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Propdsito y Métoda del estudio: El zacate buffel (Cemchrus ciliaris L.), es un pasto
apomictico perenne que tiene buenas caracteristicas forrajeras y tolerancia a la sequia. Sin
embargo, diversos cultivares estudiados tanto en México como en otros paises no han
presentado tolerancia a la salinidad, por lo que el gbjetivo del presente estudio fue identificar
lineas celulares de ésta especie con tolerancia & NaCl, mediante el aprovechamiento de la
variacion somaclonal que se origina a través del cultivo in vima de callo y suspensiones
celulares. Para caracterizar y seleccionar las lineas celularcs, a partir de callo de la accesidn, PI-
240170, seleccionada por mayor tolerancia a NaCl en etapa de germinacion, se establecieron
suspensiones celulares en el medio de cultivo MS adicionado con 1.0 mg I'' de 2,4-D, 0.3 me I
de AIA, 100 mg I de mioinositol, solucion de vitaminas con 2.0 mg I de glicina, 0.5 mg ' de
acido nicotinico, 0.5 mg I'' de piridoxina y 0.1 mg I'' de tiamina, ademas de 30 g | de sacarosa
v5g I" de agar-gel. Las suspensiones celulares fueron tratadas con 0, 60 120 y 180 mM de
NaCl y caracterizadas por peso fresco, pesc seco y viabilidad durante un periodo de 36 dias,
con muestreos cada 6 dias y posteriormente subcultivadas en medio de cultivo con 180 mM de
NaCl para su seleccion a los 49 dias del subcultivo. Las suspensiones seleccionadas en 130 mM
de NaCl por mejor crecimiento provinieron de los pretratamientos 60 y 120 mM de NaCl y se
denominaron, respectivamente lineas L, y L; . las cuales conjuntamente con una linea testigo
Lo, no seleccionada fueron evaluadas por estabilidad de la tolerancia a sal en crecimiento de
agregados celulares.

Contribuciones y conclusiones: Se observd que las suspensiones celulares de la accesion PI-
240170 mostraron mejor adaptacion a la concentracion de 60 mM de NaCl que sin ésta y que
durante el proceso de seleccidn, las suspensiones pretratadas con 60 y 120 mM de NaCl
presentaron mejor crecimiento en peso fresco y peso seco que el testigo y la de 180 mM de
NaCl, por lo que se considerd que durante el proceso de cultivo in vitro se generaron cambios
epigenéticos en respuesta al clorura de sodio aplicado.
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SUMMARY
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Purpose and Method of the study: The buffelgrass (Cenchrus cifiaris L.), is an apomictic
perennial grass that has good charactenstics as forage and tolerance to drought. However,
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1. INTRODUCCION

La salinidad de los suelos y la desertificacion son dos factores ambientales
estrechamente ligados que afectan una parte importante de la tierra aprovechable en €l mundo.
Alrededor de una décima parte de la superficie continental, que abarca un promedio total de
954,834,000 hectareas sc encuentra afectada en algin grado por sales, correspondiendo a
México y Centroamérica una extension apraximada de 1,965,000 ha (Szabolcz, 1991).
Tocennicssen (1984) considerd que las tierras dridas y semiaridas caonforman aproximadamente
el 40 % de la superticie total de la tierra v que la mayoria de Ias aguas subterrdneas 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 esta afectada en algan grado por exceso de sal. En México, por lo
menos (a mitad de la superficie terrestre, corresponde a tierras' iridas o semaridas (Velazco,
1991), gran parte de las cuales estdn afectadas por sales, a causa de una lixiviacién limitada y
localizada ocasionada por la escasez de lluvias. Las altas tasas de evaporacion y transpiracion
caracteristicas de los ¢limas anidos contribuyen a que se de una mayor coucentracion de sales
sobre a superficie de los suelos.

Las tierras agricolas o aquellas con potencial para incerporarse al cultivo en un futuro y
que se encuentran afectadas por la salinidad, enfrentan el problema de baja productividad para
la mayoria de los cultivos de importancia econémica que ahi pueden establecerse. De aqui la
Justificacion de realizar estudios que puedan generar alternativas de solucion y que permitan

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



Algunas de las opciones viables parn enfremtar el problema de la salinizacion de los
suelos son la desalinizacion del agua para reducir ¢l nivel de sales potencialmente toxicas para
las plantas, y el lavado de los suclos para remaver las sales en exceso (Croughan gt al., 1981).
Sin embargo, dadas las limitaciones que se presentan, principalmente en regiones
semidesérticas, para poner en practica dichas opciones, recientemente se ha fomentado <l
interés por la seleccion y manipulacion genética de las plantas, como estrategia para obtener una
mejor adaptacidn de éstas a los ambienies salinos (Epstein, 1976).

El mejoramiento de la tolerancia a la salinidad, caracter considerado como poligenico
en algunas plantas de interés agricola, s¢ ha llevado a cabg wtilizando metodologias
tradicionales de seleccion e hibridacion, para aprovechar la variacion genética que se presenta
€n un espectro continuo, en el que los extremos son represenados por las glicofitas mas
sensibles por un lado y las holdfitas mas tolerantes por €! otra. Otra opcion que se ha seguido es
el uso germoplasma exdtico de algunas plantas silvestres con resistencia a la salimidad,
emparentadas con especies de plantas cultivadas sensibles, con la finalidad de incorporar a éstas
el caracter a traves de dichas metodologias (lal, 1984, Blum, 1988).

Sin embargo, para algunas especies vegetales el m.ejoramiento tradicional puede
encontrarse limitado por distintos factores, principalmente por el tipo de reproducciénm, que
puede ser asexual en alguna de sus modalidades como por gjemplo la apomixis, en la que
aunque existe la formacion de semilla, no es necesaria la unidn de gametos, por lo que no puede
haber la combinacion alélica al azar, que es fuente de la variacion genética. En este caso, los
individuos generados a partir de semilla desarrallada de embriones formados sin fertilizacion,
reproducen fielmente las caracteristicas de las plantas progenitoras (Hatch y Hussey, 1991;

Bashaw. 1962).



Recientemente la técnica del cultivo de tejidos se ha convertido en una altemativa util
para generar variabilidad genética dirigida a encontrar fuentes de resistencia a distintos factores
de estrés en grandes poblaciones de células en suspension o aglomeradas en callos, los cuales se
obtienen al llevar los tejidos de explantes a un estado de desdiferenciacion, como consecuencia
de desequilibrios en la regulacidn del crecimiento, al alterar artificiaimente su balance
endogeno de reguladores del crecimiento, principalmente en lo que respecta a auxinas y
citocininas. En este estado se propicia el fenomeno denominado “variacion somaclonal”, que
consiste en la variacion fenotipica, de origen genético ¢ epigenético, mostrada entre plantas
derivadas de cualquier forma de cultivo de células somaticas o “somaclones” (Larkin y
Scowcroft, [981)

Este fenomeno ha sido aprovechado para la seleccién de lineas cclulares y
mejoramienta de algunas especies cultivadas con caracteristicas de resistencia tanto a factores
de estrés bidtico como abidtica, entre estas se pueden considerar: cafia de azicar, papa, tabaco,
arroz, maiz, ccbada y sorgo (Larkin y Scowcroft, 1981). Selecciones especificas para tolerancia
a salinidad se han realizado para distintas ¢species cultivadas, como: alfalfa y arroz (Croughan
etal, 1981); trigo (Karadimova y Dja(_nbova. 1993); y tabaco (Véatad gt al., 1985)

La técnica de seleccion in vitro para resistencia a sales en términos generales consiste
en someter las células a cancentraciones de sal qllle son letales o inhibitorias del crecimienta
para seleccionar las que hayan sobrevivido y mostrado mejor crecimiento (Rains, 1982)

El zacate buffel (Cenchrus ciliaris L.) es una especie que se introdujo en 1954 a México
y ha mostrado un amplio rango de adaptacidn a diferentes ambientes ecoldgicos, incluyendo las
zunas semidesérticas, en las que ¢€sta especie puede representar una altemativa de produccion

agricola forrajera viable por su tolerancia a la sequia. Sin embargo, dicha especie ¢s considerada



sensible a las condiciones de salinidad del suelo, limitando su cultivo y dispersion en 4dreas con
suelos salinos, para favorecer el desarrollo de la ganaderia en éstas areas.

La opcion que se planted en este estudio, fue proponer una aitemnativa de sofucion a fa
problemitica antes mencionada y consistié en aplicar técnicas de mejoramiento genético de
plantas a esta especie a traveés del cultivo de tejidos de callo y células, considerando que es de
reproduccion apomictica, can el propdsito de caracterizar y seleccionar variantes somaclonales
con mayor grado de tolerancia a un medio salino.

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

hipotesss y objetivos:
HIPOTESIS:

l. La variabilidad genetica ocasiona diferentes grados de respuesta a factores de estreés
ambiental en la especie Cenchrus ciliaris L., por l0 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 variacion somaclonal en respuesta a algin
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 ¢spera una respuesta variable.

3. La tolerancia de suspensiones celulares estd en funcion del mivel de sal aplicado, por lo que es
posible que ésta se mantenga después de la seleccion iz vire en agregados celulares de

Cenchrus ciliaris L.



OBJETIVOS:

l. Observar la variacion en la germinacidn de caridpsides y comportamiento de plantas de
distintos genotipos de Cenchrus ciliagris L., bajo condiciones de estrés salino provocadas

con NaCl.

2. Evaluar la existencia de variacién somaclonal por tolerancia a NaCl, través de la respuesta en
crecimiento y viabilidad de suspensiones celulares de Cenchrus ciliaris L. bajo condiciones

de salinidad (NaCl)

3. Seleccionar suspensiones celulares de Cenchrus cifiuris L., por tolerancia a salimdad (NaCl)

in vitro y evaluar su estabilidad para conservar dicho caracter



2. REVISION DE LITERATURA

2. 1. El zacate buffel

2.1.1. Descripcién e importancia del cultivo

El zacate buffel (Cerchrus ciliaris L.) es una planta perenne de aproximadamente 1.0 a
1.5 m de altura, de tallos geniculados que emergen de una corcna nudosa; pertenece a la familia
Gramineae, subfamilia Panicoideae ) tribu Paniceae. En cuanto al género, ¢ste se ubica en el
correspondiente a Cenchrus, aunque se le ha considerado también dentro de Pennisetum
(Hitchock, 1971, 1951; Bashaw, 1962). Su tipo de reproduccién es por apomixis, en la
modalidad de apospona y pseudogamia vy su numero de cromogomas es de Zn = 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 pais en una
superficie aproximada de 1,412,000 has (I1barra ¢t al., 1991), distribuidas en vanos estados de la
repiblica, entre éstos Tamaulipas. con 300.000. Nuevo Ledn con 300,000; Sonara, con 350,000;
Sinaloa, con 32,000 Michaacdn, con 70.00Q y Yucatdn con 60.000 que en conjunto ocupan
aproximadamente ¢l 90 porciento de la superficie total establecida (Ibarra, et al., 1991; Saldivar,
1991). Reconocida como muy tolerante a la sequia (Ayerza, 1981 Rogers gt al., 1993; Bashaw,

1962). se le considera como una buena alternativa de produccion para el tropico seco de algunas



partes del mundo como Venezuela, donde se le ha probado y se considera con potencial
suficicnte para sustituir otras especies de pastizal establecidas en una regidon de bosque muy
seco que abarca unas 600,000 ha (Clavero, 1991). Cox (1991) estimd que una amplia
colonizacion por parte del zacate buffel se ha dado por lo menos en seis paises, con una
cobertura de alrededor de 25 a 30 millones de hectareas de ticrras de agostadero y cultivo.

En los estados de Texas y Norte de Méxica, donde se cultiva en areas de temporal, los
principales propositus de produccion som la cria ¥ engorda de ganado bovino en pastoreo, asi
como la cria de especies de fauna silvestre con potencial cinegético y el pastorco de ganado
hovino lechero, ademads de la produccion de heno para los periados criticos de escasez de forraje
y la produccién de semilla, principalmente bajo condiciones de ricgo (Hanselka y Johnson,
1991; Saldivar 1991). Esta especie posee un alto potencial productivo ya que puede producir
entre 2 y 10 veces mas que los agostaderos nativos y su forraje ¢s-de buena calidad nutritiva,
bien aceptado par el ganado, ¥ con resistencia al pastoreg (Hussey , citado por [barra st al.,
1991). En un estudio realizado para analizar su composicion quimica, se observo que en estado
joven e inmaduro contuvo mas prateina {(hasta 13.35 %) quc en estado maduro, en el cual

presentd niveles mas altos de fibra (Lopez, et al, 1990)

2.1.2. Comportamiento de la especie en condiciones salinas

El zacate bullel ha sido considerado sensible a la salinidad (Williamson y Puokerton,
1985; Ryan, et al. 1975b: Graham y Humphreys, 1970; Saldivar, 1991: Ibarva, gt al., 1991),
siendo la etapa de germinacion una de las mas afectadas. En un estudio realizado por Gutiérrez
et al. (1990) los genotipos probados fueron fuertemente afectados en sus porcentajes de

germinacion en concentracionss superiores a 6000 ppm. Por otra parte, Graham y Humphreys



(1970) observaron una reduccidn del rendimicnto potencial de las varicdades American,
Tarewinnabar, Gayndah, Biloela y Molopo en una proporcién inversa al incremento de sal, con
tratamientos de 28, 44, 66, [0 y 125 meq.l" de NaCl, con lo que concluyerom que el zacate
buffel es poco tolerante a este factor, considerando que los cultivos sensibles son aquellos que
prosperan en niveles salinas de conductividad eléctrica entre 4 y 8 mmhos cm’”, equivalentes a
40-80 meq.)" de NaCl (Richard, citado por Graham y Humpreys, 1970).

En los lugares de Texas y México donde se cultiva ¢l buffel, el contenido de sales
solubles totales fluctda entre 200 y 1400 ppm (Iharra gt al., 1991); al respecto, Saldivar (1991)
sefalo que una de las limitaciones mas importantes de la variedad Comin (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 et al. (1991). quienes consideraron que condiciones de
clevada salinidad, asi como arcilla compacta y drenaje lento inhiben severamente su

establecimiento.
2.1.3. Cultivo im vitro

El cultive i virro de zacate buffel se ha‘llevado a cabo por algunos investigadores,
entre ellos Rogers ¢t al. (1993) quienes establecieron y caracterizaron cultivos de células en
suspension obtenidos a partir de dos tipos de callo inducidos de apices de tallo de la accesién
P1-409704. Dichos cultivos tuvieron un crecimicnto de tipo sigmoidal con diferencias marcadas
en tasa de crecimiento y apariencia (uno friable y otro mucilaginoso) y mostraron potencial
embriogenico cuando se cultivaron en media con carbou activade. Por atra parte, Manzano

(1993) obtuvo regeneracion de plantas del hibrido Higgins a partir de callo embrigénico



subcultivado inicialmente en medio bisico MS adicionado con 0.02 mgl'I de 2,4-D, 1.0 mgl” de

cinetina y 0.2 % de caseina hidrolizada y posteriormente aplicando distintas concentraciones de

2,4-Dy2,4,5-T.
2.2, La salinidad y sus efectos en las plantas, tejidos y células vegetales
2.2.1. Efectas adversos

Las sales contenidas en un medio de cultive de plantas, tejidos o células se convierten
en un factor limitante del crecimiento y el rendimiento cuanda su concentracion cn dicho medio
alcanza un mivel que provoca desequilibrios en las relaciones hidricas entre el medio y la planta
o sus tejidos y células, asi 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 (Binzel, 1994, Muller y Samtarius, 1978). Los principales efectos adversos son
provocados por 13 absorcidn de iones en exceso y el deficit hidr.ico (Greenway y Munns, 1980,
Croughan et al., 1981; Shannon, 1985; Blum, 1988). En cuanto a la absorcion de¢ iones en
exceso, éstos pueden afectar el metabolisma, al provocar una disminucion en la fijacion de CO;
debido a una alta resistencia en €l mesofilo o bien c;casionar desequilibrios en la nutricion de las
plantas (Greenway y Munns, 1980). En este aspecto, también los efectos idnicos pueden
atribuirse a alteraciones en la estructura de la pared celular (Miller y Santarius, 1978; Vazquez-
Duhalt ¢t al.. 1991: Binzel, 1994) o efectos en la actividad de enzimas responsables del
metabolismo celular (Lemner, 1985: Blum. 1988, Flowers gt al., 1977). En este altimo caso s¢
observé inhibicidn en 60 a 70 % de las enzimas glucasa-6-fosfato y malato deshidrogenasas de

la especie halofita Suveda maritima en presencia de 333 mM de NaCl y efectos similares se
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presentaron in vitro en la actividad de las enzimas correspondientes de FPisum sativum
considerada glicdfita (Flowers gt al., 1977).

Respecto al déficit hidrico, este consiste en una condicién en la que se presenta una
sequia fisiologica mtrzcelular, ocasionada por un gradiente de potenciales entre los medios de
cultivo v radicular ¢ inter e intracelular (Bernstein, 1961; Bernstein, 1971; Black, 1975). Para
diferenciar los efectos idnicos e hidricos, s¢ puede considerar el ¢jemplo en ¢l que Greenway y
Munns (1930) compararcn el crecimiento de frijol y maiz bajo fuerte presion osmotica externa,
¢l cual fue menos reducido cuando ésta fue provocada con pulietilenglicol (PEG) que cuando
fue inducida con soluciones de sal isosmoticas, ya que en 1.2 bars, el frijol crecio 25 y 41 % en
soluciones de NaCl v PEG, respectivamente, en relacion al testigo, mientras que el maiz en 4.0
bars crecié 63 y 74 %. respectivamente, en los mismos tipos de soluciones, |o ¢ual evidencio los
efectos por exceso de iones.

