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La salinidad es uno de los principales factores que causa pérdidas en los cultivos hasta un
50%, lo cual pone en riesgo la seguridad alimentaria mundial. Durante la evolucién, las
plantas han adquirido mecanismos de defensa, los cuales son regulados por genes
especificos cuya principal funcidn es contrarrestar el dano por salinidad. Es necesaria la
variabilidad genética en los cultivos para que se presenten genotipos tolerantes al estrés.
Una de las estrategias que se puede emplear para encontrar tolerancia es la combinacion
de mutagénesis y cultivo de tejidos vegetales, ya que se producen miles de plantas en
espacios reducidos y periodos cortos; ademds, con el uso de agentes selectivos como el
NaCl pueden obtenerse plantas tolerantes a salinidad. La presente revisibn abordard
tépicos relacionados con el cultivo de tejidos vegetales, la mutagénesis inducida vy la
combinacién de ambos como estrategias para obtencidn de plantas tolerantes a salinidad
de interés agricola.
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Salinity is one of the main factors that causes losses in crops up to 50%, which puts world food
security at risk. During evolution, plants have acquired defense mechanisms, which are
regulated by specific genes whose main function is to counteract damage by salinity.
Genetic variability in crops is necessary for stress-tolerant genotypes to occur. One of the
strategies that can be used to find tolerance is the combination of mutagenesis and plant
fissue culture, since thousands of plants are produced in confined spaces and short periods;
in addition, with the use of selective agents such as NaCl plants can be obtained tolerant to
salinity. This review will address topics related to plant tissue culture, induced mutagenesis
and the combination of both as strategies to obtain salinity tolerant plants of agricultural
interest.

Keywords: mutation; saline stress; abioftic stress; in vitro culture; NaCl; in vitro selection.

La salinidad de los suelos se define como el aumento de sales solubles que impiden o
afectan funciones necesarias para el crecimiento normal de las plantas; los suelos se
consideran salinos cuando la conductividad eléctrica (CE) es de 4 dS m' o mds, lo que
equivale aproximadamente a 40 mM de NaCl (Munns & Tester, 2008). Se menciona que del
fotal de los suelos que son destinados a la agricultura, 74% presenta problemas de salinidad
(Argentel Martinez, Idalmis Fonseca, Garatuza Paydn, Yépez Gonzdlez, & Gonzdlez Aguilera,
2017). Ademds, se estima que el aumento de los suelos salinos en los campos agricolas
reducird la superficie cultivable 30% los proximos 25 anos (Almeida Machado & Serralheiro,
2017; Shrivastava & Kumar, 2015) y hasta 50% para el ano 2050 como resultado del cambio
climdtico (Rao, Lawson, Raditloaneng, Solomon, & Angula, 2019; Shrivastava & Kumarr,
2015).

Por tanto, para reducir las pérdidas de rendimiento en los cultivos es necesario
desarrollar protocolos que permitan modificar el material genético de las plantas para
inducir tolerancia a los factores abidticos y garantizar la seguridad alimentaria mundial
(Orosco-Alcald et al., 2018; Xu, 2016). La transgénesis es una herramienta que se considerd
eficaz para la infroduccién y fijacién de caracteres de resistencia. En 1996 ya se
encontraban en los mercados de EE. UU. cultivos como maiz y soya con resistencia al
glifosato; asimismo, ofro de los avances que se obtuvieron fue el desarrollo del llamado arroz
dorado, el cual tiene potencial de salvar millones de vidas gracias a que estd enriquecido
con vitamina A y hierro (Jauhar, 2006). Sin embargo, en los Ultimos anos el uso de la
transgénesis ha disminuido por la baja frecuencia de transformacién, la controversia que
gira a su alrededor vy los problemas éticos que surgen con el uso de cultivos transgénicos
(Rai, Kalia, Singh, Gangola, & Dhawan, 2011; Ricroch, Guillaume-Hofnung, & Kuntz, 2018).
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Las mutaciones espontdneas (naturales) son alteraciones en el dcido
desoxirribonucleico (ADN) que ocurren debido a errores en la replicacion del ADN, especies
reactivas de oxigeno (EROS) y a la presencia de elementos genéticos moviles
(transposones), los cuales provocan alteraciones genéticas que dieron lugar a la
especiacion (Aklilu, 2021; Mullins et al., 2021). Las mutaciones se pueden utilizar como
herramienta para inducir variabilidad genética en los cultivos; sin embargo, la mutacion
espontdnea ocurre con baja frecuencia (10 - 108); hoy dia esta mutaciéon puede
acelerarse a través de métodos fisicos o quimicos (Aklilu, 2021; Viana, Pegoraro, Busanello,
& Costa de Oliveira, 2019). Por otro lado, la mutaciéon inducida (mutagénesis) se describe
como una alteracién del material genético y ocurre cuando un agente fisico o compuesto
quimico aumenta la frecuencia de mutacion por encima de la frecuencia espontdnea
(Kodym & Afza, 2003).

