasez de lluvias. Las altas tasas de evaporación y transpiración 

características de los climas áridos contribuyen a que se de una mayor concentración de sales 

sobre la superficie de los suelos. 

Las tierras agrícolas o aquellas con potencial para incorporarse al cultivo en un futuro y 

que se encuentran afectadas por la salinidad, enfrentan el problema de baja productividad para 

la mayoría de los cultivos de importancia económica que ahí pueden establecerse. De aquí la 

justificación de realizar estudios que puedan generar alternativas de solución y que permitan 

mejorar el aprovechamiento y propiciar un mayor desarrollo de este tipo de regiones. 



Algunas de las opciones viables para enfrentar el problema de la salinizacióa de los 

suelos son la desalinización del agua para reducir el nivel de sales potencialmente tóxicas para 

las plantas, y el lavado de los suelos para remover las sales en exceso (Croughan si al-, 1981). 

Sin embargo, dadas las limitaciones que se presentan, principalmente en regiones 

sem ¡desérticas, para poner en práctica dichas opciones, recientemente se ha fomentado el 

interés por la selección y manipulación genética de las plantas, como estrategia para obtener una 

mejor adaptación de éstas a los ambientes salinos (Epstein, 1976). 

El mejoramiento de la tolerancia a la salinidad, carácter considerado como poligénico 

en algunas plantas de interés agrícola, se ha llevado a cabo utilizando metodologías 

tradicionales de selección e hibridación, para aprovechar la variación genética que se presenta 

en un espectro continuo, en el que los extremos son representados por las glicófitas mas 

sensibles por un lado y las holófitas mas tolerantes por el otro. Otra opción que se ha seguido es 

el uso germoplásma exótico de algunas plantas silvestres con resistencia a la salinidad, 

emparentadas con especies de plantas cultivadas sensibles, con la finalidad de incorporar a éstas 

el carácter a través de dichas metodologías (Tal, 1984; Blum, 1988). 

Sin embargo, para algunas especies vegetales el mejoramiento tradicional puede 

encontrarse limitado por distintos factores, principalmente por el tipo de reproducción, que 

puede ser asexual en alguna de sus modalidades como por ejemplo la apomíxis, en la que 

aunque existe la formación de semilla, no es necesaria la unión de gametos, por lo que no puede 

haber la combinación alclica al azar, que es fuente de la variación genética. En este caso, los 

individuos generados a partir de semilla desarrollada de embriones formados sin fertilización, 

reproducen fielmente las características de las plantas progenitoras (Hatch y Hussey, 1991; 

Bashaw. 1962). 



Recientemente la técnica del cultivo de tejidos se ha convertido en una alternativa útil 

para generar variabilidad genética dirigida a encontrar fuentes de resistencia a distintos factores 

de estrés en grandes poblaciones de células en suspensión o aglomeradas en callos, los cuales se 

obtienen al llevar los tejidos de explantes a un estado de desdiferenciación, como consecuencia 

de desequilibrios en la regulación del crecimiento, al alterar artificialmente su balance 

endógeno de reguladores del crecimiento, principalmente en lo que respecta a auxinas y 

citocininas. En este estado se propicia el fenómeno denominado "variación somaclonal", que 

consiste en la variación fenotipica, de origen genético o epigenético, mostrada entre plantas 

derivadas de cualquier forma de cultivo de células somáticas o "somaclones" (Larkin y 

Scowcroft, 1981) 

Este fenómeno ha sido aprovechado para la selección de líneas celulares y 

mejoramiento de algunas especies cultivadas con características de resistencia tanto a factores 

de estrés biòtico como abiotico, entre estas se pueden considerar: caña de azúcar, papa, tabaco, 

arroz, maíz, cebada y sorgo (Larkin y Scowcroft, 1981). Selecciones específicas para tolerancia 

a salinidad se han realizado para distintas especies cultivadas, como: alfalfa y arroz (Croughan 

et al., 1981); trigo (Karadimova y Djambova, 1993); y tabaco (Watad el al-, 1985) 

La técnica de selección in vitro para resistencia a sales en términos generales consiste 

en someter las células a concentraciones de sal que son letales o inhibitorias del crecimiento 

para seleccionar las que hayan sobrevivido y mostrado mejor crecimiento (Rains, 1982) 

El zacate buffel {Cenchrus cüiaris L.) es una especie que se introdujo en 1954 a México 

y ha mostrado un amplio rango de adaptación a diferentes ambientes ecológicos, incluyendo las 

zunas sem¡desérticas, en las que ésta especie puede representar una alternativa de producción 

agrícola forrajera viable por su tolerancia a la sequía. Sin embargo, dicha especie es considerada 



sensible a las condiciones de salinidad del suelo, limitando su cultivo y dispersión en áreas con 

suelos salinos, para favorecer el desarrollo de la ganadería en éstas áreas. 

La opción que se planteó en este estudio, fue proponer una alternativa de solución a la 

problemática antes mencionada y consistió en aplicar técnicas de mejoramiento genético de 

plantas a esta especie a través del cultivo de tejidos de callo y células, considerando que es de 

reproducción apomictica. con el propósito de caracterizar y seleccionar variantes somaclonales 

con mayor grado de tolerancia a un medio salino. 

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, para este estudio se plantearon las siguientes 

hipótesis y objetivos: 

H1PÓTF.SIS: 

1. La variabilidad genética ocasiona diferentes grados de respuesta a factores de estrés 

ambiental en la especie Cenchrus ciliaris L , por lo tanto es de esperarse una respuesta 

diferencial en el cultivo de distintos genotipos de esta especie bajo ambientes salinos 

2. El cultivo de tejidos y células vegetales provoca variación somaclonal en respuesta a algún 

factor de estrés presente, lo cual implica diferencias en comportamiento de poblaciones 

celulares de un mismo origen, por lo que en suspensiones celulares de Cenchrus ciliaris L., 

bajo condiciones de salinidad se espera una respuesta variable. 

3. La tolerancia de suspensiones celulares está en función del nivel de sal aplicado, por lo que es 

posible que ésta se mantenga después de la selección in vitro en agregados celulares de 

Cenchrus ciliaris L. 



OBJETIVOS: 

1. Observar la variación en la germinación de cariópsides y comportamiento de plantas de 

distintos genotipos de Cenchrus cüiaris L., bajo condiciones de estrés salino provocadas 

con NaCI. 

2. Evaluar la existencia de variación somaclonal por tolerancia a NaCI, través de la respuesta en 

crecimiento y viabilidad de suspensiones celulares de Cenchrus cüiaris L. bajo condiciones 

de salinidad (NaCI) 

3. Seleccionar suspensiones celulares de Cenchrus ciliaris L.. por tolerancia a salinidad (NaCI) 

in vitro y evaluar su estabilidad para conservar dicho carácter 



2. REVISION DE LITERATURA 

2.1. El ¿acate buffel 

2. l. I. Descripción e importancia del cultivo 

El zacate buffel {Cenchrus cüiaris L.) es una planta perenne de aproximadamente 1.0 a 

1.5 m de altura, de tallos geniculados que emergen de una corona nudosa; pertenece a la familia 

Gramineae, subfamilia Panicoideae > tribu Paniceae. En cuanto al género, éste se ubica en el 

correspondiente a Cenchrus, aunque se le ha considerado también dentro de Pennisetum 

(Hitchock, 1971, 1951; Bashaw, 1962). Su tipo de reproducción es por apomixÍ9, en la 

modalidad de aposporia y pseudogamia y su número de cromosomas es de 2n = 36 (Bashaw, 

1962; Hatch y Hussey, 1991). 

Esta especie es originaria del sur de Africa y fue introducida a América en 1917 y a 

México, del sur de Texas en 1954. Actualmente se ha extendido en nuestro país en una 

superficie aproximada de 1,412,000 has (Ibarra sí al-, 1991), distribuidas en varios estados de la 

república, entre éstos Tamaulipas. con 500.000; Nuevo León con 300,000; Sonora, con 3 50,000; 

Sinaloa, con 32,000; Micha acán, con 70.000 y Yucatán con 60.000 que en conjunto ocupan 

aproximadamente el 90 porciento de la superficie total establecida (Ibarra, tí al.. 1991; Saldivar, 

1991). Reconocida como muy tolerante a la sequía (Ayerza, 1981; Rogers £l a l , 1993; Bashaw, 

1962). se le considera como una buena alternativa de producción para el trópico seco de algunas 



partes del mundo como Venezuela, donde se le ha probado y se considera con potencial 

suficiente para sustituir otras especies de pastizal establecidas en una región de bosque muy 

seco que abarca unas 600,000 ha (Clavero, 1991). Cox (1991) estimó que una amplia 

colonización por parte del zacate buffet se ha dado por lo menos en seis países, con una 

cobertura de alrededor de 25 a 30 millones de hectáreas de tierras de agostadero y cultivo. 

En los estados de Texas y Norte de México, donde se cultiva en áreas de temporal, los 

principales propósitos de producción son la cría y engorda de ganado bovino en pastoreo, asi 

como la cría de especies de fauna silvestre con potencial cinegético y el pastoreo de ganado 

bovino lechero, además de la producción de heno para los periodos críticos de escasez de forraje 

y la producción de semilla, principalmente bajo condiciones de riego (Hanselka y Johnson, 

1991; Saldivar 1991). Esta especie posee un alto potencial productivo ya que puede producir 

entre 2 y 10 veces más que los agostaderos nativos y su forraje es de buena calidad nutritiva, 

bien aceptado por el ganado, y con resistencia al pastorea (Hussey , citado por [barra si al., 

1991). En un estudio realizado para analizar su composición química, se observó que en estado 

joven e inmaduro contuvo mas proteína (hasta 13.35 %) que en estado maduro, en el cual 

presentó niveles mas altos de fibra (López, et al., 1990) 

2.1.2. Comportamiento de la especie en condiciones salinas 

El zacate buíTel ha sido considerado sensible a la salinidad (Williamson y Piokerton, 

1985; Ryan, et al. 1975b; Graham y Humphreys, 1970; Saldivar, 1991: Ibarca, si al-, 1991), 

siendo la etapa de germinación una de las mas afectadas. En un estudio realizado por Gutiérrez 

tí al (1990) los genotipos probados fueron fuertemente afectados en sus porcentajes de 

germinación en concentraciones superiores a 600(J ppm. Por otra parte, Graham y Humphreys 



(1970) observaron una reducción del rendimiento potencial de las variedades American, 

Tarewinnabar, Gayndah, Biloela y Molopo en una proporción inversa al incremento de sal, con 

tratamientos de 28, 44, 66, 110 y 123 meq.l1 de NaCI, con lo que concluyeron que el zacate 

buffel es poco tolerante a este factor, considerando que los cultivos sensibles son aquellos que 

prosperan en niveles salinos de conductividad eléctrica entre 4 y 8 mmhos cm'', equivalentes a 

40-80 meq.l'1 de NaCI (Richard, citado por Graham y Humpreys, 1970). 

En los lugares de Texas y México donde se cultiva el buffel, el contenido de sales 

solubles totales fluctúa entre 200 y 1400 ppm (Ibarra gj al., 1991); al respecto, Saldivar (1991) 

señaló que una de las limitaciones mas importantes de la variedad Común (Texas 4464) de 

zacate buffel es su baja tolerancia a condiciones salinas y que ésta se agudiza en suelos 

arcillosos con mal drenaje, lo cual fue confirmado en otras variedades de la misma especie por 

Hanselka y Johnson (1991) e Ibarra si al. (1991), quienes consideraron que condiciones de 

elevada salinidad, así como arcilla compacta y drenaje lento inhiben severamente su 

establecimiento. 

2.1.3. Cultivo in vitro 

El cultivo in vitro de zacate buffel se ha llevado a cabo por algunos investigadores, 

entre ellos Rogéis sí al- (1993) quienes establecieron y caracterizaron cultivos de células en 

suspensión obtenidos a partir de dos tipos de callo inducidos de ápices de tallo de la accesión 

PI-409704. Dichos cultivos tuvieron un crecimiento de tipo sigmoidal con diferencias marcadas 

en tasa de crecimiento y apariencia (uno friable y otro mucilaginóse) y mostraron potencial 

embriogénico cuando se cultivaron en medio con carbón activado. Por otra parte, Manzano 

(1993) obtuvo regeneración de plantas del híbrido Higgins a partir de callo embrigénico 



subcultivado inicialmente en medio básico MS adicionado con 0.02 mgl'1 de 2,4-D, 1.0 mgl'1 de 

cinetina y 0.2 % de caseína hidrulizada y posteriormente aplicando distintas concentraciones de 

2,4-D y 2,4,5-T. 

2.2. La salinidad y sus efectos en las plantas, tejidos y células vegetales 

2.2.1. Efectos adversos 

Las sales contenidas en un medio de cultivo de plantas, tejidos o células se convierten 

en un factor limitante del crecimiento y el rendimiento cuando su concentración en dicho medio 

alcanza un nivel que provoca desequilibrios en las relaciones hídricas entre el medio y la planta 

o sus tejidos y células, así como en el metabolismo de las mismas, los cuales pueden ser 

alterados principalmente en aquellas plantas con mayor grado de sensibilidad a los efectos 

salinos (Binzsl, 1994; Müller y Santarius, 197$). Los principales efectos adversos son 

provocados por la absorción de iones en exceso y el déficit hídrico (Greenway y Munns, 1980; 

Croughan et al., 1981; Shannon, 1985; Blum, 1988). En cuanto a la absorción de iones en 

exceso, éstos pueden afectar el metabolismo, al provocar una disminución en la fijación de C0 2 

debido a una alta resistencia en el mesófilo o bien ocasionar desequilibrios en la nutrición de las 

plantas (Greenway y Munns, 1980). En este aspecto, también los efectos iónicos pueden 

atribuirse a alteraciones en la estructura de la pared celular (MUller y Santarius, 1978; Vazquez-

Duhalt si al» 1991; Binzel, 1994) o efectos en la actividad de enzimas responsables del 

metabolismo celulaj (Lemer, 1985; Blum. 1988; Flowers tí al-, 1977). En este último caso se 

observó inhibición en 60 a 70 % de las enzimas glucosa-6-fosfato y malato deshidrogenasas de 

la especie halófita Suaecia marítima en presencia de 333 mM de NaCl y efectos similares se 



presentaron in vitro en la actividad de las enzimas correspondientes de Pisum saiivum 

considerada glicófíta (Flowers el al-, 1977). 

Respecto al déficit hídrico, este consiste en una condición en la que se presenta una 

sequía fisiológica intracelular, ocasionada por un gradiente de potenciales entre los medios de 

cultivo y radicular o ínter e intracelular (Bernstein, 1961; Bernstein, 1971; Black, 1975). Para 

diferenciar los efectos iónicos e hídricos, se puede considerar el ejemplo en el que Greenway y 

Munns (1980) compararon el crecimiento de frijol y maíz bajo fuerte presión osmótica extema, 

el cual fue menos reducido cuando ésta fue provocada con polietilenglicol (PEG) que cuando 

fue inducida con soluciones de sal isosmóticas, ya que en 1.2 bars, el frijol creció 25 y 41 % en 

soluciones de NaCl y PEG, respectivamente, en relación al testigo, mientras que el maiz en 4.0 

bars creció 63 y 74 %. respectivamente, en los mismos tipos de soluciones, lo cual evidenció los 

efectos por exceso de iones. 

Por otra parte, en el crecimiento de cultivos de células en suspensión de distintas 

especies vegetales como Nicotiuna sp. (Watad, si al- 1985), ChenapoJium quinoa (Alvarado, 

1990) y Amaraníhus hipochondriacus (Trejo, 1992) sometidos a tratamientos relativamente 

elevados de sal, se ha observado, entre otras respuestas, un alargamiento de la fase de retraso y 

del ciclo de crecimiento. 

2.2.2. Tipos de sales 

En los ambientes salinos naturales frecuentemente predomina el NaCl, aunque pueden 

contener distintos tipos de sales entre las que se encuentran sulfato de sodio, sulfato de 

magnesio, cloruro de magnesio, cloruro de potasio y carbonato de sodio (Flowers st al-, 1977). 

Respecto a lo anterior, en un ecosistema salino del estado de Nuevo León, se encontró que las 



sales predominantes fueron los cloruros (de sodio, calcio, y magnesio), siendo relativamente 

escasos los sulfatos y bicarbonatos (Villarreal, 1976). 

En distintos estudios de tolerancia a salinidad a nivel de planta, cultivo de tejidos y 

células, se ha utilizado como agente selectivo el NaCl. Algunos de estos incluyen los siguientes 

cultivos: quinua (Alvarado a al., 1991); arroz (Reddy y Vaidyanath, 1986; Binh a aL, 1992); 

alfalfa (Croughan si al.. 1978), zacate buffel (Gutierrez fil al-, 1991; Graham y Humphreys, 

1970 ); otros zacates (Glenn. 1987); Coleus blumei (Ibrahim £| a!-, 1992); trigo (Karadimova y 

Djambova, 1993); tabaco (Lerner, 1985); cebada (Müller y Santsrius, 1978); sorgo (Yang g| al-, 

1990); naranjo (Ben-Hay\im, 1985). entre utros. Mozafar si al- (1970) encontraron que el 

crecimiento de Atriplex halimus fue mejor en medio salino conteniendo partes iguales de NaCl 

y KC1 que en NaCl o KC1 solas, por lo que estas últimas sales fueron consideradas buenos 

medios selectivos para pruebas de tolerancia. 

2.3. Respuesta adaptativa de las plantas, tejidos y células a la salinidad 

2.3.1. Tipos de plantas por su respuesta a salinidad 

Respecto a la tolerancia a salinidad se identifican dos tipos de plantas, uno que está 

constituido por las halófilas, las cuales son capaces de sobrevivir, completar su ciclo de vida e 

incluso expresar su máximo potencial de crecimiento y producción bajo condiciones de elevada 

salinidad; y las glicófitas. cuya sobrevivencia es afectada directamente bajo tales condiciones y 

su crecimiento y rendimiento pueden verse reducidos severamente en condiciones de 

relativamente baja salinidad (Maas y Nieman. 1978; Gorham si ai., 1985). 



