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Summary

Using tissues from the stem and voung embryonic leaves adjacent to the apical
meristem of S. officinarum 1. cv. ZMéx 55-32, it was observed that such tissues could
generate {on MS2 culture medium} dedifferentiated cell cultures, the degree of
specialization of these tissues clearly defined their position in the plant. The acropetal
inter-nodal dedifferentiation gradients found were 90% » 32, 40%, 8%, and 5% for
internodes 1, 0, 1, 2 and 3, respectively.

The basipetal intra-nodal gradients of intermodes one and hvo differed, in one,
all the internodes showed activity Jront 88% 1o 33%, but in two only the basal Hssie
generated dedifferentiated cell cultures (25% ).

Histological studies performed showed that the less specialized tissue seents to
consist of small, highly metabolically active cells with some small vacuoles (virtually all
spaces in the cytoplasm contained free ribosomes }

On the other hand, the highly differentiated cells were bigger, with a thicker cell
wall and contained a large central vacuole. The dedifferentiated cell cultures grudually
lost its potential for differentiation after 380 days of culture, and the ultrastructural

pattern was also similar to the one observed in the stem tissue

Introduceion

a planta de cafia de azucar {Saccharun offici-
narwm), por su alta eficiencia de fijacién de
carbono, es una fuente energética potencial. En
muchos paises, el azicar es el principal producto
agricola. A partir de este cultivo, a nivel mundial, la
produccidn de azticar cstimada para ¢l ciclo 1984-85
es de 61.1 millones de toneladas métricas (] 2). Debi-
do a la necesidad de lograr una utilizacidn integral
de este cultivo, se estd investizando el uso de sus de-
rivados como materia prima para la elaboracién de
ciertos productos, que, tradicionalmente, se obtienen
de otras fuentes tales como: produccion de energia
cléctrica (12}, etanol para motores automotrices
(15); aditivos (16); levadura, proteina celular, sol-
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ventes, dcidos orgdnicos, detergentes, poma zdntica,
Esteres y poliésteres de sacarosa (5). La diversidad de
posibles usos promoverd la obtencion de cultivares
con caracteristicas mds especificas (30). Nickel!
(20, 21}, en 1961, inicié en Hawaii los trabajos de
investigacion con esta especie. utilizando la metodo-
fogia de cultivo de tejidos; esta técnica actuaimente
complementa al sistema tradicional de seleccion; per-
mite manipular genéticamente los materiales aptos
para seleccionar, a partir de poblaciones celulares con
el proposito de obtener cultivares con caracteristicas
fenotipicas deseadas En México se ha estudiado
la micropropagacion de los  cultivares de
mayor explotacidn (3, 4, 23), utilizando el patron
de produccién de compuestos fendlicos en cultivos
celulares desdiferenciados de S officinarunt, en res.
puesta a la presencia de microorganismos fitopato-
genos (24). Con la finalidad de determinar el grado
de uniformidad que presentan las plantas generadas
inn vitro, se han hecho evaluaciones en campo y en {4
brica (34), entre otras investigacicnes. Es conocido
el hecho de que no todos los tejidos de los organos
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de la planta (tatlo, hoja o raiz) son igualmente aptos
para el establecimiento de cultivos celulares (22)
El grado de especializacion de la célule, como parte
de un tejido en la planta o de un cultive celular
indiferenciado afecta tanto la potencialidad como el
patron de rediferenciacion {1, 17, 22). ! informe
de Liu y Chen (13) sobre el origen y deserroilo de
plantulas 2 partir de callos de cafia de azicar, mues-
tra que ¢ inicio de la diferenciacién comienza al
formarse zonas de células pequefias, isodiamétricas
y con nucleos mis ieflidos que, posteriormente, se
desarroflardn en estructuras semejantes al dpice ve-
getativo. Se conoce que los clones de S officinaran
presentan tallos formados por una sucesidn alterna
de nudos y entrenudos y en cada nudo sc inserta
una hoja y ung yema con un arreglo alterno y opuesto
(28). Estudios anatomicos sefialan que el tallo es
meristélico con desarrotlo acrépeto, en tanto que
los entrenudos se diferencian de manera basipeta,
debido a que la cantidad de agua, glucosa y nitrégeno
decrece de la punta a s base del talle, mientras que el
contepido de sacarosa y minerales aumenta en el
mismo sentido {2, 6)

Fl presente trabajo se realizd con el propésito de
conocer ¢6me sc manifiesta I potencizlidad de los
tejidos de los eatrenudos de ta region apical del tallo
para generar cultivos celulsres y cudl es la histologia
y ultraestructury de éstos, a lo largo del proceso de
especializacion fn sifu ¢ in vitro

Materiales v métodos

Material biologico La especie utilizada para el de-
sarrollo de este trabajo fue Saccharun officingriom 1.
ev ZMéx 55-32 Plantas en ciclo de plantilla de ocho
a 10 meses fueron obtenidas def Campo Agricola Ex-
perimental de Zacatepec, Morelos, del Centro de In-
vestigaciones Agricolas de la Mesa Central, Institute
Nacional de Investigaciones Agricolus, México.