El cultivo de tejidos vegetales estd definido como un conjunto de técnicas
biotecnoldgicas basado en la totipotencia celular que permite la regeneracion y obtencion
de plantas de manera aséptica, libres de enfermedades y en condiciones controladas
(Oseni, Pande, & Nailwal, 2018; Su, Tang, Zhao, & Zhang, 2021). Los materiales vegetales
usados para la regeneracion de plantas pueden ser hojas, cotiledones, segmentos nodales,
tallos y raices (Oseni et al., 2018; Tandon & Kumaria, 2005).

La combinacién de la mutagénesis inducida con el cultivo de tejidos vegetales ha
demostrado efectividad para desarrollar cultivos tolerantes a varios tipos de estrés bidtico
(plagas y enfermedades) y abidtico (suelos salinos) (Martirena Ramirez et al., 2019; Yaycili &
Alikamanoglu, 2012). Entre los cultivos desarrollados por esta via se encuentran la cana de
azUcar (Nikam et al., 2015), jojoba (AbdalGaleel, Sarhan, Soliman, El Gohary, & Rayan, 2018)
y café (Bolivar-Gonzdlez, Valdez-Melara, & Gatica-Arias, 2018), mismos que demostraron
tolerancia a suelos salinos. La presente revisidén abordard tdépicos relacionados con el cultivo
de tejidos vegetales, la mutagénesis inducida y la combinacién de ambos como estrategias
para obtencién de plantas tolerantes a salinidad de interés agricola.

Salinidad en suelos agricolas

Los suelos salinos se caracterizan por presentar alta concentracién de sales solubles que
impiden o afectan las funciones necesarias para el crecimiento normal de las plantas
(Munns & Tester, 2008). Entre las principales sales que se encuentran en el suelo se pueden
mencionar: el carbonato de sodio (Na2CQOg), sulfato de sodio (Na2SO4), sulfato de magnesio
(MgSQ.), sulfato de calcio (CaSOs4), cloruro de magnesio (MgClz), cloruro de potasio (KCI) y
cloruro de sodio (NaCl), siendo esta Ultima la mds abundante en los suelos (Rai et al., 2011).

La salinidad en los campos agricolas es una severa restriccion para el crecimiento
de los cultivos y la productividad en muchas regiones; la situacion se ha convertido en una
problemdtica mundial (Z6rb, Geilfus, & Dietz, 2019), lo que repercute en las zonas dridas y
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semidridas; asimismo, a nivel mundial son mds de 800 millones de hectdreas afectadas por
la salinidad, lo que supone mds de 6% del drea total de la superficie terrestre (Munns &
Tester, 2008). Se estima que, de los 230 millones de hectdreas de tierras cultivables, 45
millones (20%) son afectadas por altas cantidades de sales (Orosco-Alcald et al., 2018).
Ademds, el aumento de la salinizacion en los campos agricolas reducird 30% la tierra
disponible para el cultivo los proximos 25 anos (Almeida Machado & Serralheiro, 2017;
Shrivastava & Kumar, 2015) y hasta 50% para el ano 2050 debido al cambio climdtico (Rao
et al., 2019; Shrivastava & Kumar, 2015). En México, 8.97 millones de hectdreas de suelos
estdn afectados por el exceso de sales (Orosco-Alcald et al., 2018).