Los problemas que generalmente enfrentan las plantas expuestas a condiciones salinas 

son: el mantenimiento favorable intracelular de relaciones hidricas; la tolerancia específica a 

toxicidad de iones y el abastecimiento de iones de nutrientes esenciales, no obstante la 

predominancia de otros no esenciales (Croughan si al-, 1981). Desde este punto de vista, las 

respuestas de las plantas a las condiciones de agobio pueden ser múltiples, pero en términos 

generales se enfocan a amortiguar dichos problemas (Binzel, 1994) 

Las halófitas se caracterizan principalmente por acumular altas concentraciones de 

iones en las células, lo cual favorece su ajuste osmótico en respuesta al medio salino en que se 

desarrollan, en cambio las glicófitas responden a salinidad principalmente por exclusión de 

iones (Flowers et ai , 1977; Greenway y Munns, 1980). Sobre el particular, en un estudio con 

distintos géneros de pastos. 14 sobrevivieron a una concentración de 540 mM de NaCI, mientras 

que 7 lo hicieron a 180 mM. Los primeros fueron considerados halófilos y los segundos 

glicófítos tolerantes a sal, aunque todos tendieron a tener altos contenidos de Na y bajos 

contenidos de K y agua en los tratamientos salinos, en comparación al control, de lo cual se 

concluyó que en estas plantas se presentó un proceso de coordinación entre la absorción de Na y 

la pérdida de agua, para mantener un gradiente de potencial osmótico entre los tejidos del tallo y 

la solución extema (Glenn, 1987) 

Algunas características que se pueden presentar en las plantas para permitirles resistir a 

la salinidad incluyen la presencia de pocos estomas por unidad de superficie foliar, suculencia 

incrementada, engrosamiento de las hojas y superficie cubierta de ceras, reducida diferenciación 

de tejido vascular, temprana lignificación de raíces suculencia foliar, mayor proporción de 

crecimiento radicular en relación con el aéreo (Maas y Nieman, 1978). 



Varios investigadores han coincidido en que existe variación en la tolerancia de las 

plantas a la salinidad en diferentes etapas de su desarrollo, presentándose en is mayor parte de 

los casos más tolerancia en las etapas mas avanzadas de éstos (Kadda y Ghowail, 1964; 

Francois y Bemstein, 1964; Bemstein a al, Í966\ Kadda a al-, 1973). En el caso particular de 

la etapa de germinación, en algunos cultivos cumo tomate, trigo, arroz y cebada, se ha 

observado que esta es menor después de la germinación (Nieman y Shanon, 1976; Torres sí al-. 

1973) y en C ciliaris los porcentajes promedio de germinación de cinco genotipos probados 

fueron de 63.5, 65.7, 49.3 y 39.6 % para 0. 3000, 6000 y 9000 ppm. lo cual evidenció una 

reducción relativa no muy alta, si se considera el testigo (Gutiérrez si al-, 1991). 

En relación con los factores del ambiente es importante considerar que los efectos 

salinos no son provocados por una sal especifica, sino por la totalidad de sales solubles en el 

medio (Nieman \ Shanon, 1976); además, la salinidad interactúa con distintos factores, por 

ejemplo, a medida que la temperatura se incrementa en el medio generalmente el efecto de las 

sales sobre las plantas es mayor (Francois y Goodin, 1972; HofTman 2 al-, 1977) y al aumentar 

la humedad ambiental el efecto adverso de la sal sobre las plantas disminuye (Albregts y 

Howard, 1973: Nieman y Shanon, 1976; Hoffman sí al-, 1977). 

2.3.3. Mecanismos morfofisiológicos de tolerancia 

Respecto a los mecanismos morfofisiológicos que se dan a nivel celular para tolerar la 

salinidad. Croughan s! al- (1981) mencionaron que éstos pueden ser de varios tipas, como la 



evasión a las sales, exclusión de las mismas y la verdadera tolerancia fisiológica que puede 

darse en el protoplasma por compartimentación de iones y el ajuste osmótico. 

En cuanto a la evasión de absorción de iones, ésta repercutiría en un déficit hídrico en la 

planta, el cual podría ser eludido a través del mantenimiento de la turgencia celular mediante la 

síntesis de solutos orgánicos, incremento en la extensibilidad y elongación de las membranas, y 

por un incremento en la permeabilidad de la raíz al agua, y mejoramiento en la eficiencia del 

uso interno de ésta (Greenway y Munns, 1980), 

En relación con la exclusión de las sales, se considera mas un mecanismo de tolerancia 

de glicófitas res i sientes, en las cuales se mantiene un control de absorción y transporte de sales 

al follaje, en donde son excretadas por glándulas y vesículas, pudiéndose dar también 

reexportación de iones al floema e incremento en el volumen del follaje (Flower si ai-, 1977; 

Gorham et al., 1985: Greenway y Munns, 1980). 

Respecto a la compartimentación, que se considera un mecanismo de tolerancia de 

halófitas; cuando se presenta alta concentración interna, la turgencia celular puede mantenerse 

con una alta concentración intracelular de iones, los cuales pueden estar distribuidos en 

vacuolas, además de solutos orgánicos como la glicinebetaina, prolina y sacarosa que se pueden 

distribuir en el citoplasma y contribuir al balance osmótico interno, desempeñando también un 

papel protector sobre las enzimas responsables del metabolismo a los posibles daños por exceso 

de iones (Lerner, 1985; Hasegawa et al„ 1986). 



2.4. Criterios para la evaluación de la tolerancia de especies vegetales a la salinidad 

2.4.1. Evaluación in vivo 

En las plantas cultivadas, uno de los criterios más generalizados para evaluar la 

tolerancia a la salinidad, se basa en la reducción de su rendimiento relativo en suelos salinos en 

comparación con el correspondiente en suelos no salinos, considerando que los suelos salinos 

son aquellos cuya conductividad eléctrica del extracto de saturación es superior a 4 nimbos cm'1 

(Personal del Laboratorio de Salinidad de (os E.U.A., 1973). Otros criterios se basan en la 

respuesta a diferentes concentraciones salinas, a través de la regresión del rendimiento con 

datos tomados tn situ (Shannon, 1985). 

La mayoría de los métodos utilizados para evaluar la tolerancia a salinidad in vivo 

consideran la salinización artificial de sustratos, con uno o varios tipos de sales en estructuras 

de distinto tipo, que pueden incluir desde cajas germinad o ras con arena, hasta parcelas de 

tamaño variable en las que se propagan las plantas sujetas a tratamientos (Nieman y Shannon, 

1976; O'leary, 1984; Shannon, 1984). 

McK.immie y Dobrenz (1987) probaron un método para evaluar un gran número de 

semillas y plántulas de alfalfa por su tolerancia a salinidad, el cual consistió en un dispositivo 

rectangular de fibra de vidrio con compartimientos para sembrar las semillas, montado sobre un 

depósito de plástico para la solución de nutrientes y sal que fueron bombeados por 10 y 6 

minutos al inicio > cada día respectivamente al dispositivo y constantemente drenados al 

depósito, en el que fue posible medir el potencial osmótico de la solución irrigadora. Por otra 

parte, Guzmán y Puente (1993) diseñaron un método para la germinación de semillas pequeñas, 

mediante el cual es posible hacer pasar una solución por capitalidad a través de papel 



absorbente constantemente, por un dispositivo rectangular en el que se colocan las semillas para 

germinación, el cual se adhiere a un depósito adyacente que contiene la solución que es 

constantemente drenada y colectada para su análisis. En germinación de semillas de zacate 

buflfel, dicho método ñie probado con éxito, considerando que favorece la lixiviación de 

inhibidores de la germinación. 

2.4.2. Evaluación in vüro 

El cultivo de tejidos vegetales ofrece una buena alternativa para este tipo de estudios, ya 

que mediante esta técnica los tejidos pueden ser tratados uniformemente en un ambiente 

controlado y los experimentos pueden realizarse independientemente de las variaciones del 

clima durante el ano. además de que pueden ser evaluadas una gran cantidad de células 

simultáneamente \ no existe problema con morfología y etapas de desarrollo de las plantas 

(Croughan si al-, 1981; Tal, 1984; Shannon, 1984; Stavarek y Rains, 1984). 

Rains (1982) señaló que la tolerancia a la salinidad de las plantas parece ser un carácter 

genéticamente controlado, ya que las plantas varían ampliamente en su respuesta a dicho factor 

en elevadas concentraciones de sal y recomienda la técnica del cultivo de células para propiciar 

variabilidad en éstas y obtener lincas celulares tolerantes a salinidad, proponiendo como 

estrategia selectiva general, someter cultivos de células de la especie deseada a concentraciones 

letales de sal en el medio de cultivo, de tal forma que las que logren sobrevivir y reproducirse 

en éstas condiciones, podrán ser consideradas para selección por tolerancia a dicho factor, 

después de confirmar su estabilidad de preferencia al llevarlas a regeneración de plantas y 

observar que el carácter fue transmitido genéticamente. 



Respecto a la estabilidad de la tolerancia a sal en cultivos de células, ésta puede 

determinarse al transferir las células resistentes a medio sin sal, de preferencia por varias 

generaciones para después regresarlas a medio salino y observar el grado de retención de algún 

carácter asociado con tolerancia. En estudios con regenerantes pueden ser consideradas algunas 

mutaciones que se presenten a través de selecciones de corto plazo, las cuales podrían estar 

involucradas con exclusión de Na o Cl del follaje, carácter que puede utilizarse como un criterio 

efectivo de selección para evaluar la ganancia para tolerancia a la sal en distintas especies 

vegetales (Tal, 1994;.Tal, 1990) 

2.S. Selección de lineas celulares por tolerancia a salinidad 

2.5.1. Caracterización de lineas celulares 

Siguiendo diferentes criterios, se han realizado selecciones de lineas celulares tolerantes 

a salinidad para distintas especies vegetales cultivadas, entre estas: arroz (Keddy y Vaidyanath, 

1986; Ponsamuel y Weiler, 1994); naranja (Ben-Hayyim, 1985); trigo (Karadimova y 

Djambova, 1993); Alfalfa y arroz (Croughan a al-, 1978; Croughan tí al-, 1981) y Coleus 

blumei (Ibrahim si al , 1992). 

En líneas celulares de alfalfa y arroz tolerantes a sal se realizaron observaciones de lo 

que se consideraron hábitos halofíticos, tales como mantenimiento de altos niveles de K en 

presencia de altos niveles de Na, altos niveles de NO3 en bajos niveles de sal, pobre crecimiento 

en ausencia de sal y mejor crecimiento en presencia de ésta, además de que en lineas celulares 

seleccionadas de alfalfa se observó una mayor eficiencia en el consumo de energía a medida 

que se incrementó la sal en el medio de cultivo (Croughan si al-, 1978; Croughan «t al., 1981). 



En este aspecto, Hasegawa si al- ( 1986) consideraron que bajo condiciones salinas, la presencia 

de células de menor tamaño puede representar una contribución significativa para la tolerancia a 

salinidad, ya que las células pequeñas podrían tener una menor demanda de energía para el 

metabolismo catabòlico, necesaria para el crecimiento de las células grandes no adaptadas a la 

salinidad. 

Respecto al contenido de clorofila Yarshney y Baijal (1982) encontraron para varios 

zacates que la cantidad de clorofila a y b y el total de clorofila por gramo de tejido de hoja, se 

incrementó con incrementos de salinidad (NaCI) y sodicidad (NajCOj) en varias etapas de 

desarrollo de planta y la relación de clorofila a/b decreció con tales incrementos de sal. 

2.5.2. Metabolismo celular 

En células de tabaco seleccionadas bajo estrés salino, la acumulación de solutos 

orgánicos como glicinebetaine y prolina pueden proteger la actividad enzimàtica, ya que están 

altamente correlacionados con el ajuste osmótico (Binzel, 1994; Lemer, 1985), mientras que la 

acumulación de Na* y Cl' necesarios para este proceso es coordinada con compartimentación 

vacuolar en las células en condiciones de alta concentración de Na externa (Hasegawa cl al-, 

1990). Lo anterior coincide con resultados obtenidos en suspensiones celulares de quinua 

tratadas con 0, 68, 136 y 204 mM de NaCI, en las que se observó un incremento en la 

acumulación de Na, variaciones en el contenido de K y disminución en los potenciales hidrico y 

osmótico, a medida que aumentó el nivel de sal, con esto se llegó a la conclusión de que los 

cambios en estos parámetros, están asociados con la capacidad de osmorregulación de quinua en 

medio salino, hasta un nivel tolerable por la especie, sobre todos durante las primeras fases de 

crecimiento (Alvarado £l al-, 1991) 



Lemer (1985) probó la selectividad de la membranas vacuolares de células de tabaco, 

encontrando que tuvieron selectividad para Na y K , además de que el contenido intracelular de 

prolina de células adaptadas a sal se incrementó cxponencialmente con incrementos de NaCl, 

pero fue reversible cuando se disminuyó la concentración de ésta sal 

Respecto al comportamiento de la membrana celular, en cloroplastos de plántulas de 

cebada se sugirió que la disminución de galactolipidos en biomembranas fue un factor que 

causó resistencia de las plántulas a salinidad extrema, equivalente a 400 mM de NaCl (Müller y 

Santarius, 1978). En tabaco se encontró que las paredes celulares adaptadas a 428 mM de NaCl 

contenian aproximadamente la mitad de poJisatáridos por gramo de peso seco, comparadas con 

células no adaptadas; la proporción de celulosa fue mas baja, mientras que los contenidos de 

hcmicelulosa y proteínas fueron mayores (Iraki ct al., citados por Bínzel, 1994). En células de 

garbanzo, se dedujo que un incremento en la relación hexosa/fosfato en los lipidos de la 

membrana, se dio en respuesta a procesos de haloadaptación. Lo anterior, después de observar 

que el rendimiento de biomasa celular, así como el contenido de lipidos totales decreció con 

incrementos en la salinidad, y que membranas artificiales, preparadas con lipidos de células 

crecidas bajo estrés salino, fueron menos permeables a iones de C! y Na comparadas con las 

preparadas con lipidos de células crecidas en medio sin sal. La permeabilidad de membranas 

preparadas con glicolipidos fue menor que la de aquellas preparadas con fosfolípidos y lipidos 

totales (Vázquez-Duhalt si al-, 1991). Resultados similares fueron obtenidos para callos de 

limonero tolerantes a sal, los cuales presentaron igual tipo de estructura celular que callos 

testigo, con citoplasmas densos, abundantes mitocondrias, lipidos y vacuolas; sin embargo, en 

cuanto a la ultraestructura de los callos tolerantes, presentaron algunas diferencias. 



observándose mayor número y área de cuerpos l/pidos, mayor número de amiloplastos, retículo 

endoplásmico más abundante con membranas formando vesículas y paredes celulares más 

densas en comparación al callo testigo no tolerante (Piqueras et al., 1994). 

2.6. Variación somaclonal inducida a través del cultivo in virro 

La variación somaclonal, propiciada a través del cultivo de tejidos y células, en 

términos generales representa una alternativa importante en el mejoramiento genético de las 

plantas cultivadas. De acuerdo con Larkin y Scowcryft (1981) ha sido aplicada con éxito en 

distintos cultivos, entre estos: caña de azúcar, papa, tabaco, arroz, avena, maíz, cebada, col, ajo, 

lechuga y algunas ornamentales. Roylance a al- (1994) observaron que la biomasa total y 

rendimiento de semillas de regenerantes de la especie Festuca arundinacea. fueron mas 

consistentes para detectar variación somaclonal cuando utilizaron el cultivo de tejidos para 

introducir endófltos en la especie y evaluar la variación ocasionada por éstos y aquella atribuida 

a la variación somaclonal. En arroz se ha reportado variación somaclonal entre plantas 

regeneradas para distintas características, entre éstas, la aparición de plantas albinas, plantas 

torcidas o poliploidia (Oono, 1983). 

2.6.1. Origen de la variación somaclonal 

Respecto de los mecanismos por los que se presenta la variación somaclonal, de 

acuerdo con Tabares el al. (1991) se han propuesto dos hipótesis: la primera establece que la 

variación se da por diferencias genéticas preexistentes en las células del explante, mientras que 

la segunda estipula que dichas diferencias se deben a efectos ocasionados por los componentes 



del medio de cultivo. Este último postulado es apoyado por Larfcin y Scowcroft (1981), quienes 

consideran que entre los mecanismos que pueden propiciar variabilidad genética en las 

poblaciones de células cultivadas in vitro, se encuentran los cambios en ploidia y el cariotipo, 

asi como cambios por rearreglo de cromosomas, enmascaramiento o magnificación de ciertos 

genes y eliminación de algunos virus que en condiciones normales no se presentan. También, 

pueden presentarse cambios por modificaciones en los modelos de metilación del DNA 

(Kaeppler y Phillips, 1993); o por mutaciones de tipo citoplásmico, genético o bien por efectos 

fisiológicos (Oono, 1983). De acuerdo con Arce-Montoya (1994), U principal fuente de 

variación genética en los sistemas de cultivo in vitro es la mutación, que produce cambios 

heredables a nivel del DNA. Las características que no son producidas por alguna modificación 

del DNA y por lo tanto no son heredables, se consideran caracteres epigenéticos. Al respecto, 

cuando una característica variante en plantas regenerantes es eliminada en la generación R1 o 

R2 puede conbid«rarc>e como variante epigenética. Si la característica es estable por varias 

generaciones, se habla de una variante genética. Las causas que pueden influir para que se 

presente la variación somaclonal incluyen el acortamiento en el ciclo celular de cultiva in vitro, 

ocasionado por un incremento en la velocidad de división celular, que propicia una mayor 

probabilidad de ocurrencia de mutaciones; sin embargo también puede influir la presencia de 

auxinas y citocininas, a los cuales se les consideran efectos mutagénicos (Arce-Montoya, 1994). 

Respecto a lo anterior, en cultivos de callo de fresa no fueron observadas variantes 

fenotípicas en concentraciones de reguladores de crecimiento en un rango de 1-10 pM de BA y 

2,4-D, combinados pero en una alta concentración de esta combinación (20 nM), se presentó 

una alta frecuencia de variantes, además de observarse un electo derivado de la edad del callo, 

ya que las plantas regeneradas de callo de 8 semanas no presentaron variantes morfológicas, sin 



embargo una proporción significativa de variantes de hojas deformes (6-13 %), hojas cloróticas 

(21-29 %) fueron obtenidas de callo de 16 y 24 semanas (Nehra flaJ., 1992). 

2.7. Mejoramiento para la tolerancia a la salinidad 

2.7.1 Mejoramiento tradicional 

Existen varios cultivos que han sido mejorados para su tolerancia a la salinidad, entre 

éstos el arroz, el trigo, algunos forrajes y frutales. 