Por atra parte. en el crecimieato de culivos de células en suspensién de distiatas
especies vegetales como Nicosiana sp. (Watad, e al.. 1985), Chenopodium quinoa (Alvarado,
1990) y Amaranthus hipochondriacus (Trejo, 1992) sometidos a tratamientos relativamente
elevados de sal, sc ha abservado, entre otras respuestas, un alargamiento de la fase de retraso y

del ciclo de crecimiento.

2.2.2. Tipos de sales

En los ambtentes salinos naturales frecuentemente predomina el NaCl, aunque pueden
contener distintos tipos de sales cntre las que se encuentran sulfato de sodio, sulfato de
magnesio. cloruro de magnesio, cloruro de potasio y carbonato de sodio (Flowers ¢t al., 1977).

Respecto a lo anterior. en un ecosistema salino del estado de Nuevo Ledn, se encontrd que las



sales predominantes fueron los cloruros (de sodio, calcio, y magnesio), siendo relativamente
escasos los sulfatos y bicarboaatos (Villarreal, 1976).

En distintos estudios de tolerancia a salinidad a mivel de planta, cultivo de tejidos y
células, se ha utilizado como agente selectivo el NaCl. Algunos de estos incluyen los siguientes
cultivos: quinua (Alvarado ¢t al., 1991); arroz (Reddy vy Vaidyanath, 1986; Binh et al.. 1992);
alfalfa (Croughan gf al.. 1978}, zacate buftel (Gutierrez &1 al., 1991; Graham y Humphreys,
(970 ); otros zacates (Glenn. 1987, Coleus dlumei (Ibrahim f al.. 1992); trigo (Karadimova y
Djambava, 1993); tabaco (Lerner, 1985); cebada (Miiller y Santarius, 1978); sorgo (Yang gt al.,
1990); naranjo (Ben-Hay»im. 1985), entre otros. Mozafar et al. (1970} encontraron que ¢l
crecimiento de Atriplex halimmus fue mejor en medio salino conteniendo partes iguales de NaCl
y KCI que en NaCl a KCI solas, por lo que estas ultimas sales fueron consideradas buenos

medios selectivos para pruebas de tolerancia.

2.3 Respucsta 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 estd
constituido por las halofitas. las cuales son capaces de sobrevivir, completar su ciclo de vida e
incluso expresar su maximao potencial de crecimiento y produccion bajo condiciones de elevada
salinidad: y las glicofitas. cuya sobrevivencia es afectada directamente bajo tales condiciones y
su crecimiento y rendimiento pueden verse reducwdos severamente en condiciones de

relativamente baja salinidad (Maas y Nieman. 1978; Gorham gt gl., 1985).
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Los problemas que gencralmente enfrentan las plantas expuestas a condiciones salinas
son: el mantenimiento favorable intracelular de relaciones hidricas; la tolerancia especifica a
toxicidad de iones y el abastecimiento de iones de nutrientes esenciales, no obstante Ia
predominancia de otros no esenciales (Croughan ¢t al., 1981). Desde cste punto de vista, las
respuestas de las plantas a las condiciones de agobio pueden ser multiples, pero en térmmos
generales se enfocan a amortiguar dichos problemas (Binzel, 1994)

Las halofitas se caracterizan principalmente por acumular altas concentraciones de
iones en las células, lo cual favorece su ajuste osmatico en respuesta al medio salino en que se
desarrollan, en cambio las glicofitas responden a salindad principalmente por exclusion de
iones (Flowers et al., 1977; Greenway y Munns, 198Q). Sobre ¢l particular, en un estudio con
distintos géneros de pastos, 14 sobrevivieron a una concentracion de 540 mM de NaCl, mientras
que 7 lo hicieron a 180 mM. Los pruneros fueron considerados halofitos y los segundos
glicofitos tolerantes a sal, aunque todos tendieron a tener altos contenidos de Na y bajos
contenidos de K y agua en los tratamientos salinos, en comparacién al control, de lo cual se
concluyd que en estas planias se presentod un proceso de coordinacion entrs la absorcion Jde Na y
la pérdida d¢ agua, para mantener un gradiente de potencial osw.;)tic«o entre los tejidos del tallo ¥
ia solucidn externa (Glenn, 1987)

Algunas caracteristicas que se pueden pteséntar 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 diferenciacidn
de tejida vascular, temprana lignificacion de raices suculencia foliar, mayor proparcion de

crecimiento radicular en relacion can €l aéreo (Maas y Nieman, 1978).
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2.3.2. Factores planta y ambiente en relacian con la tolerancia a sal

Varigs investigadores han coincidido en que existe variacion en la tolerancia de las
plantas a la salinidad en diferentes etapas de su desarrollo, presentindose en la mayor parte de
los casos mas tolerancia en las ctapas mas avanzadas de éstos (Kadda y Ghowail, 1964;
Francois y Bemstein, 1964; Bernstein gt af, 7964; Kadda et al., 1973). En el casa particular de
la etapa de germinacion, en algunos cultives como tomate, trigo, arroz y cebada, se ha
observado que <sta es menor despucs de la germinacion (Nicman y Shanon, 1976; Torres st al.,
1973) ¥ en C. ciliaris los parcentajes promedio de germinacian de cinco genotipos probados
fueron de 63.5, 65.7, 49.3 y 39.6 % para 0, 3000, 6000 y 9000 ppm. lo cual evidencio una
reduicion relativa no muy alta, 51 se considera el testigo (Gutiérrez e al., [991).

En relacian con los factores del ambiente es importante considerar que los efectas
salinos na son pravocados por una sal especifica, sino por la totalidad de sales solubles en el
medio (Nieman » Shanon, 1976); ademas, la salinidad wteractéa con distintos factores, por
cjemplo. a medida que la temperatura se incrementa en €l medic gencralmente el cfecto de las
sales sabre las plantas es mayor (Francois y Goadin, 1972; Hoﬂ;man g 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 <t al., 1977).
2.3.3. Mecanismos morfofisioldgicos de tolerancia

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

salimdad. Croughan ¢ al. (1981) mencionaron que estos pueden ser de varios tipos, como la
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evasion a las sales, exclusion de las mismas y la verdadera tolerancia fisiologica que puede
darse en el protoplasma por compartimentacion de ioncs y ¢l ajuste osm&tico.

En cuanto a la evasion de absorcién de iones, ésta repercutiria en un déficit hidrico en la
planta, el cual podria ser eludido a través del mantenimiento de la turgencia celular mediantg la
sintesis de solutos organicos, incremento en la extensibilidad y elongacidn de las membranas, y
por un incremento en la permeabilidad de la raiz al agua, y mejoramiento en la eficiencia del
uso interno de ésta (Greenway y Munns, 1930).

En relacion con la exclusion de las sales, se considera mas un mecanismo de tolerancia
de glicofitas resistentes, en las cuales se mantiene un control de absorcion y transporte de sales
al follaje, en donde son excretadas por glindulas y vesiculas, pudiéndose dar también
reexportacion de iones al floema ¢ incremento en el volumen del follaje (Flower g1 al.. 1977,
Gorham et al., 1985: Greenway y Munns, 1980).

Respecto a la compartimentacion, que se considera un mecanismo de tolerancia de
haldfitas; cuando se presenta alta concentracion interna, la turgencia celular puede mantenerse
con una alua concentracion intracelular de iomes, los cuales pueden estar distribuidos en
vacuolas, ademas de solutos organicos como la glicinebetaina, prolina y sacarosa que s¢ pueden
distribuir en el citoplasma y contribuir al balance osmotico interno, desempeiiando también un
pape!l protector sobre las enzimas responsables del ;netabolismo a los posibles dafios por exceso

de iones (Lerner, 1985; Hasegawa et al., 1986).
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2.4. Criterios para la evaluacion de la tolerancia de especies vegetales a |a salinidad

2.4.1. Evaluacion in vive

En [as plantas cultivadas, uno de los critcrios mas generalizados para evaluar la
talerancia a la salinidad. se basa en la reduccion de su rendimiento relativo en suelos salinos en
comparacikin con el correspondiente en suelos no salines, considerando que los suclos salinos
son aquellos cuya conductividad clectrica del extracto de saturacion ¢s superior a 4 mmwhos cm”
{Personal del Laboratorio de Salinidad de los EU.A., 1973). Ouros criterios se basan en la
respuesta a diferentes concentraciones salinas, a través de la regresion del renduniento con
datos tomados i situ (Shannon, 19835).

La mayoria de los métodos utilizados para evaluar la tolerancia a salinidad in vivo
consideran la salinizacion artificial de sustratos, con uno © varios tipes de sales en estructuras
de distinto tipo. que pueden incluir desde cajas germinadoras con arena, hasta parcelas de
tamaiio variable en |as que se propagan las plantas sujetas a tratamientos (Nieman y Shannan,
1976; O’leary, 1984; Shannon, 1984).

McKimmie y Dobrenz (1987) probaron un método para evaluar un gran numero de
semillas y plantulas de alfalfa por su tolerancia a ;;alinidad, el cual comsistid en un dispositivo
rectangular de fibra de vidrio con compartimientos para sembrar las semillas, montado sobre un
depdsito de plastico para la solucion de nutrientes y sa! que fueron bombeados por 10 y 6
minutos al inicio ¥ cada dia respectivamente al dispositivo y constantemente drenados al
deposito, en ¢l que fue posible medir el potencial osmotico de k2 solucion umigadora. Por otra
parte, Guzman y Puente {1993) disefiaron un método para la germinacidn de semillas pequeiias,

mediante el cual es posible hacer pasar uma solucidn por capilaridad a wavés de papel
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absarbente constantemente, por un dispositivo rectangular en el que se colacan las semillas para
germinacon, ¢l cual se adhiere a un depdsito adyacente que contiene la solucidn que es
constantemente drenada y colectada para su analisis. En germinacién de semillas de zacate
buffel, dicho método fue probado com éxito, considerando que favorece la lixiviacién de

inhibidores de la germinacion,
2.4.2. Evaluacion in vire

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 varjaciones del
clima durante el afio. ademés de que pueden ser evaluadas una gran cantidad de células
simultaneamente y no existe problema con morfologia y etapas de desatrollo de las plantas
(Croughan et al., 1981: Tal , 1984; Shaanon, |984; Stavarek y Rains, 1934).

Rains (1982) senaid que |a talerancia a la salinidad de las plantas parece ser un caracter
genéticamente controlado, ya que las plantas varian ampliamant‘e en su respuesta a dicho factor
en clevadas concentraciones de sal y recomienda la técnica del cultivo de ¢¢lulas para propiciar
variabilidad en estas y obtener lineas celularcs‘tolerames 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. podrin ser consideradas para seleccién por tolerancia a dicha facror,
después de confirmar su estabilidad de preferencia al llevarlas a vegeneracion de plantas y

observar que ¢l caracter fue transmitido genéticamente.



17

Respecto 2 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 retencion de algan
cardcter asociado con tolerancia. En estudios con regenerantes pueden ser consideradas algunas
mutaciones que se presenten a través de selecciones de corto plazo, las cuales podrian estar
involucradas con exclusidn de Na o Cli del fullaje, caracter que puede utilizarse como un critecio
efectivo de seleccion para evaluar la ganancia para tolerancia a la sal en distintas especies

vegetales (Tal, 1994:.Tal, 1990)
2.5. Seleccian de lineas celulares por tolerancia a salinidad
2.5.1. Caracterizacion de (ineas celufares

Siguiendao diferentes criterios, se han realizado selecciones de lineas celulares wolerantes
a salimdad para distiatas gspecicy vegetales cultivadas, entre estas; arroz (Reddy y Vaidyanath,
1986, Ponsamuel y Weiler, 1994), naranja (Ben-Hayyim, — 1985); wigo (Karadimova y
Djambova, 1993); Alfalfa y arroz (Croughan ¢t al, 1978; Croughan & al., 1981) y Coleus
blumei (Ibrahim et al., 1992).

En lineas celulares de alfalfa y arroz tolerantes a sal se realizaron observaciones de lo
que se consideraran hdbitos halofiticos, tales como mantenimiento de altos niveles de K en
presencia de altos niveles de Na, altos niveles de NO; en bajos niveles de sal, pobre crecimiento
en ausencia de sal y mejor crecimiento en presencia de esta, ademas de que en lineas celulares
seleccionadas de alfalfa se abservo una mayor eficiencia en el consumo de energia a medida

que se incrementa la sal en ¢l medio de cultivo (Croughan gt al., 1978; Croughan <t al,, 1981).



En este aspecto, Hasegawa g al. (1986) consideraron que bajo condiciones salinas, la presencia
de células de menor tamaiio pucde representar una contribucion significativa para la tolerancia a
salinidad, ya que las células pequeiias podrian tener una menor demanda de encrgia para el
metabolismo catabélico, necesaria para el crecimiento de las células grandes no adaptadas a la
salinidad.

Respecto al contenido de clorofila Varshney 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
incremento com incrementos de salinidad (NaCl} y sodicidad (Na,CO,) en varias etapas de

desarrollo de planta y la relacion de clorofila a'b decrecié con tales incrementos de sal.
2.5.2. Metabolismo celular

Ea células de tabaco seleccionadas baje estrés salino, la acumulacién de solutos
organicos como glicinebetaine y prolina pueden proteger la actividad enzimatica. ya que estan
altamente correlacionados con el ajuste osmético (Binzel, 1994, Lerner, 1985), mientras que la
acumulacion de Na' y CI necesarios' para €ste proceso €s cmm con compartimentacidn
vacuolar en las celulas en condiciones de alta concentracion de Na externa (Hasegawa et al.,
1990). Lo anterior coincide <on resultados obte;'lidos cn suspensioncs celulares de quinua
tratadas con 0, 68, 136 y 204 mM de NaCl, en las que se observé un incrementoc en la
acumulacion de Na, vanaciones en el conkknido de K y disminucion en los potenciales hidaco y
osmoético, a medida que awmenta el nivel de sal, con esto se¢ llegd a la conclusién de que los
cambios en estos parametros, estdn asociados con la capacidad de osmorregulacién de quinua en
medio salino. hasta un nivel tolerable por la especie, sobre todos durante las primeras fases de

crecimiento (Alvarado gt al., 1991)
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2.5.2_Selectividad de membranas y parcdes celulares

Lemer (1985) proba la selectividad de la membranas vacuolares de células de tabaco,
encantrando que tuvieron selectividad para Na y K , ademas de que ¢l contenido intracelular de
prolina de células adaptadas a sal se incrementd exponencialmente con incrementos de NaCl,
pero fue reversible cuando se disminuyd la concentracion de ésta sal

Respecto al comportamicnto de la membrana celular, ¢n cloroplastos de plantulas de
cebada. se sugirié que la disminucion de galactolipidos en biomembranas fue un factor que
causo resistencia de las plantulas a salinidad extrema, equivalente a 400 mM de NaCl {(Miiller y
Santarius, 1978). En tabaco se encontrd que las paredes celulares adaptadas a 428 mM de NaCl
contenian aprox:madamente |a mitad de polisacaridos por gramo de peso seco, comparadas con
células no adaptadas: la proporcion de celulosa fue mas baja. mientras que los contenidos de
hemicelulosa v proteinas fueron mayores (lraki et al., citados por Binzel, [994). En células de
garbanzo, se dedujo que un incremento en la relacion hexosa/fosfato en los lipidos de la
membrana, se dio en respuesta a procesos de haloadaptacign. Lo anterior, después de observar
que ¢l rendimiento de biomasa celular, asi como &l contenido .de lipidos totales decrecié con
incrementas en la salinidad, y que membranas artificiales, preparadas con lipidos de células
crecidas bajo estrés salino, fueron menos penneal;les a iones de Cl y Na comparadas con las
preparadas con lipidos de células crecidas en medio sin sal. La permeabilidad de membranas
preparadas con glicolipidos fue menar que la de aquellas preparadas con fosfolipidos ¥y lipidos
totales (Vazquez-Duhalt et al., 1991). Resultados similares fueron obtemidos para callos de
limonero tolerantes a sal, los cuales presentaron igual tipo de estructura celular que callos
1estigo. con citoplasmas densos, abundantes mitocondrias, lipidos y vacuolas: sin embargo, en

cuante a la ultraestructura de los callos (olerantes, presentaron algunas diferencias,
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observindose mayor nimero y drea de cucrpos lipidos, mayor numero de amiloplastos, reticulo
endoplasmico mis abundante con membranas formando vesiculas y paredes celulares mas

densas en comparacion al callo testigo no tolerante (Piqueras et al., [994).
2.6. Variacién somaclonal inducida a través del cultivo in virro