Salinidad en plantas y mecanismos de defensa

La acumulacién de sales solubles en los suelos, principalmente NaCl, causa tres tipos de
estrés en los cultivos vegetales; estrés osmodtico, idbnico y oxidativo, los cuales en su conjunto
causan cambios en la arquitectura de la raiz, inducen clorosis y necrosis en los bordes de
las hojas que se atribuyen al efecto lupa, ocasionado por la pérdida de agua mediante la
gutacién, ademds, reducen la tasa fotosintética (AbdElgawad et al., 2016; Munns & Tester,
2008); estos efectos son causados por un desequilibrio en la salida de K* y Ca?+* citosdlico
provocada por acumulacion excesiva de Na* en las células; lo que puede conducir a una
deficiencia de nutrientes y a la muerte celular (Kamran et al., 2020).

De acuerdo con la capacidad de crecimiento en suelos salinos las plantas se
clasifican como haldéfilas (tolerantes a la salinidad) y glicéfitas (sensibles a la salinidad)
(Flowers & Colmer, 2008; Ruan et al., 2010). Las haléfitas son aquellas que incluyen una serie
de adaptaciones que les permiten tolerar niveles altos de salinidad y en consecuencia son
utilizadas como modelos de estudio para conocer los mecanismos celulares involucrados
en la folerancia (Adolf, Jacobsen, & Shabala, 2013; Ruan, da Silva, Mopper, Qin, & Lutts,
2010); mientras que las glicéfitas son aquellas que no toleran niveles altos de salinidad y
dentro de este grupo se encuentran las plantas cultivables (Zhang & Shi, 2013).

Dentro de las adaptaciones fisioldgicas desarrolladas por las plantas hacia la
salinidad se pueden mencionar la expresion de genes relacionados con la sintesis de
enzimas antioxidantes, para el mantenimiento homeostdtico y la sintesis de solutos
compatibles, que funcionan como mecanismos de defensa regulados por genes
especificos cuya principal funcidn es contrarrestar el dano por el estrés salino
(Hasanuzzaman et al., 2020). Existen avances al respecto, donde plantas de Arabidopsis
thalina y arroz han sido utilizadas como modelo de estudio para identificar y caracterizar
genes involucrados en la tolerancia al estrés por salinidad (DeRose-Wilson & Gaut, 2011;
Suzuki et al., 2016); los genes mds estudiados se mencionan en la tabla 1, mismos que abren
la posibilidad a la ingenieria genética para inducir tolerancia a la salinidad (Orosco-Alcald
et al., 2018).
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Tabla 1
Genes implicados en la tolerancia al estrés salino
Nombre del gen Funcién del gen Referencia
Gen implicado en la acumulacién de solutos Espinosa-Ruiz et al.
NtHAL3a compatibles y el transporte de sodio (1999)
Gen que media el transporte de sodio y potasio Venema et al. (2002)
ATNHXT con afinidades similares (osmorregulacion)
Genes implicados en el incremento en de  Nakayama, Yoshida y
P5CS y OsTPS1 prolina y en los niveles de trehalosa Shinmyo (2004)
Gen implicado en excluir el Na* citosdlico  Nakayama, Yoshida 'y
Enalp durante estrés salino Shinmyo (2004)
Genes fransportadores de potasio de alta
OsHKTs afinidad en arroz, explica la homeostasis del Na* Suzuki et al. (20146)
y K*
Genes relacionados con la supervivencia a
QTLs estrés salino en la etapa de pldntula, Wang et al. (2017)
crecimiento vegetativo y reproductivo
Genes de Genes encargados de reducir el dano de la
eliminacion de célula en condiciones salinas; esto sucede al
especies reactivas de  estar implicados en la eliminacién de EROS, ya Roy et al. (2014)
oxigeno (EROS) que mantiene la energia fotosintética, mejora el

crecimiento de las raices y brotes
Nota: Elaboracién propia con base en informacién recopilada de Orosco-Alcald et al. (2018).