En forma tradicional, el método de selección por pedigree ha sido ampliamente 

utilizado en este aspecto, eligiendo los progenitores inicialmente, de manera que uno posea el 

carácter de tolerancia a sal y el otro características agronómicas deseables; los cuales se 

combinan en la descendencia y posteriormente se aprovecha la segregación para realizar la 

selección (Shannon, 1985). En el mejoramiento de plantas por tolerancia a salinidad, es 

importante tener en cuenta el germoplasma exótico, un ejemplo es la cruza realizada en tomate 

entre las especies L. esculentum y L. cheesmonii, ésta última de tipo silvestre colectada en Islas 

Galápagos y tolerante a salinidad; en la F2 se obtuvieron frutos de tamaño mediano aceptables 

comercialmente y plantas tolerantes a la salinidad (Epstein. 1976). 

2.7.2. Aplicación del cultivo de tejidos y células 

Cuando se utiliza la vía del cultivo de células en el mejoramiento de plantas, se tiene la 

ventaja de poder llevar a cabo la selección por algún carácter deseado en grandes poblaciones 

de células, además de poder aplicar tratamientos de sal uniformemente y con precisión en 



espacios reducidos y condiciones ambientales controladas (Spiegel-Roy y Ben-Hayyim, 1985; 

Croughan £l al-, 1981; National Research Council, 1984) 

Los métodos de evaluación de variantes, pueden ser específicos para tas características 

que se esperan aunque se puede utilizar algún método general para detectar cambios a nivel 

bioquímico, citogenético o molecular. 

Un método para diferenciar las variantes obtenidas a través del cultivo in vitro es el de 

marcadores genéticos, aunque este resulta difícil cuando se trata de características poligénicas 

como pueden ser la productividad o la tolerancia a salinidad (Chandler y Thorpe; y Evans, 

citados por Arce-Montoya, 1994) 

En B. napus la variación gametoclonal y cultivo inducido in vitro no fueron suficientes 

para propósitos de selección, ya que no se obtuvieron plantas tolerantes a sal sin tratamientos 

mutagénicos (Rahman £l ¿1-, 1995). En papa se obtuvieran variantes somaclonales a partir de 

regeneración del explante directamente y también se generaron variantes con resistencia a 

algunas enfermedades a través del cultivo de cloroplastos. Entre los principales patógenos a los 

cuales se obtuvo resistcnc ia están: Phytophtora infestans. Alternaría solani, Fitsarivm y algunos 

nemátodos; se utilizó la técnica de colocar el callo de papa en medio con un elevado nivel de 

toxinas de cada patógeno y observar el que fuera resistente, para seleccionarlo y posteriormente 

regenerar plantas de papa cuya resistencia fue probada (Karp, 1990) 

Por otra parte, también es importante considerar que la mayor parte de la variación 

inducida a través del cultivo de tejidos y células es de tipo epigenético y por tanto de 

aprovechamiento limitado en programas de mejoramiento genético (Pierik, 1990; Vasil y Vasil, 

1994). Sin embargo, en comparación a otras técnicas como la mutación espontánea, se ha 

estimado que la frecuencia con que esta se presenta es de aproximadamente una por millón de 

plantas, la cual es mucho menor que la aparición de variantes somaclonales en plantas 



regeneradas, que es de alrededor de un 15 % (Tabares el al., 1991). Por lo demás, las 

metodología tradicionales de mejoramiento genético se complementan con los métodos 

biotecnológicos que incluyen la selección de variantes somaclonales in vitro para mejorar las 

plantas de cultivo (Poehlman, 1987). 



3. MATERIALES Y METODOS 

La presente investigación se realizó en los laboratorios de Fisiología y Biotecnología 

Vegetal, así como en el invernadero y vivero de la Facultad de Agronomía de la Universidad 

Autónoma de Nuevo León (FAUANL), ubicada en el municipio de Marín, N. L. en las 

coordenadas geográficas correspondientes a los 25° 53' Latitud Norte y 100° 03' Longitud 

Oeste a 538 MSNM y condiciones de clima semiseco BSi(h')hw"(e), con precipitación 

promedio anual de 634.1 mm y temperatura media anual de 22.1° C (García, 1973). 

La investigación se llevó a cabo en cinco etapas: 1). Selección de germoplasma in vivo 

por tolerancia a salinidad; 2). Inducción de callo a partir de cariópside de genotipos 

seleccionados; 3). Establecimiento de suspensiones celulares a partir de subcultivos de callo 

friable; 4). Caracterización y selección de suspensiones celulares bajo estrés salino; 5). 

Evaluación de la estabilidad de agregados celulares en distintas concentraciones salinas. Los 

procedimientos para cada etapa se presentan a continuación. 

3 1. Selección de germoplasma in vivo por tolerancia a salinidad 

El germoplasma de zacate buffet (Cenchrus ciiiaris L.) consistió en semilla de 99 

accesiones existente en la colección mundial de la Unidad de Recursos Genéticos de la 

FAUANL. 



Se procedió a evaluar el porcentaje de germinación de las 99 accesiones en medio libre 

de sal y medio salinizado- Lo anterior se llevó a cabo a través de un ensayo en el Laboratorio de 

Fisiología Vegetal de la FAUANL, el cual consistió en utilizar el método Uni-Marín-FAUANL 

(Guzmán y Puente, 1993). Mediante éste método se colocaron cariópsides en condiciones de 

germinación en dispositivos tipo "charola de rodillo", de plástico de forma rectangular, con 35 

cm de largo por 25 cm de ancho y l a 5 cm de profundidad de un extremo a otro sobre su 

longitud, en las cuales se colocó papel secante sobre su superficie. Sobre éste, se "sembraron" 

en hileras de 20 cariópsides por accesión, 10 accesiones por cada charola drenable en posición 

inclinada, con abastecimiento permanente de agua mediante un recipiente con capacidad para 9 

litros; en éste se introdujo un extremo del papel secante para facilitar el flujo del agua por 

capilaridad hacia la superficie germinadora (Figura 1). Dichos dispositivos fueron tratados con 

solución salina, considerando sus respectivos testigos libres de sal. Los niveles de salinidad 

utilizados en el agua de los recipientes fueron 0 y 100 mM (0 y 5.85 g.l"1 de NaCI, 

respectivamente). 

Las variables evaluadas fueron el porcentaje de germinación y la altura de plántula 

germinada. Con la primera de éstas se calculó el porcentaje de germinación relativa de la 

siguiente forma: 

No. de cariópsides germinados en medio salino 
% de germinación relativa = x 100 

No. de cariópsides germinados en medio no salino 

Por otra parte, se llevó a cabo un experimento para evaluar la tolerancia a NaCI 

directamente en planta de las accesiones Pl-240170 y "Común" de C. ciliaris L. La metodología 

empleada en éste caso consistió en propagar plantas de zacate buffel de las accesiones 

mencionadas, en charolas propagadoras de poliuretano en invernadero. Las plantas 

posteriormente fueron transferidas a bolsas de polietileno negro de 40 cm de alto por 40 cm de 
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Figura 1. Diagrama del dispositivo utilizado para germinación de cariópsides de 
zacate buffel. Método UNI-MARIN FAUANL (Guzmán y Puente, 1993) 



diámetro, el sustrato fue a base de V* de suelo de la localidad y % de materia orgánica que 

fueron manejados en vivero. Una vez que ias plantas superaron (a etapa de 

preacondicionamiento a las condiciones de vivero y presentaron un aspecto normal de 

desarrollo, se aplicaron los tratamientos, que consistieron en cuatro riegos consecutivos con 

agua natural como testigo y dos soluciones salinas, una con 120 mM y la otra con 240 mM de 

NaCl. Se aplicó un exceso de agua para mantener las sales en solución y se realizó el drenado de 

esta inmediatamente después del riego por la parte inferior y laterales de las bolsas, en las que 

se hicieron orificios de salida con la finalidad de evitar efectos secundarios por saturación del 

suelo. 

El diseño de tratamientos para este experimento se conformó como un factorial con la 

combinación de los dos genotipos y los tres niveles de NaCl, con un total de seis tratamientos. 

El diseño experimental utilizado fue un completamente al azar con cuatro repeticiones y la 

unidad experimental quedó constituida por una hilera de tres plantas en sus respectivas macetas. 

Se midieron la variables correspondientes a número de tallos por planta, altura de planta 

en cm, peso fresco y peso seco de la parte aérea de la planta en g. Con estas variables se 

(levaron a cabo los análisis de varianza correspondientes de acuerdo con e( modelo estadístico: 

Yijk= H.-KJÍ + (Sj) + (GS)ij +£(ijK) 

Para: Gi = Genotipos: 1,2 

Sj = Niveles de sal (NaCl): 1, 2, 3 

Donde: fi = Media general 

Gi - Ffecio del i-ésimo genotipo 

Sj = Efecto del j-ésimo nivel de sal (NaCl) 



(GS)ij 

« i jk ) 

= Efecto de la interacción entre el i-ésimo genotipo y el j-ésimo nivel de sal (NaCI) 

= Error experimental de la ijk-ésima observación 

Las hipótesis estadísticas probadas fueron: 

H 0 , : a 2
0 = 0 Vs. HA1:CT2

G*0 

HA2 CF2S * 0 Ho2: a 2
s = 0 Vs. 

Vs. HA3: <72GS 

3.2. Inducción de callo a partir de cariópside de genotipos seleccionados. 

Se estableció un bioensayo con los genotipos PI-365661, PI-240170 y "Común" o Texas 

4464 (Gi, G2 y G3 respectivamente), seleccionados a partir de las pruebas de germinación bajo 

estrés salino. Se utilizaron dos medios de cultivo y dos niveles de ácido 2, 4-

Diclorofenoxiacético (2, 4- D), con el objeto de seleccionar el medio mas adecuado para (a 

inducción y mantenimiento del cultivo de callo. 

Los medios de cultivo fueron formulados a partir del medio básico de Murashíge-Skoog 

(1962), adicionado con l y 3 mg.l'1 de 2,4-D y del medio básico B5 de Gamborg, s i al (1968), 

adicionado también con 1 y 3 mg.l ' de 2,4-D (Cuadra 1). En todos los casos se adicionó la 

solución de vitaminas para el medio MS, constituida por: glicina (2.0 mgl'1), ácido nicotinico 

(0 5 mgr1), piridoxina (0.5 mgl'1) y tiamina (0.1 mg!'1), 0.3 mg.l'1 de ácido indolacético (AIA), 

100 mg.l'1 de mioinositol, 30 g.l'1 de sacarosa y se utilizó como agente gelificante agar-gel (5 

g.r'). 



La siembra se realizó sometiendo el cariópside a desinfección en alcohol etílico al 70 % 

por 30 segundos e hipoclorito de sodio (NaOCl) al 0.6 % por 15 minutos, lavando 

posteriormente en tres ocasiones con agua bidestilada esterilizada. Cinco cariópsides se 

colocaron en cada frasco de vidrio con 25 mi de medio de cultivo. Los irasco con capacidad de 

75 mi fueron previamente esterilizados en autoclave a temperatura de 120° C y presión de 15 

Ibpulg"2 por 15 minutos (Cárdenas, 1994). Los cultivos se incubaron en condiciones controladas 

de temperatura (25 ± 2° C) y luz (16/8 hrs). 

Cuadro 1. Sales básicas componentes de los medios de cultivo MS 
y B5 (Mroginski, L. A. y W. M. Roca, 1991) 

Nutrientes MS B5 

mgf' mgf1 

NHTN03 

KNO5 

CaCI ;.2H20 

MgS04 .7H20 

KH:PO4 

(NRv^SOÍ 

NaH2P04.H20 

K1 

H3BO3 

MnS04 .4H20 

MnS04. H20 

ZnS04 .7H20 

Na :Mo0 4 .2H :0 

CuS04.5H20 

CoCl2.6H20 

Na : EDTA 

Fe :S04 .7H20 

1650 

1900 

440 

370 

170 

0.83 

6.2 

22.3 

8.6 

0.25 

0.025 

0.025 

37.3 

27.8 

2500 

150 

250 

134 

150 

0.75 

3.0 

10 

2.0 

0.25 

0.025 

0.025 

37.3 

27.8 



El diseño de tratamientos se conformó por un factorial de 12 tratamientos y el diseña 

experimental utilizado fue un completamente al azar con cuatro repeticiones, en el que la unidad 

experimental quedo representada por cinco cariópsides por frasco con 25 mi de medio de 

cultivo, bajo el siguiente modelo estadístico: 

Yijk = |i + Ci + Mj + Dk + (GM)ij + (GD)ik + (MD)jk + (GMD)ijk + (ijkl) 

para: G = Genotipos: 1, 2, 3 

M = Medios básicos: l, 2 

D = Concentraciones de 2,4-D: l, 3 mgl"' 

Donde: 

fi = Media general 

Gi = Efecto del i-ésimo genotipo 

Mj = Efecto del j-ésimo medio de cultivo 

Dk = Efecto del k-ésimo nivel de 2,4-D 

(GM)ij = Efecto de la interacción entre el i-ésimo genotipo y el j-ésimo medio de cultivo 

(GD)ik - Efecto de la interacción entre el i-ésimo genotipo y el k-ésimo nivel de 2,4-D 

(MD)jk = Efecto de la interacción entre el j-ésimo medio de cultivo y el k-ésimo nivel de 2,4-D 

(GMD)ijk = Efecto de la interacción de segundo orden entre los tres factores 

(ijkl) = Error experimental de la ijkl-ésima observación 

I.as hipótesis estadísticas probadas fueron: 

Ho,: <T2
g = O Vs. HAI- <J2

0 * Q 



HO2: <7^ = 0 

HQJ: 0^ = 0 

H04: CJ
GM = O 

= ^ 

H«: a 2
M D = Q 

HOT- CT̂GMD = O 

Vs. 

Vs. 

Vs 

Vs. 

Vs 

HAj:a2
G D * 0 

HAT: ĈMD * O 

Ha<: <J2cm * O 

H :̂ O2
D * O 

Las variables evaluadas en este caso fueron el número y porciento de cariópsides que 

formaron callu y el peso fresco de callo, en mg que se obtuvo por diferencia entre el peso del 

frasco con callo y sin este, después de seis semanas de la siembra. Posterior a esto, se subcultivó 

el callo en medio de cultivo fresco para incremento del mismo. 

3.3. Establecimiento de suspensiones celulares a partir de subcuitívos de callo friable 

Con la finalidad de determinar el tiempo de incubación especifico, se inició el 

establecimiento de cultivos de células en suspensión a partir de callo friable de la accesión Pl-

240170 (G2). Para lo anterior, se transfirieron 0.5 g de dicho callo a matraces de 125 mi con 25 

mi de medio de cultivo liquido MS adicionado con LO mg.1'1 de 2,4-D, 0.3 mg.l'1 de AIA y los 

constituyentes orgánicos utilizados en el ensayo anterior. En este caso, se realizaron 

observaciones preliminares para determinar el tiempo necesario para llevar a cabo el primer 

subcultivó y los subsiguientes. 

Después de llevar a cabo la transferencia aséptica del callo a los matraces, éstos fueron 

colocados en un agitador rotatorio a 130 rpm en el cuarto de incubación bajo condiciones 

controladas de temperatura (25 ± 2o C) y fotopriodo (16/8 tus) por un período de dos semanas. 



Posteriormente, 25 mi de cada suspensión celular fueron transferidos a matraces de 125 mi 

conteniendo 25 mi de medio fresco. Para realizar la transferencia se utilizó tela de gasa esteril 

para filtrar las suspensiones y eliminar agregados grandes no disociados de callo. Los cultivos 

se colocaron en las mismas condiciones de agitación e incubación que en el caso anterior. 

Las suspensiones celulares se subcultivaron en tres ocasiones en medio fresco cada dos 

semanas para su mantenimiento e incremento. Dos semanas después del último subcultivo, se 

determinó la densidad celular (g-30 mi'1 de suspensión) y el peso fresco de los subcultivos 

celulares (g). Lo anterior se consiguió al colectar alícuotas de 20 mi (2 muestras por repetición) 

en la campana de flujo laminar de suspensión celular en papel filtro Whatman # 1 colocado 

sobre un embudo y este sobre un matraz kitazato con tapón sellador de caucho, conectado a una 

bomba de vacío. El filtrado se pesó inmediatamente en una balanza analítica para obtener el 

peso fresco de células. 

3.4. Caracterización y selección de suspensiones celulares bajo estrés salino 

3.4.1. Caracterización 

Se utilizaron subcultivos de las suspensiones celulares establecidas a partir de callo de 

la accesión PI-240170. El medio de cultivo utilizado tanto para el establecimiento como para el 

mantenimiento e incremento de las suspensiones celulares fue el de Murashige-Skoog, 1962 

adicionado con la solución de vitaminas probada para la inducción de callo, 100 mg.l"1 de 

mioinosital. 1.0 mg.l"1 de 2.4-D, 0.3 mg.l'1 de AIA y 3.0 V* de sacarosa. 

En matraces de 125 mi conteniendo 30 mi de medio fresco, se aplicaron los 

«•atamientos 0. 60, 120 y 180 mM de NaCl. Una vez establecidos los tratamientos, se llevó a 



cabo la transferencia al medio de cultivo bajo condiciones asépticas de 0.5 g de células de la 

suspensión madre. La alícuota de suspensión celular oecesaria para adicionar los 0.5 g de 

células por matraz, se obtuvo en función de la densidad celular de cada matraz de suspensión 

madre, en base a la ecuación utilizada por Alvarado (1990). 

V , = V m D 3 / ( D , - D 2 ) 

Donde: 

V, = Volumen requerido del cultivo madre para transferir a medio fresco 

Vm = Volumen del medio fresco 

D| = Densidad del culrivo madre 

= Densidad deseada en el nuevo cultivo 

Los matraces con la suspensión celular y los cuatro tratamientos fueron colocados en 

condiciones de incubación a temperatura de 25 ± 2o C y fotoperíodo de 16/8 hrs, en constante 

agitación a 130 rpm en un agitador Tennolyne Orbital Shaker modelo M49235. 

Para este bioensayo, se utilizó un diseno experimental completamente al azar con cuatro 

repeticiones; se realizaron muéstreos cada seis días durante un período de 36 días, por lo que el 

diseño de tratamientos quedó constituido por un factorial conformado entre los cuatro niveles de 

salinidad y los seis períodos de muestreo, dando un total de 24 tratamientos. Las muestras se 

sometieron a filtración por vacio sobre papel filtro Whatman # 1 y se determinó el peso fresco 

de células en g.30ml de suspensión. Así mismo, se obtuvo el peso seco de dichas muestras, 

una vez que éstas fueron deshidratadas hasta peso constante en homo de microondas. 