La variacidn 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 Scowgrgft (1981) ha sido aplicada con éxito en
distintos cultivos. entre estos: cana de azicar, papa, tabaco, arroz, avena, maiz, cebada, col, ajo,
lechuga y algunas ornamentales. Roylance ¢t al. (1994) observaron que la biomasa total y
rendimiento de semillas de regenerantes de la especie Fesiuca arundinacea, fueron mas
cansistentes para detectar variacion somaclonal cuando utilizaron el cultivo de tejidos para
introducir enddfitos en la especie y evaluar la variacidn ocasionada por éstos y aquella atribuida
a la variacion somaclonal. En arroz se ha reportado variacion somaclonal entre plantas
regeneradas para distintas caracteristicas, entre éstas, la apancion de plantas albinas, plantas

torcidas o poliploidia (Oono, 1983).
2.6.1. Origen de la variacidén somaclonal

Respecto de los mecanismos por los que se presenta la variacion somaclonal, de
acuerdo con Tabares ¢t al. (1991) sc han propuesto dos hipdtesis: la primera establece que la
variacion 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
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del medio de cultivo, Este Gltimo pastulado es apoyada por Larkin y Scowcroft (1981), Quienes
consideran que entre los mecanismos que pueden propiciar vanabilidad genética en las
poblaciones de células cultivadas in vitro, se encuentran los cambios en ploidia y el cariotipo,
as{ como cambios pur rearreglo de cromosomas, enmascaramiento o magnificacion de ciertos
genes y eliminacion de algunos virus que en condiciones normales no se presentan. También,
pueden prescntarse cambios por modificaciones en los modelos de metilacion del DNA
(Kaeppler y Philligs, 1993); ¢ por mutaciones de tipu citoplasmico, genética o bien por efect'os
fisiologicos (Oono, 1983). De acuendo con Arce-Montoya (1994), la principal fuente de
variacion genética en los sistemas de cultivo in vitro es la mutacion, que produce cambios
heredables a nivel del DNA. Lay caracteristicas que no son producidas por alguna modificacion
del DNA y por lo tanto no son heredables, s¢ consideran caracteres epigenéticos. Al respecto,
cuando una caracteristica variante en plantas regencrantes es eliminada en ia generacian R1 o
R2 puede counsiderarse cumo variante epigenética. Si la caracleristica es estable por varsas
generaciones. se habla de una variante genética. Las causas que pueden influir para que se
presente la variacion somaclonal incluyen el acortamiento en el ciclo celular de cultiva in virro,
weasionado por un ncrement en la velocidad de division ce‘lular, que propicia una mayor
probabilidad de ocurrencia de mutaciones; sin embargo también pucde 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
fenotipicas en concentraciones de reguladores de crecimiento €n un rango de 1-10 yM de BA y
2,4-D, combinados pero en una aha concentracidn de esta combinacidn (20 uM), se presentd
una alta [frecuencia de variantes, ademads de observarse un efecto derivado de la edad del callo,

ya que las plantas regeneradas de callo de 8 semanas no presentaron variantes morfoligicas, sin
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embargo una proporcion significativa de variantes de hojas deformes (6-13 %), hojas cloroticas

(2129 %) fueroa obteaidas de callo de 16 y 24 scmanas (Nehra gt &l., 1992).
2.7. Mejoramiento para [a tolerancia a la salimidad
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, ¢l métode de seleccion por pedigree ha sido ampliamente
atilizado en este aspecto, eligiendo los progenitores inicialmente, de manera que uno posea el
caridcter de tolerancia a sal y el otro caracteristicas agrondmicas deseables; los cuales se
combinan en la descendencia y posteriormente se aprovecha la segregacion para realizar la
seleccion (Shannon, 1985). En el mejoramiento de plantas por tolerancia a salinidad, es
importante tener en cuenta el germoplasma exdtico, un ejemplo es la cruza realizada en tomate
entre las especies L. esculentum y L. cheesmanii, ésta ultima de tipo silvestre colectada en Islas
Galdpagos y tolerante a salinidad; en la F; se obtuvicron frutos de tamaiio mediano aceptables

comercialmente y plantas tolerantes a la salinidad (Epstein. 1976).
2.7.2. Aplicacién del cultivo de tefidos y células
Cuando se utiliza la via del cultivo de células en ¢l mejoramicnto de plantas, se tiene la

vemtaja de poder llevar a cabo la seleccion por algin cardcter deseado en grandes poblaciones

de células. ademas de poder aplicar tratamientos de sal uniformemente y con precision en
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espacios reducidos y condiciones ambientales controladas (Spiegel-Roy y Ben-Hayyim, 1985;
Croughan ¢f al., 1981; National Research Council, 1934)

Los métodas de evaluacion de variantes, pueden ser especificos para las caracteristicas
que se esperan aunque se puede utilizar algin método general para detectar cambios a nivel
bioquimico, citogenético o0 molecular.

Un método para diferenciar las variantes abtenidas a traves del cultivo in vitro es el de
marcadores genéticos. aunque este resulta dificil cuando se trata de caracteristicas poligénicas
como pueden ser la productividad o la tolerancia a salimdad (Chandler y Thorpe; y Evans,
citados por Arce-Montaya, 1994)

En 8 napus la vanacion gametoclonal y cultivo inducido ir vitre no fueron suficientes
para propositos de seleccion, ya que no se obtuvieron plantas tolerantes a sal sin tratamientos
mutagénicas (Rahman ¢t al., 1995). En papa se abtuvieron variantes somaclonales a partir de
regeneracion del explante directamente y también se generaron variantes con resistencia a
algunas enfermedades a traveés del cultiva de cloroplastos. Entre los principales patdgenos a los
cuales se obtuvo resistencia estan: Phytophtara infestans, Alternaria solani, Fusarium y alguncs
nemdatodos; se utiliza la técnica de cqlocar el callo de papa en medio con un elevado nivel de
toxinas de cada patogeno y observar el que fuera resistente, para seleccionarlo y posteriormente
regenerar plantas de papa cuya resistencia fue proba.xda (Karp, 1990)

Por otra parte, también es importante considerar que la mayor parte de la variacion
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 comparacion a otras teécnicas como la mutacion espontinea, se ha
estimado que la frecuencia con que esta se presenta es de aproximadamente una por millon de

plantas, la cual es mucha menor que |a aparicion de variantes somaclonales en plantas
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regeneradas, que es de slrededor de un 15 % (Tabares gt al., 1991). Por lo demas, las
metodologia tradicionales de mejoramiento genético s¢ complementan con los métodos
bioteenolégicos que incluyen la seleccién de variantes somaclonales in vitro para mejorar las

plantas de cultivo (Poehlman, 1987).



3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo en los laboratorios de Fisiologia y Biotecnologia
Vegetal, asi como en ¢l invemadero y vivero de la Facultad de Agronomia de 1a Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (FAUANL), ubicada en ¢l municipio de Marin, N. L. en las
coordenadas geograficas corvespondientes a los 25" 537 Latitud Norte y 100" 03’ Longitud
Oeste a 538 MSNM y condiciones de clima semiseco BS,(h’)hw’’(e), con precipitacion
promedio anual de 634.]1 mm y temperatura media anual de 22.1° C (Garcia, 1973).

La investigacion se llevg a cabo en cinco etapas: 1). Seleccion de germoplasma in vivo
por tolerancia a salinidad; 2) Induccidn de callo a partir de cariopside de genotipos
seleccionados; 3). Establecimiento de suspensiones celulares a partir de subcultivos de callo
friable; 4). Caracterizacion y seleccion de suspensiones celulares bajo estrés salino; §).
Evaluacion de la cstabilidad de agregados celulares en distintas concentraciones salinas. Los

procedimientos para cada etapa se presentan a continuacion.
3.1. Seleccidn de germoplasma in vivo por tolerancia a salinidad
El germoplasma de zacate buffel (Cenchrus cifiaris L.) consistid en semilla de 99

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

FAUANL.
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Se procedid a evaluar el porcentaje de germinacion de las 99 accesiones en medio libre
de sal y medio salinizado. Lo anterior se llevg a cabo a través de un ensayo en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la FAUANL, el cual consistié en utilizar el método Uni-Marin-FAUANL
(Guzman y Puente, 1993). Mediante éste método se colocaron cariopsides en condiciones de
germinacion en dispositivos tipo “charola de rodillo”, de plastico de forma rectangular, con 35
cm de largo por 25 cm de ancho y | a 5 cm de profundidad de un extremo a otro sobre su
longitud, en las cuales se coloco papel secante sobre su superficie. Sobre éste, se “sembraron”
en hileras de 20 cariépsides por accesion, 10 accesiones por cada charola drenable en posicion
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
solucion 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" de NaCl,
respectivamente),

Las variables evaluadas fueron el porcentaje de germinacion y la altura de plantula
germinada. Con la primera de éstas se calculd el porcentaje de germinacién relativa de la
siguiente forma:

No. de cariopsides ge'rminados en medio salino

% de germinacion relativa = x 100
No. de cariopsides germinados en medio no salino

Por otra parte, se llevdo a cabo un experimento para evaluar la tolerancia a NaCl
directamente en planta de las accesiones P1-240170 y “Comun” de C. ciliaris L. La metodologia
empleada en éste caso consisti0 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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“Semi1las™

Extremos
de los
papeles

s Pliegos de
¥ papel abserbente

Figura 1. Diagrama del dispositivo utilizado para germinacion de cariopsides de
zacate buffel. Método UN)-MARIN FAUANL (Guzmén y Puente, 1993)
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diametro, el sustrato fue a base de % dc suelo de la Jocalidad y % de materia organica que
fueron manejados en vivero. Uns vez que [as plantas superaron (a etapa de
preacondicionamiento a las condiciones de vivero y presentaron un aspecto normal de
desarrollo, se aphcaron los tratamientos, que consistieron en cuatro riegos comsecutivos con
agua natural como testigo y dos soluciones salinas, unz cor 120 mM y la otra con 240 mM de
NaCl. Se aplicd un exceso de agua para mantener las sales en solucién y se realizo 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 saturacion del
suelo.

El disefio de tratamientos para este experimento se conformd como un factorial con la
combinacion de los dos genotipas v los tres niveles de NaCl, con un tatal de seis tratamientos.
El diseiio experimental utilizado fue un completamente al azar con cuatro repeticiones y la
unidad experimental quedd constituida por una hilera de tres plantas en sus respectivas macetas.

Se midieron la variables correspandientes a nimero 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 vaniables se

[levaron a cabo los analisis de varianza correspondientes de acuerdo con el modelo estadistico:

Yijk=p +Gi + (Sj) + (GS)y +(yk)

Para: Gi = Genotipos: 1.2

Sj = Niveles de sal (NaCl): 1, Z, 3
Donde: g = Media general

Gi = Ffecto del i-ésimo genotipo

S) = Efecto del j-ésimo nivel de sal (NaCl)
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(GS)ij = Efecto de la interaccién entre el i-€simo genotipo y el j-ésimo nivel de sal (NaCl)

£(ijk) = Ervor experimeatal de 1a ijk-ésima observacicn

Las hipdtesis estadisticas probadas fueron:

HUIIGIG =0 Vs. HAI: GZG*O
Hpy: 0’5 =0 Vs. Hay: 6% 20
H(]]I UZGS =0 Vs. HAjl 0'105 20

3.2. Induccion de calla a partir de caridpside de genotipos seleccionados.

Se establecié un bioensayo con las genotipos P1-3165661, PI-240170 y “Comin” o Texas
4464 (Gi, G2 y G3 respectivamente), seleccionados a partir de las pruebas de germinacion baja
estrés salino. Se utilizaron dos medios de cultivo y dos niveles de acido 2, 4-
Diclorofenoxiacético (2, 4- D), con el objeta de selcccionar e‘l medio mas adecuado para [a
induccion y mantenimiento del cultivo de callo.

Los medios de cultivo fueron formulados a partir del medio basico de Murashige-Skoog
(1962), adicionado con | y 3 mg.' de 24-Dy dei medio basica BS de Gamborg, gt al (1968),
adicionado también con 1 y 3 mg.l'l de 2,4-D (Cuadro 1). En todus los casos s¢ adiciong la
solucion de vitaminas para el medio MS, constituida por: glicina (2.0 mgl"), acido nicotinico
(0.5 mgl'"), piridoxina (0.5 mgl"') y tiamina (0.1 mg!™'), 0.3 mg.I" de écido indalacética (ALA),
100 mg.l'l de mioinositol, 30 g.l" de sacargsa y se utilizd como agente gelificante agar-gel (5

2. M.
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La siembra se realizé sometiendo el cariopside a desinfeccion en alcohol etilico 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 cariopsides se
colocaron en cada frasco de vidrio con 25 ml de medio de cultivo. Los frasco con capacidad de
75 ml fueron previamente esterilizados en autoclave a temperatura de 120° C y presion de 15
Ibpulg'2 por 15 minutos (Cardenas, 1994). Los cultivos se incubaron en condiciones controladas

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

Cuadro 1. Sales basicas componentes de los medios de cultivo MS
v BS (Mroginski, L. A. y W. M. Roca, 1991])

Nutrientes MS B5
mgl’ mgl :

NH.NO; 1650 -
KNO: 1900 2500
CaCls.2H.0 440 150
MgS0,.7H,0 370 250
KH.PO, 170 "
(NH,):S04 - 134
NaH.PO,.H.0 . 150
Kl 0.83 0.75
H;BO; 62 3.0
MnSO,.4H,0 223 -
MnSQ;. H20 - 10
ZnS0,.TH-0 8.6 2.0
Na:M0O,.2H-0 0.25 0.25
CuS0,;.5H,0 0.025 0.025
CoCl,.6H,O 0.025 0.025
Na- EDTA 373 373

Fe:SO;'TH;O 278 27.8
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El disefio de tratamientos se confarmé por un factorial de 12 tratamientos y el disefia
experimental utilizado fue un completamente al azar con cuatro repeticiones, en el que la unidad
experimental quedo representada por cinco caridpsides por frasco con 25 m! de medio de

cultivo, bajo el siguiente modelo estadistico:

Yijk = p + Gi + Mj + Dk + (GM)ij +(GD)ik + (MD)jk + (GMD)ijk + - (ijkl)
para: G = Genotipos: 1,2, 3
M = Medios basicos: 1,2

D = Concentraciones de 2 4-D: 1,3 mgl"
Donde:

i = Media general

Gi = Efecto del i-¢simo genotipo

Mj = Efecto del j-é¢simo medio de cultivo

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

(GM)j = Efecto de la interaccion entre el i-€simo genotipo y el j-ésimo medio de cultivo
(GD)ik = Efecto de la interaccion entre el i-ésimo genatipo y el k-ésimo nivel de 2,4-D

(MD)jk = Efecto de la interaccion entre el j-ésimo medio de cultivo y el k-ésimo nivel de 2,4-D
(GMD)ijk = Efecto de la interaccion de segundo orden entre los tres factores

‘(ijkl) = Error experimental de la ijkl-ésima observacion

L.as hipatesis estadisticas probadas fueron:

HOI: G?G=U Vs. HAI.: 0'2010
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Hoz: O'ZM =0 Vs. Has: ozu =0
Hos: ozn =0 Vs. Hasx 020 =0
Hgs: GZGM =0 Vs. Hag: o’m 20
Hys: o°go =0 Vs. Has: o’Gp #0
Hog: 0°mp =0 Vs. Has: o mp 20
Hor: o’cup =0 Vs Har: 6 gup = 0

Las variables evaluadas en este caso fueron el nliimero y porciento de caridpsides que
formaron callv y ¢l peso fresco de callo, en mg yue se obtuvo por diferencia entre el peso del
frasco can callo y sin este, después de seis ssmanas de la siembra. Posterior a esto, se subcultivd

el callo en medio de cultiva fresco para incremento del mismo.
3.3. Establecimiento de suspensiones celulares a partir de subcultivos de calio friable

Con la finalidad de determinar el tiempo de incubacion especifico, se inicio el
establecimiento de culuvos de celulas en suspension a partir dclcallo friable de la accesion Pl-
240170 (G2). Para lo anterior, se transfirieron 0.5 g de dicho callo a matraces de 125 ml con 25
ml de medio de cultivo liquido MS adicionado con 1.0 mg.l" de 2,4-D,03 mg.I' de AIA y los
constituyentes Organicos utilizados en el emsayo antenior. En este caso, se realizaron
observaciones preliminares para determinar el ticmpo necesario para lievar a cabo el primer
subcultivo y los subsigutentes.

Después de llevar a cabo la transferencia aséptica del callo a los matraces, €stos fueron
colocados en un agitador rotatorio a 130 rpm en el cuarto de incubacion bajo condiciones

controladas de temperamwra (25 = 2° C) ¥y fotopriodo (16/8 hrs) por un periodo de dos semanas.
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Posteriormente, 25 ml de cada suspension celular fueron transferidos a matraces de 125 ml
comteniendo 25 ml de medio fresco. Para realizar la transferencia se utilizd tela de gasa esteri!
para filtrar las suspensiones y eliminar agregados grandes no disociados de callo. Los cultivos
se colocaran en las mismas condiciones de agitacion e incubacidn que ¢n ¢l ¢aso anteriar.

Las suspensiones celulares se subcultivaron en tres ocasiones en medio fresco cada dos
semanas para su mantenuniento ¢ incremento. Dos semanas después del dltimo subcultivg, se
determind la densidad cejular (g.30 mi"' de suspension) y el peso fresco de los subcultivos
celulares (g). La anterior se cansiguié al colectar alicuotas de 20 mi (2 muestras por repeticién)
en la campana de flujo laminar de suspension celular en papel filtro Whatman # | colacado
sobre un embudo v este sobre un matraz kitazato con tapon sellador de caucho, conectado a una
bomba de vacio. El filtrado se pesé inmediatamente en una balanza analitica para abrener el

peso fresco de celulas.