Medios de cultivo utilizados Ll medic de cultivo
MS2 contiene las sales inorgdnicas del medio de
Murashige v Skoog (19) suplementado con: m-inosi-
tol, 100 mg/l; tiamina, 1 mg/l; dcido 2 4-diclorofeno-
xiacético {2,4-D), 3 mgfl: 18% v/v de agua de coco;
sacarosa, 30 g/l v 7.5 gfl de agar Elmedio MSI1 con-
tiene fo mismo que ef MS2, a excepcion del 2,4-D
10 mm de medio se colocaron en f{rascos de vidrio
de 30 mi de capacidad con tapa de rosca y se esteri-
lizeron en autoclave durante 15 minutos a
1.05 kg/cm?

Establecimiento y mantenimienio de los cultivos
in vitro. De la region apical del tallo de 45 plantas se
separd el fragmento que comprende desde el entrenu-
do 4 al —1 y un segmento del huso foliar de aproxi-

madamente dos ¢m de lengitud (33). Después de de-
sinfeciar este material durante 30 minutos en una
solucion acuosa de hipoclorito de calcio al 3% pfv
se cortaron varias rodajas del segmento del huso foliar
contiguo al meristemo apical v rodajas de tallo,
todas ellas de aproximadamente tres mm de espe-
sor. Con la finalidad de uniformar el tamafio def ex-
plante, rodajas enteras, mitades o cuartos fueron sem-
bradas en el medio MS2

Ej material se incubd a 26 + 2°C con luz incidente
de 100 pw/cm?, transplantindose cada 25 dias en el
medio MS2 fresco. Para inducir iz diferenciacion a
partir de células desdiferencindas, el transplante se
hizo al medio MS11

Métodos de observacidén microscdpica. Los tejides
obtenidos fueron fijados in sitne con glutaraldehido al
3% en amortiguador de fosfatos 02 My pH 7.2, auna
temperatura de 4°C (26). Después, las muestras
fueron postfijadas  con tetradxido de osmio
muestras fueron postfijadas con tetradxido de osmio
al 1% , luego fueron deshidratadas gradualmente con
mezelas de alcohol-agua, iniciando con aleohol de
0% vy finalizando con absolute. Los tejidos se inclu-
yeronr en Epon 812 (14).

Los cortes de un um de grosor fucron tefiidos con
azul de toluidina (31), observados vy fotografiados
en un {otomicroscopio Zeiss. Los cortes finos de 45
a 60 mm se montaron en rejillas con membranas de
formvar (7}, se contrastaron con acetato de uranifo
(25) y citrato de plomo (32) Las observaciones y
toma e micrografias se realizaron en un microsco-
pio electrénico de transmision JEOL-100B

Resultados y discusién

Al analizar la potencialidad del tejido de la region
apical del tallo para establecer cultivos celulares des-
diferenciados en el medio MS2, se encontro que el
de hoju y del tallo {entrenudo ~1} tuvieron los ma-
yores porcentaies, 82 y 90% respectivamente Los re-
sultacos se muestran en el Cuadro 1 ¥ corresponden
a observaciones realizadas en cultivos de 25 dias de
incubacién Ojeda (22), utilizando las variedades de
cafia B43-62 y CP44.101, demostrd que los segmen-
tos de tejido de tallo de los entrenudos 9, 10y 11 al
ser cultivados en el medio MS2 no tuvieron ningiin
desarrollo. Sin embargo, Krishnamurthi y Tlaskal (11}
utilizaron: tejido de los entrenudos cinco y seis con
éxito. La variacidn en estos resultados puede ser de-
bida al grado de juvenilidad de la planta, época de
cosecha dei especimen o por su fenotipo. Lo que se
pretendid determinar aqui es el gradiente internodal
que se establece, a nivel del tallo, y que abarco del
entrenudo —1 al 3. Los resultados eran de esperarse
dado el desarrollo acropeto de estz planta,
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Cuadro 1. Determinacion de la potencialidad de los 1ejidos
de hoja ¥ tallo de S officingrum L. ov ZMéx 55-32
para esfablecer cultivos celulares en el medio MS2.
Las observaciones se realizaron a los 25 dis de in-
cubacidn,