Medíanle una prueba de exclusión de colorante por paite de las células vivas, se 

determinó el porcentaje de viabilidad de las suspensiones celulares, por conteo directo de 

células al microscopio teñidas o no con azul de Evan diluido al 0.5 % (López, 1984-, Alvarado et 

al., 1991) 

Con los datos de peso fresco, peso seco y viabilidad se (levaron a cabo los análisis de 

varianza correspondientes utilizando el paquete computacional de diseños experimentales 

FAUANL (Olivares, 1994), a través del cual también se realizó la comparación de medias por el 

método de fukey en los casos en que se detectó significancia estadística. 

Lo anterior, de acuerdo con el modelo estadístico: 

Yijk = u +Di + Sj +• (DS)ij +£(¡jk) 

Para: Di = Días de muestreo: l, 2. 3 . 4 , 5 , 6 

Sj = Niveles de salinidad (NaCI): l, 2, 3, 4 

Donde: u - Media general 

Di = Efecto de la i-ésima fecha de muestreo 

Sj = Efecto del j-csimo nivel de sal (NaCI) 

(DS)ij -Efecto de la interacción entre la j-ésima fecha de muestreo y el i-ésimo nivel de sal 

£(ijk) = Error experimental de la ijk-ésima observación 

Las hipótesis estadísticas probadas fueron: 

Ho,;a2
D = 0 Vs. H A , : o 2

o * 0 

H<,2: CT02
s = 0 Vs. H u : o 2

s * O 



Para «stimar la eficiencia del crecimiento, así como la tolerancia de las suspensiones 

celulares a la salinidad en distintos períodos durante su ciclo, con los datos de peso fresco y 

peso seco predichus se obtuvieron los siguientes parámetros: 

Relación Peso fresco/Peso seco (PF/PS).- Se refiere a la cantidad de peso fresco por unidad de 

peso seco. 

Tasa relativa de crecimiento (TRC).- Es el crecimiento de las suspensiones celulares por unidad 

de tiempo y se obtuvo con la ecuación: 

Donde: 

ln - es el logaritmo natural 

Cl.- es el peso fresco predicho para el muestreo inmediato anterior 

C2.- es el peso fresco predicho para el muestreo inmediato posterior 

ti y t2.- son los días anterior y posterior de muestreo respectivamente 

Tiempo de duplicación iT.D.).- Se refiere al tiempo promedio necesario para que se lleve a cabo 

una duplicación celular y se obtuvo con la ecuación: 

l nC2- InCl 
TRC = (Causton y Venus, 1981) 

C - t l 

In 2 
T D . = 

TRC 
(Richards, 1969) 



Número de duplicaciones (N.D.).- Es la cantidad de duplicaciones que se llevaron a cabo 

durante el tiempo de cultivo en suspensión y se obtuvo con la ecuación: 

In C2 - (n Cl 
N.D. = 

In 2 

Indice de tolerancia (IT).- Es un parámetro indicador de la tolerancia relativa de las 

suspensiones celulares a la salinidad (NaCI) y se obtuvo con la ecuación: 

Pi 
IT = x ( 100 yi) (López, 1984) 

Poi 

Donde: 

Pi = Es la diferencia entre el peso final y el peso inicial (mg 30mr') de células creciendo en 

medio salina (NaCI) 

Poi = Es la diferencia entre el peso final y el peso inicial (mg.30 mi ') de células creciendo en 

medio libre de sal 

yi = Es la concentración de NaCI (g.l1), en laque: il = 3.5 g.l"1; i2 = 7.0 g.1"1; i3 = 10.5 g.l'1. 

Para la predicción del crecimiento en lo que se refiere a peso fresco y peso seco, se 

procedió a seleccionar ios modelos de mejor ajuste por regresión (paquete computacional Jandel 

Scientific-Curve) con los datos observados, de tal forma que por su coeficiente de 

determinación y mayor acercamiento a los datos reales, el modelo más adecuado fue: 



Z = (a + bx2 + ex2 + dy + ey2)/(l + fx + gx2 + hx} + iy + jyJ) 

y para el peso seco: 

Z = (a + bx + cxJ + dy + ey2 4- fy"V(l + gx + hx : + iy + jy2 + ky3). 

Donde: a, b, c, d, e, f. g, h, i, j, k, son los parámetros estadísticos del modelo. 

Por otra parte, fue también determinado el potencial hidrico de ias suspensiones 

celulares sometidas a distintos tratamientos de NaCI durante las fechas de muestreo 

consideradas. Este se llevó a cabo con muestras de células después de haber sido filtradas en 

una repetición, con un psicrómetro de termopar de 10 cámaras (SC-10A Termocouple 

Psichrometer. Decagon Devices. Inc. USA), calibrado con soluciones estandard de NaCI de 

potencial conocido en el cuarto de incubación, estabilizándolo a una temperatura de 25 ± l ° C 

para obtener lecturas de microvoltaje con microvoltímetro (NT-3 Nanovoltmeter Thermoineter. 

Decagon Devices Inc. USA) 

3 .4.2. Selección 

Para realizar la selección de suspensiones celulares para tolerancia a NaCI, se procedió 

a preparar subcultivos provenientes de los tratamientos 0, 60, 120 y 180 mM de NaCI en medio 

de cultivo fresco igual al utilizado para la caracterización, pero adicionado con la concentración 



de 180 mM de NaCl. En este caso, también se incluyó una suspensión testigo que consistió en el 

subcultivo de la suspensión celular en medio sin sal al medio de cultivo fresco libre también de 

sal. De esta forma, se subcultivaron cinco tipos de suspensiones que se denominaron 0/0, 0/180, 

60/180, 120/180 y 180/180. Los subcultivos se mantuvieron en observación por siete semanas 

con muéstreos iniciales a 7, 14 y 21 dias. Una vez que éstos alcanzaron la fase estacionaria a los 

49 dias, se obtuvo, para cada subcultivo pretratado con un nivel de sal, su densidad celular y 

crecimiento final, en función de lo cual se seleccionaron aquellos de mejor comportamiento 

promedio por nivel de pretratamiento de sal y dentro de éstos se eligieron los matraces de 

mayor densidad celular para llevar a cabo el plaqueo posteriormente, consistente en el cultivo 

de las suspensiones celulares en medio solido para la formación de agregados celulares. 

El diseño de tratamientos para este ensayo, consistió en un factorial conformado por las 

combinaciones de los cinco niveles de pretratamientos de sal y las cuatro fechas de muestreo. 

para sumar un total de 20 tratamientos El diseño experimental utilizado fue un completamente 

al azar con cuatro repeticiones, quedando representada la unidad experimental por un matraz de 

125 mi con 30 mi de suspensión celular 

Las variables que se midieron fueron el peso fresco y peso seco en mg 30ml ' y el % de 

viabilidad celular, siguiendo el procedimiento ya descríro para el ensayo de caracterización de 

células. Con los datos de estas variables, se realizaron los análisis de varíanza correspondientes, 

de acuerdo con el modelo estadístico: 

Yijk = n +Di + Sj + (DS)ij +£(ijk) 

Para: Di = Dias de muestreo: 1,2, 3. 4 

Sj = pretratamientos de salinidad y testigo (NaCl): I, 2, 3, 4, 5 



Donde: Media general 

Di - Efecto de la i-ésima fecha de muestreo 

Sj = Efecto del j-ésimo pretrataniiento sal (NaCl) 

(SD)ij - Efecto de la interacción entre la i-ésima fecha de muestreo y el j-ésimo 

pretraimiento de sal y 

£(ijk) = Error experimental de la ijk-ésima observación 

Las hipótesis estadísticas probadas fueron: 

Ha,: o"o = 0 Vs. H A , : a 2
D *Q 

H o : : a :
s = 0 Vs. H/q: 4***0 

Ho3: o 2
d s = 0 Vs. HAJ: o'os * 0 

Simultáneamente con la realización de la cosecha de suspensiones celulares 

seleccionadas, se llevó a cabo el plaqueo de las mismas bajo condiciones asépticas en cajas petri 

de plástico (10 x 15 mm) esterilizadas, aplicando una alícuota de 2 mi de suspensión por caja 

petri conteniendo 25 mi del mismo medio de cultivo fresco, gelificado con 5 gl'1 de agar-gel y 

cubierto con papel filtro Whatman # 4. 

Una vez selladas las cajas fueron colocadas en el cuarto de incubación a una 

temperatura de 25 ± 2o C en obscuridad. Ocho semanas después se realizó la transferencia de 

los agregados celulares formados a medio de cultivo fresco y posteriormente se realizaron 

subcultivos mediante los cuales se establecieron ensayos de regeneración de planta. 



3.5. Evaluación de la estabilidad de agregados celulares en distintas concentraciones salinas. 

Este bioensayo se llevó a cabo a partir de agregados celulares originados de 

suspensiones seleccionadas por mayor crecimiento en peso fresco y peso seco bajo una 

concentración de I SO mM de NaCl; éstas provenían de suspensiones cultivadas en 

concentraciones de 60 y 120 mM de NaCl. Se consideró además un testigo proveniente de 

suspensiones celulares cultivadas libres de sal. Dichas suspensiones celulares seleccionadas se 

consideraron líneas celulares Lj y L^ respectivamente, al testigo se le denominó L» Los niveles 

de salinidad utilizados fueron 0, SO, J60 y 240 mM de NaCl, de tal forma que se formaron 12 

tratamientos con la combinación de las tres lineas celulares y cuatro niveles de salinidad, en un 

diseño completamente al azar con cinco repeticiones. La unidad experimental fue representada 

por 0.5 g de subcultivo de agregado celular por caja petri. 

Se utilizó el mismo medio de cultivo descrito ya anteriormente para la caracterización 

de suspensiones celulares. La siembra se realizó en cajas petri de 100 x 15 mm en la campana 

de flujo laminar, donde se virtieron 25 mi de medio de cultivo por caja petri. Una vez que e | 

medio solidificó fue cubierto con papel filtro Whatman # 4, sobre el cual se colocaron 0.5 g de 

agregados celulares provenientes del plaqueo en el que no se aplicó sal, los cuales fueron 

pesados directamente en la caja petri con el medio en balanza analítica electrónica. 

Una vez selladas y etiquetadas las cajas petri, los subcultivos fueron colocados en el 

cuarto de incubación a 25 ± 2o C de temperatura y en obscuridad por seis semanas. Al cabo de 

dicho periodo se determinó el peso fresco final en balanza analítica alcanzado por los agregados 

celulares. Con los datos obtenidos se llevó a cabo el análisis de varianza para un factorial en 

diseño completamente al azarcón cinco repeticiones, bajo el siguiente modelo estadístico; 



Yijk = fi + Li + Sj + + (LS)ij +£(ijk) 

Para: L¡ = Lincas celulares: 1,2 3 

Sj = Niveles de salinidad (NaCl): 1,2, 3, 4 

Donde: n = Media general 

Li - Efecto de la i-ésima línea celular 

Sj = Efecto del j-ésimo nivel de sal (NaCl) 

(LS)ij = Efecto de la interacción entre (a i-ésima linea celular y el j-ésimo nivel de sal 

(NaCl) 

£(ijk) = Error experimental de la ijk-ésima observación 

Las hipótesis estadísticas probadas fueron: 

Ho , : a L = 0 Vs. H A l : a \ * Q 

H o j i c ^ O Vs. H ^ ^ í f l 

HOJ:O2
ls = 0 VS. HAJ :Q 2 l s#0 

Los análisis de varíanza y comparación de medias de traimienios por el método de 

Tukey para cada variable de los ensayos realizados, se llevaron a cabo mediante el paquete 

computacional de diseños experimentales FAUANL (Olivares, 1994). 



RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1. Validación de la primera hipótesis 

4.1.1. Respuesta a la salinidad en etapa de germinación 

En el Cuadro 2 se presentan los resultadas de la prueba de germinación, los cualcs 

mostraron que mientras en el tratamiento salino el 21.2 % de los genotipos no presentó 

germinación, en el tratamiento libre de sal el 100 % de las accesiones presentó germinación. Asi 

mismo, se presentó variación entre las accesiones en ambos tratamientos, puesto que en el 

tratamiento con sal la germinación fluctuó entre 0 y 45 % y en aquel sin sal esta esruvo entre 10 

y 90 %. Se obtuvo el porcentaje de germinación relativa para cada accesión probada. En las 20 

accesiones de mayor germinación relativa preseleccionadas la germinación fluctuó entre 20 y 

75 % en el tratamiento libre de sal, mientras que en el tratamiento salino esta estuvo entre el 10 

y 45 %. Datos presentados por Gutiérrez st al' (1991) respecto al porcentaje de germinación de 

cinco genotipos de C. ciliaris L., sometidos a distintas concentraciones de sal, confirmaron la 

variabilidad existente en este aspecto, ya que los porcentajes promedio de germinación de los 

genotipos probados fueron de 63.5, 65.7, 49.3 y 39.6 % para concentraciones de 0, 3000, 6000 y 

9000 ppm de NaCl, que equivalen a 0, 51.3, 102.6 y 153.8 mM de la misma sal, 

respectivamente. Su conclusión fue en el sentido de que los genotipos fueron fuertemente 

afectados en su porcentaje de germinación a una concentración superior de 6000 ppm (102.6 



mM) de NaCl: una concentración similar a la utilizada como tratamiento intermedio en el 

presente trabajo. 

Bajo el concepto de germinación relativa, en la Figura 2 se aprecia que del grupo de 

accesiones preseleccionadas, en las dos primeras que fueron PI-365661 y PI-240170 no hubo 

reducción en el número de cariópsides germinados en condiciones salinas en relación con sus 

respectivos testigos libres de sal, ya que presentaron el 100 % de germinación relativa; 16 

accesiones mostraron entre el 50 y 87 % de germinación relativa y las dos restantes tuvieron un 

40 %. 

Cuadro 2. Accesiones de zacate buffel (Cenchrus ciliaris L.) preseleccionadas por mayor 
porcentaje relativo de germinación, entre 99 accesiones probadas con solución 
salina (100 mM de NaCl) y sin esta. 

LOTE GERMINACION DE CARIOPSIDES GERM. 
ACCESION FAUANL RELAT. 

(En campo) 0 mM NaCl 100 mM NaCL 
(Ptas.) (°o) (Ptas.) (%) 

PI-365661 32 5 25 5 25 100 
PI-240170 180 6 30 6 30 100 
Pl-345976 96 8 40 7 35 87 
Pl-218095 188 11 55 9 45 82 
PI-284837 11 10 50 8 40 80 
PI-442090 157 5 25 4 20 80 
PI-384427 148 10 50 8 40 80 
PI-243199 769 10 50 7 35 70 
PI-193445 7 11 - 55 7 35 64 
PI-161636 197 8 40 5 25 62 
PI-315681 103 8 40 5 25 62 
PI-307622 Nunbank 19 14 70 8 40 57 
PI-442085 152 11 55 6 30 54 
PI-365654 27 6 30 3 15 50 
PI-294596 15 8 40 4 20 50 
Pl-365697 52 4 20 2 10 50 
Pl-226087 TC56B 168 10 50 5 25 50 
PI-339893 24 4 20 2 10 50 
SDE-128 783 ^ 25 2 10 40 
Pl-323415 93 15 75 6 30 40 



Estos resultados sugieren que existe variación entre accesiones de zacate buffel en 

cuanto a su tolerancia a la sal inidad, de aquí que se preseleccionaron las accesiones de mayor 

porcentaje de germinación relativa, que fueron PI-365661 y Pl-240170 identificadas con los 

números 32 y 1 SO respectivamente en el (ote de propagación de la unidad de recursos genéticos 

de la FAUANL. 
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Figura 2. Accesiones de C ciliar i s 1_„ seleccionadas por mayor porcentaje de 
germinación relativa bajo tratamientos de 0 y 100 mM de NaCI 

4.1.2. Respuesta a la salinidad en planta 

Respecto a los tratamientos de 0, 120 y 240 mM de NaCI aplicados a plantas, los 

promedios correspondientes a número de tallos por planta, altura de planta, peso fresco de 

planta y peso seco de planta presentaron diferencias significativas (Cuadros IA, 2A, 3A y 4A). 

Al hacer la comparación de medias, los valores mas altos en cada caso correspondieron al 

testigo (sin sal), seguidos por los tratamientos de 120 y 240 mM de NaCI (Cuadro 3). 

T 

[•Ggmmpari rgtaUya (%) 



Cuadro 3. Medias para cuatro características de planta de dos genotipos de C. ciliaris L. 
bajo tres tratamientos de NaCl. 

ÑaCl G E N O T I P O S ~ 
VARIABLE (mM) X 

PI-240170 "Común' 
No. de tallos/planta 0 80.575 51.325 65.950a 

120 72.825 44.325 58.575ab 

240 69.000 38.250 53.625 b 

X 74.133 44.633 

Altura de planta (cm) 0 93.475 115.425 104.450a 

120 83.325 108.000 95.662 b 

240 66.350 96.325 81.337 c 

X 81.050 106.583 

Peso fresco/planta (g) 0 321.675a 365.825a 343.750a 

120 265.000 b 283.750 b 274.375 b 

240 184.175 c 137.900 c 161.037 c 

X 256.949 262.491 

Peso seco/planta (g) 0 132.500 138.350 135.425a 

120 115.000 113.350 114.175 b 

240 79.175 60.425 69.800 c 

X 108.891 104.041 

Valores con letra distintas son estadísticamente diferentes (Tukey: 0.05) 



Lo anterior evidenció la sensibilidad de ésta especie a la salinidad, presentada en ios 

genotipos PI-240170 y "Común". Estos resultados coinciden con los obtenidos para otros 

genotipos reportados por distintos investigadores entre ellos Graham y Humphreys (1970) y 

Gutiérrez et al- (1990). 

Para los dos genotipos probados, los datos en porcentaje promedio de reducción de las 

variables evaluadas, obtenidos en base al tratamiento testigo de cada genotipo, no presentaron 

significancia estadística (Cuadros 5A, 6A, 7A y 8A), sin embargo, mostraron una tendencia 

mejor para la accesión PI-240170 en las variables correspondientes a número de tallos por 

planta, peso fresco de planta y peso seco de planta con valores de 11.38, 30.01 y 26.23 %, 

respectivamente. En relación a los valores de (a accesión "Común" para las mismas 

caracteristicas. éstos fueron de 19.16, 40.60 y 37.08 %, respectivamente. En cambio, para la 

altura de planta, el porcentaje promedio de reducción mas bajo fue para la accesión "común" 

con 10 61 % en relación con 19.89% de PI-240170 (Cuadro 4). 

Respecto a las medias en porcentaje de reducción obtenidas para las dos 

concentraciones de NaCl aplicadas sobre genotipos, se detectaron diferencias altamente 

significativas entre dichos tratamientos para altura de planta, peso fresco y peso seco de planta. 