3.4. Caracterizacion y seleccion de suspensiones celulares bajo estrés salino

3.4.1. Caracterizacion

Se utilizaron subcultivos de las suspensiones celulares establecidas a partir de callo de
la accesion PI-240170. El medio de cultivo utilizado tanto para el establecimiento como para el
mantenimiento ¢ incremento de las suspensiones celulares fue ¢l de Murashige-Skoog, 1962
adicionado con la solucion de vitaminas probada para la induccién de callo, 100 mg.I'' de
miainosital. 1.0 mg.l" de2.4-D, 0.3 mg 1" de AIA y 3.0 % de sacarosa.

En matraces de 125 ml conteniendo 30 ml de¢e medio fresco, se aplicaron los

ratamientos 0. 60, 120 y 180 mM de NaCl. Una vez establecidos los tratamientos, se llevo a
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cabo 1a transferencia al medio de cultivo bajo condiciones aséplicas de 0.5 g de células de la
suspension madre. La alicuota d¢ suspensidn celular necesaria para adicionar los 0.5 g de
células par mamraz, se obtuvo en funcidn de la densidad cclular de cada matraz de suspensién

madre, en base a la ecuacion utilizada por Alvarado {1990).
V=V, D;/ (D -D;)
Dande:

V| = Volumen requerido del cultivo madre para transferir a medio fresco
Vu = Volumen del medio fresco
D, = Densidad de] culrivo madre

D; = Densidad deseada en el nuevo cultivo

Los matraces con la suspension celular y los cuatro tratamientos fueron colocados en
condiciones de incubacion a temperatura de 25 + 2° C y fotoperiodo de 16/8 hrs, en constante
agitacion 2 130 rpm en ua agitador Termolyne Orbital Shaker modelo M49235,

Para este bioensayo, se utilizd un disefio ex.perimental completanrente al azar con cuatro
repeticiones; se realizaron muestreos cada seis dias durante un perfodo de 36 dias, por lo que el
diseiio de tratamientos quedd constituido por un factorial conformada entre los cuatro niveles de
salimidad y los seis periodos de mucstreo, dando un totat de 24 tratamientos. Las muestras se
someticron a filtracion por vacio sobre papel filtrg Whatman # | y se determind el peso fresco
de celulas en g.)Oml" de suspension. Asi mismo, se obtuvo ¢l peso seco de dichas muestras,

una vez que éstas fueron deshidratadas hasta peso constante en homo de microondas.
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Mediante una prueba de exclusidn de colorante por parte de las células vivas, se
determiné el porcentaje de viabilidad de las suspensiones celulares, por conteo directo de
células al microscopio teiiidas o no con azul de Evan diluido al 0.5 % (Lopez, 1984; Alvarado et
al, 1991)

Con los datos de peso fresco, peso seco y viabilidad s¢ llevaron a cabo los analisis de
varianza carrespondientes utilizando el paquete computacional de disefios experimentales
FAUANL (Olivares, 1994), a trav€s del cual también se realizd la comparacion de medias por el
metodo de Tukey en lus casos en que se detectd significancia estadistica.

La anterior, de acuerdo con el modelo estadistico:
Yijk = p +Di + §j + (DS)y) +£(ijk)

Para: Di = Dias de muestrea: 1,2.3.4,5,6

Sy = Niveles de salinidad (NaCl): [, 2,3, 4

Donde: u = Media general
Di = Efecto de la i-ésima fecha de muestreo
§j = Efecto del j-¢simo nivel de sal (NaCl) .
(DS)ij =Efecto de |a interaccion entre la j-ésima fecha de muestreo y el i-ésimo nivel de sal
£(ijk) = Error expenimental de la ijk-ésima observacion

Las hipotesis estadisticas probadas fueron:

Ho‘.' 0'2(_]:0 Vs. HMJ 02010

Hgp: 60° = 0 Vs. Heyp o5 20
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Hys: 0'ps =0 Vs. Hay: 0’ps =0

Para estimar la eficiencia del crecimiento, asi como |a tolerancia de las suspensiones
celulares a la salinidad en distintos periodas durante su ciclo, con los datos de peso fresco y

peso seco predichos se abtuvieron los siguientes panimetros:

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

Peso seca.

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

de tiempo v se obtuvo con la ccuacion:

mC2-InCl
TRC = (Causton y Venus, 1981)
t2-tl
Donde:
In.- es ¢l logaritmo natural
C1.- es el peso fresco predicho para el muestreo inmediato anterior

C2.- es el pesa fresco predicho para el muestreo inmediato posteriar

tl y t2.- son los dias anterior y posterior de muestreo respectivamente

Tiempo de duplicacidn (T.D.).- Se refiete al tiempo promedio necesario para que se lleve a cabo

una duplicacion celular y se obtuvo con la ecuacion:

ln 2
TD.= (Richards, 1969)
TRC
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Nimero de duplicaciones (N.D.).- Es la cantidad de duplicaciones que se llevaron a cabo
durante ¢l tiempo de cultivo en suspension y se¢ obtuvo con |a ecuacion:
InC2-InCI

N.D. =
In2

Indice de tolerancia (JT).- Es un parametro indicadur de la tolerancia relativa de las

suspensiones celulares a la salinidad (NaCl) y se obtuvo con la ecuacion:

Pi
IT= x (100 vi) (Lopez, 1984)
Poi

Donde:

Pi = Es la diferencia entre el peso final y ¢! peso inicial (mg 30mI™") de células crecicnda en
media salino (NaCl)
Poi = Es la diferencia entre el peso final y el peso inicial (mg.30 ml_') de células creciendo en
medio libre de sal -

yi = Es la concentracion de NaCl (g.l"), en laque: il =3.5 g‘l'l; i2=70 g.l"; i1=1035 g.l'l.

Para la prediccion del crecimiento en lo que se refierc a peso fresco y peso seco, se
procedid a seleccionar los modelos de mejor ajuste por regresian (paquete computacional Jandel
Scientific-Curve) con los datos observados, de tal forma que por su coeficiente de

determinacion y mavor acercamiento a los datos reales, ¢l modelo mas adecuada fue:
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Para peso fresco:

Z=(a+bx’+cx’ +dy+ ey’ )l +fx+gx2+hll*‘i)'+j¥1)

y para e| peso seco:

Z=(a+bx+cx’ +dy + ey’ + i’ Y1 +gx + hx’ 4 iy + jy’ + ky’).

Donde: a, b, c, d, &, f. g, h. i, j, k, son lus parametros estadisticos del modelo.

Por otra parte, fue también determinado el potencial hidrico de ias suspensiones
celulares sometidas a distintos tratamientos de NaCl durante las fechas de muestreo
consideradas. Este se¢ llevd a cabo con muestras de células después de haber sido filtradas en
ura repeticion, con un psicrdmetro de termopar de 10 camaras (SC-10A Termocouple
Psichrometer. Decagan Devices, Inc. USA), calibrado con soluciones estandard de NaCl de
potencial conocido en el cuarto de incubacion, estabilizandolo a una temperatura de 25 + (°c
para obtener lecturas de microvoltaje con microvoliimetro (NT-3 Nanovoltmeter Thermameter.

Decagon Devices Inc. USA)
3.4.2. Seleccion
Para realizar la seleccion de suspensiones celulares para tolerancia a NaCl, se procedid

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

de cultivo fresco igual al utilizado para la caracterizacion. pero adicionado con la concentracion
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de 180 mM de NaCl. En este caso, también se incluyé una suspension testigo que consistio en el
subcultivo de la suspensién 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 1307180, Los subcultivos se mantuvieron en observacién por sicte semanas
con muestreos inictalesa 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 funcion 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 solida para la formacién de agregados celulares.

El disefio de tratamientos para este ensayo, consistid en un factorial canformado por las
combinaciones de los cinco niveles de pretratamientos de sal y las cuatro fechas de muestreo,
para sumar uan total de 20 tratamientos El disefio experimental utilizado fue un completamente
al azar con cuatro repeticiones, quedando representada la unidad experimental por un matraz de
125 ml con 30 ml de suspensién celular

Las variables que se midieron fueren el peso fresco y peso seco en mg 30ml" y el % de
viabilidad celular, siguicndo el procedimieata ya descrito para el ensayo de caracterizacion de
celulas. Con los datos de estas variables, se realiza;'on los andlisis de varianza correspondientes,
de acuerdo con el modelo estadistico:

Yijk = p +Di + Sj + (DS)ij +£(jk)

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

Sj = pretratamicntas de salinidad y testigo (NaCl): 1,2, 3,4,5



Donde: p = Media general
Di = Efecto de la i-ésima fecha de muestreo
Sj = Efecto del j-ésimo pretratamiento sal (NaCl)
(SD)ij = Efecto de la interaccion entre la i-€sima fecha de muestreo y e} j-ésimo
pretratamiento de sal y

£(ijk) = Ermror experimental de la ijk-€sima observacion

Las hipotesis cstadisticas probadas fueron:

l'lg‘ZU'zD=0 Vs. HA|Z(72[,¢0
Hgz: 015 =0 Vs. Hay: o’s =0
HQJ: 0205 =0 Vs. thz UZDS 0

Simultaneamente con la rcalizaciéon de la cosecha de suspensiones celulares
seleccionadas, se llevo a cabo ¢l plaqueo de las mismas bajo condiciones asepticas en cajas petri
de plastico (10 x 15 mm) estcriliudqs. aplicando una alicuota de 2 ml de suspension por caja
petri conteniendo 25 ml del mismo medio de cultivo fresco, gelificado con 5 gl” de agar-gel y
cubierto con papel filoro Whatman ¥ 4.

Una vez selladas las cajas fueron colocadas en el cuarto de incubacion a una
temperatura de 25 + 2° C en obscuridad. Ocho semanas después se realizd la transferencia de
los agregados celulares formados a medio de cultivo fresco y posteriormente se realizaron

subcultivos mediaate los cuales se establecieron ensayos de regencracion de planta.
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3.5. Evaluacion de la estabilidad de agregados celulares en distintas concentraciones salinas.

Este bioensayo se llevd a cabo a partir de agregados celulares originados de
suspensiones seleccionadas por mayor crecimiento en peso fresco y peso seco bajo una
concentracion de 180 mM de NaCl; éstas provenian de suspensiones cultivadas e¢m
concentraciones de 60 y 120 mM de NaCl. Se considers ademas un testigo proveniente de
suspensiones celulares cultivadas libres de sal. Dichas suspeasiones celulares seleccionadas se
consideraron lineas celulares L; y L, respectivamente, al testigo se le denominé Ly Los niveles
de salinidad wutilizados fucroa ©, 80, 160 y 240 mM de NaCl, de tal forma que se formaron 12
tratamientos con la combin'acién de las tres lineas celulares y cuatro niveles de salinidad, en un
disefio completamente al azar con cinco repeticiones. La unidad experimental fue representada
por 0.5 g de subcultivo de agregado celular por caja petri.

Se utilizo el mismo medio de cultivo descrito va anterionnente para la caracterizacion
de suspensiones celulares. La siembra se realizo en cajas petri de 100 x 15 mm en la campana
de flujo laminar. donde se virtieron 25 ml de medio de cultivo por caja petri. Una vez que el
medio solidificd fue cubierto con papel filtro Whatman # 4, sabre el cual se colocaron 0.5 g de
agregados celulares provenientes del plaqueo en el que no se aplicd sal, los cuales fueron
pesados directamente en la caja petri con el medio ;n balanza analitica electrénica.

Una vez selladas y etiquetadas las cajas petni, los subcultivos fueron colocados en el
cuarto de incubacion a 25 £ 2° C de temperatura y en obscuridad por seis semanas. Al cabo de
dicho periodo se determind el peso frescao final en balanza analitica alcanzado por los agregados
celulares. Can los datas obtenidos se llevg a cabo el anilisis de varianza para un factorial en

disefio completamente al azar con canco repeticiones. bajo el siguicnte modelo estadistico:
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Yijk = p + Li+ Sj + + (LS)ij +£(ijk)

Para: Li = Lineas celulares: 1,23

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

Donde: p = Media general
Li = Efecto de la i-ésima linea celular
Sy = Efecto del j-ésimo nivel de sal (INaCl)
(LS)ij = Efecto de la interaccion entre la i-ésima linca celular y el j-ésima nivel de sal
(NaCl)

£(1yk) = Error experimental de la i)k-ésima observacion

Las hipdtesis estadisticas probadas fueron:

Hy o7 =0 Vs. Hy:a% 20
Hyy: o’ = 0 Vs. . Hap: 0520
Hoy: 0'1s =0 Vs. Hag:i o’s # €

Los anatisis de varianza y comparacidén de medias de tratmientos por €l mérodo de
Tukey para ¢ada vanable de los ensayos realizadys, se llevaron a cabo mediante el paquete

computacional de disefios experimentales FAUANL (Ohvares, 1994).



RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Validacion de la primera hipotesis
4.1.1. Respuesta a la salinidad en etapa de germinacion

En ¢l Cuadro 2 se presentan los resultados de la prucba de germinacion, las cualcs
mostraron que mientras en el tratamiento salino el 212 % de los genotipos no presentd
germinacion, en el tratamiento libre de sal el 100 % de las accesiones presento germinacion. Asi
mISMa. s presentd variacian entre las ac¢esiones en ambos tratamicntos, puesto que en el
tratamiento con sal {a germinacion fluctud enire 0 y 45 % y en aquel sin sal esta estuvo entre 10
¥ 90 %. Se vbtuvo e porcentaje de germinacion relativa para ca_da avcesion probada. En las 20
accesiones de mayor germinacion relativa preseleccionadas la germinacién fluctué entre 20 y
75 % en el ratamiento libre de sal, mientras que en el tratamiento salino esta estuvo entre el 10
y 45 %. Datos preseatados por Gutierrez ¢t al. (19;1) respecto al porcentaje de germinacion de
cinco genotipos de C. ciliaris L., sometidos a distintas concentraciones de sal, confirmaron la
variabilidad existente en este aspecto, ya que las porcentajes promedio de germinacién de fos
genotipos probados fueron de §3.3, 65.7, 49.3 y 39.6 % para concentraciones de 0, 3000, 6000 y
900G ppm de NaCl, que equivalen a 0, 513, 1026 y 1533 mM de la misma sal,
respectivamente. Su conclusion fue en el sentido de que los genotipos fueron fuertemente

afectadas en su porcentaje de germinacion a una concentracion supenior de 6000 ppm (102.6
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mM) de NaCl: una concentracion similar a la utilizada como tratamiento intermedio en el
presente trabajo.

Bajo el concepto de germinacion relativa, en la Figura 2 se aprecia que del grupo de
accesiones preseleccionadas, en las dos primeras que fueron PI-365661 y PI1-240170 no hubo
reduccidn en el numero de cariopsides germinados en condiciones salinas en relacion con sus
respectivos testigos libres de sal, ya que presentaron el 100 % de germinacion relativa; 16

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

40 %.

Cuadro 2. Accesiones de zacate buffel {Cenchrus ciliaris L.) preseleccionadas por mayor

porcentaje relativo de germinacion, entre 99 accesiones probadas con solucion
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 S 25 S 25 100
P1-240170 180 6 30 6 30 100
P1-345976 96 8 40 7 35 87
P1-21809% 188 11 55 9 45 32
P1-284837 11 10 50 8 40 80
P1-442090 157 5 25 4 20 80
P1-384427 148 10 50 8 40 80
P1-243199 769 10 50 4 35 70
PI-193445 P 11 < 5 7 35 64
PI-161636 197 8 40 5 25 62
PI-315681 103 8 40 5 25 62
P1-307622 Nunbank 19 14 70 8 40 57
P1-442085 152 11 55 6 30 54
PI-365654 27 6 30 3 15 50
P1-294596 15 8 40 4 20 50
P1-365697 52 4 20 2 10 50
P1-226087 K3¢6B 168 10 50 5 25 50
P1-339893 24 4 20 2 10 50
SDE-128 783 3 25 2 10 40
Pi-323415 93 15 75 6 30 40
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Estos resultados sugieren que cxiste variacion entre accesiones de zacate buffel en
cuanto a su tolerancia a la salinidad, de aqui que se preseleccionaron las accesiones de mayor
porcentaje de germinacion relativa, que fueron P1-365661 y PI-24Q170 identificadas con los

numeros 32 y 180 respectivamente en el (ote de propagacion de Ia unidad de recursos genéticos

de Ja FAUANL.