Qrigen del exphlante

entrenudo
hoja 1 0 1 2 3
Proporeion de
explantes que
generaron
callosidades (5 ) 82 90 52 40 3 5

Posterformente se estimd fa potencialidad del tefi-
do intranodal de los entrenudos uno v dos para esta-
blecer cultivos celulures desdiferenciados De cada
emirenudo se hicieron rodsjas lus cuales se numers-
ron en forma progresiva. comenzando en la base de
cada entrenudo. Los resultudos se muestran en el
Cuadro 2 y puede apreciarse que dicha potenciali-
dad se manifesté en mayor grado en el tejido de la
base del entrenudo 1, disminuyendo gradualmen-
le en las rodajas de niveles superiores desarrollando
caflos el 50% de los explantes Fn el entrenudo 2
no se observd un cambio gradual ya que unicamente
el tejido de la base del entrenudo mantuve esta po-
tencialidad y solamente 3% de los explantes desuito-
llaron callos. ¥l andlisis realizado muestra con cierta
precision que el gradiente de diferenciacion intrano-
daf es en sentido contrario al internodal definido por
fa formu como se manifiesta esta potencialidad en los
enirenudos estudiados, en que se relaciona fa capaci-
dad de desarrolio celular in vitro con el grado de dife-
renciacion in vive

Se ha demostrado que los cultivos de céiuias desdi-
ferenciadas con el transcurso del tiempo pierden la
capacidad de rediferenciarse. Méndez (17) determing
que el 31% de los cultivos de § officinarum 7 Méx55-
32 mantenidos en este estado desdiferenciado durante
120 dias. rediferenciaron plantas cuando se cambia-
ron del medio MS2 al MS11 porcentaje que cayd a
23% cuando el estadio de desdiferenciacion de los
cultivos se prolongd a 300 dias. Tomando en cuenta
esta informacion. se realiza un estudic comparativo
de la histologia y la ultrestructura del tejido de tallo,
entrenudos i, 1y 3,y de cultivos celulares desdi.
ferenciados de 39, 120, 380 dias, en pleno proceso de
difereneiacién Los resultados muestran que los teji-
dos a coasecuencia ded procese progresivo hacis un
estado mds maduro sufren cambios histoldgicos nota-
bles I'n el tefido del entrenudo 1 en las célulus
inderpas que rodean w los primordios de los haces
vasculares, un gran vacvolo desplaza al nucleo hacia
la periferia y las cinco o seis hilerss de células por
debajo de lu epidermis son pequenias y aparentemente
s¢ muestran intensamente activas desde un punto de
vista metabolico {kig. 12) dado gue estin densa-
mente pobladas de orginulos y membranas, siendo [os
nucléolos prominentes (Fig. 1b} La parced de las célu-
las de ia epidermis en el entrenudo 1 adquiere ma-
yor espesor (Iig. 2a), siendo el tamafio y morfologia
de todas las células simifares (Fig 2b) En un estado
avanzado de diferenciacién las células de la capa ex-
terna del entrenudo 3 (Fig 3u) han engrosado peri-
clinulmente su pared y los mitocondrios y cloroplas-
tos se encuentyan periféricamente {Fig 3b).

Los cultivos celulares muestran fas signientes carac-
teristicas a le larpo del proceso de especializacion
para subsistir en ol auevo medio: la célula en los culti-
vos recién establecidos, de 39 dias de incubucicn, es
grande. o pequena on zonas donde existe cierta orga-

Cuadro 2. Determinacion de Iy capacidad para generar cultives celulbares desdiferenciados en el medio MS2, del tejido de los entrenudos
p . p j:’ . - . . o ‘F
unoy dos del cultivar ZMéx 55-32, después de 25 dius de incubacion a 26 « 2°C,

Segmento Numero de explanies y porcentaje de fos explantes que generaron cultivos celulares del entrenudo
Entrenudo | Entrenude 2
1 17 {(88) 20 £25)
P 20 {63) 2 t 5)
3 22 (54} 24 .
4 18 (39} 21 (0)
5 21 (38) 21 (0
6 23 (36) 2] (M
7 20 (35} il { M
8 i6 (d43) 2 ()
y 14 (35} 2 [
14 3 (33) 20 (1)
bi 10 [t}
12 i0 Gy
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Figs. 1-