En este aspecto, los porcentajes de reducción mas altos correspondieron a la concentración de 

240 mM de NaCl, con 22.21, 50.79 y 48.01 % del testigo, respectivamente para altura de planta, 

peso fresco y peso seco de planta; mientras que para 120 mM de NaCl las mismas variables 

mostraron 8.31. 19.81 y 15.30 %, respecto al testigo. En cuanto a] número de tallos por planta, 

los valores promedio de reducción en porcentaje fueron de 11.05 y 19.49 % para 120 y 240 mM 

de NaCl, respectivamente. 

De lo anterior t>e dedujo que la accesión PI-240170 mostró mayor grado de tolerancia a 

salinidad (NaCl). en relación con la accesión "Común'", aunque en promedio la reducción en 



biomasa fue considerable (50.79 %) cuando se aplicó el tratamiento de 240 mM de NaCl, lo 

cual confirma la sensibilidad de la especie a la salinidad considerada por otras investigadores 

(Williamson y Pinkerton, 1995; Ryan et al., 1975b, Graham y Humphreys, 1970; Saldivar, 

1971; Ibarraglal 1991) 

Cuadro 4, Porcentajes de reducción promedio de cuatro características de planta 
obtenidos en base a un testigo por genotipo (0 mM de NaCl), de dos 

genotipos de C. aharis L. en dos concentraciones de NaCl. 

VARIABLE GENOTIPOS CONC. DE NaC] (mM) 
X 

120 240 
Tallos por planta PI-240170 8.69 Í4.07 11.38 

"Común" 13.40 24.91 19.16 

X 11.05 19.49 15.27 

Altura de planta Pl-240170 10.82 28.98 19 89 

"Común" 5 79 15.43 10.61 

X 8.31 b 22.21a 15.25 

Peso fresco de planta PI-240170 17.26 42.76 30.01 

"Común" 22.37 58.82 40.60 

X 19.81 b 50.79a 35.30 

Peso seco de planta PI-240170 12.58 39.87 26.23 

"Común" 18.01 56.15 37.08 

X 15-30 b 48.01a 31.65 

Valores con letras distintas son estadísticamente diferentes (Tukey 0.01). 



Los resultados obtenidos, hasta aquí, tanto de germinación como de comportamiento en 

planta permiten concluir que la hipótesis uno. respecto a que se esperaba una respuesta 

diferencial en el cultivo de distintos genotipos de zacate buffet bajo ambientes salinos es 

considerada como válida. 

4.2. Validación de la segunda hipótesis 

4.2.1 • Inducción de callo y selección de medio de cultivo 

El análisis de varianza del cuadro 9A mostró significancia estadística para genotipos y 

la interacción genotipos por medios de cultivo para la variable porciento de cariópsides que 

formaron callo. De acuerdo con la comparación de medias (Cuadro 5), la accesión "Común" 

presentó Ja mayor respuesta, ya que 80.33 % de sus cariópsides formaron callo, seguida por las 

accesiones H-365MI (GI) > PI-240170 <G2), con 54.16 y 25 %, respectivamente. Al 

considerar la interacción genotipos por medios y hacer la prueba de comparación de medias, se 

pudo establecer que para inducir e( mayor número de cariópsides a formación de callo, se 

requiere un medio particular para cada genotipo, así, en el "Común" se logró la mayor 

inducción en ambos medios, con tendencia a ser superior en el medio MS, la cual resultó 

estadísticamente! igual que la obtenida para Pl-365661 en el medio B5 y distinta a las 

combinaciones restantes. 

En lo que respecta a los medios de cultivo y concentraciones de 2, 4-D, no se observó 

significancia estadística y se pudo apreciar mucha proximidad en los valores promedio de 

porcentaje entre los niveles de cada uno de estos factores para la variable considerada. 



Respecto a la variable peso fresco de callo, en el cuadro 10A se observa que se 

delectaron diferencias significativas entre las medias de tratamientos correspondientes a medios 

de cultivo y la media más alta correspondió a MS con 369 mg de callo, mientras que para las 

concentraciones de 2, 4-D, la tendencia de (os datos mostró que la media mas alta ñie para 1 

mgl'1 con 341 mg de callo. Considerando la significancia estadística observada para la 

interacción de segundo orden, en esta variable, se llevó a cabo la comparación de medias de 

todos los tratamientos y se detectó que los valores de las combinaciones correspondientes a las 

accesiones PI-365661 y Pl-2-10170 en «I medio MS y I mg I"' de 2,4-D fueron los mas altos, 

resultando la combinación conformada con el primero de los dos genotipos mencionados 

estadísticamente igual a la del segundo y distinta a las restantes. 

En general, en éste ensayo, en el medio básico MS combinado con 2.4-D se lograron 

condiciones favorables para tener buena respuesta en la inducción de callo de zacate buffel, lo 

que coincide con diversos investigadores que han utilizado con éxito éste medio adicionado 

también con el 2.4-D; en distintas gramíneas para inducción de callo, entre otros, se puede 

mencionar a Hanzel £1 al. (1985) en cebada; McDonnell y Conger, (1984) en Kentucky 

bluegrass; Tiburcio £1 al- (1991) en maíz; Rogers sí al- (1993) y Manzano (1993) en zacate 

buffel; Osuna si al (1995) en mijo cola de zorra. 

Adicionalmente, en el presente estudio se obtuvo una respuesta favorable, al utilizar el 

medio B5 combinado con 2,4-D, sobre todo en lo que respecta a la variable porciento de 

cariópsides que formaron callo; no obstante, considerando la mayor proliferación de callo, de 

acuerdo con los datos de peso fresco se seleccionó el medio de cultivo MS y la concentración de 

1 mgl"1 de 2,4-D. tomando en cuenta que fue en el que se generó relativamente mayor cantidad 

de callo con la dosis menor de auxina. Dicho medio fue utilizado posteriormente para el 



mantenimiento e Incremento de callo asi como en el cultivo de células en suspensión, sin el 

agente gelificante. 

Cuadro 5. Porcentajes de cariópsides que presentaron inducción de callo 
y peso fresco de callo de tres genotipos en dos medios de cultivo 
y dos concentraciones de 2, 4-D. 

FACTORES NIVELES DE IND. CALLO P. F. CALLO 
FACTORES 

(% carióp.) (mg) 

PI-365661 54.16b 358" 

GENOTIPOS PI-240170 25.00 c 204 

""Común"'" 80.83a 304 

MEDIOS MS 51.66 369a 

B5 55.00 208 b 

2.4-D 1 mgl"' 51.66 341 

3 mgl"1 55.00 236 

Valores con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey: 0.05) 

P. F. = Peso fresco 

4.2.2). Establecimiento y caracterización de suspensiones celulares bajo estrés salino 

Respecto al establecimiento de las suspensiones celulares, inicialmente se observó el 

crecimiento de éstas y se realizaron varios subcultivos que permitieron el incremento y la 

homogenización de las que se denominaron "suspensiones celulares madre", cuyo ciclo de 

crecimiento para la accesión PI-240170 se estableció entre 24 \ 30 días, mientras que en las dos 

j 



accesiones restantes, no se alcanzó a definir en este período, observándose sólo el inicio de 

cultivos mucilaginosos que no alcanzaron a formar la "suspensión madre" para su 

caracterización bajo el estrés salino. Al respecto, Rogers gj al- (1993) identificaron dos tipos de 

callo de la accesión PI-409704 de C. cüiaris L., uno friable de color blanquecino y otro 

mucilaginoso de coloración café, de los que obtuvo subcultivos de suspensiones celulares, en 

las que observó que aquellas provenientes del primero crecieron a una tasa diez veces mayor 

que las segundas. En el presente estudio, para obtener la sincronización de etapas de 

crecimiento de las suspensiones celulares se optó por llevar a cabo la caracterización bajo estrés 

salino de la accesión PI-240170 que presentó suspensiones celulares friables y más uniformes 

que los otros genotipos. 

4.2.2.1. Caracterización por peso fresco 

En cuanto a la caracterización de las suspensiones celulares bajo los diferentes niveles 

de estrés salino, en el análisis de varianza del Cuadro IIA sólo se detectó diferencia 

significativa entre los días de muestreo para el incremento en el peso fresco después de la 

transferencia celular a los medios de cultivo. En el Cuadro 6 se puede apreciar que de los 6 a los 

24 días no hubo diferencia estadística en e( incremento del peso fresco celular en las 

suspensiones y que para los 30 y 36 días después de la transferencia se obtuvieron los mayores 

pesos frescos 

En el cuadro IIA se aprecia un nivel de significancia de "F" de 0.051 para las 

concentraciones de NaCI en peso fresco celular; no obstante que no hay diferencia estadística 

entre los niveles de NaCI. es evidente una tendencia que se aprecia en la Figura 3, en la que el 

incremento máximo de peso fresco de células se logró a los 30 días para las concentraciones de 



Cuadro 6. Peso fresco observado de células (mg 30 mi'1) para cuatro tratamien 
tos de NaCl en distintos períodos de crecimiento en suspensión. 

DIAS CONCENTRACION DE NaCl (mM) 
X 

0 60 120 180 

0 500 500 500 500 500.0 

6 776 705 679 638 699.4 c 

12 940 866 647 973 856.8 c 

18 615 1394 979 671 915.0 c 

24 1196 5454 2379 605 2408.6 be 

30 9784 9307 5020 4493 7142.1a 

36 4600 5979 5615 2591 4696.6ab 

X 2630.1 3457.9 2259.9 1495.9 2459.8 

Valores con letras distintas son estadísticamente diferentes (Tukey: 0.05) 

e 
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12 18 24 30 

Días después de la transferencia 

Figura 3. Crecimiento en peso fresco observado de suspensiones celu-
lares de C. citiaris L. para cuatro tratamientos de NaCl. 



O, 60 y 180 mM de NaCI para luego disminuir * los 36 días después de la transferencia, en tanto 

que para la concentración de 120 mM de NaCI el máximo peso fresco celular se logró a los 36 

días después de la transferencia, lo que se puede interpretar como un crecimiento continuo de 

las células bajo ésta concentración hasta ésta fecha de muestreo. 

Por otra parte, fue notorio que para los tratamientos intermedios de 60 y 120 mM de 

NaCI la primera fase de crecimiento celular se dio hasta los 18 días, mientras que para el testigo 

libre de sal \ el nivel alto (180 mM) ésta se prolongó hasta los 24 días después de la 

transferencia de células al medio y a partir de éstos períodos las curvas de crecimiento 

mostraron una fase exponencial (Figura 3). 

Tomando en consideración el crecimiento predicho a través de los datos de peso fresco 

ajustados (Cuadro 7), la tendencia a partir del tercer muestreo colocó a las suspensiones 

celulares del ni\e! de 60 mM como las de mayor crecimiento, seguidas por las del testigo sin 

sal, el nivel de 120 mM. y el nivel de 180 mM, respectivamente (Figura4). 

Respecto a lo anterior, Croughan £1 a[ (1981) observaron en líneas celulares de arroz y 

alfalfa un mejor crecimiento en presencia de cantidades moderadas de sal, en comparación can 

el crecimiento en ausencia de esta, por lo que concluyeron que dichas líneas presentaban hábitos 

haioflticos. Asi mismo, en trabajos de investigación con otros cultivos, también se ha 

presentado este tipo de respuesta, en particular en trigo, para el cual regenerantes (Rl) 

provenientes de callos seleccionados en distintas concentraciones salinas (0.3, 0.5 y 0.7 % de 

NaCI) presentaron tolerancia a salinidad, pero aquellas generadas a partir de callos sometidos a 

0.7 % de NaCI presentaron el mayor grado de tolerancia a sal cuando fueron evaluadas en 

medio de cultivo líquido por seis semanas (Karadimova y Djambova, ] 993). Los resultados de 

dichos trabajos coinciden con los del presente estudio, en el que suspensiones celulares de C. 



ciliaris L. sometidas al nivel de 60 mM de NaCI, presentaron mejor crecimiento inicial en una 

concentración baja de sal que en ausencia de ésta o en concentraciones mayores. 

Cuadro 7. Peso fresco predicho de células (mg 30 mi*1) para cuatro 
tratamientos de NaCI en distintos periodos de crecimiento 
en suspensión: 

CONCENTRACION DE NaCI (mM) 
DIAS 

0 60 120 180 
0 523.658 509.408 504.420 508.762 

6 673.175 644.201 634.983 645.843 

12 940.241 864.804 844.744 882.834 

18 1597.231 1232.701 1165.075 1508.741 

24 1752.481 3194.326 2769.096 1774.598 

30 9813.177 10510.000 6985.548 4067.662 

36 4713.651 5821.953 4576.107 2942.205 

Días después de (a transferencia 

Figura 4. Crecimiento en peso fresco predicho de suspensiones celulares 
de C. ciliaris L. para cuatro tratamientos de NaCI 



Respecto a la tasa relativa de crecimiento de las suspensiones celulares en base al peso 

fresco predicho, ésta tendió a disminuir con forme se incrementó la concentración de NaCl y a 

aumentar con el tiempo de cultivo * partir de la transferencia de células al medio, hasta los 3U 

días en que el tratamiento testigo presentó la medía mas alta, con 0.287, seguido por los 

tratamientos correspondientes a las concentraciones de 60, 120 y 180 mM de NaCl, con valores 

promedio de 0.198, 0.154 y 0.138, respectivamente. A partir de éste período el crecimiento se 

redujo, por lo que en el Cuadro 8 aparecen valores negativos a los 36 días. 

Puesto que la tasa relativa de crecimiento es un indicador de la velocidad promedio de 

crecimientu por unidad de masa inicial y por unidad de tiempo (Alvarado, 1990), se dedujo que 

el nivel de concentración de NaCl afectó adversamente el crecimiento de las suspensiones 

celulares. En la Figura 5 se puede apreciar en las curvas para la tasa relativa de crecimiento de 

las suspensiones bajo distintos tratamientos, que aquellas tratadas con 60 y 120 mM de NaCl 

iniciaron su incremento a los 18 dias después de la transferencia al medio, en contraste, con el 

testigo y la concentración con 180 mM de NaCl, en los que la menor tasa relativa de 

crecimiento se presentó a los 24 dias, período en el que también dio inició el crecimiento mas 

intenso. Lo anterior podría ser atribuido a la actividad enzimática intracelular y de protección en 

la función de las membranas a causa de la acumulación de algunos solutos orgánicos como 

glicinebtaína. prolina y azúcares en respuesta a concentraciones de NaCl relativamente elevadas 

dentro de un nivel tolerable para el genotipo PI-240170, de Cenchrus ciliaris L. Esto bajo la 

consideración de los resultados reportado por Lemer (1985) y Binzel (1994) en células de 

tabaco adaptadas a elevadas concentraciones de NaCl y Vázquez-Duhalt si al- (1991) en células 

de garbanzo, quienes encontraron distintos mecanismos de protección de las membranas 

celulares, en elevadas concentraciones de NaCl, algunos de éstos relacionados con una menor 



permeabilidad al incrementarse la relación hexosa/fosfato en los lípidos de las membranas, de lo 

cual se dedujo que dichos mecanismos se dieron en respuesta a procesos de haloadaptación. 

Cuadro 8. Tasa relativa de crecimiento de células en base a peso fresco 
predicho para cuatro tratamientos de NaCl en distintos perio-
dos de crecimiento en suspensión. 

CONCENTRACION DE NaCl (mM) 
DIAS 

0 60 120 180 
6 0.042 0.039 0.038 0.039 

12 0.056 0.049 0.047 0.052 

18 0.088 0.059 0.053 0.089 

24 0.015 0.158 0.144 0.027 

30 0.287 0.198 0.154 0.138 

36 -0.122 -0.098 -0.070 -0.054 

o co 
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Dias después de transferencia 

Figura 5. Tasa relama de crecimiento de suspensiones celulares de 
C. ciharis L. para cuatro tratamientos de NaCl. 



Para estimar la eficiencia del crecimiento, se calculó el tiempo de duplicación de células 

con base en los pesos frescos predichos de las suspensiones celulares bajo tratamientos de NaCI. 

Como se puede observar en el Cuadro 9, de los 6 a los IS dias después de la transferencia al 

medio de cultivo, las suspensiones para los tratamientos de NaCI, incluyendo el testigo 

presentaron una reducción gradual de los tiempos de duplicación de células. A los 6 días, éstos 

fueron relativamente altos, entre 16.5 y 18.2 dias debido a la fase de retraso del crecimiento. 

Posteriormente se incrementaron a los 24 días, para declinar nuevamente a los 30 días. A los 24 

días después de (a transferencia al medio, los tratamientos intermedios correspondientes a 60 y 

120 mM de NaCI tuvieron una considerable disminución, con promedios de 4.4 y 4.8 dias, 

respectivamente por cada duplicación. En el muestreo, a los 30 dias todos los tratamientos 

presentaron su menor tiempo de duplicación, el cual fluctuó entre 2.4 y 5 días, para luego entrar 

en una fase en la que prácticamente no hubo duplicación de células, por (o que en el último 

muestreo a los 36 días se tuvieron valores negativos en la tasa relativa de crecimiento, a la cual 

se ha hecho referencia anteriormente. 

En la Figura 6 puede apreciarse el paralelismo existente entre las curvas de tiempo de 

duplicación celular, correspondientes a los tratamientos intermedios de sal (60 y 120 mM), en 

contraste con los tratamientos extremos (0 y 180 mM) a los 24 días de inoculación de las 

suspensiones celulares. 

Lo anterior evidencia la respuesta adaptativa de las suspensiones celulares de Pl-240170 

de C. ciliaris L., la cual bajo niveles tolerables de NaCI, mostró buen comportamiento en su 

capacidad de multiplicación celular, lo que corrobora el hecho de haber seleccionado ésta 

accesión para la realización de los trabajos de selección de suspensiones celulares por tolerancia 

a NaCI. 



Cuadro 9. Tiempos de duplicación de células en días en base a peso 
fresco predicho para cuatro tratamientos de NaCl en distin-
tos períodos de crecimiento en suspensión. 

CONCENTRACION DE NaCl (mM) 
DIAS 

0 60 120 180 
6 16.5 17.8 18.2 17.8 

12 12.4 14.1 14.7 13.3 

18 7.9 11.7 13.1 7.8 

24 46.2 4.4 4.8 25.7 

30 2.4 3.5 4.5 5.0 

36 

NalJI (mM) 
© 0 « 6 0 
*120 *1B0 

6 12 18 24 

Días después de la transferencia 

30 

Figura 6. Tiempo de duplicación de células de C. ciliaris L. para cuatro 
tratamientos de NaCl, en distintos perío dos de crecimiento 
en suspensión. 