Variabilidad genética

Durante la evolucién las plantas han adquirido una serie de cambios para su adaptacion a
las condiciones cambiantes del clima, estas adaptaciones se generaron gracias a la
variabilidad genética (Holme, Gregersen, & Brinch-Pedersen, 2019; Oladosu et al., 2016).
Dentro de las técnicas de mejoramiento para incrementar la variabilidad genética se
mencionan como mds importantes la hibridacién, la recombinacién y la mutagénesis
(natural o inducida) (Mullins et al., 2021). La mutagénesis es el proceso por el cual ocurren
cambios hereditarios en el material genético de un organismo; sin embargo, las mutaciones
naturales o espontdneas ocurren con una frecuencia de 105 - 108, la cual es demasiado
baja e inadecuada para inducir variabilidad genética (Mullins et al., 2021; Prasanna & Jain,
2017; Viana et al., 2019). En este sentido, los agentes de mutacidn artificial son denominados
mutdgenos y se agrupan en dos categorias: mutdgenos fisicos y quimicos; los cuales
pueden inducir mutaciones en los cultivos (Oladosu et al., 2016).

La mutagénesis inducida se describe como una alteracion del material genético y
ocurre cuando un agente fisico o quimico aumenta la frecuencia de mutacién por encima
de la frecuencia espontdnea (Kodym & Afza, 2003) y se lleva a cabo utilizando agentes
fisicos como rayos gamma y rayos X, asi como compuestos quimicos como el etil
metanosulfonato (EMS) y el azida de sodio (NaNs), los cuales han demostrado inducir
mutaciones puntuales en los cultivos estudiados (Mullins et al., 2021). En el caso particular
del etil metanosulfonato, las mutaciones puntuales inducidas pueden ser del tipo transicion,
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donde una sustitucién nucleotidica, donde el remplazo ocurre entre una base purina por
otra base purina (Adenina a Guanina o Guanina a Adenina) o una pirimidina por otfra
pirimidina (Citocina a Timina o Timina a Citocina); mientras que a las sustituciones en donde
existe un reemplazo entre una base pirimidinica por una purina (Citocina a Adeninag,
Citocina a Guanina, Timina a Adenina, Timina a Guanina) o viceversa (Adenina a Citocina,
Adenina a Timina, Guanina a Citocina, Guanina a Timina) se les conoce como fransversion
(figura 1B) (Mullins et al., 2021; Talebi, Talebi, & Shahrokhifar, 2012).

Por otro lado, las mutaciones inducidas con agentes fisicos se caracterizan por
presentar insercién y delecion de nucledtidos. La insercion sucede al agregarse una o mas
bases nucleotidicas a la cadena de ADN; mientras que la delecion consiste en la pérdida
de una o mds bases nucleotidicas de la cadena de ADN, o bien, todo un fragmento del
cromosoma (figura 1C) (Oladosu et al., 2016).
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Figura 1. Mutagénesis inducida en explantes de chile jalapeio (Capsicum
annuum L.). A) Explantes provenientes de planta madre contienen el mismo
material genético (ADN). B) Explantes provenientes de planta madre con
mismo ADN fratados con mutdgeno quimico presentan alteracion
(transicién y transversidn). C) Explantes provenientes de planta madre con
mismo ADN fratados con mutdgeno fisico presentan alteracion (insercion y
delecion).

Elaboracion propia.
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Ventajas de la mutagénesis en los cultivos

La seguridad alimentaria se ha convertido en uno de los principales desafios que enfrenta
la agricultura debido a la reduccidn de las dreas cultivables y de los recursos hidricos
(Prasanna & Jain, 2017). A pesar de que los esfuerzos dirigidos para atender esta
problemdtica han dado resultados alentadores, aun falta mucho por hacer (Rai et al.,
2011). Entre estos esfuerzos se encuentran el mejoramiento genético convencional, en
donde a través de cruzamientos se ha logrado en algunos cultivos inducir tolerancia a
factores abidticos (Prasanna & Jain, 2017; Rai et al., 2011; Singh et al., 2021). Dentro de este
contexto la mutagénesis inducida con agentes fisicos 0 compuestos quimicos ofrece un
medio simple y efectivo para inducir variabilidad genética, ademds los reportes han
mencionado que con la mutagénesis inducida es posible que una sola planta mutante
pueda tener diferentes caracteristicas agrondmicas deseables (resistencia a factores
bidticos y abidticos, alto rendimiento, calidad y arquitectura de la planta), ya que las
mutaciones nucleotidicas suceden al azar (Mohain Jain & Suprasanna, 2011).

