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RESUMEN

Se han seleccionado lineas de callos embriogénicos de Citrus limonum, R. tolerantes a
varias concentraciones de NaCl caracterizdndose la correspondientea 10 g L~1de NaCl
y comprobdndose la estabilidad de este cardcter. La linea control y tolerante mostraron
diferencias en sus curvas de crecimiento y niveles de tolerancia, siendo 10 g L~! comple-
tamente inhibitorio para las células no seleccionadas. Se ha comprobado que el 4cido
giberélico y el empleo de glicerol estimulan la produccién de embriones somdnticos.
Fueron regenerados embriones de ambas lineas celulares que dieron pléntulas de morfo-
logfa caracterfstica y diferenciada entre la linea tolerante y la no seleccionada.
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SUMMARY

SELECTION AND CARACTERIZATION OF A NaClI-TOLERANT CELL
LINE OF CITRUS LIMONUM

Citrus limonum R. embryogenic callus were selected for their tolerance to several
levels of NaCl and the most tolerant one was characterized (10 g L™!) and the stability
of this character proved. Unselected and tolerant callus lines showed marked differences
in their growth curves and tolerance. The maximum level of tolerance achieved was
completelly inhibiting to the unselected line. The addition of giberellic acid and glycerol
enhaced embryogenesis in both lines. Somatic embryos were recovered and plantlets
regenerated from selected embryos showed an altered morphology when compared with
plantlets from the unselected callus line.
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INTRODUCCION

En los Gltimos anos, se han selec- rentes tipos de tolerancia frente a
cionado lineas celulares a partir de distintos estreses nutricionales y am-
células somaticas cultivadas con dife- bientales (Chandler y Thorpe, 1986;
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Dix, 1988). En algunos casos estos
trabajos han permitido la regenera-
ci6én de plantas tolerantes a estrés
salino (Nabors et al., 1980; McCoy,
1987; Ben-Hayyim y Goffer, 1989).
Por otra parte, los cultivos toleran-
tes a salinidad han sido empleados
frecuentemente para estudiar los
mecanismos bioquimicos y fisiol6-
gicos a nivel celular de tolerancia a
salinidad.

En relacién con estrés producido
por salinidad, los citricos se encuen-
tran entre las especies mas sensibles
de frutales (Maas y Hoffman, 1977).
Una aproximacién para solucionar
este problema ha sido la selecciéon

SUELO Y PLANTA

de lineas celulares de varias especies
de citricos (C. sinensis y C. auran-
tium) tolerantes a salinidad (Ben-
Hayyim y Kochba, 1982). Los ante-
riores resultados permiten abordar
con interés la seleccién de variedades
de citricos adaptadas a zonas irriga-
das con aguas salinizadas como en el
caso de la Region de Murcia.

El objetivo de este trabajo es la
caracterizacién de una linea de callo
embriogénico tolerante a estrés sali-
no de C. Limonum de forma estable,
el estudio de las condiciones 6ptimas
de embriogénesis en situaciones de
estrés y la regeneracién de plantulas
de ambas lineas.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares

Los callos embriogénicos fueron
iniciados a partir de nucelas proce-
dentes de frutos inmaduros (de 4 a
8 semanas tras la antesis) de limone-
ro (C. limonum R. var Verna). Los
tejidos nucelares fueron extraidos en
condiciones de esterilidad e inocula-
dos en el medio de cultivo descrito
por Murashige y Tucker, (1969). Los
tejidos formaron callos embriogéni-
cos en cuatro semanas, a partir de
este momento los callos fueron sub-
cultivados cada cuatro semanas du-
rante seis meses antes de iniciar el
proceso de seleccién para tolerancia
a salinidad.