En el Cuadro 10 y la Figura 7 se presentan, respectivamente el número de duplicaciones 

celulares y sus tendencias por tratamiento de NaCI a través del ciclo de cultivo de las 

suspensiones celulares. Los números de duplicaciones celulares y sus tendencias, son acordes 

con el comportamiento de los parámetros anteriormente mencionados; al inicio el número de 

duplicaciones fue bajo en todos los tratamientos, fluctuando entre 0.33 y 0.36 duplicaciones, 

indicando la fase de retraso, después se incrementó hasta los 18 días fluctuando entre 0.46 y 

0.77 duplicaciones y a partir de este tiempo hasta los 24 dias tuvo una baja en los tratamientos 

testigo y de 180 mM de NaCI con 0.13 y 0.23 duplicaciones, respectivamente y un incrementó 

en los tratamientos intermedios correspondientes a 60 y 120 mM a 1.37 y 1.25 duplicaciones, 

respectivamente. Posteriormente, en el tratamiento testigo alcanzó su mayor valor a los 30 días, 

con 2.48 duplicaciones seguido por 1.72, 1.33 y 1.20 duplicaciones para aquellos 

correspondientes a 60, 120 y 180 mM, respectivamente. 

Lo anterior permite explicar que el peso fresco acumulado de células haya sido mayor 

para los tratamientos 60 y 120 mM de NaCI, ya que en éstos se dio por un período más amplio 

una mayor duplicación celular y en consecuencia, un mayor crecimiento de las suspensiones 

celulares en relación con los otros tratamientos. Al respecto, se ha considerado que bajo ciertos 

rangos de tolerancia de especies vegetales a la sal, se dan mecanismos que además del ajuste 

osmótico, permiten un incremento en la actividad de algunas enzimas, como en el zacate 

halófito Distichiis spicata, en el que la actividad de la enzima Leucina aminopeptidasa se 

incrementó bajo concentraciones de 180 mM de NaCI (Lemer, 1985). Aunque en ausencia total, 

o bajo concentraciones relativamente altas de NaCI en especies glicófitas con tendencia a 

manifestar hábitos halofiticos en algunos genotipos, el metabolismo de algunas enzimas puede 

verse limitado ocasionando con esto que una respuesta favorable bajo concentraciones 

moderadas de sal, se convierta en desfavorable cuando los limites de la tolerancia a este factor 



de la especie que pueden ser determinados genéticamente son rebasados (Binzel, 1994; Lerner, 

1985) 

Cuadro 10. Número de duplicaciones de células en base a peso fresco 
predicho para cuatro tratamientos de NaCl en distintos 
períodos de crecimiento en suspensión. 

CONCENTRACION DE NaCl (mM) 
DIAS 

0 60 120 180 
6 0.36 0.34 0.33 0.34 

12 0.48 0.42 0.41 0.45 

18 0.76 0.51 0.46 0.77 

24 0.13 1.37 1.25 0.23 

30 2.48 1.72 1.33 1.20 

36 r „ . . . , . 

Días después de la transferencia 

Figura 7. Número de duplicaciones de células de C. ciliaris L.para cuatro 
tratamientos de NaCl en distintos períodos de crecimiento en 
suspensión 



En el Cuadro 11 se presentan los datos del índice de tolerancia (IT), durante el período 

de cultivo en suspensión de células, mediante el cual se determinó la respuesta de los cultivos 

celulares bajo condiciones de medio de cultivo salino en relación al testigo con medio de cultivo 

normal básico. El valor mas alto de este índice fue alcanzado a los 24 días después de la 

transferencia celular, con 3136.4 y el más bajo a los 30 días con 1267.4. 

CUADRO 11 Indices de tolerancia a NaCI de suspensiones 
celulares de C. ciliaris L. en distintos periodos 
de crecimiento 

DUS 6 12 18 24 30 36 

IT 1889.5 1813.3 1644.6 3136.4 1267.4 1733.8 

En la Figura 8 se puede apreciar que hasta los 18 días después de la inoculación, el 

índice de tolerancia a NaCI se mantuvo con poca variación en un rango de 1644.6 y 1889.5, 

elevándose a 3136.4 a los 24 días y disminuyendo posteriormente a 1267.4 y 1733.8 a 30 y 36 

días, respectivamente. De acuerdo con dicho comportamiento, existe alguna similitud con los 

trabajos de Watad si ai- (1985) en cultivos celulares de tabaco tratados con NaCI, quienes 

encontraron que el mayor grado de tolerancia, expresado como porcentaje del crecimiento del 

testigo sin sal se presentó en la fose exponencial, aunque con la diferencia que ésta se dio entre 

9 y 12 días después de la transferencia celular al medio de cultivo en NaCI. 



Días después de la transferencia 

Figura 8. Indices de tolerancia a NaCl de suspensiones celulares de C. ciliaris 
L. en distintos períodos de crecimiento. 

En el Cuadro 12 y la Figura 9 se presentan, respectivamente los resultados y tendencias 

para la variable porciento de viabilidad celular. Estos muestran que al inicio del ciclo de cultivo, 

durante la fase de retraso del crecimiento, el porcentaje tendió a disminuir hasta los 12 días 

después de la transferencia celular a los medios de cultivo, excepto para el tratamiento 

correspondiente a 180 mM de NaCl en el que dicha disminución se prolongó hasta los 18 días. 

A partir de estos períodos de muestreo dicha variable tendió a incrementarse hasta los 30 días 

en los tratamientos testigo y 60 mM de NaCl y posteriormente disminuyó. En cambio en los 

tratamientos de 120 y 180 mM el incremento del porciento de viabilidad celular continuó. 

El análisis de varianza para esta variable se presenta en el Cuadro 12A, en el cual se 

observan diferencias significativas entre los días de muestreo. Al efectuar la comparación de 

medias, en el Cuadro 12 se observan valores mas altos de 66.4 y 69.9 %, para 30 y 36 días, 

después de la transferencia a los medios de cultivo, respectivamente, siguiendo en el mismo 

orden las medias a los 24, 18, 6 y 12 días, con 57.4, 53.6, 48.8 y 41.6 %, respectivamente. 



Cuadro 12. Viabilidad de células (%) para cuatro tratamientos de NaCI en distintos 
periodos de crecimiento en suspensión 

CONCENTRACION DENaCI (mM) 
DIAS X 

0 60 120 180 
6 42.7 53.1 48.9 50.4 48.8cd 

12 35.8 38.1 48.3 44.4 41.6d 

18 65.4 56.9 55.9 36.2 53.6c 

24 64.8 57.1 50.9 59.9 57.4bc 

30 72.2 72.2 60.2 61.2 66.4ab 

36 68.2 69.0 68.6 73.8 69.9a 

X 58.2 57.7 55.5 53.8 56.3 
Valores con letras distintas son estadísticamente diferentes (Tukey: 0.05) 

Días después de la transferencia 

Figura 9. Viabilidad de células de C. ciiiaris L. para cuatro tratamientos 
de NaCI en distintos períodos de crecimiento en suspensión. 



4.2.2.2. Caracterización por peso seco 

De acuerdo con ios datos de peso seco observados en e! Cuadro 13, la fase de retraso en 

todos los tratamientos se prolongó hasta los 24 días, y a partir de entonces se presentó la fase 

exponencial, en la cual las suspensiones celulares correspondientes a los tratamientos testigo, 60 

y 180 raM alcanzaron su máximo crecimiento, con 1285, 882 y 589 mg 30mr ' , 

respectivamente: en cambio el tratamiento correspondiente a 120 mM de NaCl continuó en la 

fase exponencial hasta los 36 días en que alcanzó un peso seco de 1098 mg 30mr l. 

En el Cuadro 13A se observan diferencias significativas entre los días de muestreo para 

el peso seco de células (mg 30ml"'). La comparación de medias para ésta variable se da en el 

Cuadro 13, en el cual se definió que los valores significativamente mas altos se presentaron a 

los 30 y 36 días, con 846.3 y 765.0 mg JOinl' de peso seco, respectivamente. 

En las Figuras 10 y II puede apreciarse el comportamiento de las suspensiones 

celulares bajo los tratamientos de NaCl, para el peso seco observado y predicho, 

respectivamente, donde el paralelismo de las curvas que representan los tratamientos de NaCl es 

evidente en la fase de retraso, para continuar con la fase exponencial, a una tasa de crecimiento 

distinta, lo cual podría atribuirse a que dicha fase se caracteriza por una alta división celular. Sin 

embargo, las tendencias de incremento en peso fresco a partir de los 18 días para los 

tratamientos intermedios de sal que se observaron en las Figuras 3 y 4 no se manifestaron para 

peso seco, como se aprecia en las Figuras 10 y 11, lo cual indica por una parte la presencia del 

mecanismo de ajuste osmótico en dichas suspensiones, como resultado de la ganancia en peso 

fresco por hidratación y por otra parte, a que al inicio de la multiplicación, un alto porcentaje de 

las células nuevas está constituido por agua, que al perderse por efecto del secado permite 

obtener solamente el peso de los sólidos, el cual representa el crecimiento celular real que 



efectivamente se dio a partir de los 24 días y no a partir de los 18, como se podría interpretar 

con los datos de peso fresco. 

Cuadro 13. Peso seco observado de células (mg 30 mi'1) para cuatro tratamientos de 
NaCI en distintos períodos de crecimiento en.suspensión 

CONCENTRACION DE NaCI (mM) 
DIAS X 

0 60 120 180 
6 91 44 75 58 67.2b 

12 126 126 150 219 155.2b 

18 63 101 117 66 86.8b 

24 66 76 58 36 59.2b 

30 1285 882 629 589 846.3a 

36 920 793 1098 249 7ó5.0a 

X 425.2 337.2 354.6 202.9 33.0 

Días después de la transferencia 

Figura 10. Comportamiento del crecimiento en peso seco observado de 
suspensiones celulares de C. ciitaris L. en distintos 
tratamientos de NaCl. 
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Figura 11. Crecimiento en peso seco predicho de suspensiones celulares 
de C. ciliaris L. en cuatro tratamientos de NaCl. 

En el Cuadro 14 se presentan los valores promedio de la relación peso fresco/peso seco. 

Se puede observar que de 6 a 12 días después de la transferencia de células a los medios de 

cultivo disminuyó en valores promedio de 11.151 a 5.772, para posteriormente incrementarse a 

23.469 a los 24 días y declinar a 7.017 a los 30 días. En el muestreo a los 24 días después de la 

transferencia, el tratamiento correspondiente a 120 mM de NaCl mostró el valor promedio más 

alto con 41.02 mg de peso fresco por mg de peso seco, seguido en este orden por 18.12, 17.93 y 

16.81 mg de PF mg"1 de PS para 0, 60 y 180 mM de NaCl, respectivamente, lo cual es indicativo 

de la etapa de mayor intensidad multiplicativa de células, así como una mayor acumulación de 

agua dentro de las mismas por efecto del proceso de osmorregulación. Con excepción del 

tratamiento correspondiente a 120 mM, el comportamiento de los tratamientos para este 

parámetro fue muy similar durante el transcurso del cultivo en suspensión. En general, en la 

Figura 12 se aprecia que después de los 24 días de inoculación fue notoria una disminución en 

la relación PF/PS. posiblemente a causa de una disminución en la multiplicación de células \ en 



consecuencia, un incremento en el tamaño de las mismas, acompañado de un incremento de los 

sólidos intracelulares que podrían marcar el inicio de una fase de desaceleración progresiva. 

Respecto a los valores promedio para las niveles de NaCI, los más altos fueron para 60 

mM y 120 mM, con 12.133 y 12.665, respectivamente, mientras que el testigo y 180 mM de 

NaCI tuvieron 9.374 y 10.075 unidades de peso fresco por unidad de peso seco. 

Cuadro 14. Relación (promedio) de Peso fresco/Peso seco de células para cuatro 
trata mientos de NaCI en distintos períodos de crecimiento en suspensión. 

DIAS 
CONCENTRACION DE NaCI (mM) 

X DIAS 
0 60 120 180 

X 

6 8.527 16.023 9.053 11.000 11.151 

12 7.460 6.873 4.313 4.443 5.772 

18 9.762 13.802 8.367 10.167 10.525 

24 18.121 17.934 41.017 16.805 23.469 

30 7.586 10.552 7.981 7.628 8.437 

36 4.786 7.616 5.262 10.406 7.017 

X 9.374 12.133 12.665 10.075 

Alvarado sí al. (1991) observaron resultados similares en cultivos de células en 

suspensión de quinua, sometidos a tratamientos de NaCI en un rango de 0 a 204 mM. Al 

respecto, estos autores propusieron que la reducción de PF/PS en la primera fase de la curva de 

crecimiento pudo ser a causa de la deshidratación de las células ocasionada por los gradientes 

de potencial osmótico entre las células y el medio de cultivo al momento de la siembra, en tanto 

que los valores máximos alcanzados en la fase exponencial en el tratamiento correspondiente a 

68 mM de NaCI aplicado por estos autores, se dieron por una mayor capacidad de 

osmorregulación.. La quinua, por otra parte, es una especie que presenta algún grado de 



tolerancia a la salinidad según estos autores, por lo que al comparar los patrones de las 

suspensiones celulares de ésta especie, con los correspondientes a los del genotipo de zacate 

buffel de este estudio, sería factible concluir que también presenta hábitos de haloadaptación. 

12 18 24 

Días después de la transferencia 

Figura 12. Relación peso fresco/peso seco de suspen siones celulares de 
C. ciliaris L. bajo cuatro tratamientos de NaCI. 

En el Cuadro 15 se observa que la mayor variación en las tasas relativas de crecimiento 

de las suspensiones celulares en base a peso seco a través de los muéstreos se presentó para el 

tratamiento correspondiente a 60 mM de NaCI, en el que a los 24 días fue negativa, alcanzando 

el valor mínimo de -0.297 y posteriormente alcanzando el valor máximo promedio de 0.62S a 

los 30 días. En el resto de los tratamientos éste parámetro presentó mas uniformidad, ya que de 

los 12 hasta los 24 días la fluctuación fue de 0.018 a 0.033, 0.030 a 0.036 y 0.034 a 0.090 para 

las suspensiones en medios con 0, 120 y 180 mM, respectivamente. A partir de los 24 días, se 

dio un incremento para los tratamientos correspondientes al testigo y 120 mM de NaCI, los 

cuales alcanzaron los valores promedio máximos de 0.333 y 0.219. respectivamente, en cambio. 



para el tratamiento de 180 mM dicho parámetro se mantuvo con tasas de crecimiento bajas, las 

cuales tendieron a disminuir aun más a partir de los 24 días después de la transferencia celular 

al medio. 

En lo que respecta a los valores promedio para fechas de muestreo, se alcanzó el valor 

máximo a los 30 días después de la transferencia celular a los medios de cultivo y para (os 

tratamientos de NaCI, incluyendo el testigo los valores presentaron poca variación-

Cuadro 15. Valores promedio de Tasa Relativa de Crecimiento en base a peso seco 
predicho de suspensiones celulares de C CiUaris L. en cuatro 
tratamientos de NaCI. 

DIAS CONCENTRACION DE NaCI 
X 

0 60 120 180 
6 

12 0.030 0.022 0.032 0.034 0.029 

18 0.033 0.011 0.036 0 045 0.031 

24 0.018 - 0.297 0.030 0 090 -0.040 

30 0.333 0.625 0.219 - 0.022 0.289 

36 0.038 0.056 0.094 0.133 0.080 

X 0.090 0.083 0.082 0.056 

En la Figura 13 se presenta el comportamiento de las tasas relativas de crecimiento en 

base al peso seco en los distintas tratamientos; con excepción del correspondiente a 60 mM de 

NaCI, estas tasas arrojan resultados similares a los obtenidos para peso fresco y los parámetros 

derivados de éste. Respecto al tratamiento de 60 mM de NaCI. es probable que el período inicial 

de estrés, haya propiciado la manifestación del carácter de tolerancia a bajas concentraciones de 

sal del genotipo estudiado, lo cual se reflejó en una rápida división celular y la más alta tasa 



relativa de crecimiento poco antes de finalizar su ciclo de crecimiento en suspensión, esto es, 

entre los 24 y 30 días después de la transferencia celular a los medios de cultivo. 

Días después de la transferencia 

Figura 13. Tasa relativa de crecimiento en base a peso seco de suspensiones 
celulares de C. ciliaris L. en cuatro tratamien-
tos de NaCI. 

En el Cuadro 16, se puede observar para los valores promedio generales de potencial 

hídrico correspondientes a las fechas de muestreo, que a los 6 días después de la transferencia 

celular a los medios de cultivo se observó el valor más alto de potencial hídrico con -12.04 bars, 

disminuyendo a los 12 días y manteniéndose con poca variación posteriormente y para los 

niveles de NaCI este parámetro disminuyó conforme se incrementó la concentración de NaCI, 

de tal forma que para el testigo se observó el promedio menos negativo con -7.75, en tanto que 

el nivel de 180 mM de NaCI presentó el más negativo 



Cuadro 16. Potencial hídrico observado (bars) de suspensiones celulares bajo cinco 
cinco tratamientos de NaCI en distintos períodos del crecimiento (sin 
repeticiones) 

DIAS CONCENTRACION DE NaCI (mM) 
X 

DIAS 

0 60 120 180 
X 

6 -8.59 -10.42 -13.54 -15.62 -12.04 

12 -8.07 -9.63 -9.89 •11.46 -9 76 

«8 •8.33 -9.37 -14.06 •9.37 -ÍC.2Í 

24 •11.46 -13.02 -14.32 •16.66 -13.87 

30 5.30 •9.63 -12.85 -14.57 -10.59 

36 -4.75 -7.16 -10.35 -12.15 -8.60 

X -7.75 -9 87 -12.50 -13.31 

En la Figura 14 se observa que los valores más bajos de potencial hídrico para todos los 

tratamientos se dieron a los 24 días después de la transferencia celular a los medios de cultivo. 