]
PL365661
$1340170

PI1-345975 i |
BI-218095
PL284837
PH442090
Pi-384427
Pi243199
PI-193445
Pl-181638
PL315681
PI30TE622
Pl«44 2085
P|- 365554
PLZ34595
PI-3B5697

V|- 225087 (OGemmactn relaiva %) |
PK333693

SOE-128 j
Pl-323415

AcCasiones

Q 2 &0 80 a; 100 120
% de genminacion relativa

Figura 2. Accesiones de C ciliaris L., seleccionadas por mayor porcentaje de
germinacion relativa bajo ratamientos de 0 y 100 mM de NaCl

4.1.2. Respuesta a |a salinidad en planta

Respecto a los watamientos de @, 120 y 240 mM de NaCl aplicados a plantas, los
promedios correspondientes a numero de tallos por planta, altura de planta, peso fresco de
planta y pesa seco de planta presentaron diferencias significativas (Cuadros 1A, 2A, 3A y 4A).
Al hacer la comparacion de medias, los valores mas altos en cada caso correspondieron al

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



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

NaCl GENOTIPOS —
VARIABLE (mM) X
PI-240170  “Comun”
No. de tallos/planta 0 80.575 51.325 65.950a
120 72.825 44325 58.575ab
240 69.000 38.250 53625 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 81337 ¢
X 81.050 106.583
Peso fresco/planta (g) 0 321.675a 365.825a 343.750a
120 265.000 b 283.750b  274.375b
240 184.175 ¢ 137900 ¢ 161.037 ¢
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 ¢
X 108.891 104.041

Valores con letra distintas son estadisticamente diferentes (Tukey: 0.05)
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Lo anterior evidencié la sensibilidad de ésta especie a la salinidad, presentada en los
genotipos P1-24017¢ y “Comdn”. Estos resultadas 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 reduccion de las
variables evaluadas, obtenidos en base al tratamiento testigo de cada genotipo, no presentaron
significancia estadistica (Cuadras 54, 6A, 7A y 8A), sin embargo, mostraron una tendencia
mejor para la accesion PI-240170 en las variables correspondientes a numero 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 relacion a los vaiores de (a accesion “Com(n™ para las mismas
caracterjsticas, estos fueron de 19,16, 40.60 y 37.08 %, respectivamente. En cambio, para la
aitura de planta. el porcentaje promedio de reduccion mas bajo fue para la accesion ‘‘comun™
con 10 61 % en relacion con 19.89 % de PI-240170 (Cuadro 4).

Respecto a las medias en porcentaje de reduccidn obtenidas para las dos
concentsaciones de NaCl aplicadas sabre genatipos, se¢ detectaron diferencias altamente
significativas entre dichos tratamientas para altura de planta, peso fresca y peso seca de planta.
En este aspecta, los porcentajes de reduccion mas altos comespondieron a la concentracidn de
240 mM de NaCl, con 22.21, 50.79 y 48.0]1 % del t;:stigo, respectivamente para altura de planta,
pesa fresco y peso seco de planta; mientras que para 120 mM de NaCl las mismas variables
mostrarcn 8.31, 19.8[ y [5.30 %, respecto al testiga. En cuanto al namero de tallos por planta,
los valores promedio de reduccion en porcentaje fucron de 11.05 y 19.49 % para 120 y 240 mM
de NaCl, respectivamente.

De lo anterior se dedujo que la accesion PI-2401 70 mostré mayor grado de tolerancia a

salinidad (NaC)). en relacion con |2 accesion “Comin™, aunque en promedio la reduccion en
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biomasa fue considerable (50.79 %) cuando se aplicé e} tratamiento de 240 mM de NaCl, lo
cual confirma la sensibilidad de la especie a la salinidad considerada por otros investigadores
(Williamson y Pinkerton, 1985; Ryan et al., 1975b; Graham y Humphreys, 1970; Saldivar,

1971; Ibarra gt al. 1991)

Cuadro 4. Porcentajes de reduccion promedio de cuatro caracteristicas de planta
abtenidas en base a un testigo por genotipo (0 mM de NaCl), de dos
genotipos de C. cifiaris L. en dos concentraciones de NaCl.

VARIABLE GENOTIPOS CONC. DE NaCl (mM) _
120 240 X
Tallos por planta PI-240170 8.69 14.07 11.38
“Comun” 13.40 2491 19.16
X 11.05 19.49 15.27
Altura de planta P1-240170 10.82 2898 19.39
“Coman" 579 15.43 10.61
X $31b 22218 1525
Peso fresco de planta  P1-240]70 17.26 42.76 30.01
“Comun” 22.37 53.32 40.60
X | 1981b  50.79a 35.30
Peso seco de planta P1-240170 12.58 39.87 26.23
“Comun” 18.01 56.15 37.08
X }5.30p  480la  31.65

Valores ¢on [etras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey: 0.01).
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Los resultados obtenidos, hasta aqui, tanto de germinacion como de comportamiento em
planta permiten concluir que la hipotesis uno, respecto a que se esperaba una respuesta
diferencial en el cultivo de distintos genotipos de zacatc buffel bajo ambientes salinos es

considerada como valida.
4 2. Validacion de la segunda hipdtesis

4.2.1. Induccion de callo y seleccion de medio de cultivo

El anilisis de varianza del cuadro 9A mostrd significancia estadistica para genotipos y
la interaccion genotipos por medios de cultivo para la variable porciento de cariopsides que
formaron callo. De acuerdo con la comparacion de medias (Cuadro 5), la accesion "Comun™
presento la mayor respuesta. ya que 80.33 % de sus caridpsides formaran callo, seguida por las
accesiones PI-36366! (Gl} 1 PL-240170 (G2), con 54.16 y 25 %, respectivamente. Al
considerar [a interaccion genotipos por medias y hacer la prueba de comparacion de medias, se
pudo establecer que para inducir el mayor nimero de ca.ridp;ides & formacién de callo, se
requiere un medio particular para cada genotipo, asi, en el “Comin” se logré la mayor
induccién en ambos medios, con tendencia a ser superior en el medio MS, la cual resuito
estadisticamentel igual que la obtenida para PI-365661 en el medio BS y distinta a las
combinaciones restantes.

En lo que respecta a los medios de cultive y concentraciones de 2, 4-D, no s abservd
significancia estadistica y se pudo apreciar mucha proximidad en los valores promedio de

porcentaje entre los niveles de cada una de estos factores para la variable cansiderada.
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Respecta a la variable peso fresco de callo, en el cuadro LOA se observa que se
detectaron diferencias significativas entre las medias de tratamientos correspondientes a medios
de cultivo y |a media mas alta correspondié a MS con 369 mg de callo, mientras que pars las
concentraciones de 2, 4-D, [a tendencia de los datos mostrd que [a media mas alta fue para 1
mgl! con 341 mg de callo. Considerando la significancia estadistica observada para la
interaccion de segundo orden, en esta variable, se llevd a cabo la comparacion de medias de
todos los tratamientos y se detectd que los valores de las combinaciones correspondientes a las
accesiones PI-365661 y PI-210170 en el medio MS y | mg U de 2.4-D fuerun los mas altos,
resultando la combinacion confarmada con el primero de los dos genotipos mencionados
estadisticamente igual a la del segunda y distinta a las restantes.

En general. en este ensayo. en el medio basico MS combinado con 2.4-D se lograron
condiciones favarables para tener buena respuesta en la induccion de callo de zacate buffel, lo
que coincide con diversos investigadores que han wtilizado con éxito éste medio adicionado
también con el 2.4-D; en distintas gramineas para induccidn de callo, entre otros, se puede
mencionar a Hanzel gt al. (1985) en cebada; McDonnell y Conger, {1984) en Kentucky
bluegrass; Tiburcio ¢f gl. (1991) en maiz; Rogers gt af. ( 1993.) y Manzano (1993) en zacate
buffel; Osuna g al. (1995) en mijo cola de zorra.

Adicionalmente, en el presente estudio se :obtuvo una respuesta favorable, al utilizar el
medio BS combinado con 2,4-D, sobre todo en lo que respecta a la variable porciento de
cariopsides que formaron calio; no obstante, considerando la mayor proliferacion de calio, de
acuerdo con los datos de peso fresco se selecciond el medio de cultivo MS y la concentracion de
i mgl"' de 2,4-D. tomando en cuenta que fue en el que se generd relativamente mavor cantidad

de callo con |z dosis menor de auxina. Dicho medio fue utilizado posteriarmente para el
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mantenimiento e incremento de callo asi como en el cultivo de células en suspension, sin el
agente gelificante.
Cuadro S. Porcentajes de caridpsides que presentaron induccién 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
(% cariop.) (mg)
PI-365661 54.16 b 358
GENOTIPOS PI-240170 25.00 ¢ 204
““Comin™ 80.83a 304
MEDIOS MS 51.66 369a
BS 55.00 208 b
24-D I mgl” 51.66 34]
3 mgl” 55.00 236

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

P. F. = Peso fresco

4.2.2). Establecimiento v caracterizacion de suspensiones celulares bajo estrés salino

Respecto al establecimiento de las suspensiones celulares, inicialmente se observo el
crecimiento de €stas y se realizaron varios subcultivos que permitieron el incremento y la
homogenizacion de las que se denominaron “suspensiones celulares madre™, cuyo ciclo de

crecimiento para la accesion P1-240170 se establecié entre 24 v 30 dias. mientras que en las dos
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accesiones restantes, no sc¢ alcanzé a definir en este periodo, observindose sélo el inicio de
cultivos mucilaginosos que no alcanzaron a formar la “suspension madre” parz su
caracterizacion bajo el estrés salino. Al respecto, Rogers ¢t al. (1993) identificaron dos tipos de
callo de la accesién PI-409704 de C. ciliaris L., uno friable de color blanquecino y otro
mucilaginosu de coloracién cafe, de los que obtuvo subcultivos de suspensiones celulares, en
las que abservd que aquellas provenientes del primero crecieron a una tasa diez veces mayor
que las segundas. En el presente estudio, para obtener la sincronizacién de etapas de
crecinuento de las suspensiones celulares se opto por levar a cabo ia caractenzacion bajo estrés
salino de la accesion PI-240170 que presentd suspensiones celulares friables ¥y mas uniformes

que los otros genotipos.
4.2.2.}. Caracterizacion por peso fresco

En cuanto 2 la caracterizacion de lus suspensiones celulares bajo los diferentes niveles
de estres salino, en el analisis de varianza del Cuadro [lA sélo se detectd diferencia
significativa entre los dias de muestrea para el incremento er; el peso fresco después de la
transferencia celular a (os medios de cultivo. En el Cuadro 6 se puede apreciar que de los 6 a los
24 dias no hubo diferencia estadistica en el i;ncremento del peso fresco celular en las
suspensianes y que para los 30 y 36 dias después de la transferencia se obtuvieron los mayores
pesas frescos

En ¢i cuadro t1A se aprecia un nivel de significancia de “F" de 0.051 para las
concentraciones de NaCl en peso fresco celular; no obstante que no hay diferencia estadistica
entre los niveles de NaCl, es evidente una tendencia que se aprecia en la Figura 3, en la yue el

incremento maximo de peso fresco de células se logrd a los 30 dias para las concentraciones de



Cuadro 6. Peso fresco observado de células (mg 30 ml") para cuatro tratamien
tos de NaCl en distintos periodos de crecimiento en suspension.

DIAS CONCENTRACION DE NaCl (mM) _
0 60 120 180 *

0 500 500 500 500 500.0

6 776 705 679 638 6994 ¢
12 940 866 647 973 8568 ¢
18 615 1394 979 671 9150 ¢
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 34579 22599 1495.9 24598

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

12000

11000 -

10000
9000
8000
7000 |
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Peso fresco de células (mg@/30 mi)

™M Na
20 @60
&120 180

12

Dfas después de |a transferancia

18

24

Figura 3. Crecimiento en peso fresco observado de suspensiones celu-
lares de C. ciliaris L. para cuatro tratamientos de NaCl.
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0, 60 v 180 mM de NaC! pura luego disauinuir & los J6 dias después de Ia transferencia, en tanto
que para la concentracion de 120 mM de NaCl el maximo peso fresco celular se logré a los 36
dias después de la transferencia, lo que se puede interpretar como un crecimiento continuo de
las células bajo ésta coucentracidn hasta ésta fecha de muestreo.

Por otra parte, fue notorio que para los tratamientos intermedios de 60 y 120 mM de
NaCl [a primera fase de crecimiento cefular se dio hasta los |8 dias, mientras que para el testigo
libre de sal » el aivel alto (180 mM) ésta se prolongd hasta los 24 dias después de la
transferencia de células al medio y a panir de éstos periodos las curvas de crecimiento
mostraron una fase exponencial (Figura 3).

Tomando en consideracian el crecimiento predicho a través de los datos de peso fresco
ajustados (Cuadro 7), la tendencia a partir del tercer muestreo colocé a las suspensiones
celulares det nivel de 60 mM como las de mayor crecimiento, seguidas por las del testigo sin
sal, ¢l mvel de 120 mM. y el nivel de 180 mM, respectivamente (Figura 4).

Respecto a Yo anterior, Croughan ¢f al (1981) observaron en lineas celulares de arroz y
alfalfa un mejor crecimiente cn presencia de cantidades moderadas de sal. en comparacion can
el crecimiento en ausencia de esta, por la que concluyeron ue d{chas lineas presentaban habitws
hafofiticos. Asi mismo, en trabajos de investigacion con otros cultivos, también se ha
presentada este tipo de respuesta, en panicular' en trigo, para el cusl regenerantes (R1)
provenientes de callos seleccionados en distintas concentraciones salinas (0.3, 0.5 y 0.7 % de
NaCl) presentaron tolerancia a salinidad, pero aquellas generadas a partir de callos sometidos a
0.7 % de NaCl presentaron el mayor grado de tolerancia a sal cuando fueron evaluadas en
medio de cultivo liquido por seis semanas (Karadimova y Djambova, 1993}, Los resultados de

dichos wrabajos coinciden con los del presente estudio, en el que suspensiones celulares de C.
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ciliaris L. sometidas al nivel de 60 mM de NaCl, presentaron mejor crecimiento inicial en una

concentracion baja de sal que en ausencia de ésta o en concentraciones mayores.

Cuadro 7. Peso fresco predicho de células (mg 30 mI™) para cuatro
tratamientos de NaCl en distintos periodos de crecimiento
en suspension:

CONCENTRACION DE NaCl (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 1232701  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 5821953  4576.107  2942.205
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Figura 4. Crecimiento en peso fresco predicho de suspensiones celulares
de C. ciliars L. para cuatro tratamientos de NaCl
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Respecto a la tasa relativa de crecimiento de las suspensiones celulares en base al peso
fresco predicho, ésta tendioé a disminuir conforme se incrementé la concentracién de NaCl y a
aumentar con el tiempo de cultivo a partic de {a transfecencia de celulas al medio, hasta los 3U
dias en que el tratamiento testigo presentd la media mas alta, con 0.287, seguido por los
tratamientas correspondientes a las concentraciones de 60, 120 y 180 mM de NaCl, con valores
promedio de 0.193, 0.154 y 0.138, respectivamente. A partir de éste periodo el crecimiento se
redujo, por lo que en el Cuadro 8 aparecen valores negativos a los 36 dias.

Puesto que la tasa relativa de crecimienta es un indicador de l1a velocidad promedio de
crecimienty por unidad de masa inicial y por umidad de tiempo (Alvarado, 1990), se dedujo que
el nivel de concentracion de NaCl afectd adversamente €l crecimiento de las suspensiones
cclulares. En la Figura 5 se puede apreciar en las curvas para la tasa relativa de crecimiento de
tas suspensiones bajo distintus tratamientos, que aquellas tratadas <on 60 v 120 mM de NaCl
iniciaran su incremento a los 18 dias después de la transferencia al medio, en contraste, con el
testigo y la concentracion con 180 mM de NaCl, en los que la menor tasa relativa de
crecimiento se presentd a los 24 dias, periodo en el que también dio imicio &l crecimiento mas
intenso. Lo anterior podria ser atribuido a la actividad enzimatica intracelular y de proteccion en
la funcién de las membranas a causa de la acumulacién de algunos solutos arganicos como
glicinebtaina. prolina y azicares en respuesta a ml;centraciones de NaCl relativamente elevadas
dentro de un nivel tolerable para el genotipo P1-240170, de Cenchrus ciliaris L. Esto bajo la
consideracion de los resuliados reportado por Lemer (1985) y Binzel (1994) en células de
tabaco adaptadas a elevadas concentraciones de NaCl y Vazquez-Duhalt gt al. (1991) en células
de garbanzo. qurenes encomtraron distintos mecanismos de proteccion de las membranas

celulares, en elevadas concentraciones de NaCl, algunos de éstos relacionadas con una menaor
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permeabilidad al incrementarse la relacion hexosa/fosfato en los lipidos de las membranas, de lo

cual se dedujo que dichos mecanismos se dieron en respuesta a procesos de haloadaptacion.

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 suspension.

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 0015 0.158 0.144 0.027
30 0.287 0.198 0.154 0.138
36 -0.122 -0.098 -0.070 -0.054
0.3
— 0.2
E
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Figura 5. Tasa relativa de crecimiento de suspensiones celulares de
C. ciliaris L. para cuatro tratamientos de NaCl.
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Para estimar la eficiencia del crecimiento, s¢ calculd el tiempo de duplicacion de células
con base en los pesos frescos predichos de las suspensiones celulares bajo tratamientos de NaCl.
Como se pucde observar en el Cuadro 9, de los 6 a los 18 dias después de la transferencia al
medio de cuftivo, las suspensiones para fos tratamicntos de NaCl, incluyendo el testigo
presentaron una reduccion gradual de las tiempos de duplicacion de células. A los 6 dias, éstos
fueron relativamente altos, entre 16.5 y 18.2 dias debido a la fase de retraso del crecimiento.
Posteriormente se wcrementaron & los 24 dias, para declinar puevamente a los 30 dias. A los 24
dias después de (a transferencia al medio, los tratamientos intermedios correspondientes a 60 y
120 mM de NaCl wuvieron una considerable dismmucign, con promedios de 4.4 y 4.8 dias,
respectivamente por cada duplicacion. En el muestreo, a los 30 dias todos los tratamientos
presentaron su menor tiempa de duplicacion, el cual flucrud entre 2.4 y 5 dias, para luepo entrar
en una fase en la que practicamente no hubo duplicacion de céfulas, por lo que ea el aliimo
muestreo a los 36 dias se tuvieron valores negativos en la tasa relativa de crecimiento, a a cual
se ha hecho referencia anterionmente.