La mutacién inducida se ha convertido en una herramienta viable para la
investigacion de la funcidn y expresion génica (Singh et al., 2021). Asimismo, la combinacion
entre las técnicas de mutagénesis inducida y cultivo de tejidos vegetales pueden ofrecer
muchas ventajas como la capacidad de producir grandes poblaciones de plantas en poco
fiempo y la posibilidad de obtener clones (Yaycili & Alikamanoglu, 2012).

Cultivo de tejidos vegetales (CTV)

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) puede definirse como un conjunto de técnicas
biotecnoldégicas que permite el establecimiento, regeneracién y propagaciéon de plantas
en condiciones controladas y libres de enfermedades (Oseni et al., 2018). Durante la
propagacién de plantas por CTV se utilizan fragmentos vegetales conocidos como
explantes (segmentos nodales, cotiledones, hipocdtilos) (figura 2), de los cuales se pueden
producir cientos o miles de plantas en un proceso continuo (Oseni et al., 2018; Tandon &
Kumaria, 2005), en donde las condiciones de luz, medio de cultivo, pH dptimo y temperatura
son factores importantes que determinan la respuesta del explante (crecimiento y
multiplicacién de brotes) (Oseni et al., 2018). Un explante puede dar origen a miles de
plantas en condiciones confroladas y en tiempo relativamente corto sin considerar la
estacion y clima durante el ano (Akin-ldowu, Asiedu, Maziya-Dixon, Odunola, & Uwaifo,
2009).

La respuesta de los explantes al cultivo in vitro se debe a la fotipotencia celular, la
cual se conoce como la capacidad que tiene una célula para regenerar un organismo
completo (Su, Tang, Zhao, & Zhang, 2020). Autores como Martirena Ramirez et al. (2019)
mencionan gue la micropropagacion puede utilizarse como herramienta de apoyo para
complementar las técnicas de mejoramiento genético convencional, ya que el CTV
permite propagar masivamente plantas de interés agrondmico en periodos cortos de
fiempo; mientras que Rai et al. (2011) mencionan que con el CTV es posible obtener plantas
de calidad y conservar germoplasmas de varios genotipos o bien inducir tolerancia a estrés
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por la variacion somaclonal que el mismo CTV puede producir por la serie de subcultivos
realizados y la susceptibilidad propia del explante.

Dentro de los procesos de regeneraciéon de plantas se pueden mencionar la
embriogénesis somdtica y la organogénesis; la primera es considerada la via de desarrollo
celular donde células somdticas dan lugar a organizaciones similares a embriones cigdticos
sin gque medie la fusion de los gametos; es decir, una organizacion bipolar que no tiene
conexién vascular con el tejido parental (Huang et al., 2020). La etapa del embridn se ha
catalogado en globular, acorazonado, torpedo y cotileddn hasta la germinaciéon y
obtencion de plantas completas (Vinas & Jiménez, 2011). La organogénesis es uno de los
principales métodos de regeneraciéon y se clasifica como indirecta y directa; la primera
tiene lugar cuando el tejido pasa por la fase intermediaria llamada callo, el cual puede ser
una estrategia para incrementar la variabilidad genética debido a la variacién somaclonal
(Gandonou, Errabii, Abrini, Idaomar, & Senhaiji, 2006; Huang et al., 2020); por su parte, la
organogénesis directa ocurre cuando se inducen brotes sin pasar por la fase intermediaria
del callo (figura 2) (George & Debergh, 2008).

Figura 2. Regeneraciéon de plantas en cultivo de tejidos vegetales. A) Planta
madre de chile piquin (Capsicum annuum var. glabriusculum), B)
Cotiledén, C) Induccién de brotes (organogénesis).

Elaboracion propia.