Se puede observar una relación del potencial hídrico en la Figura 14, con el crecimiento, 

expresado como peso seco en la Figura 10 antes considerada, ya que hasta los 24 días en que se 

registró un mayor estrés hídrico. las suspensiones celulares se mantuvieron en la fase de retraso 

y a partir de ésta fecha de muestreo dio inicio la fase exponencial del crecimiento. De acuerdo 

con López (1984), quien trabajó con suspensiones celulares de distintos genotipos de tomate 

bajo tratamientos de NaCI (0, 4, 8 y 12 gl ' ) , los patrones observados en cuanto al 

comportamiento del potencial hídrico durante un período de 24 días, mostraron un incremento a 

medida que avanzó el tiempo, de tal forma que al inicio del cultivo se dieron los valores 

menores y al final de éste los mayores. Lo anterior, tiene similitud con los resultados obtenidos 

para el genotipo de zacate bufTel estudiado en este caso, con la diferencia que en éste ultimo, se 

presentó una marcada disminución en los valores de dicho potencial a los 24 días, la cual podría 



estar influenciada por el término de la Fase de retraso, en que pudo haberse llevado a cabo un 

preacondicionamiento de las células al medio salino; durante ésta etapa pudo haberse dado poca 

absorción de iones al interior de las células, para posteriormente en la fase intensiva de 

multiplicación de éstas, llevarse a cabo la absorción de iones para iniciar la osmorregulación. El 

testigo mostró los valores menos negativos de potencial hídrico durante todo el período de 

cultivo en suspensión. 
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Figura 14. Potenciales hidricos de suspensiones celulares de C. ciliaris L. 
en cuatro tratamientos de NaCl. 

4.2.3. Selección de suspensiones celulares 

4.2.3.1. Selección por peso fresco 

Bajo la consideración de que los preiratamientos de 0, 60, 120 y 180 mM de NaCl, 

ejercerían una presión de selección creciente para obtener tolerancia a salinidad, medida a 



través del crecimiento celular durante 36 días y que estas suspensiones celulares en subcultivo 

posterior en el medio de cultivo salino de mayor concentración (180 mM de NaCl) permitiría la 

selección final de aquellas suspensiones celulares tolerantes a NaCl, se procedió en 

consecuencia al respecto. 

En el Cuadro 14A, se presenta el análisis de varianza para peso fresco de células (g 

30mr') de C. ciliaris L. en cuatro períodos de muestreo y cinco pretratamientos de NaCl, para 

selección, se puede apreciar que se detectó diferencia significativa para las fechas de muestreo, 

niveles de NaCl y la interacción correspondiente, por lo que. se procedió a hacer la comparación 

de medias, la cual se da en el Cuadro 17. 

Cuadro 17. Pesos frescos observados de células (mg 30 mi"1) de C.ciliaris L. en 
una concentración de NaCl (180 mM). pretratadas previamente con 
NaCl en distintas concentraciones 

Tratamiento DIAS DESPUES DEL SUBCULTIVO 
X 

NaCl (mM) 7 14 21 49 
X 

0/0 730 679 1012 1786 b 1052.0bc 

0/180 811 348 739 . 1666 b 891.2c 

60/180 574 613 1282 4059a 1632.4ab 

120/180 998 1052 1920 3924a 1973.6a 

180/180 565 456 486 678 b 546.4c 

X 736.0b 629.7b 1087.9b 2422.8a 1219.1 

Valores con letras distintas son estadísticamente diferentes (Tukey: 0.05) 

En virtud de que )a interacción entre días de muestreo y pretratamientos fue 

significativa, se procedió a la comparación de las 20 medias de tratamientos resultantes de la 

combinación entre los cinco pretratamientos de NaCl y los cuatro períodos de muestreo. Se 

puede apreciar que los pretratamientos de 60/180 y 120/180 a los 49 días de crecimiento celular. 



presentaron estadísticamente los valores más altos de peso fresco, respecto al resto de (os 

pretratamientos, siendo estadísticamente iguales entre si. Esto puede interpretarse en el sentido 

de que estos pretratamientos permitieron la mayor selección de la variación somaclonal presente 

en las suspensiones celulares, originada durante el cultivo in vitro. Tomando en cuenta que la 

media del pretratamiento 60/180 sobre los días de muestreo fue estadísticamente igual al 

testigo, por lo que se asumiría que no hubo selección, se puede establecer que el valor de 1632.4 

mg 30ml"' de pesa fresco del pretratamiento 60/180 fue reducido al considerar el promedio de 

éste pretratamiento a través de los muéstreos; sin embargo, al considerar éste pretratamiento con 

el peso fresco acumulado hasta el último muestreo a 49 días del subcultivo celular, se pudo 

observar que presentó el valor más alto de peso fresco, con 4059 mg 30ml"', el cual presentó 

diferencia respecto al peso fresco del testigo, con 1786 mg 30mr' en la misma fecha de 

muestreo. Dicha diferencia fue de 2273 mg 30ntl ', la cual fue significativa, representando este 

valor la máxima ganancia genética o epigenética para la tolerancia a NaCl por selección in 

vitro, respecto de la ganancia de 2183 mg 30ml"' de peso fresco obtenida al comparar el 

pretratamiento de 120/180 respecto al testigo a los 49 días después del subcultivo. 

En la Figura 15 se puede apreciar que hasta los 49 dias, las suspensiones celulares, con 

excepción de aquella correspondiente al tratamiento 180/180 presentaron crecimiento en peso 

fresco, observándose que los pretratamientos de 60/180 y 120/180 fueron los que presentaron 

los valores máximos de ésta variable a los 49 días; sin embargo, el pretratamiento de 60/180 a 

partir de los 14 dias después del subcultivo presentó una respuesta de tipo lineal, lo cual no 

ocurrió para el pretratamiento de 120/180. esto implica que el peso fresco de 60/180 pudo 

haberse incrementado aun más en un muestreo posterior, ocasionando una mayor diferencia con 

¡20/180.Los resultados en crecimiento de las suspensiones celulares pretratadas con distintos 

niveles de NaCl \ suspensiones sin pretratamiento. subcultivadas después en medio salino 



uniforme que se han discutido en base al Cuadro 17 y la Figura 15, coinciden con los obtenidos 

en estudios realizados por diversos investigadores; por ejemplo, Croughan el al. (1981) 

observaron en líneas celulares de alfalfa y arroz seleccionadas por tolerancia a salinidad, pobre 

crecimiento en ausencia de sal y mejor crecimiento en presencia de ésta. En alfalfa, Croughan sí 

aL (1978) obtuvieron un crecimiento cuatro veces mayor para líneas seleccionadas, en 

comparación con aquellas no seleccionadas; Por su parte, Watad §t al- (1985) también 

encontraron en tabaco, que líneas adaptadas a la salinidad (NaCI) cultivadas gradualmente en 

medios menos salinos tuvieron mejor crecimiento y rendimiento que líneas originales no 

seleccionadas. 
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Figura 15. Crecimiento en peso fresco observado de suspen siones celulares de 
C ciiiaris L. en 180 mM de NaCI, pretratadas con distintas concentra-
ciones de NaCI. 



4.2.2.2. Selección por peso seco 

En el Cuadro 18 se presentan los resultados para la variable peso seco de las 

suspensiones celulares pretratadas en distintos niveles de NaCI y posteriormente sometidas a la 

concentración más alta de los pretratamientos aplicados (180 mM de NaCI). Se observó que el 

testigo (no pretratado y libre de sal) a los siete días después del subcultivo presentó el valor 

promedio más alto, mientras que las suspensiones pretratadas con 60 y 120 mM presentaron 

durante el resto del período de cultivo un mayor crecimiento, especialmente las del tratamiento 

de 120 mM, en el que a los 21 días después de la inoculación se presentó el valor promedio mas 

alto que fue de 442 mg 30ml'' de peso seco. Se detectaron diferencias altamente significativas 

(Cuadro 15A) entre medias correspondientes a los pretratamientos de NaCI, días de muestro y la 

interacción. En cuanto a los pretratamientos considerados para este ensayo las medias más altas 

con-epondieron a 60/180 y 120/180 mM de NaCI, con 209.1 y 267.6 mg 30ml"\ 

respectivamente. 

Cuadro 18. Pesos secos observados de células (mg 30 mi'1) de C. ciliaris L. en 
una concentración de NaCI (180 mM) pretratadas previamente con 
NaCI en distintas concentraciones. 

Tratamiento DIAS DESPUES DEL SUBCULTIVO 
X 

NaCI (mM) 7 14 21 49 
0/0 133 175 118 198 156.0bc 

0/180 56 155 72 163 111.7c 

60'180 70 203 231 331 209.lab 

120/180 79 289 442 258 267.6a 

180/180 41 124 39 135 84.7c 

X 76.2b 189.3a 180.5a 217.4a 

Valores con letras distintas son estadísticamente diferentes (Tukey: 0.05) 



Con respecto a los resultados fechas de muestreo, los valores más altos fueron los que 

correspondieron a 49, 14 y 21 días con 217.4, 189.3 y 180.5 mg 30ml*1, respectivamente, 

resultando iguales entre éstos, pero diferentes al correspondiente a los 7 días después de 

inoculación, con 76.2 mg.30 mi*1 de peso seco. 

Por otra parte se puede apreciar en la Figura 16 que para los tratamientos testigo, 0/180 

y 180/180, se presentó un corto período de acumulación de biomasa, ya que las curvas para 

éstos muestran ganancia en peso hasta los 14 días. Después de los cuales hubo una disminución 

en biomasa hasta los 21 días, para seguir con una tendencia lineal con baja tasa de crecimiento, 

posiblemente a causa de deficiencias en el ajuste osmótico de las suspensiones. En el 

tratamiento 120/180 el incremento continuó hasta los 21 días a partir del cual disminuyó su 

comportamiento a los 49 días, en lo que se puede considerar el término de su ciclo de cultivo en 

suspensión. Para el caso del tratamiento 60/180, el incremento continuó hasta los 49 días, 

Días después del subcuttivo 

Figura 16. Comportamiento del crecimiento en peso seco observado de células 
de C. ciliaris L. en 180 mM de NaCl. pretratadas con distintas con-
centraciones de NaCl durante su ciclo de cultivo en suspensión 



cuando se realizó la cosecha y el plaqueo de las suspensiones seleccionadas, que se eligieron 

por mayor densidad celular de entre las correspondientes a los matraces con tratamientos de 

60/1 SO y 120/180, a las que se consideró como líneas celulares l y 2, respectivamente. 

4.2.2.3. Selección por viabilidad 

En cuanto a la viabilidad observada, en el Cuadro 16A se aprecia que no se detectaron 

diferencias estadísticas entre las medias de ios factores correspondientes a fechas de muestreo y 

p rematamientos de NaCI aplicados en este ensayo. En el Cuadro 19 puede observarse en las 

medias para las fechas de muestreo, que la viabilidad presentó un incremento de 44.8 a 52.0 % 

de 7 a 14 dias, respectivamente, después del subcultivo, para después disminuir a 49.8 % a los 

21 días e incrementarse nuevamente a 54.7 % a los 49 días. Respecto a los p re tratamientos, 

tendió a tener un porcentaje mayor en el testigo (no pretratada y libre de sal), alcanzando un 

valor promedio de 58.0a/a y para los niveles restantes tuvo una mínima fluctuación, entre 45.5 y 

50 7 % En la Figura 17 se aprecia que en todos los tratamientos se presentó una tendencia 

inicial de incrementa hasta los 14 días. Los tratamientos testigo, 60/180 y 120/180, presentaron 

una disminución a partir de esta fecha de muestreo hasta los 21 días. Posteriormente volvieron a 

incrementar los valores s los 49 dias, mientras que en los tratamientos 0/180 y 180/180) el 

incremento inicial de viabilidad se prolongó a 21 días, a partir de lo cual el primero permaneció 

prácticamente sin cambio hasta el término del período considerado y el segundo tendió a 

disminuir. 

Aparentemente, la viabilidad observada en este caso no fue factor importante en las 

variaciones de peso fresco \ peso seco de las suspensiones celulares bajo un alto nivel de NaCI, 

ya que mientras ésta se mantuvo relativamente estable, los pesos seco y fresco para los 



tratamientos 0/180 y 180/180 fueron los más bajos a los 21 días del subcultivo. De lo anterior se 

puede deducir que el factor que más pudo haber influido sobre dichas variables fue el tamaAo 

celular observado que en células sin preacondicionamiento en ambiente salino (tratamiento 

0/180) fue menor que en aquellas con dicho preacondicionamiento. Por otro lado el tratamiento 

180/180 tuvo un comportamiento muy similar al 0/180 tanto en peso fresco como en peso seco 

y viabilidad, lo cual podría hacer suponer que las suspensiones que fueron pretratadas con 180 

mM de NaCl no recuperaron su capacidad de crecimiento. 

En observaciones realizadas al microscopio, fue notorio el predominio de células de 

forma esférica y tamaño relativamente pequeño para las suspensiones celulares cultivadas en 

medios con las mayores concentraciones de NaCl. en contraste con células de forma alargada y 

mayor tamaño en las suspensiones del testigo no pretratado y libre de sal. Al Respecto, 

Hasegawa (1986) considera que la presencia de células de menor tamaño bajo condiciones 

salinas, puede representar una contribución para la tolerancia a la salinidad, ya que éstas 

podrían tener menor demanda de energía que las células de mayor tamaño. 

Cuadro 19. Porcentajes de Viabilidad de células observados en suspensiones celu-
lares de C. ciliaris L. pretratadas en distintos niveles de NaCl y sub» 
cultivadas para selección en medio de cultivo con 180 mM de NaCl. 

Tratamiento DIAS DESPUES DEL SUBCULTIVO 

NaC) (mM) " 
X 

NaC) (mM) " 7 14 21 49 
X 

0/0 59.0 62.4 48.8 61.8 58.0 

0/180 37.3 47.6 53 7 53.6 48.0 

60'I80 39 6 46 9 37 9 57.8 45 5 

120'180 40.7 51.0 487 56.9 49.3 

180'180 47.4 51.8 60.2 43.6 50.7 

X 44.8 52.0 49.8 54.7 50.3 



Oías después del subcuftívo 

Figura 17. Comportamiento de la viabilidad observada de células de C. ciliaris 
L. en 180 mM de NaCl. pretratadas con distintas concentraciones de 
NaCl durante su crecimiento en suspensión. 

Por lo anterior, puede considerarse para el presente estudio que el porcentaje de 

viabilidad no tuvo efecto en el progreso logrado por selección, en los pretratamientos de 60/180 

y 120/(80, tanto para peso fresco como para peso seco, por lo que en la selección final de las 

líneas celulares, fue posible proceder con los resultados de peso fresco, peso seco y los 

parámetros derivados de éstos 

4.3. Validación de la tercera hipótesis 

4.3.1. Estabilidad de la tolerancia a NaCl en agregados celulares de suspensiones seleccionadas 

Los resultados obtenidos, permitieron establecer las lineas celulares denominadas L| , 

L? y L0, respectivamente, para subcultivos seleccionados de las suspensiones celulares 



correspondientes a los pretratamientos 60/180 y 120/180 y el testigo (0/0), las cuales se 

sembraron en medio sólido con 0, 80,160 y 240 mM de NaCl para evaluar la estabilidad para 

tolerancia a (a sal en cuanto a peso fresco, después de un período de crecimiento de agregados 

celulares de seis semanas. 

En el Cuadro 17A se presenta el análisis de varianza para el peso fresco de agregados 

celulares, en el que se detectaron diferencias altamente significativas entre los tratamientos 

probados constituidos por las combinaciones de las líneas celulares y las distintas 

concentraciones salinas. 

En cuanto al efecto de los factores, en el Cuadro 20 se pueden observar los valores 

promedio tanto para las lineas celulares, como para (os niveles de NaCl aplicados. Bn cuanto a 

las líneas celulares, el testigo (Lo) proveniente de suspensiones y agregados celulares cultivados 

en medio libre de sal, fue superior estadísticamente a las líneas Lj y Lj, seleccionadas de 

suspensiones celulares cultivadas en medio con 60 y 120 mM de NaCl. Las medias de peso 

fresco a seis semanas después del subcultivo con 0.5 g de agregados celulares para Lo, L; y 

fueron 2.903, 0.832 y 0.956 g, respectivamente. Las líneas Lt y L2 fueron estadísticamente 

iguales. Respecto a los niveles de salinidad, también se detectaron diferencias altamente 

significativas entre las medias de tratamientos y en este caso, el testigo con 2.503 g de peso 

fresco superó a los restantes con medías de 1.877, 1.117 y 0.758 g de callo respectivamente para 

80, 160 y 240 mM de NaCl (Cuadra 20) 

Se detectaron también diferencias estadísticas para la línea l o en los diferentes niveles 

de salinidad, de manera que el testigo (0 mM de NaCl) mostró el promedio de peso fresco mas 

alto con 5.068 g, reduciéndose proporcionalmente conforme se incrementó la salinidad. Para L¡ 

y Li no se detectaron diferencias significativas a medida que variaron los niveles de sai. 

Respecto a la variación entre lineas por nivel de sal probado, se detectaron diferencias altamente 



significativas para el testigo (sin sal) y el correspondiente a 80 mM de NaCl, en las diferentes 

líneas, de forma que Lq mostró superioridad sobre las dos restantes que resultaron iguales entre 

si estadísticamente. Para el nivel de 160 mM de NaCl se detectaron diferencias significativas, 

con superioridad también de la línea testigo sobre las restantes y para el nivel de 240 mM de 

NaCl no hubo diferencias estadísticas entre lineas. 

De lo anteriormente expuesto, puede deducirse que existe la tendencia de las lineas 

seleccionadas (L, y L¿) a mostrar mayor estabilidad de rendimiento en peso fresco de callo en 

distintos niveles de NaCl, ya que mientras que la línea testigo (Lo), no cultivada previamente en 

medio salino, manifestó un alto potencial de rendimiento en condiciones normales y presentó un 

rendimiento inversamente proporcional al incremento en la concentración de sal, el crecimiento 

de las líneas seleccionadas L| y fue relativamente bajo en ausencia de sal, pero prácticamente 

no presentaron v ariación a) incrementarse los niveles de NaCl. Esto coincide con los resultados 

obtenidos por Croughan si al (1981), quienes observaron mejor crecimiento en presencia de sal 

que en ausencia de ésta para líneas de alfalfa y arroz seleccionadas por tolerancia a NaCl; asi 

como también con los obtenidos por Watad el- al- (1985), respecto a que el crecimiento de 

lineas celulares de tabaco adaptadas a salinidad, fue 20 % menor a aquellas no adaptadas, 

cuando ambas se cultivaron en medio libre de sal, pera después de un ciclo de cultivarlas en 

medio salino nuevamente recuperaron su crecimiento y las diferencias observadas 

desaparecieron. 



Cuadro 20. Peso fresco de agregados celulares (g) para tres líneas celulares de C. 
ciliaris L. en cuatro tratamientos de NaCl a seis semanas de la transfe-
rencia a cajas petri. 