En la Figura 6§ puede apreciarse el paralelismo existente entre las curvas de tiempo de
duplicacion celular, correspandientes a los tratamientos intermedios de sal (60 y 120 mM]), en
contrast¢ con los tratamientos extremos (0 y 180 mM) a los 24 dias de inoculacion de las
suspensiones celulares. |

Lo anterior evidencia {a respuesta adaptativa de las suspensiones celulares de P1-240170
de C. ciligris L., la cual bajo niveles talerables de NaCl, mostrd buen comportamiento €a su
capacidad de multiplicacion celular, lo que corrobora el hecho de haber seleccionade ésta
accesion para la realizacion de los trabajos de seleccion de suspensiones celulares por tolerancia

a NaCl.



Cuadro 9. Tiempos de duplicacién de células en dias en base a peso
fresco predicho para cuatro tratamientos de NaCl en distin-
tos periodos de crecimiento en suspension.

CONCENTRACION DE NaCl (mM)

DIAS
0 60 120 180
6 16.5 17.8 18.2 17.8
12 12.4 14.1 14.7 133
18 7.9 11.7 13.1 7.8
24 46.2 4.4 4.8 257
30 24 35 4.5 5.0
36 ———e ———- e ——
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o o0 @t0
a & 120 180
°
© 20 |
o
%
10
=
0
0 6 12 18 24 30

Dias después de la transferencia

Figura 6. Tiempo de duplicacion de células de C. ciliaris L. para cuatro
tratamientos de NaCl, en distintos perio dos de crecimiento
en suspension.
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En el Cuadro 10 y la Figura 7 se presentan, respectivamente el nimero de duplicaciones
celulares y sus tendencias por tratamiento de MNaCl a través del ciclo de cultivo de las
suspensiones celulares. Los numeros de duplicaciones celulares y sus tendencias, son acordes
con ¢l comportamicnto de los parametros anteriormente mencionados; al inicio el nimero de
duplicaciones fue bajo en todos los tratamientos, fluctuando entre 0.33 y 0.36 duplicaciones,
wndicande la fase de retraso, después se incrementd hasta Jos 18 dias fluctuando entre 0.46 y
0.77 duplicaciones y a partir de este ticmpo hasta los 24 dias luvo una baja en los tratamientos
testigo y de 180 mM de NaCl con 0.3 y 0.23 duplicaciones, respectivamente y un incremento
cn los tratamicntos intermedios correspondientes & 60 y 120 mM a 137 y 1.25 duplicaciones,
respectivamente. Posteriormente, en el tralamienta testigo alcanzd su mayor valor a los 30 dias,
con 2.48 duplicaciones seguido por 1.72, 133 y 1.20 duplicaciones para aquellos
correspondientes a 60, 120 y 180 mM, respectivamente.

Lo anterior permite cxplicar que el peso fresco acumulada de células haya sido mayar
para los tratamientos 60 ¥ 120 mM de NaCl, ya que en éstos se dio por un periodo mas amplio
una mayor duplicacion celular y en consecuencia, un mayor crecim iento de las suspensiones
ccluiares en relacion con las atras tratamientos. Al respecto, s¢ ha considerado que bajo ciertas
rangos de tolerancia de especies vegetales a Ia sal, se dan mecanismos que ademas del ajuste
osmoético, permiten un incremento en la activid;d de algunas enzimas, como en e} zacate
halofito Distichlis spicata, en el que la actividad de la enzima Leucina aminopeptidasa se
incrementd bajo concentraciones de 180 mM de NaCl (Lerner, 1985). Aunque en ausencia total,
0 bajo concentraciones relativamente altas de NaCl en especies glicofitas con tendencia a
manifestar habitos halofiticos en algunos genolipos, el metabolismo de algunas enzimas puede
verse limitado ocasionando con esto que una respuesta favorable bajo concentraciones

moderadas dJe sal, se convierta ¢n desfavorable cuando los limites de a tolerancia a este factor
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de la especie que pueden ser determinados genéticamente son rebasados (Binzel, 1994; Lerner,

1983)

Cuadro 10. Nimero de duplicaciones de células en base a peso fresco
predicho para cuatro tratamientos de NaCl en distintos
periodos de crecimiento en suspension.

CONCENTRACION DE NaCl (mM)

DIAS
0 60 120 180
6 0.36 034 033 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 — o —
3

NaClTmM)
a0
=60
1 ljs120
<+ 180

No. de Duplicaciones celulares
o
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Figura 7. Namero de duplicaciones de células de C. ciliaris L.para cuatro
tratamientos de NaCl en distintos periodos de crecimiento en
suspension
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En el Cuadro 11 se presentan |os datos del indice de tolerancia (IT), durante el periodo
de cultivo en suspensidn de células, mediante el cual se determind la respuesta de los cultivos
celulares bajo condiciones de medio de cultivo salino en relacidn al testigo con medio de cultivo
normal basico. El valor mas alta de este indice fue alcancado a los 24 dias después de la

transferencia celular, con 3136.4 y el mas bajo a los 30 dias con 1267.4.

CUADRO 1. Indices de tolerancia & NaCl de suspensiones
celulares de C. cifiaris L. en distintos periodos
de crecimiento

DI4S 6 i2 18 4 30 36

IT | 1889.5 18133 16446 31364 12674 17338

En la Figura 8 s¢ puede apreciar que hasta los 18 dias después de la inoculacion, el
indice de tolerancia a NaCl s¢ mantuvo con poca variacion en un rango de 1644.6 y 13895,
eleviandose a 3136.4 a los 24 dias y d.isminuyendo posteriormer;te al2674y1733.8a30y36
dias, respectivamente. De acuerdo con dicha comportamiento, existe alguna similitud con los
wabajos de Watad g1 al. (1985) en cultivos cetuiarcs de tabaco tratados con NaCl, quienes
encontraron que el mayor grado de toleruncia, expresado como porcentaje dei crecimiento del
testigo sin sal se presento en la fase exponencial, aunque con la diferencia que ésta se dio entre

9 y 12 dias después de la wransferencia celular al medio de cultivo en NaCl.
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Figura 8. [ndices de tolerancia a NaCl de suspensiones celulares de C. ciliaris
L. en distintos periodos 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 tendio a disminuir hasta los 12 dias
después de la transferencia celular a los medios de cultivo, excepto para el tratamiento
correspondiente a 180 mM de NaCl en el que dicha disminucion se prolongd hasta los 18 dias.
A partir de estos periodos de muestreo dicha variable tendié a incrementarse hasta los 30 dias
en los tratamientos testigo y 60 mM de NaCl y posteriormente disminuyd. En cambio en los
tratamientos de 120 y 180 mM el incremento del porciento de viabilidad celular continuo.

El analisis de varianza para esta variable se presenta en el Cuadro 12A, en el cual se
observan diferencias significativas entre los dias de muestreo. Al efectuar la comparacién de
medias, en ¢l Cuadro 12 se observan valores mas altos de 66.4 y 69.9 %, para 30 y 36 dias,
después de la transferencta a los medios de cultivo, respectivamente, siguiendo en el mismo

orden las medias a los 24, 18, 6 y 12 dias, con 57.4, 53.6, 48.8 y 41.6 %, respectivamente.



Cuadro 12, Viabiltdad de células (%) para cuatro tratamientos de NaCl en distintos

periodos de crecimiento en suspension

CONCENTRACION DE NaCl (mM)

DIAS X
0 60 120 180

6 27 53.1 489 50.4 48 8cd
12 35.8 38.1 483 44.4 41.6d
18 65.4 56.9 55.9 36.2 53.6¢
24 64.8 57.1 50.9 59.9 57.dbc
30 722 72.2 60.2 612 66.4ab
36 68.2 69.0 63.6 73.8 69.9a
X 582 57.7 55.5 53.8 56.3

Valores con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey: 0.05)
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Figura 9. Viabilidad de células de C. cifiaris L. para cuatro tratamientos
de NaCl en distintos periodos de crecimiento en suspension.



4.2.2.2. Caracterizacion por peso seco

De acuerdo con las datos de peso seco observados en ¢! Cuadro 13, [a fase de retraso en
todos los tratamientos se prolongd hasta los 24 dias, y a partir de entonces se present la fase
exponencial. en |3 cual las suspensiones celulares correspondientes a los tratamientos testigo, 60
y 180 mM alcanzaron su maximo crecimienta, con 1285, 882 y 589 mg 30ml’,
tespectivamente: cr cambia el tratamiento correspondiente a 120 mM de NaCl continué en la
fase exponencial hasta los 36 dias en que alcanzd un peso seco de 1098 mg 30ml”.

En ¢l Cuadro 13A se observan diferencias significativas entre los dias de muestreo para
el peso seco de ¢élulas (mg 30m|"). La comparacion de medias para ésta variable se da en el
Cuadro 13, en el cual se definio que los valores significativamente mas altos se presentaron a
fos 30y 36 dias. cun 846.3 ¥ 765.0 mg 30wl de peso seco, respectivamente.

En las Figuras |0 y || puede apreciarse el ¢omportamicnto de las suspeasiones
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 retrasa, para continuar con la fase exponencial, a una tasa d¢ crecimicnto
distinta, o cual podria atribuirse & que dicka fase se caracteriza por una alta division celular. Sin
embargo, las tendencias de incremento en pesc; fresco a partir de los 18 dias para los
tratamientos intermedios de sal que s¢ observaron en las Figuras 3 y 4 ng 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 ajusie osmético en dichas suspensiones, como resultado de la ganancia en pesa
fresco por hidratacion Y por otra parte. & que al inicio de la multiplicacion, un alto porcentaje de
las células nuevas esta constituido por agua, que al perderse por efecto del secado permite

obtener solamente el peso de los sélidos, el cual representa el crecimiento ceiular real que
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efectivamente se dio & partir de los 24 dias y no a partir de los 18, como se podria interpretar

con los datos de peso fresco.

Cuadro 13. Peso seco observado de células (mg 30 mI') para cuatro tratamientos de
NaCl en distintos periodos de crecimiento en.suspension

CONCENTRACION DE NaCl (mM)

DIAS X
0 60 120 180
6 91 44 75 58 67.2b
12 126 126 150 219 155.2b
18 63 101 17 66 86.8b
24 66 76 58 36 59.2b
30 1285 882 629 589 846.3a
36 929 793 1093 249 765.02
X 425.2 337.2 354,6 2029 33.0
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Figura 10. Comportamiento del crecimiento en peso seco observado de

suspensiones celulares de C. ciliaris 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 relacion peso fresco/peso seco.
Se puede observar que de 6 a 12 dias después de la transferencia de células a los medios de
cultivo disminuyo en valores promedio de 11.151 a 5.772, para posteriormente incrementarse a
23.469 a los 24 dias y declinar a 7.017 a los 30 dias. En el muestreo a los 24 dias después de la
transferencia, el tratamiento correspondiente a 120 mM de NaCl mostr6 €] valor promedio mas
alto con 41.02 mg de peso fresco por l-ng de peso seco, seguido en este orden por 18.12, 1793 y
16.81 mgde PF mg" de PS para 0. 60 y180 mM de NaCl, respectivamente, lo cual es indicativo
de la etapa de mayor intensidad multiplicativa de células, asi como una mayor acumulacioén de
agua dentro de las mismas por efecto del proceso de osmorregulacion. Con excepcion del
tratamiento correspondiente a 120 mM, el comportamiento de los tratamientos para este
parametro fuc muy similar durante el transcurso del cultivo en suspension. En general, en la
Figura 12 se aprecia que después de los 24 dias de inoculacién fue notoria una disminucion en

la relacion PF/PS. posiblemente a causa de una disminucion en la multiplicacién de células y en
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consecuencia, un incremento en el tamaiio de las mismas, acompaiiado de un incremento de los

solidos intracelulares que podrian marcar el inicio de una fase de desaceleracion progresiva.
Respecto a los valores promedio para las niveles de NaCl, los mas altos fueron para 60

mM y 120 mM, con 12.133 y 12.665, respectivamente, mientras que el testigo y 180 mM de

NaCl tuvieron 9.374 y 10.075 unidades de peso fresco por unidad de peso seco.

Cuadro 14. Relacion (promedio) de Peso fresco/Peso seco de células para cuatro
trata mientos de NaCl en distintos periodos de crecimiento en suspension.

CONCENTRACION DE NaCl (mM)

DIAS x
0 60 120 180
6 8.527 16023 9.053 11.000 11151
12 7.460 6.873 4313 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 8437
36 4786 7616 5.262 10.406 7.017
X 9.374 12.133 12.665 "10.075

Alvarado gt al. (1991) observaron resultados similares en cultivos de células en
suspension de quinua, sometidos a tratamientos de NaCl en un rango de 0 a 204 mM. Al
respecto, estos autores propusieron que la reduccion de PF/PS en la primera fase de la curva de
crecimiento pudo ser a causa de la deshidratacion de las células ocasionada por los gradientes
de potencial osmotico entre las células y el medio de cultivo al momento de la siembra, en tanto
que los valores maximos alcanzados en la fase exponencial en el tratamiento correspondiente a
68 mM de NaCl aplicado por estos autores. se dieron por una mayor capacidad de

osmorregulacion.. La quinua, por otra parte. es una especie que presenta algan grado de
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tolerancia a la salinidad segin 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, seria factible concluir que también presenta habitos de haloadaptacion.
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Figura 12. Relacion peso fresco/peso seco de suspen siones celulares de
C. ciliaris L. bajo cuatro tratamientos de NaCl.

En el Cuadro 15 se observa que la mayor variacion en las tasas relativas de crecimiento
de las suspensiones celulares en base a peso seco a través de los muestreos se presenté para el
tratamiento correspondiente a 60 mM de NaCl, en ;l que a los 24 dias fue negativa, alcanzando
el valor minimo de -0.297 y posteriormente alcanzando el valor maximo promedio de 0.625 a
los 30 dias. En el resto de los tratamientos éste parametro presentd mas uniformidad, ya que de
los 12 hasta los 24 dias la fluctuacion 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 dias, se
dio un incremento para los tratamientos correspondientes al testigo y 120 mM de NaCl, los

cuales alcanzaron los valores promedio maximos de 0.333 v 0.219, respectivamente. en cambio,
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para el tratamiento de 180 mM dicho pardmetro se mantuvo con tasas de crecimiento bajas, las
cuales tendieron a disminuir aun mdés a partir de los 24 dias después de la transferencia celular
al medio.

En lo que respecta a los valores pramedio para fechas de muestreo, se alcanzd el valor
maiximo a los 30 dias después de la transferencia celular a los medios de cultivo y para los

tratamientos de NaCl, incluyendo el testigo Jos valores presentaron poca vasiacion.

Cuadra 15. Valores promedia de Tasa Relativa de Crecimicnto en base a pesa seca
predicha de suspensiones celulares de C' Ciliaris L. en cuatro

tratamigntos de NaCl.
DIAS CONCENTRACION DE NaCl _
0 60 120 180 X
6 =N n— peo——m— ——
12 0.030 0.022 0.032 0.034 0.02%
I8 0.033 0011 0.03% 0.045 0.031
24 0.0i8 -8.297 0.030 0.090 -0.04Q
30 0.333 0.625 0.219 -0.022 0.289
38 0.038 . 0.056 0.094 0.133 0.080
X 0.090 0.083 0.082 0.036

En la Figura 13 se presenta ¢l comportamiento de las tasas relativas de crecimicento en
base al peso seco en los distintos tratamientos; con excepcion del carrespondiente a 60 mM de
NaCl, estas tasas arrojan resultados similares a los obienidos para peso fresco y los parametros
derivados de €ste. Respecto al tratamiento de 60 mM de NaCl, es probabie que <i periodo inicial
de estrés, haya propiciado la manifestacion de! caracter de tolerancia a bajas concentraciones de

sal del genatipa estudiado. lo cual se reflejo en una rapida division celular y la mas alta tasa
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relativa de crecimiento poco antes de finalizar su ciclo d¢ crecimiento en suspensidn, esto es,

entre los 24 y 30 dias después de la transferencia celular a los medios de cultivo.
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Dlas 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 NaCl.

En el Cuadro 16, se puede obsenvar para los valores promedio generales de potencial
hidrico correspondientes a las fechas de muestreo, que a los 6 dias después de la transferencia
celular a los medios de cultivo se observa el valor mas alto de potencial hidrico con -12.04 bars,
disminuyendo a los 12 dias y manteniéndose con poca variacion posteriormente y para los
niveles de NaCl este parametro disminuyé conforme se incrementé la concentracion de NaCl,

de tal forma que para el testigo se observo ¢! promedio menos negativo con -7.75, en tanto que

el nivel de 180 mM de NaCl presento el mas negativo



Cuadro 16. Potencial hidrico abservado (bars) de suspensiones celulares bajo cinca
cinco tratamientos de NaCl en distintos periodos del crecimiento (sin

repeticiones)
DIAS CONCENTRACION DE NaCl {mM) B
0 60 120 130 *

3 259 -10,42 -13.54 -15.62 12.04
12 -3.07 -9.63 -9.89 -11.46 976
18 -8.33 -9.37 -14.06 937 -10.28
24 -11.46 -13.02 -14.32 -16.66 -13.37
30 -5.30 -9.63 -12.8% -14.57 -10.59
36 475 .16 -10.35 -12.15 -8.60
X 275 -9 87 -12.50 -13.3]

En la Figura 14 se observa que los valares mds bajos de potencial hidrico para todos los
tratammieqtos se dieron a los 24 dias después de 1a transferencia celular a los medios de cultive.