Seleccion para tolerancia a salinidad

Las experienciasde tolerancia a sa-
linidad se dividieron en dos partes,
una primera en la que se utilizaron
cuatro concentraciones de NaCl (5,
75,10 y 12.5 g L™!), inoculandose

1000 callos de unos 5 mg en medio
de cultivo base solidificado con agar
(0.8 %). Tras una exposicion de seis
semanas, se efectué un recuento de
los callos supervivientes en cada nivel
obteniéndose el nivel de tolerancia
inicial. Los callos tolerantes a cada
nivel, se subcultivaron en sus ni-
veles respectivos de NaCl durante
un periodo de 18 meses antes de rea-
lizarse la segunda parte de la expe-
riencia. En esta segunda parte se
realizaron en medio liquido las
curvas de crecimiento en peso seco
y fresco para cada linea tolerante y
el control, estimandose la tolerancia
relativa de las lineas no selecciona-
das. Los cultivos en medio liquido
se realizaron en matraces Erhlen-
meyer con 60 ml de medio (Muras-
hige y Tucker, 1969) liquido, con 50
mg de callo por matraz y mantenidos
en agitacion a 130 rpm durante 50
dias.
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Para la obtencién de embriones
somaticos se probaron dos fuentes de
carbono (sacarosa 50 g L™! y glicerol
2 %) y varios reguladores del creci-
miento (dcido giberélico (1 mg L),
bencilaminopurina (1 mg L)y una
combinacién de ambos), en callos to-
lerantes y no seleccionados. La rege-
neracion de plantas se realizé en me-
dio base solidificado con agar (10 g
L7!) y 3 % de sacarosa como fuente
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de carbono, regenerandose 50 pldn-
tulas de cada linea.

Las determinaciones de peso fres-
co se hicieron filtrando los cultivos
liquidos, con un filtro Whatman
N.° 1 a intervalos de 10 dfas durante
50 dfias. Las medidas de peso seco se
determinaron, después de secar los
tejidos en una estufa a 80 °C duran-
te 24 h. Todas las experiencias se
realizaron por duplicado.

RESULTADOS

Resistencia de los callos embriogéne-
ticos de C. limonum a varias con-
centraciones de CINa

Los callos embriogénicos expues-
tos a salinidad, mostraron una sensi-
bilidad creciente para cada nivel de

NaCl con los porcentajes de supervi-
vencia que se muestran en la figura 1;
los niveles inferiores de NaCl resul-
taron en alguna medida soportables,
por el contrario, los dos niveles supe-
riores (10 y 12.5 g L ™! de NaCl) re-
sultaron letales para el 95 % de los
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FIG. 1.—Tolerancia de los callos embriogénicos de C. limonum a varios
niveles de NaCl.
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cultivos. Consideramos que este re- muy reducida poblacién de células
sultado puede ser atribuido a la pre- tolerantes.
sencia en el cultivo inicial de una
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FIG. 2.—Curvas de crecimiento (A. incremento de peso fresco y B. incrementc de peso
seco) de callos embriogénicos de C.limonum seleccionados frente a varios niveles de NaCl
MO, x5 A75y0]0gL~1 NaCl).
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Seleccion y caracterizacion de callos
tolerantes a salinidad

La figura 2 presenta las curvas de
crecimiento de diversas lineas de
callos embriogénicos tolerantes a
NaCl (0, 5, 7.5, 10 g L™!), expresa-
do como incremento de peso fresco
y seco. La curva de crecimiento de
las células no seleccionadas se ca-
racteriza, por una fase lag de 7 dias
con un rapido incremento en peso
fresco. Las células alcanzan la fase
estacionaria en unos 50 dias, con un
incremento en peso fresco de unas
40 veces el del indéculo inicial. El
resto de las lineas celulares aumenta
progresivamente su fase lag, hasta
alcanzar los 15 dias de la linea se-
leccionada a 10 g L' de NaCl y
ofrece rendimientos en peso fresco
final decrecientes. La tendencia de
los pesos secos de las diferentes

Peso fresco (g)
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lineas, es semejante a la del peso
fresco y la relacién peso seco/peso
fresco se mantiene constante para
todas las lineas entre el 20 y 22 %.

“Cuando las células no selecciona-
das fueron cultivadas en medio con
10 g L™! de NaCl (Fig. 3), no tuvie-
ron incrementos significativos en su
peso fresco. En este mismo nivel de
NaCl, las células seleccionadas a 10
g L' multiplicaron su peso fresco
por 15, lo que supone el 37.5 % del
aumento de las células no selecciona-
das en su medio original.