Líneas CONCENTRACIONES DE NaCl (mM) 
Celulares Variable X 

0 80 160 240 
P. F. 5.068 3.394 2.132 1.020 2.903a 

LO 
% RED 0 33.03 57.93 79.87 42.71 

P. F. 1.048 1.014 0.602 0.664 0.832b 
Ll 

% RED 0 3.24 42.56 36.64 20.61 

P. F. 1.392 1.224 0.618 0.592 0.956b 
L2 

% RED 0 12.07 55.60 57.47 31.28 

P. F. 2.503a 1.877ab 1.117bc 0.758c 
X 

% RED 0 16.11 52.03 57.99 
X 

En el Cuadro 20 se presentan los porcentajes de reducción de peso fresco de agregados 

celulares, calculados con las medias que aparecen en el interior de este cuadro con base en un 

testigo por línea en medio de cultivo sin sal (0 mM de NaCl), con la finalidad de evidenciar el 

hecho de que la línea testigo redujo en mayor proporción el peso fresco de agregados celulares a 

medida que se incrementó el nivel de NaCl en los medios de cultivo, reflejándose en su 

promedio obtenido sobre los niveles de sal que fue de 42.71 % de reducción, en relación con 

20.61 y 31.28 % para las líneas L, y L2. 

En la Figura 18 se puede apreciar la tendencia de reducción en peso fresco de la línea Lo 

a medida que se incrementó la concentración de NaCl, lo anterior en comparación con las líneas 

L| y L2, en las que se observó una mayor estabilidad de rendimiento en el peso fresco de 

agregados celulares. 



Figura !S Comportamiento de líneas celulares seleccionadas por tolerancia 
a salinidad (NaCl) de C. ciliaris L , bajo distintos tratamientos de 
NaCl i» vio-a. 

En el Cuadro I6A se observa que la interacción correspondiente a líneas celulares por 

concentraciones de NaCl para porcentajes de peso fresco de agregados celulares en valores 

angulares respecto al testigo (Lo en 0 mM de NaCl), fue estadísticamente significativa, por 

tanto, en el Cuadro 21 se presenta la comparación de medias para cada nivel de NaCl dentro de 

cada línea celular, pudiendo observarse que para Lo estadísticamente el % de peso fresco de 

agregados celulares respecto al testigo se redujo, lo que no ocurrió con L| y Lj 



Cuadro 21. Medias de Porcentajes de peso fresco (g) de agregados ce-
lulares, transformados a valores angulares, de dos lineas 
celulares seleccionadas, L| y L2 respecto a una linea testigo 
L0 de C. ciliaris L., bajo cuatro niveles de NaCl. 

Tratamiento 
NaCl (mM) 

LINEAS CELULARES Tratamiento 
NaCl (mM) 

L0 L, L, 
0 90.00a 30.25a 37.80a 

80 74.46ab 29.25a 32.47a 

160 45.17 be 23.58a 22.72a 

240 30.66 c 22.87a 22.39a 

Valores con letras diferentes en columnas son estadísticamente diferentes 
(Tukey: 0.05) 

Considerando las tendencias de la figura 18 y la comparación de medias de porcentaje 

de peso fresco de agregados celulares en valores angulares del Cuadro 21 se puede concluir que 

en el presente estudio se logró ganancia genética o epigenética en respuesta al proceso de 

selección realizado, ya que las líneas obtenidas por selección irt vitro, L| y exhibieron menor 

sensibilidad a los cambios en concentraciones de NaCl que el testigo. De lograr la regeneración 

se esperaría que en ambientes salinos, las plantas que se obtuvieran de Lj y L2 fuesen más 

constantes en producción que las de Lo. Resultados similares fueron encontrados para líneas 

celulares seleccionadas de arroz (Croughan el al-, 1981) y para líneas celulares de trigo 

(Karadimovay Djambova, 1993). 



5. CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos, para los genotipos de Cenchrus ciliar is L. 

considerados y las condiciones bajo las cuales se realizaron las ensayas del presente estudio, se 

presentan las siguientes conclusiones: 

1. Existe variabilidad en la tolerancia a la salinidad dentro del grupo de accesiones de Cenchrus 

cüiaris L . probadas en la etapa de germinación, en un espectro continuo que abarca desde 

genotipos muy sensibles hasta los que se pueden ubicar en el grupo de las glicófitas 

resistentes, observándose en este estudio un mayor grado de tolerancia para las accesiones 

P1-36S66I y Pl-240170. 

2. La accesión Pl-240170 presentó mayor grado de tolerancia a NaCl que la accesión '"Común", 

en base al rendimiento en peso fresco, peso seco y al número de tallos por planta en distintas 

concentraciones de NaCl aplicadas. 

3. Se presentó variabilidad en la respuesta de distintos genotipos a distintos medios de cultivo, 

Para lograr un mayor porcentaje de inducción de cariópsides a formación de callo y el medio 

de cultivo MS adicionado con 1.0 mg I'1 de 2,4-D fue mejor para la proliferación de callo 

inducido en peso fresco. 



4. La accesión PI-24017Q, presentó variabilidad en su respuesta a distintos tratamientos de 

NaCl, in vitro, observándose un mejor comportamiento para las concentraciones de 60 y 120 

mM de NaCl. 

5. Las suspensiones celulares de la accesión PI-240170 mostraron mayor adaptación a medio 

de cultivo salinizado con 60 mM de NaCl que a medio de cultivo sin sal. 

6. El medio de cultivo selectivo salinizado con 180 mM de NaCl ocasionó variabilidad genética 

o epigenética en suspensiones celulares de la accesión Pl-240170 pretratadas en distintas 

concentraciones de NaCl, resultando mejores lo subcultivos provenientes de los 

pretratamientos 60/180 y 120/180. 

7. El crecimiento en peso fresco de agregados celulares de la linea celular testigo (Lo) fue 

superior al de las líneas L( y L; seleccionadas; sin embargo, la reducción en peso de Lq fue 

mayor a medida que se incrementó la concentración de NaCl en comparación a L| y L2, por 

lo que se concluye que las líneas celulares seleccionadas en suspensión por mejor 

comportamiento bajo estrés salino presentaron más estabilidad en la tolerancia a NaCl en su 

crecimiento de agregados celulares que aquella no seleccionada. 

8. La concentración de 240 mM de NaCl rebasó el umbral de tolerancia a NaCl en el 

crecimiento de agregados celulares de la accesión PI-240170 de Cenchrus ciliaris L. en el 

presente estudio. 



6. RECOMENDACIONES 

En base a los resultados y conclusiones obtenidos en el presente estudio, se proponen 

las siguientes recomendaciones: 

1. Evaluar el comportamiento de suspensiones celulares bajo estrés salino de otros genotipos 

que mostraron alto porcentaje de germinación relativa como PI-365661, PI-345976 y 

genotipos con bajo porcentaje, como SDE-128 Cv. tabazimbi, Pl-323415 y "Común" del 

grupo de accesiones probadas en etapa de germinación en éste estudio, para evaluar cambios 

genéticos o epigenéticos en respuesta al estrés por sal aplicado 

2. Establecer ensayos de regeneración, a partir de selecciones celulares con mayor tolerancia a 

salinidad realizadas in vitro, bajo distintas concentraciones de NaCl, considerando medios 

selectivos entre 60 y 120 mM de NaCl para la accesión Pl-240170 de Cenchrus ciliaris L. y 

evaluación de la tolerancia a salinidad de plantas regenerantes, en su caso. 

3. Realizar trabajos complementarios al presente estudio mediante técnicas de marcadores 

moleculares para identificar diferencias en suspensiones celulares de la accesión Pl-240170 

de Cenchrus ciliaris L., sometidas a distintos tratamientos de NaCl, en un rango de 

concentración de 0 a 240 mM, asi como estudios de cariotipo de células con buen 

comportamiento en elevadas concentraciones de sal. 



4. Aplicar tratamientos a base de agentes mutagénicos físicos o químicos en combinación con el 

cultivo de células en suspensión de la especie estudiada en el presente trabajo, con la finalidad 

de obtener mayor avance en la selección de lineas celulares para el mejoramiento de la 

tolerancia a la salinidad. 

5. Evaluar la tolerancia de cultivos celulares de C'eTKfvus ciftaris L., a medios de cultivo 

salín izados con compuestos a base de distintos tipos de sales como sulfato de sodio, sulfato de 

magnesio, cloruro de magnesio, cloruro de potasio y carbonato de sodio, para complementar 

los procesos de selección y mejoramiento de líneas celulares por tolerancia a salinidad. 
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8. A P E N D I C E 



Cuadro 1 A. Análisis de varíanza para número de tallos por planta de tres geno-
tipos de C. Ciliaris L. bajo tres tratamientos de NaCI (Marín, N. L., 
1996) 

F V G L S C C M F P > F 
GENOTIPOS 1 5221.492188 5221.492188 72.5163 0.000 

NIV. NaCI 2 615.445313 307.722656 4.2737 0.030 
G x N 2 5.265625 2.632813 0.0366 0.965 

ERROR 18 1296.078125 72.004341 
TOTAL 23 7138.281250 

C. V. = 14.29% 

Cuadro 2A. Análisis de varianza para altura de planta de tres genotipos de C. ciliaris 
L., bajo tres tratamientos de NaCI (Marín, N. L:, 1996) 

F V G L S C C M F P > F 
GENOTIPOS 1 3911.687500 391 1.687500 101.7629 0.0000 

NIV. NaCI 2 2177.609375 1088.804688 28.3253 0.0000 
G x N 2 66.640625 33.320313 0.8668 0.560 

ERROR 18 691:906250 38.439236 
TOTAL 23 6847.843750 

C. V. = 6.61 % 

Cuadro 3 A. Análisis de varianza para peso fresco de planta de tres genotipos de C. 
. ciliaris L. bajo tres tratamientos de NaCI (Marín, N. L., 1996) 

F V G L S C C M F P > F 
GENOTIPOS 1 184.625000 184.625000 0.2597 0.622 

NIV. NaCI 2 136112.75000 68056.375000 95.7183 0.000 
G x N 2 8699.75000 4349.875000 6.1179 0.009 

ERROR 18 12798.125000 711.006958 
TOTAL 23 157795.25000 



Cuadro 4A. Análisis de varianza para peso seco por planta de tres genotipos de C. 
ciliaris L. bajo tres tratamientos de NaCl (Marín, N. L., 1996) 

F V G L S C C M F P > F 
GENOTIPOS 1 141.187500 141.187500 1.3979 0.251 

NIV. NaCl 2 17939.656250 8969.828125 88.8117 0.000 
G x N 2 635.812500 317.906250 3.1476 0.066 

ERROR 18 1817.968750 100.998260 
TOTAL 23 20534.625000 

C. V. = 9.44 

Cuadro 5A. Análisis de varianza para % de tallos por planta de tres genotipos 
de C. ciliaris L.bajo dos concentraciones de NaCl (Marín, N. L., 
1996) 

F V GL SC C M F P > F 
GENOTIPOS 1 241.953125 241.953125 2.7690 0.119 
CONC. NaCl 1 284.914063 284.914063 3.2606 0.093 

G x N 1 37.515625 37.515625 0.4293 0.531 
ERROR 12 1048.562500 87.380211 
TOTAL 15 1612.945313 

C. V. =11.03% 

Cuadro 6A. Análisis de varianza para % de altura de planta de tres genotipos 
de C. ciliaris L. bajo dos concentraciones de NaCl (Marín, N. L., 
1996) 

C V G L S C CM F P > F 
GENOTIPOS 1 344.937500 344.937500 4.5374 0.052 
CONC. NaCl 1 772.687500 772.687500 10.1642 0.008 

G x N 1 72.554688 72.554688 0.9544 0.650 
ERROR 12 912.250000 76.020836 
TOTAL 15 2102.429688 



Cuadro 7A. Análisis de varianza para % de peso fresco de planta de tres genoti-
pos de G cHiaris L., bajo dos concentraciones de NaCI (Marín N. L., 
1996) 

F V G L SC CM F P> F 
GENOTIPOS 1 448.179688 448.179688 3.5591 0.081 
CONC. NaCI 1 3837.812500 3837.812500 30.4768 0.000 

G x N 1 120.226563 (20.226563 0.9547 0.650 
ERROR 12 1511.109375 125.925781 
TOTAL 15 5917.328125 

C V. =17.34% 

Cuadro 8A. Análisis de varianza para % de peso seco de planta de tres genotipos 
de C. ciliaris L. bajo dos concentraciones de NaCI (Marín, N. L., 
1996) 

F V G L SC CM F P> F 
GENOTIPOS 1 471.320313 471.320313 4.5870 0.051 
CONC. NaCI 1 4279.765625 4279.765625 41.6520 0.000 

G x N 1 117.945313 117.945313 1.1479 0.306 
ERROR 12 1233.007813 102.750648 
TOTAL 15 6102.039063 

C. V.® 14 83 % 

Cuadro 9A. Análisis de varianza para % de cariópside que formó callo en tres 
genotipos de C ciiiaris L., en dos medios de cuttivo y dos concentra-
ciones de ácido 2,4-D. 

F. V. G. L. S.C. C M . F P > F 
GENOTÍPOS 2 18716.664063 9358.332031 30.6273 0.000 

MEDIOS 1 100.000000 100.000000 0.3273 0.579 
2.4-D 1 100.000000 100.000000 0.3273 0.579 
G x M 2 3750.007813 1875.003906 6.1364 0.007 
G x D 2 349.992188 174.996094 0.5727 0.576 
M. \D 1 177.773438 177.773438 0.5818 0.541 

G x M x D 2 72.226563 36.113281 0.1182 0.889 
ERROR 24 7333.335938 305.555664 
TOTAL 35 30600.000000 

C. V.= 32.775284% 



Cuadro 1OA. Análisis de varianza para peso fresco de callo (g) inducido 
en tres genotipos de C. ciliaris L. y dos concentraciones 

de ácido 2,4-D. 

F V GL SC C M F P > F 
GENOTIPOS 2 0.146806 0.073403 2.0725 0.146 

MEDIOS 1 0.233612 0.233612 6.5961 0.016 
2,4-D 1 0.100278 0.100278 2.8314 0.102 
G x M 2 0.067638 0.033819 0.9549 0.599 
G x D 2 0.210973 0.105486 2.9784 0.068 
M x D 1 0.321110 0.321110 9.0666 0.006 

G x M x D 2 0.450139 0.225069 6.3549 0.006 
ERROR 24 0.850000 0.35417 
TOTAL 35 2.380556 

C. V. =65.1438 % 

Cuadro 11 A. Análisis de varianza para peso fresco de células (mg 30 mi"') 
de C. ciliaris L. en seis períodos de muestreo y cuatro trata-
mientos de NaCI. 

F V GL S C C M F P > F 
DIAS 5 549.517212 109.903442 13.6808 0.000 

NíV. NaCI 3 65.088257 21.696085 2.7007 0.051 
D x S 15 112.467163 7.497811 0.9333 0.532 

ERROR 72 578.405640 8.033412 
TOTAL 95 1305.478271 

C. V. = 101.72% 

Cuadro 12A. Análisis de varianza para viabilidad de células (g 30 mi"1) de C. 
ciliaris L., en seis períodos de muestreo y cuatro tratamientos 
de NaCI. 

F V GL S C C M F P > F 
DIAS 5 9087.750000 1817.550049 19.4894 0.000 

NIV. NaCI 3 300.093750 100.031250 1.0726 0.367 
D x S 15 3155.375000 210.358337 2.2557 0.012 

ERROR 72 6714.593750 93.258247 
TOTAL 95 19257.812500 

C.V.= 17.15% 



Cuadro 13A. Análisis de varianza para peso seco de células (g 30 mi"1) 
de C. ciliaris L., en seis períodos de muestreo y cuatro 
tratamientos de NaCI, para selección. 

F V G L S C C M F P > F 
DIAS 5 8.253540 1.650708 14.0386 0.000 

NIV. NaCI 3 0.465820 0.155273 1.3205 0.278 
D x S 15 1.691652 0.112777 0.9591 0.510 

ERROR 48 5.644014 0.117584 
TOTAL 71 16.055027 

C. V. =103.92% 

Cuadrol4A. Análisis de varianza para peso fresco de células (g 30 mi"1) 
de C. ciliaris L. en cuatro períodos de muestreo y cinco 
pretratamientos de NaCI, para selección 

F V G L SC C M F P > F 
DIAS 3 40.936432 13.645477 36.2766 0.000 

NIV. NaCI 4 21.249435 5.312359 14.1230 0.000 
D x S 12 21.120499 1.760042 4.6791 0.000 

ERROR 60 22.569031 0.376151 
TOTAL 79 105.875397 

C.V. = 50.31 % 

Cuadro 15 A. Análisis de varianza para peso seco de células (g 30 mi'1) 
de C. ciliaris L. en cuatro períodos de muestreo y cinco 
pretratamientos de NaCI, para selección. 

FV G L SC C M F P > F 
DIAS 3 0.229228 0.076409 21.4149 0.000 

NIV. NaCI 4 0.349129 0.087282 24.4622 0.000 
D x S 12 0.261211 0.021768 6.1007 0.000 

ERROR 60 0.214082 0.003568 
TOTAL 79 1.053650 

C. V. =36.02 % 



Cuadro 16A. Análisis de varianza para % de viabilidad de células de C 
. ciliaris L. en cuatro períodos de muestreo y cinco pretrata-

mientos de NaCI, para selección. 

F V GL S C C M F P > F 
DIAS 3 530.062500 176.687500 1.2937 0.304 

NIV. NaCI 4 714.093750 178.523438 1.3072 0.301 
D X S 12 1133.101563 94.425133 0.6914 0.742 

ERROR 20 2731.453125 136.572662 
TOTAL 39 5108.710938 

C. V. = 23.20% 

Cuadro 17A. Análisis de varianza para peso fresco de agregados celulares 
(g) de tres líneas celulares de C. ciliaris L. en cuatro tratamien-
tos de NaCI. 

FV G L S C C M F P > F 
LINEAS CEL. 2 53.982788 26.991394 33.032 0.00 

NIV. NaCI 3 27.4I0Í4Í 9.136714 11.2056 0.00 
L X S 6 21.279831 3.546638 4.3497 0.002 

ERROR 48 39.137833 0.815372 
TOTAL 59 141.810593 

C. V. =57.74 

Cuadro 18A. Análisis de varianza para porcentajes de peso fresco (g) 
transformados a valores angulares de agregados celulares 

de tres líneas celulares de C. ciliaris L. en cutro tratamien-
tos de NaCI. 

F. V. G. L. S. C. C.M F P> F 
LINEAS CEL. 2 14011.50781 7005.75391 20.4811 0.000 

NIV. NaCI 3 7313.89062 2437.96362 7.1273 0.001 
L X S 6 4732.35156 788.72528 2.3058 0.049 

ERROR 48 16418.85937 342.05957 
TOTAL 59 42476.60937 

C. V.= 48.04% 
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