Se puede observar una rclacion del potencial hidrico en la Figura 14, con el crecimiemto,
expresado como peso seco en a Figura 1Q antes considerada. ya que hasta los 24 dias en que se
registrd un mayor esirés hidrico, las suspensiones celulares se m‘amuvieron en la fase de cetraso
y a partir de ésta fecha de muestreo dio inicio la fase exponencial del crecimiento. De acuerdo
con Lopez (1984), quien trabajé con suspensiones celulares de distintos genotipos de tomate
bajo tratamientos de NaCl (0, 4, 8 y 12 gl"), los patrones observados em cuanto al
comportamiento del potencial hidrico durante un periodo de 24 dias, mostraron un incremento a
medida que avanzé el tiempo, de al forma :iue al inicio del cultivo se dicron los valores
menores y al final de éste lus mayores. Lo anterror, tiene similitud con los resultados obtenidos
para el genotipe de zacate buffel estudiado en este caso, con la diferencia que en éste uitima, se

presentd una marcada disminucidn en los valores de dicho potencial a los 24 dias, la cual podria
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estar influenciada por el término de la fase dc retraso, en que puda haberse llevado a cabo wn
preacondicionamiento de Jas células al medio salino; durante ésta etapa pudo haberse dado poca
absorcion de iones al interior de las células, para posteriormente en {a fase intensiva de
multiplicacién de éstas, lievarse a cabo la absorcidn de iones para iniciar fa osmorregulacion. E{
testign mostro los valores menos negativos de potencial hidrico durante todo el periodo de

cultivo en suspension.
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Figura 14, Potenciales hidricos de suspensiones celulares de C. ciliarss L.

en cuatro tratamientas de NaCl.

4.2.3. Seleccién de suspensiones celulares
4.2.3.1. Selegcion por pesa fresco

Bajo la consideracion de que los pretratamientos de 0, 60, 120 y 180 mM de NaCl,

ejercerian una presion de seleccion creciente para obtener tolerancia a salinidad, medida a
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través del crecimiento celular durante 36 dias y que estas suspensiones celulares en subcultivo
posterior en el medio de cultivo salino de mayor concentracion (180 mM de NaCl) permitiria la
seleccion final de aquellas suspensiones celulares tolerantes a NaCl, se procedic en
consecuencia al respecto.

En el Cuadro 14A, se presenta el analisis de varianza para peso fresco de células (g
30mI™") de C. ciliaris L. en cuatro periodos de muestreo y cinco pretratamientos de NaCl, para
seleccion, se puede apreciar que se detectd diferencia significativa para las fechas de muestreo,
niveles de NaCl y Ja interaccion correspondiente, por lo que. se procedi6 a hacer la comparacion

de medias, la cual se da en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Pesos frescos observados de células (mg 30 ml™") de € ciliaris L. en
una concentracion de NaCl (180 mM). pretratadas previamente con
NaCl en distintas concentraciones

Tratamiento DIAS DESPUES DEL SUBCULTIVO _
NaCl (mM) 7 14 21 49 *
0/0 730 679 1012 1786 b 1052.0bc
0/180 811 348 739 . 1666 b 891 .2¢c
60/180 574 . 613 1282 40592 1632 .4ab
120/180 998 1052 1920 3924a 1973.6a
180/180 565 456 | 486 678 b 546.4¢
X 736.0b 629.7b 1087 9b 2422 8a 1219.1

Valores con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey: 0.05)
En virtud de que la interaccion entre dias de muestreo y pretratamientos fue
significativa, se procedio a la comparacion de las 20 medias de tratamientos resultantes de la
combinacion entre los cinco pretratamientos de NaCl y los cuatro periodos de muestreo. Se

puede apreciar que los pretratamientos de 60/180 y 120/180 a los 49 dias de crecimiento celular,
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presentaron estadisticamente los valores mds altes de peso fresco, respecte af resto de los
pretratamientos, siendo estadisticamente iguales entre si. Esto puede interpretarse en ¢l sentido
de que e5tas pretratamientas permiticron la mayor seleccidn de la variacion somaclongl presente
en las suspensiones celulares, originada durante el cultivo in vigro. Tomando en cuenta que la
media del pretratamiento 60/18D sobre los dias de muestreo fue estadisticamente jgual al
testigo, por lo que se asumiria que no hubo scleccidn, se puede establecer que ¢l valor de 1632.4
mg 30ml” de pesa fresco del pretratamiento 60/180 fue reducido al considerar el pramedio de
éste pretratamiento a traves de los muestreos, sin embargo, al considerar éste pretratamiento con
el peso fresco acumulado hasta el Gitimo muestreo a 49 dias de! subcultivo celular, se pudo
observar que presento el valor mds alto de peso fresco, con 4059 mg JOml", e! cual presentd
diferencia respecto al peso fresco del testigo, con 1786 mg 30ml” en la misma fecha de
muestreo. Dicha diferencia fue de 2273 mg 30m!”, 1a cual fue significativa, representando este
valor la maxima ganancia genética o epigenética para la tolerancia a NaCl por seleccion in
vifro, respecto de la ganancia de 2183 mg 30mf” de peso fresco obtenida al comparar el
pretratamiento de 120/180 respecto al testigo a los 49 dias después del subcultvo.

Ea la Figura |5 se puede apreciar que hasta los 49 dias, las suspensiones celulares, con
excepeion de aquella correspondiente al tratamiento | 80/180 presentaron crecimiento en peso
fresco, observandose que los pretratamientos de 66/!80 y 120/180 fueran los que presentaron
los valores maximos de ésta variable a los 49 dias; sin embargo, e} pretratamiento de 60/180 a
partir de los 14 dias después del subcultivo presentd una respuesta de tipo lineal, jo cual no
ocurrio para el pretratamicnto de 120/180. esto implica que el peso fresco de 60/180 pudo
haberse incrementado aun més en un muestreq posterior, ocasionando una mayoar diferencia con
120/180.Los resultados en crecimiento de las suspensiones celulares pretratadas con distintos

awveles de NaCl y suspensiones sin pretratamienta. subcultivadas después en media salino
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uniforme que se han discutido en base al Cuadro 17 y la Figura 135, coinciden con los obtenidos
en estudios realizados por diversos investigadores; por ejemplo, Croughan et al. (1981)
observaron en lineas celulares de alfalfa y arroz seleccionadas por tolerancra a salinidad, pobre
crecimiento en ausencia de sal y mejor crecimiento en presencia de ésta. En alfalfa, Croughan et
al, (1978) obtuvieron un crecimiento cuatro veces mayor para lineas seleccionadas, en
comparacion con aquellas no seleccionadas; Por su parte, Watad ¢t al- (1985) también
encontraron en tabaco, que lineas adaptadas a la salinidad (NaCl) cultivadas gradualmente en
medsos menos salinos tuvieron mejor crecimiento y rendimiento que lineas originales no

seleccionadas.
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Figura 15. Crecimiento en peso fresco observado de suspen siones celulares de
C ciliaris L. en 180 mM de NaCl, pretratadas con distintas concentra-
ciones de NaCl.



4.2.2.2. Seleccidn por peso seco

En el Cuadro |8 se presentan los resultados para la variable peso seco de las
suspensiones celulares pretratadas en distintos niveles de NaCl y posteriormente sometidas a la
concentracion mas alta de los pretratamientos aplicados (180 mM de NaCl). Se observo que el
testigo (no pretratado y libre de sal) a los siete dias después del subcultivo presento €l valor
promedio mads alto, mientras que las suspensiones pretratadas con 60 y 120 mM presentaron
durante el resto del periodo de cultivo un mayor crecimiento, especialmente las del tratamiento
de 120 mM, en el que a los 21 dias después de la inoculacion se presento 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 NaCl, dias de muestro y la
interaccion. En cuanto a los pretratamientos considesados para este ensayo las medias mas altas
correpondieron a 60/180 y 120/180 mM de NaCl, con 209.1 y 2676 mg 30ml”,
respectivamente.

Cuadro 18. Pesos secos observados de células (mg 30 ml") de C. ciliaris L. en

una concentracidn de NaCl (180 mM) pretratadas previamente con
NaCl en distintas concentraciones.

Tratamiento DIAS DESPUES DEL SUBCULTIVO .

NaCl (mM) 7 14 2 49 x
00 33 75 118 798 156.0bc
0/180 56 155 7 163 1.7
60180 70 203 231 331 209.1ab
1201180 79 289 442 258 267 6a
180/180 41 124 39 135 84.7c

X 76.2b 189.3a 18052 217.4a

Valores con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey: 0.05)
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Con respecto a los resultados fechas de muestreo, los valores mas altos fueron los que
correspondieron a 49, 14 y 2] dias con 217.4, 1893 y 180.5 mg 30ml™, respectivamente,
resultando iguales entre éstos, pero diferentes al correspondiente a los 7 dias después de
inoculacion, con 76.2 mg.30 mI” de peso seco.

Por otra parte se puede apreciar en la Figura 16 que para los tratamientos testigo, 0/180
y 180/180, se presenté un corto periodo de acumulacion de biomasa, ya que las curvas para
éstos muestran ganancia en peso hasta los 14 dias. Después de los cuales hubo una disminucion
en biomasa hasta los 21 dias, para seguir con una tendencia lineal con baja tasa de crecimiento,
posiblemente a causa de deficiencias en el ajuste osmético de las suspensiones. En el
tratamiento 120/180 el incremento continud hasta los 21 dias a partir del cual disminuyé su
comportamiento a Jos 49 dias, en lo que se puede considerar el término de su ciclo de cultivo en

suspensidn. Para el caso del tratamiento 60/180, el incremento continué hasta los 49 dias,
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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 suspension



cuando se realizo la cosecha y el plaqueo de las suspensiones seleccionadas, que se eligieron
por mayor densidad celular de entre las comrespondientes a los matraces con tratamientos de

60/180 y 120/180, a las que se considerd coma lineas celulares | y 2, respectivamente.
4.2.2.3, Seleccion por viabilidad

En cuanto a la viabilidad observada, en el Cuadro [6A se aprecia que no se detectaron
diferencias estadisticas entre las medias de los factores commespondientes a fechas de muestreo y
pretratamientos de NaCl aplicados en este ersayo. En el Cuadro 19 puede observarse ea las
medias para las fechas de muestreo, que la viabilidad presento 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 dias e incrementarse nuevamente a 54.7 % a los 49 dias. Respecto a los pretratamientos,
rendio a tener un porcentaje mayor en ¢l testigo (no pretratado y libre de sal), alcanzando un
valor promedio de 58.0% ¥ para los niveles restantes tuvo una minima fluctuacion, entre 45.5 y
50.7 %. En la Figura 17 se aprecia que en todos {os lratamientos se presentd una tendencia
inicial de incrementa hasta los 14 dias. Los teatamientas testigo, 60/180 y 120/180, presentaron
una disminucion a partir de esta fecha de muestreo hasta los 21 dias. Posteriormente volvieron a
incrementar los valores & los 49 dias, mientras q;.ze en los tratamientos 0/180 y 180/180) el
incremento inicial de viabilidad se prolongé a 21 dias, a partir de lo cual el primero permanecid
pricticamente sin cambio hasta el término del periodo considerado y el segundo rendid &
disminuir,

Aparentemente, la viabilidad observada en este caso no fue factor importante en las
variaciones de peso fresco y peso seca de las suspenstanes celulares bajo un alto nivel de NaCl,

ya que mientras ésta se mantuvo relativamente estable. los pesous seco y fresco para los



tratamientos 0/130 y 180/180 fueron los mas bajos a los 21 dias del subcultivo. De lo anterior se
puede deducir que el factar que mas pudo haber influido sobre dichas variables fue el tamafio
celular observado que en células sin preacondicionamiento en ambiente salino (watamienta
0/180) fue menor que en aquellas con dicho preacondicionamiento. Por otro lado el tratamiento
180/180 tuvo un comportamicnto muy similar al 0/180 tanto en peso fresco comao en peso seco
v viabilidad, lo cual podria hacer suponer que las suspensiones que fueron pretratadas con (80
mM de NaCl no recuperaron su capacidad de crecimiento.

En observaciones realizadas al microscopio, fue notorio el predominio de células de
forma esférica y tamafio relativamente pequefio para las suspensiones celulares cultivadas en
medios con las mayores concentraciones de NaCl. en contraste con células de farma aiargada y
mayor tamaiio en las suspensiones del testigo mo prewaiado y libre de sal. Al Respecto,
Hasegawa (1986) considera que la presencia de células de menor tamaio bajo comdiciones
salinas, puede representar una contribucion para la tolerancia a la salinidad, ya que éstas

podrian tener menor demanda de energia que las células de mayor amaiio.

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 seleccion en medio de cultivocon 1830 mM de NaCl.

Tratamierto DIAS DESPUES DEL SUBCULTIVO

SR W 7 1 3 X
0/0 59.0 62.4 453 6! 8 580

0/180 373 476 §37 53.6 480
60180 396 469 379 57.8 455
1207180 407 51.0 487 56.9 493
1807180 474 51.8 60.2 4316 50.7

X 44.3 52.0 498 54.7 50.3
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Figura 17. Comportamientc de la viabilidad observada de células de C. cifiaris
L. en 180 mM de NaCl. pretratadas con distintas concentraciones de
NaCl durante su crecimiento en suspension.

Por lo anterior, puede considerarse para el presente estudio que el porcentaje de
viabilidad no tuva efecto en el progreso logrado par seleccion. en fos pretratamieatos de 60/130
y [20/180, tanto para pesa fresco como para peso seco, por lo que en la seleccidn final de las
lineas celulares, fue posible proceder con los resultados de peso fresco, peso seco y los

parimetros derivados de éstos

43, Validacion de la tercera hipdtesis

4.3.). Estabilidad de la tolerancia a NaCl en agregados celulares de suspensiones seleccionadas

Los resultados obtenidos, permitieron establecer las lineas celulares denominadas L, ,

L, ¥ L, respectivamente, para subcultivas seleccionados de Jas suspemsiones celulares
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correspondientes a los pretratamientos 60/180 y 120/180 y el testigo (0/0), las cuales se
sembraron en medio sélido 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 periodo de crecimiento de agregados
celulares de seis semanas.

En el Cuadro 17A se presenta ¢l anélisis de varianza para el peso fresco de agregados
celulares, en el que s¢ detectaron diferencias altamente significativas entre los tratamicntos
probados constituidos por las combinaciones de las lineas celulares y las distintas
concentraciones salinas.

En cuanto al efecto de los factores, en ¢l Cuadro 20 se pueden observar los vaiores
promedio tanto para las lineas celulares, como para los niveles de NaCl aplicadas. En cuanto a
las lineas celulares. el testigo (Lo) proveniente de suspensiones y agregados celulares cultivados
en medio libre de sal, fue superior estadisticamente a las lineas L, ¥ L,, seleccionadas de
suspensiones celulares cultivadas en medio con 60 y 120 miM de NaCl. Las medias de peso
fresco a scis semanas después del subcultivo con 0.5 g de agregados celulares para Lg, L, ¥y [;
fueron 2.903, 0.832 y 0.956 g, respectivamente. Las lineas L; y L; fueron estadisticamente
iguales. Respecto a los niveles de salinidad, también se detectaron diferencias altamente
significativas entre las medias de tratamientos y en este casa, el testigo con 2.503 g de peso
fresco supero a 10s restantes ¢con medias de 1.377, I~.l 17 y 0.758 g de callo respectivamente para
80, 160 y 240 mM de NaCi (Cuadra 20)

Se detectaron tambi¢n diferencias estadisticas para la linea Ly en los diferentes niveles
de salin(dad, de manera que el testigo (0 mM de NaCl) mostro el promedio de peso fresco mas
alto con 5.068 g. reduciéndose proporcionalmente conforme se incrementd ta salinidad. Para L,
¥ L; no se detectaron diferencias sigmficativas a medida que variaron los miveles de sal.

Respecto a la vanacion entre lineas por mivel de sal probado, se detectaron diferencias altamente
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significativas para el testigo (sin sal) y el correspondiente a3 30 mM de NaCl, en las diferentes
(ineas. de forma que Lo mostrd superiaridad sobre las dos restantes que resultaron iguales entre
si estadisticamente, Para el nivel de 160 mM de NaCl se detectaron diferencias significativas,
con superioridad también de (a finea testigo sobre las restantes y para el nivel de 240 mM de
NaCl no hubo diferencias estadisticas entre lineas.