Cortes transversales de tejido de entrenudos. Fig. 1a Notese en la panoramlca del entrenudo —1 que debajo de la epidermis
el namero de hileras de células del clorénquima es variab7e y las células del parénquima poseen una gran vacuola. Fig. 1b Micro-
grafia electronica de las células clorenquimatosas donde se aprecia la vacuolizacion del citoplasma y los nucleolos prominentes.
Fig. 2a En el entrenudo 1 las células de la epidermis han engrasado su cuticula y las capas subyacentes a éstas son similares a las
células del parénquima. Fig. 2b Micrografia electronica de las células parenquimatosas donde se aprecia que gran parte del cito-
plasma es ocupado por una vacuola que desplaza al nicleo hacia la periferia. Fig. 3a En el entrenudo 3 las células subepidérmicas
han engrosado su pared periclinal. Fig. 3b Micrografia electronica donde se observan los organelos desplazados hacia la periferia
en las células parenquimatosas. e, epidermis, cl, clorénquima; pa, parénquima; hv, sistema vascular; n, nlcleo; nu, nucleolo; v,
vacuola; lo, lomasoma; pc, pared celular, Ie, retlculo endopldsmico; m, mltocondnas, clo, clo, cloroplastos.
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Figs. 4- Cultivos celulares. Fig. 4a Cultivo de 39 dias de incubacion en el que aparecen fundamentalmente dos tipos de células: las alar-
gadas y las pequefias organizadas en forma radial (flechas). Fig. 4b Micrografia electronica de las células pequefias que muestran
intensa actividad metabdlica. Fig. 5a Panordmica de un cultivo con 120 dias, las tlechas indican aquellas células en division acti-
va. Fig. 5b Micrografia electronica de una célula de la zona meristematica. Fig. 6a Cultivo de 380 dias. Fig. 6b Micrografia elec-
tronica de una célula multivacuolada. Fig. 7a Cultivo de 145 dias, nétese la emergencia de la porcion aérea de la planta. Fig. 7 b
Micrografia electronica de una region del tejido vascular presente en el tallo (recuadro figura anterior). ca, células alargadas; n,
niicleo; nu, nucleolo; m, mitocondrias; pc, pared celular; cl, cloroplasto; c, citoplasma; v, vacuola; pa, porcion aérea; ci, células
indeferenciadas; lo, lomasomas; px, protoxilema; ea, engrosamiento anular, 1, ribosomas; re, reticulo endoplasmico rugoso; il
inclusion lipidica.
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nizacion de tipo radial (Fig 4a} y pudo obscrvarse
que iz segunda aparentemente despliega gran activi-
dad metabolica por fa presencia abundante de orginu-
los (Fig. 4b) En un cultivo celulur de 120 dias
{Fig S5a) con pigmentos verdes sc huan diferenciado
ya masas embrionales en proceso de divisidn, cuyas
células forman un tejido tipo meristemtico. Se apre-
cian numerosos cloroplustos v ribosomas (Fig. 5b).
Asociado gl plasmalema se observa un gran ntmero
de invaginaciones pignociticas y cerca del nucleo ef
reticulo endopldsmico rugeso y mitocondrios Ei
grosor de la pared celular es x= 280 am. Los cultivos
celujares sin pigmento de 380 dias contenian células
det doble de tamafio que los de 120 dias y forman
ciimulos sin presentar organizacidn definids (Fig Ga)
Algunas células poseian un gran vaciiolo ecentral,
mientras que otras presentaron varios. Tambiés es
notoria la  presencia del reticule endoplismico
iigose,  mitocondrios ¢ inclusiones  lipidicas
(Fig 6b). Bl espesor de la pared ha aumentado a
< = 420 nm. En el cultivo de 145 dias, en proceso
de diferenciacion, se mostraba la emergencia de la
porcion aérea de la plania (Fig 7a) y una traqueida,
producto de la diferenciscion de células del proto-
xilema (Fig 7b)

LLas observaciones histologicas de la regidn proxi-
mal de los entrenudos son semejantes a las comunica-
das por Clements (6} Sin embargo, a nivel uitraes-
tructural se advirticron cambios en las células inter-
nodales, como consecuencia del gradiente de especia-
lizacién acropeto de la planta. En general se puede
decir que estos cambios produjeron una disminucion
gradual en su capacidad de desdiferencizcion, como se
aprecia en el Cuadro 1.