Agente selectivo en CTV al estrés por salinidad

Una de las maneras para seleccionar plantas tolerantes a patdégenos, sequia y salinidad,
consiste en proporcionar las condiciones de estrés dentro del recipiente de cultivo (Li et al.,
2021). El NaCl es el compuesto quimico utilizado en CTV para seleccionar plantas con
folerancia a salinidad (figura 3) (Rai et al., 2011); esta estrategia se basa en que solo los
explantes capaces de mantenerse vivos en este entorno son elegidos para la
micropropagacioén (Li et al., 2021). El cultivo in vitro puede reducir el tiempo para la
seleccion de rasgos deseables bajo la presencia de agentes selectivos y complementar la
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seleccién de campo, ademds, apoyado con ofras estrategias como el uso de radiaciones
de alta penetracién y compuestos mutagénicos es posible inducir variabilidad genética
para proporcionar tolerancia en las plantas (Mullins et al., 2021).

Figura 3. Plantas de chile jalapeno (Capsicum annuum L.)
expuestas a estrés salino. A) Planta susceptible al estrés salino.
B) Planta mutante de chile jalapeno tolerante a salinidad.
Elaboracion propia.

CTV y mutagénesis inducida

El CTV es una herramienta ideal para la seleccion de mutantes tolerantes al estrés salino, ya
gue puede realizarse en condiciones controladas, con espacio y tiempo limitado; asimismo,
permite cultivar células en un entorno controlado vy facilita el desarrollo de protocolos de
seleccion reproducibles (Bolivar-Gonzdlez, Valdez-Melara, & Gatica-Arias, 2018).

Para la seleccion de plantas con caracteristica de tolerancia a salinidad es
necesario establecer las condiciones, tanto de mutagénesis como de cultivo de tejidos
vegetales, ya que esto permitiria regenerar plantas a partir de brotes, yemas axilares, callos
y meristemos por medio de embriogénesis somdtica u organogénesis previamente tratados
con el mutdgeno (figuras 1y 3) (Mullins et al., 2021; Rai et al., 2011). Algunos avances
logrados con la combinacién de mutagénesis inducida y CTV puede observarse en la tabla
2.
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Tabla 2
Cultivos tolerantes a salinidad obtenidos por medio de mutagénesis inducida y CTV usando NaCl
como agente selectivo

Cultivo Mutdgeno Explante Referencia
Cana de azdcar (Fisico) Callos Nikam et al. (2015)
(Saccharum officinarum L.) Rayos gamma embriogénicos
Papa (Fisico) Esquejes con hojas,
(Solanum tuberosum L.) Rayos gamma esquejes sin hojas y Bado et al. (201¢)

microtubérculos

Café (Quimico) Suspensiones Bolivar-Gonzdlez et al.
(Coffea arabica L. var. EMS y NaNs celulares (2018)
Catuai) embriogénicas
Crisantemo (Quimico) Callos Kumar y Kumari (2021)
(Artemisia vulgaris L.) EMS
Jojoba (Quimico) Brotes AbdalGaleel et al.
(Simmondsia chinensis L.) EMS (2018)
Krupa-Matkiewicz et
Petunia x atkinsiana (Quimico) Yemas axilares al. (2017)
EMS
Frijol (Quimico) Callos Gulati et al. (2016)
(Cyamopsis tetragonoloba EMS
L)

Nota: Elaboracién propia con base en estudios recopilados.

De acuerdo con la informacién recopilada la variabilidad genética obtenida por la técnica
de mutagénesis inducida y el CTV ha sido aprovechada para la obtencién de genotipos
tolerantes a diversos tipos de estrés, incluyendo la salinidad. A su vez, estos genotipos (arroz,
cebada y algoddn, entre otros) han contribuido a disminuir las pérdidas de rendimiento en
los cultivos y a aumentar la economia debido al mejoramiento de rasgos de calidad y a la
aceptaciéon del consumidor. Sin embargo, aun faltan por resolver los problemas
relacionados con el desarrollo de protocolos reproducibles de multiplicacidon y
regeneracion para multiples especies vegetales, asi como las dosis y los tiempos de
exposicidon de los explantes al agente mutagénico y la caracterizacion mutagendmica de
los cultivos evaluados en campo.
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