De lo anteriormente expuesto, puede deducirse que existe la tendencia de las lineas
sefeccionadas (L, y L,) a mastrar mayor estabilidad de rendimienta en peso fresco de callo en
distintos niveles de NaCl, ya que micntras que la linea testige (Lg), no cultivada previamente en
medio saling, manifesto un alto potencial de rendimiento en condiciones mormales y presento un
rendimiento inversamente proporcional al incremento en {a concentracion de sal, el crecimiento
de las lineas seleccionadas L; y L, fue relativamente bajo en ausencia de sal, pero practicamente
no presentaron variacioa al incrementarse los niveles de NaCl. Esto coincide con los resultados
abtenidos por Croughan et af. (1981), quienes observaron mejor crecimiento en presencia de sal
que en ausencia de ésta para lineas de aifaifa y arroz seleccionadas por tolerancia a NaCl, asi
como 1ambién con los abtenidos por Watad ¢ al- (1985}, respecta @ que e crecimiento de
lineas celulares de tabaco adaptadas a salinidad, fue 20 % lﬁmor a aquellas ro adaptadas,
cuando ambas se cultivaron er medio Jibre de sal, pera después de un ciclo de cuitivacias en
medio salino nuevamente recuperaron su crecimiento y las diferencias observadas

desaparecieron. y



Cuadro 20. Peso fresco de agregados celulares (g) para tres lineas celulares de C.
ciliaris L. en cuatro tratamientos de NaCl a seis semanas de la transfe-
rencia a cajas petri.

Lineas 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
L1
% 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 reduccion de peso fresco de agregados
celulares, calculados con las medias que aparecen én el interior de este cuadro con base en un
testigo por linea en medio de cultivo sin sal (0 mM de NaCl), con la finalidad de evidenciar el
hecho de que la linea testigo redujo en mayor proporcion el peso fresco de agregados celulares a
medida que se incremento el nivel de NaCl en los medios de cultivo, reflejandose en su
promedio obtenido sobre las niveles de sal que fu.e de 42.71 % de reduccion, en relacion con
20.61 y 31.28 % para las lineas L, y L.

En la Figura 18 se puede apreciar la tendencia de reduccion en peso fresco de 1a linea L
a medida que se incremento la concentracion de NaCl, lo anterior en comparacion con las lineas
L, y L,. en las que se observé una mayor estabilidad de rendimiento en el peso fresco de

agregados celulares,
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Figura 1§. Comportamicnto de lineas celulares seleccionadas por tolerancia a

a salinidad (NaCl) de C. ciliaris L. bajo distintos tratamientos de
NaCl i vitro.

En el Cuadro 18A se observa que la interaccidn correspondients a lineas celulares por
concentraciones de NaCl para porcentajes de peso fresco de agregados celulares en valores
angulares respecto al testigo (Lo en 0 mM g¢ NaCl), fue est;disticmuente significativa, por
tanto, en el Cuadro 2i se presentz |a comparacion de medias para cada nivel de NaCl deatro de
cuda linea celutar, pudiendo observarse que para Lo estadisticamente el % de peso fresco de

agregados celulares respecto al testigo se redujo, lo que no ecurrié con Ly y Ly,



Cuadro 21. Medias de Porcentajes de peso fresco (g) de agregados ce-
lulares, transformados a valores angulares, de dos lineas
celulares seleccionadas, L y L, respecto a una linea testigo
Ly de C. ciliaris L., bajo cuatro niveles de NaCl.

Tratamiento LINEAS CELULARES
NaCl (mM)
L, 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 3066 ¢ 22.87a 22.39a

Valores con letras diferentes en columnas son estadisticamente diferentes
(Tukey: 0.05)

Considerando las tendencias de la figura 18 y la comparacion 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 logré ganancia genética o epigenética en respuesta al proceso de
seleccion realizado, ya que las lineas obtenidas por seleccion in vitro, L, y L, exhibieron menor
sensibilidad a los cambios en concentraciones de NaCl que el testigo. De lograr la regeneracién
se esperaria que en ambientes salinos, las plantas que se obtuvieran de L; y L, fuesen més
constantes en produccion que las de Ly. Resultados similares fueron encontrados para lineas
celulares seleccionadas de arroz (Croughan et al., 1981) y para lineas celulares de trigo

{Karadimova y Djambova, 1993).



5. CONCLUSIONES

De acuerda con los resvltados obtenidos, para los genotipos de Cenchrus ciliaris L.
considerados y las cundiciones bajo las cuzles se realizaron los ensayos del presente estudio, se

presentan las siguiemtes conclusiones:

!. Existe variabilidad en 1a toferancia a la salinidad dentro del grupo de accesiones de Cenchirus
citigris L.. probadas en la etapa de germinaciin, en un espectro continuo que abarca desde
genotipos muy sensibles hasta los que se pueden udicar en ¢l grupo de las glicofitas
resistentes, observandose en este estudio un mayor grado de tolerancia para Jas accesiones

P1-365661 y PI-24G170.

2. La accesion PI-240(70 presenty mayor grado de tolerancia a NaCl que 1z accesion “Comian”,
en base al rendimiento en peso fresco, peso seco y 8! nimero de tallos por planta en distintas

concentraciones de NaCl aplicadas.

3. Se presemtd variabilidad en la respuesta de distintas genotipos a distintos medios de cultivo,
Para lograr un mayor porcentaje de induccion de carrapsides a formacion de catlo y el medio
de cultivo MS adicionado con 1.0 mg 1 de 2,4-D fue mejor para la profiferacion de callo

inducido en pesa fresco.



4. La accesidn P1-240170, presentd variabilidad en su respuesta a distintos tratamientos de
NaCl, in vitro, observandose un mejor comportamiento para las concentraciones de 60 y 120

mM de NaCl.

5. Las suspensiones celulares de la accesion P1-240170 mostraron mayor adaptacién a medio

de cultivo salinizado con 60 mM de NaC| que a medio de cultivo sin sal.

6. El medio de cultivo selectivo salinizado con 180 mM de NaCl ocasioné variabilidad genética
© epigeneética en suspensiones celulares de la accesion P1-240170 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 (Ly) fue
superior al de las lineas L, y L. seleccionadas; sin embargo, la reduccion en peso de Lq fue
mayor a medida que se incrementd la concentracion de NaCl. en comparacién a L; y L, por
lo que se concluye que las lineas celulares seleccionadas en suspensién por mejor
comportamiento bajo estrés salino presentaron mis estabilidad en la tolerancia a NaCl en su

crecimiento de agregados celulares que aquella no seleccionada.

8. La concentracion de 240 mM de NaCl rebas6é el umbral de tolerancia a NaCl en el
crecimiento de agregados celulares de la accesion P1-240170 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 germinacion relativa como PI-365661, PI-345976 y
genotipos con bajo porcentaje, como SDE-128 Cv. tabazimbi, P1-323415 y “Comin” del
grupo de accesiones probadas en etapa de germinacion en éste estudio, para evaluar cambios

geneticos o epigeneticos en respuesta al estrés por sal aplicado

!‘J

Establecer ensayos de regeneracion, 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 accesion P1-240170 de Cenchrus ciliaris L. y

evaluacion de la tolerancia a salinidad de plantas regenerantes, en su casa,

3. Realizar trabajos complementarios al presente estudio mediante técnicas de marcadores
moleculares para identificar diferencias en suspensiones celulares de la accesion P1-240170
de Cenchrus cilaris L., sometidas a distintos tratamientos de NaCl, en un rango de
concentracion 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 fisicos o quimicos en combinacion con el
cultivo de células en suspension de la especie estudiada en el preseate trabajo, con la finalidad
de obtener mayor avance en la seleccion de lineas celulares para el mejoramiento de la

lolerancia a la salinidad.

5. Evaluar la tolerancia de¢ cuflivos celulares de Cenchrus cifiaris L., a medios de cultivo
salinizados con compuestos a base de distintas tipos de sales como sulfato de sodio, sulfato de
magnesio, cloruro de magnesio, ¢loruro de potasio y carbonato de sodio, para complementar

los procesos de seleccion y mejoramiento de lineas celulares por tolerancia a salinidad.
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Cuadro 1A. Andlisis de varianza para niimero de tallos por planta de tres geno-
tipos de C. Ciliaris L. bajo tres tratamientos de NaCt (Marin, N. L.,

1996)
FV GL SC CM F P>F
GENOTIPOS 5221.492188 5221.492188 72.5163 0.000

i
NIV. NaCl 2 615.445313  307.722656 42737 0.030
GxN 2 5.265625 2.632813 0.0366 0.965

ERROR 18 1296.078125  72.00434]
TOTAL 23 7138.281250
C.V.=1429%

Cuadro 2A. Analisis de varianza para altura de planta de tres genotipos de C. ciliaris
L., bajo tres tratamientos de NaCl (Marin, N. L:, 1996)

FV GL SC CM F P>F
GENOTIPOS 1 3911.687500 3911.687500 101.7629 0.0000
NIV. NaCl 2 2177.609375 1088.804688  28.3253  0.0000
GxN 2 66.640625 33.320313 0.8668 0.560
ERROR 18  691:906250 38.439236
TOTAL 23 6847.843750

C.V.=661%

Cuadro 3A. Analisis de varianza para peso fresco de planta de tres genotipos de C.
. ciligris L. bajo tres tratamientos de NaCl (Marin, N. L., 1996)

FV GL SC CM F P>F
GENOTIPOS 1 184.625000 184.625000 0.2597 0.622
NIV. NaCl 2 136112.75000 68056.375000 95.7183 0.000
GxN 2 8699.75000 4349875000 6.1179 0.009
ERROR 18 12798.125000  711.006958
TOTAL 23 157795.25000

C.V.=10.27



Cuadro 4A. Analisis de varianza para peso seco por planta de tres genotipos de C.

ctliaris L. bajo tres tratamientos de NaCl (Marin, N. L., 1996)

FV GL SC CM F P>F
GENOTIPOS 1 141.187500 141.187500 1.3979 0.251
NIV. NaCl 2 17939.656250 8969.828125 §8.8117 0.000
GxN 2 635.812500 317906250 3.1476 0.066
ERROR 18  1817.968750 100.998260
TOTAL 23 20534.625000
C.V.=9.44

Cuadro SA. Analisis de varianza para % de tallos por planta de tres genotipos
de C. ciliaris L.bajo dos concentraciones de NaCl (Marin, N. L.,

1996)

FV GL S cCM F P>F
GENOTIPOS 1 241953125 241953125 2.7690 0.119
CONC. NaCl 1 284914063 284914063 3.2606 0.093

GxN 1 37.515625 37.515625 0.4293 0.53]
ERROR 12 1048.562500  87.380211
TOTAL 15 1612.945313
C.V.=11.03%

Cuadro 6A. Analisis de varianza para % de altura de planta de tres genotipos
de C. ciliaris L. bajo dos concentractones de NaCl (Marin, N. L.,

1996)

Cv GL SC CM F P>F
GENOTIPOS ) 344937500 344937500 4.5374 0052
CONC. Na(Cl ] 772.687500 772.687500 10.1642 0.008

GxN 1 72.554688 72.554688 09544 0.650
ERROR 12 912.250000  76.020836
TOTAL 15 2102.429683

C.V.=10.29
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Cuadro 7A. Analisis de varianza para % de peso fresca de planta de tres genoti-
pos de C. citiaris L., bajo dos concentraciones de NaCl (Marin N, L.,
1996) ;

FVv G L SC CM F P>F
GENOTIPOS 1 448.179688  448.179688  3.5591 0.081
CONC. NaCl 1 3837.812500 3837.812500 304768 0.000

GxN 1 120.226563  120.226563  0.9547 0.650
ERROR 12 1511109375 123.925781
TOTAL 15 5917.328125

CV.=1714%

Cuadro 8A. Analisis de varianza para % de peso seco de planta de tres genotipos
de C. ciliaris L. bajo dos concentraciones de NaCl {Marin, N. L.,

(996)

FVv GL SC CM F P>F
GENOTIPOS 1 471320303  471.320313 43870 0.05]
CONC. NaCl 1 4279.765625 4279.765625 41.6520 0.000

GxN 1 117945313 117945313 1.1479 0306
ERROR 12 1233.0078(3  102.750648
FOTAL 15 6102.039063

CV.=14831%

Cuadro 9A. Andlisis de varianza para % de canidpside que formd callo en tres
genotipos de C ciliaris L., en dos medios de cutlive y dos concentra-
ciones de gcido 2,4-D.

F V. G. L. S.C. C M. F P>F
GENQTIPOS 13716664067 9358332031 106273 0.000

2z
MEDIOS 1 100.006060 100.000000 0.3273 0579
24D 1 100.000000 100.000000 03273 0579
GxM 2 3750.007813  1875.003906 6.1364 0.007
GxD 2 349.992188 174996094  0.5727 0.576
MxD 1 177773438 177.773438  0.5318 0.541
GaMxD p 72.226563 - 36.113281 0.1132 0.38Y
ERROR 24 7333335938 305.533664
TOTAL 35  30600.00G0G0

C.V.=32775284 %
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Cuadro 10A. Anilisis de varianza para peso fresca de callo (g) inducido
en tres genotipos de C. cifiaris L. y dos concentraciones

de acido 2,4-D.

FV GL SC CM F P>F
GENOTIPOS 2 0.146806 0.073403 2.0725 0.146
MEDIOS 1 0233612 0.233612 6.5961 0.016
2,4-D 1 0.100278 0.100278 2.8314 0.102
GxM 2  0.067638 0.033819 0.9549 0.599
GxD 2 0.210973 0.105486 29784 0.068
MxD 1 0321110 0321110 90666 0.006
GxMxD 2 0450139 0.225069 6.3549 0.006

ERROR 24 0.850000 0.35417

TOTAL 35 2.380556

C.V.=65.1438%

Cuadro 11A. Analisis de varianza para peso fresco de células (mg 30 ml™)
de C. ciliaris L. en seis periodos de muestreo y cuatro trata-
mientos de NaCl.

FV GL SC CcM F P>F
DIAS 5 549517212 109903442 13.6808 0.000
NiV.NaCl 3 65.088257 21696085  2.7067 0.051
DxS 15 112.467163 7.497811 0.9333 0.532
ERROR 72 578.405640 8.033412
TOTAL 95 1305.478271

C.V.=10I.72%

Cuadro 12A. Analisis de varianza para viabilidad de células (g 30 m]") de C.
ciliaris L., en seis periodos de muestreo y cuatro tratamientos
de NaCl.

FV GL SC CM F P>F
DIAS 3 9087.750000  1817.550049 19.4894 0.000
NIV.NaCl 3 300.093750 100.031250 1.0726 0.367
DxS 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. Analisis de varianza para peso seco de células (g 30 ml'l)
de C. ciliaris L., en seis periodos de muestreo y cuatro
tratamijentos de NaCl, para seleccion.

FV GL SC CM F P>F
DIAS 5 8.253540 1.650708 14,0386 0.000
NIV.NaCl 3 0.465820 0.155273  1.3205 0.278
DxS 15 1.691652 0.112777 09591 0.510
ERROR 48 5644014 0.117584
TOTAL 71 16.055027

C.V.=103.92 %

Cuadrol4A. Analisis de varianza para peso fresco de células (g 30 mi™)
de C. ciliaris L. en cuatro periodos de muestreo y cinco
pretratamientos de NaCl, para seleccion

FV GL 5S¢ CM F P>F
DIAS 3 40936432  13.645477 36.2766 0.000
NIV.NaCl 4 21.249435 5312359 14.1230 0.000
DxS 12 21.120499  1.760042 46791 0.000
ERROR 60 22.56903]  0.37615]
TOTAL 79  105.875397

C.V.=5031%

Cuadro 15A. Analisis de varianza para peso seco de células (g 30 ml™)
de C. ciliaris L. en cuatro periodos de muestreo y ¢inco
pretratamientos de NaCl, para seleccion.

FV GL SC CM F P>F
DIAS 3 0.229228 0.076409 214149 0.000
NIV.NaCl 4 0349129 0.087282 244622 0.000
DxS 12 0261211 0.021768 6.1007 0.000
ERROR 60 0.214082 0.003568
TOTAL 79  1.053650

C.V.=36.02%
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Cuadro 16A. Analisis de varianza para % de viabilidad de células de C
. cifiaris L. en cuatro periodos de muestreo y cinco pretrata-
mientos de NaCl, para seleccion.

FV GL SC CM F P>F
DIAS 3 530.062500 176.687500 1.2937 0.304
NIV.NaCl 4 714.093750  178.523438 1.3072 0.301
DXS 12 1133.101563 94425133 0.6914 0.742
ERROR 20 2731453125 136.572662
TOTAL 39 5108.710938

C.V.=23.20%

Cuadro 17A. Analisis de varianza para peso fresco de agregados celulares
(g) de tres lineas celulares de C. ciliaris L. en cuatro tratamien-
tos de NaCl.

FV GL SC CM F P>F
LINEASCEL. 2 53.982788  26.991394 33.032 0.00
NIV. NaCl 3 27410141  9.136714 11.2056 0.00
LxS 6 21.279831 3.546638 43497 0.002
ERROR 48  39.137833  0.815372
TOTAL 59 141.810593

C.V.=57.74

Cuadro [8A. Andlisis de varianza para porcentajes de peso fresco (g)
transformadas a valores angulares de agregados celulares
de tres lineas celulases de C. ciligris L. en cutro tratamien-

tos de NaCl.
F. V. G.L. S.C. CM F P> F
LINEAS CEL. 2 14011.50781 7005.75391 204811 0.000
NIV. NaCl 3 7313.89062 243796362 7.1273 0.001
LxS 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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