Asimismio. las caracteristicas anatomicas sobre el
origen y diferenciacion de plintulas regeneradas a par-
tir de cultivos celulares de cafia de azticar coinciden
con la informacion de Liu y Chen (13). Es importante
mencionar, sin embargo, que los culiivos de callos
mantenidos por periodos prolongados de cultivo, pre-
sentaron al microscopio optico y electrénico una
morfologia caracteristica de célulus homogéness no
organizadas, similar a lo descrito en callos de otros
cultivos como tabaco, zanahoria, eucalipto (29) v
maiz {27). Es muy significativo que estos callos
mostraron una ultraestructura celular con gran or-
ganizacion intracitopldsmica, similar a la comunicada
en maiz por Jehnson vy Holden (9}, y no tienen el
aspecto de células con degeneraciones histicus, gran-
des y elongadas como las mds frecuentemente descri-
tns en los callos de maiz (10, 18) Ls importante
sefialar que las células, # consecuencia de estas varia-
ciones anatomicas vy morfologicas, modifican su
capacidad de organogénesis

Por lu relativa facilidad que presenta la determina-
cidn del grosor de la pared celular en cultivos celula-
res y considerando ia posibitidad de que pueda exis-
tir correlacién entre el cardcter del grosor y el conte-
nido de fibra en la plants, estd en proceso un estu-
dic de este componente celular en cultivos desdiferen.
ciados de 4 meses, utilizando cultivares como e} B 49-
119, Co 331 6 Méx 54-81 que tienen alto contenido
de fibra; ZMéx. 55-32, B 4362 y NCo 310, de conte-
nido de fibra regular y la Méx 57-473 y Méx 56-54]
que se catalogan como de contenido de fibra bajo
(8). De existir tal correlacidn, este método po-
dria constituir un sistema de seleccidn a nivel celular
para obtener cultivares de alto bajo contenido de
fibra.

Resumen

Utilizando tejido de talle y del huso foliar adya-
cente al meristemo apical de S officinarum 1. cv,
ZMéx  55-32 se determind el paralelismo entre la
potencialidad de dicho tejide para generar cultivos
celuizres desdiferenciados {en el medio de culiivo
MS2) v el grado de especializacion de los tejidos, de-
finidos €stos por su posicion en la planta. Ei gradiente
internodal acrépeto determinado fue: entrepudo —1,
Q0% entrenudo cero, 32%; entrenudo 1, 40%; en-
trenudo 2, 8% vy entrenudo 3, 5% . Los gradientes
basipetos de los entrenudes | y 2 difiricron cntre
s, mientras en ¢l | todo el entrenudo mostré acti-
vidad que va de 88% a 33%, en el 2 s0lo el tejido de
la base produjo eultivos celulares desdiferenciados
(25% ). El estudio anatomico mostrd que los tejidos
menos especizlizados se componen de células peque-
fins. vacuoladas y aparentemente con intensa activi-
dad metabéiica, a diferencia de las que han alcanzado
el grado mdxime de diferenciacion, que son mis gran-
des, tienen pared celular de mayor espesor y poseen
un gran vacitolo. Los cultivos celulares desdiferencia-
dos reducen gradualmente la potencialidad de diferen-
ciacion y de Ia misma manera, el patron histoldgico y
ultraestructural fue similar al observado en el tejido
de tallo.
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Notas y comentarios

Plantas que evitan la competencia

Charles Darwin mostro que las plantas de poliniza-
cidn cruzada producizn una progenie mejor que las
plantas autopolinizadas. Sin embargo, la autopoli-
nizacion se ha desarrollado muchas veces entre las
plantas cen flores Los botdnicos han sugerido mu-
chas razones sobre porqué esto puede ser asi: mayor
certeza de reproduccidn o Ia capacidad de colonizar
mas ripidamente nuevos habitats, R Wyatt, del De.
partamento de Botdnica de la Universidad de Georgia,
en Athens, sugiere ahora que la competencia por poli-
nizadores podria ser la razon para que se evolucionase
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hacia la autepolinizacion en algunas especies (Journal
of Ecology, vol 74, p. 403),

Wyatt estudio a Arenaria wniflora, una planta ame-
ricana de lugares rocosos Normalmente, la planta es
de polinizacion cruzada pero tiene formas auto-
polinizadoras en las lindes de su territorio. Wyatt no
encontrd correlacion entre ia variacion ambiental y
el método de polinizacion La Onica diferencia parece
ser la presencia de una especie emparentada, Arenaria
glabra, la cual es polinizada por los mismos insectos.
Solo donde esta planta estaba presente, la 4 glabra
era autopolinizadora. A glabra tiene flores mds gran-
des y vistosas que 4. uniflora y Wyatt sugiere que los
insectos polinizadores se dirigen a las flores mds visto-
sas. A uniflora, segin parece, ha desarrollado una for.
ma autopolinizada para sobrevivir en Jos sitios en que
ha perdido la competicién por atraer a los insectos
polinizadores A.G