Exponiendo las células no selec-
cionadas y tolerantes a 10 g L™ a
varios niveles de NaCl (Fig. 4), se
pudo comprobar que ambas lineas
crecen de la misma forma en ausen-
cia de NaCl (unas 40 veces el peso
inicial). En todas las concentraciones
de NaCl probadas hasta 15g L™! | las
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FIG. 3.—Curvas de crecimiento de células no seleccionadas (®) y seleccionadas (M) ex-
puestas a 10 g L™ de NaCl.
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FIG. 4.—Respuestas de la linea no seleccionada (A) y tolerante a 10 g L~ (®) ferente
a varios niveles de NaCl.

células tolerantes superaron a las no
seleccionadas que vieron inhibido su
crecimiento a 10 g L™! de NaCl.

Estabilidad de la tolerancia a NaCl

Para comprobar la estabilidad de
su tolerancia, callos tolerantes a 10

g L' de NaCl tras 12 subcultivos en
medio con sal, fueron transferidos a
medio sin NaCl durante seis subcul-
tivos y a continuacién expuestos
nuevamente a 10 g L™! de NaCl. En
la Tabla 1 se observa como el incre-
mento de las células tolerantes man-
tenidas previamente en medio sin sal,

TABLA 1

Estabilidad de la tolerancia a NaCl en células de C. limonum
adaptadas a medio con NaCl (10 g L™!).

Células tolerantes

Células tolerantes®. . . . ... .. .. ... ...
Células control (10 g LI NaCl). . . .. .. ..

p. f. inicial. p. f. final
s 0.100 0.900
.. 0.100 0.750
.. 0.100 0.110

* _Tras cinco meses sin sal cultivadas en medio NaCl (10 g L™1) .

p. f. peso fresco en gramos.
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es siete veces el de las células no se-
leccionadas cuando ambas son ex-
puestas nuevamente a 10 g L™ de
NaCl. Este resultado confirma la
estabilidad de la tolerancia a NaCl,
conseguida durante el proceso de
seleccion.

Efecto de varios reguladores del cre-
cimiento y fuentes de carbono,
sobre la embriogénesis somdtica
en callos no seleccionados y tole-
rantes a NaCl

En la Tabla 2 se muestran los por-
centajes de proliferacion respecto del
control, de los callos sensibles no
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seleccionados y tolerantes a 10 y
125 g L™! de NaCl. En los tejidos
sensibles se observa un efecto positi-
vo del acido giberélico, que alcanza
casi el 95 % del control con niveles
casi idénticos para el tratamiento
control y para las combinaciones de
GA; y BAP, resultando éste Gltimo
claramente inhibitorio. En los callos
tolerantes el medio control tiene un
efecto claramente positivo, superan-
do a los medios suplementados con
reguladores del crecimiento (95 y
85 %). Se puede destacar la escasa
proliferacién de los tejidos tolerantes
al25gL™t.

TABLA 2

Efecto de los reguladores del crecimiento, GA3 (I mg L™1) y BAP (1 mg L™!) sobre la
proliferacion de callos tolerantes y sensibles a salinidad. (%del control).

Control GA; GA; +BAP BAP
Sensible. .. . ... .. ... .. ... 90 95 60 50
Tol. NaCl10g L=t .. ... ........ 95 85 30 30
ToLLNaCl12.5g L™t .. i vwnicsess 50 12.5 10

Ademas del efecto de la prolifera-
cién, también se ha estudiado la in-
fluencia de los diferentes regulado-
res del crecimiento aplicados sobre
el proceso de embriogénesis, a fin
de obtener un protocolo de regene-
raciéon mas eficiente para cada tipo
de tejido.

En esta experiencia se conside-
raron como embriogénicos, todos
aquellos callos que presentaban un
minimo de cuatro embriones soma-
ticos en estadio globular a corazoén,
siendo empleados para establecer el

porcentaje de embriogénesis inducida
por cada tratamiento.

La Tabla 3 ofrece la respuesta
embriogénica de cada tratamiento.
En los tejidos sensibles resulté mas
efectivo el tratamiento con GA
(32.5 %), sin que los otros trata-
mientos mostraran respuestas apre-
ciables. Los tejidos tolerantes a 10
g L' de NaCl ofrecieron una res-
puesta similar a los tejidos sensibles
en el tratamiento con GA, siendo
cuantitativamente menor en un 50 %.
También se observé un efecto posi-
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TABLA 3

Efecto de los reguladores del crecimiento GA3 (I mg L~Y) y BAP (1 mg L~!) sobre la
embriogénesis somdtica en callos sensibles y tolerantes a NaCl (10 g L 1) (%del control).

Control GA GA; +BAP BAP
Sensible: . o : ww i s o wit B s sy s 32.5% — —
Tol. NaCL(10:g L7L) i cisises suiimmsnn 5% 17.5 % = -
Tol NECL (1 ZE DLy oF, W05, 15 % 20.0% = =

tivo en el medio control, aunque
de mucha menor intensidad en la
respuesta (5 %). Los tejidos toleran-
tes a 12.5 g L™! presentan un por-
centaje de embriogénesis inducida
bastante similar para el tratamiento
control y el de GA y superando en
ambos tratamientos a los callos to-
lerantes a 10 g L ™! de NaCl.

El efecto que tiene la aplicacién
como fuente de carbono del glicerol,
al proceso de embriogénesis soma-
tica en callos tolerantes y sensibles

en presencia y ausencia de NaCl
(10 g L™!) se presenta en las Tablas
4y 5.

El proceso de embriogénesis se ve
reducido en las células sensibles
(3.8 %) junto con una marcada in-
hibicién de la proliferacién, debido
al efecto téxico del NaCl. Estos
resultados nos hacen considerar el
glicerol, como la fuente de carbono
més adecuada para regenerar plantas,
a partir de callos embriogénicos
de Citrus.

TABLA 4

Efecto de distintas fuentes de carbono (glicerol y sacarosa) sobre la embriogénesis so-
mdtica en c€lulas tolerantes y sensibles de C. Limonum en medio control y NaCl
(10 g L™!). (% embriogénesis).

Glicerol (2 %)
Control NaCl(10g L™1)
Tolerantes (NaCl 10g L=Y). ... .......... 7272 42.62
Sensibles . . . .. ... ... ... 63.72 3.80
Sacarosa (5%)
NOIBTANTES . { swame st SwEmE & 38 SEEE 53 5 & 10.12 8.60
Sersibles. o it Thsed i nmams P E s 30.25 430
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Regeneracion de pldntulas a partir
de callos no seleccionados y to-
lerantes

Los tratamientos anteriores nos
han permitido obtener embriones
tanto de las lineas no seleccionadas
como tolerantes; los de estas tltimas
en presencia de NaCl. Estos embrio-
nes somaticos han sido germinados
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y desarrollados hasta formar plan-
tulas completas. Las pldntulas proce-
dentes de lineas tolerantes se carac-
terizaron- en su mayor parte por
no presentar entrenudos y tener as-
pecto de roseta en la disposicién de
sus hojas, comparadas con las plin-
tulas procedentes de células no selec-
cionadas (Tabla 5).

TABLA 5

Morfologia de las pldntulas regeneradas de Citrus limonum a partir
de callos control y tolerantes.

Linea no seleccionada

Forma Linea tolerante
Roseta. ... ..... 95%
Normal . ....... ... 5%

100 %

Datos espresados en % sobre 50 pldntulas regeneradas de cada linea.

DISCUSION

Los resultados que hemos presen-
tado, confirman la seleccién de una
linea de callos embriogénicos de C.
limonum tolerante a 10 g L™! de
NaCl. Células con caracteristicas se-
mejantes han sido obtenidas en otras
especies de citricos, como C. sinen-
sis y C. aurantium (Kochba et al.,
1982), aunque de procedencia ligera-
mente diferente, en nuestro caso
nucelar y en las otras especies ovu-
lar. Aunque en la mayor parte de
las caracteristicas los callos toleran-
tes de C. limonum coinciden con las
otras especies de citricos, la resisten-
cia inicial obtenida resulté ser mayor
que en la experiencia de Kochba et
al., (1982), probablemente por haber

estado los callos sometidos a un pe-
riodo prolongado de cultivo in vitro
antes de comenzar la seleccién, lo.
que pudo generar un proceso de va-
riaciéon somaclonal en las células
cultivadas. También resulta signifi-
cativa, la menor tolerancia de nues-
tras cdlulas comparada con las de
C. sinensis y aurantium, ya que su
incremento de peso fresco en medio
con 10 g L' de NaCl, es un 10 %
menor (Ben-Hayyim y Kochba, 1982).
Sin embargo, las diferencias mas
notables se producen cuando se com-
paran con lineas celulares de tabaco
adaptadas o no a salinidad, que re-
sultan mucho mas tolerantes pudien-
do soportar hasta 25 g L™! de NaCl;
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también el proceso de adaptacion su-
cede mas rdpidamente, ya que células
no seleccionadas de tabaco pueden
adaptarse y sobrevivir a salinidad
prolongando su fase lag (Hasegawa y
Bressan, 1980). Esto puede deberse
a la mayor sensibilidad de los citri-
cos a la salinidad (Furr et al., 1963).

Las células seleccionadas pueden
crecer en presencia o ausencia de
NaCl, sin mostrar un comportamien-
to haléfito de forma contraria a lo
observado en células de Medicago
sativa (Crougham et al., 1978), Cicer
arietium (Pandey y Ganapathy,1984),
Ipomoea batatas (Salgado-Garciglia,
1985) y Licopersicon peruvianum
(Hassan y Wilkins, 1988) que mostra-
ron un comportamiento haléfito tras
el proceso de adaptacion.

Al igual que en las otras especies
de citricos, los callos seleccionados
de C. Limonum mantienen su tole-
rancia de forma estable. Este hecho
nos hace considerar a la linea selec-
cionada, como homogénea respecto
de la tolerancia a salinidad. Si asumi-
mos que las células que la integran
puedan ser una mezcla de células
tolerantes y sensibles, tras un perio-
do de cultivo en ausencia de estrés
salino, se deberia producir unaumen-
to en la proporcién de células sen-
sibles. Esto generaria un resultado
opuesto al obtenido por nosotros.
La estabilidad de la tolerancia tam-
bién se ha obtenido en células de
Capsicum annuum (Dix y Street,
1975), Pennisetum americanum
(rangan y Vasil, 1983), Ipomoea
batatas (Salgado-Garciglia, 1985),
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Medicago sativa (McCoy, 1987), So-
lanum tuberosum (Sabbah y Tal,
1990), pero no en células de Nicotia-
na tabacum (Hasegawa y Bressan,
1980). Este cardcter permanente o
no de la tolerancia, puede ser em-
pleado para diferenciar una varia-
cién genética o epigenética de una
simple adaptacién (Ben-Hayyim vy
Kochba, 1983; Wataad et al., 1985).
En nuestro caso la permanencia del
cardcter de tolerancia estable nos
permite considerar a la linea selec-
cionada de C. limonum, como con-
secuencia de un proceso de varia-
cién en las células del cultivo inicial
dentro de una poblacién minoritaria
de células potencialmente tolerantes.

Entre los factores que influyen fa-
vorablemente en el proceso de dife-
renciacién y germinacién de embrio-
nes, destacan la presencia de dcido
giberélico y el glicerol como fuente
de carbono para callos seleccionados,
que formaron embriones verdes en
ausencia o expuestos a NaCl y poste-
riormente regeneraron plantas de
morfologia  caracteristica. Estos
datos coinciden con las observacio-
nes de Ben-Hayyim y Goffer (1989)
en C. sinensis, aunque nuestros em-
briones pudieron formar raices en
ausencia de NAA y requerian pretra-
tamiento con kinetina. La morfolo-
gia alterada de las plantas regenera-
das de células tolerantes, puede de-
berse a cambios en los niveles end6-
genos de fitoreguladores producidos
por NaCl como incremento en ABA,
que pueda inhibir el proceso de dife-
renciacion de brotes.
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CONCLUSIONES

Se ha seleccionado una linea celu-
lar embriogénica de limonero (Citrus
limonum, R) estable en su tolerancia
a estrés salino (10 g L™! NaCl).

Se ha comprobado que la presen-
cia en el medio de GAj; y glicerol
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